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Bu ¢alismada, pek ¢ok biyoaktiviteye sahip dogal triterpen ursolik asitten (3f-hidroksiurs-12-en-28-oik
asit) hareketle Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB) inhibisyon aktivitesi gosterme potansiyeli olan
triterpenlerin sentezi hedeflendi. Bu amagla dncelikle ursolik asitten sentezi tasarlanan farkl: tiirevlerin NF-
kB inhibisyon aktiviteleri molekiiler docking yontemleriyle incelendi. Olusturulan veri bankasindaki
bilesiklerin ilgili proteinler veya enzimler ile baglanma skorlari tayin edildi ve sentez i¢in uygun molekiiller
belirledi. Sentetik ¢alismalarda molekiiler modelleme sonuglar1 da dikkate alinarak ursolik asitten hareketle
39 tanesi yeni olmak iizere toplam 57 adet bilesik sentezlendi. Sentez ¢alismalarinda a-amirinin (34-
hidroksiurs-12-en) yar1 sentezi i¢in ursolik asitten hareketle {i¢ basamakli yeni ve etkin bir yontem
gelistirildi. Uvaol (3p-hidroksiurs-12-en-28-ol)  ve uvaol-3-metil eter (3p-metoksiurs-12-en-28-ol)
bilesikleri tizerinden asetat, mesilat, tosilat, benzoat, akrilat ve metakrilat esterleri gibi ester tiirevlerinin
yani sira metil, metoksimetil, metoksietoksimetil, n-butil, allil, propargil, silil ve 2,3-epoksi-1-propil eter
tirevleri sentezlendi. 2,3-epoksi-1-propil eter tiirevi tizerinden NaOMe, NaN3 ve HsO* gibi reaktiflerle
epoksit agilma iirtinleri sentezlendi. Epoksitin sodyum azid ile agilmasiyla elde edilen azidoalkol tiirevi
tizerinden fenilasetilen ile [2+3] siklokatilma reaksiyonu yapildi ve bir triazol tiirevi elde edildi. Ursolik
asitten hareketle A, C ve D halkalarinda enon, epoksit ve lakton yapilar1 igeren ursan tiirevleri elde edildi
ve bu bilesiklerin yapilar aydinlatildi. Oksidasyon {iriinlerinin bir kismi dogrudan meydana gelirken dort
bilesik oksidatif diizenlenme iiriinii olarak ele gegti. Yapilan in silico NF-kB taramalarinda baglanma skoru
en yiiksek olan bilesikler ursolik asit, bilesik 117 (34-metoksiurs-12-en-28-ol, 28-O-p-nitrobenzoil) ve
bilesik 118 (35-metoksiurs-12-en-28-ol, 28-O-mesil) olarak belirlendi. Sentezlenen bilesiklerden se¢ilmis
bir seri triterpen tiirevine 3T3 fibroblast insan saglikli hiicreleri iizerinde in vitro sitotoksisite, genotoksisite
ve hiicre i¢i ROS seviyesi 6l¢iim deneyleri yapildi. Triterpenlerin konsantrasyonu 1.56 uM oldugunda bagil
canlilik en yiiksek seviyede iken artan konsantrasyona baglh olarak sitotoksisitenin arttig1 gézlendi. 100 uM
konsantrasyonda en diisiik sitotoksisiteye sahip bilesikler 142 (34-metoksiurs-12-en-28-oik asit), 157 (34-
hidroksiurs-12-en-28-ol, 28-O-asetil) ve 159 (3p-hidroksiurs-12-en-28-ol, 3,28-di-O-mesil) numarali
bilesikler olarak belirlendi. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktar 6l¢timlerinde ROS miktarini
en az arttiran triterpen tiirevi ise bilesik 118 olarak belirlendi.
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Anahtar kelimeler: Ursolik asit, Uvaol, a-Amirin, Niikleer Faktér Kappa B, Molekiiler Modelleme,
Sitotoksisite, Genotoksisite, ROS



ABSTRACT
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SYNTHESIS OF URSANE TRITERPENOIDS BY MOLECULAR MODELLING
ASSISTED AND INVESTIGATION OF SOME BIOLOGICAL ACTIVITIES

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Organic Chemistry Division

Supervisor: Prof. Dr. Abdullah MENZEK, Co-Supervisor: Prof. Dr. Giilagtt TOPCU

In this study, the synthesis of triterpenes with potential Nuclear Factor Kappa B (NF-xB) inhibitory
activity starting from natural bioactive triterpene ursolic acid (34-hydroxyurs-12-ene-28-oic acid) was
aimed. For this purpose, initially NF-xB inhibitory activities of different triterpene derivatives
designed from ursolic acid were investigated by molecular docking methods. In the created database,
the binding scores of the compounds with proteins or enzymes were determined and identified the
appropriate molecules for synthesis. Based on the results of docking studies, 57 compounds were
synthesized from ursolic acid, 39 of which were new. A new and efficient method has been developed
for semi-synthesis of a-amyrin from ursolic acid in three steps. Methyl, methoxymethyl,
methoxyethoxymethyl, n-butyl, allyl, propargyl, silyl and 2,3-epoxy-1-propyl ether derivatives have
been synthesized as well as ester derivatives such as acetate, mesylate, tosylate, benzoate, acrylate and
methacrylate from uvaol (34-hydroxyurs-12-ene-28-ol) and uvaol-3-methyl ether (35-methoxyurs-12-
ene-28-ol). Epoxide opening products were synthesized reaction from the 2,3-epoxy-1-propyl ether
derivative with reagents such as NaOMe, NaNs ve HzO*. To synthesize a triazole derivative [2+3]
cycloaddition reaction was performed with epoxide opening product, azido alcohol, and phenyl
acetylene. Ursane derivatives including enon, epoxide and lactone structures in A, C and D rings, were
synthesized from ursolic acid, and their structures were determined. Some of these oxidation products
were formed directly from the reactions but four compounds were obtained as oxidative
rearrangements products. Compounds with the highest binding score in the in silico NF-«xB tests are
ursolic acid, compound 117 (38-methoxyurs-12-ene-28-ol, 28-O-p-nitrobenzoyl) and compound 118
(38-methoxyurs-12-en-28-ol, 28-O-mesyl). In vitro cytotoxicity, genotoxicity and intracellular
reactive oxygen species (ROS) level measurement experiments were performed on 3T3 fibroblast
human healthy cells to a series of triterpene derivatives selected from the synthesized compounds.
When the concentration of triterpenes was 1.56 uM, the relative viability was at the highest level,
whereas the cytotoxicity increased with increasing concentration. The compounds with the lowest
cytotoxicity at 100 uM concentration were determined as 142 (38-methoxyurs-12-ene-28-oic acid),
157 (3p-hydroxyurs-12-en-28-ol, 28-O-acetyl) and 159 (3p-hydroxyurs-12-ene-28-ol, 3,28-di-O-
mesyl). The triterpene derivative, which least increase of the intracellular ROS levels was determined
as compound 118 (3f-methoxyurs-12-en-28-ol, 28-O-mesyl).

2018, 298 pages
Keywords: Ursolic acid, Uvaol, a-Amyrin, Nuclear Factor Kappa B, Molecular Docking,
Cytotoxicity, Genotoxicity, ROS
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1. GIRIS

1.1. Triterpenler ve Onemli Biyolojik Aktiviteleri

Terpenler bitkilerin ¢ok 6nemli savunma mekanizmalari olan ve izopren birimlerinden
olusan sekonder metabolitlerindendir ve mono-, seski-, di-, sester- ve triterpenler olmak
tizere pek ¢ok alt siniflara ayrilirlar. Bunlardan triterpenler 30 karbonlu genelde halkali
iskelet yapisina sahip terpenlerdir (Brown 1998). iclerinden ursan iskeletine sahip a-
amirin (1), uvaol (2) ve ursolik asit (3), oleanan iskeletine sahip oleanolik asit (4) ve bir
lupan tipi triterpen olan betulinik asit (5) pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip olup diinyada
cesitli gruplar tarafindan incelenmektedirler (Ukiya et al. 2002; Dzubak et al. 2006;
Topcu 2006; Zhang et al. 2006; Liby et al. 2007). Ursan iskeletinin yapist ve karbon
atomlarinin numaralandirilmasi ile beraber en ¢ok bilinen ursan tiirevi triterpenler olan a-
amirin (1), uvaol (2) ve ursolik asitin (3) yapilart Sema 1.1°de goriilmektedir. Sema 1.2°de

ise oleanolik asit (4), betulinik asit (5) ve lupeol (6) bilesiklerinin yapilar1 yer almaktadr.

23 24

Ursan Iskelet numaralandirilmasi Urs-12-en

a—Amirin (1) Uvaol (2) Ursolik asit (3)
(3 f-Hidroksi-urs-12-en) (3p-Hidroksi-urs-12-en-28-0l ) (3 f-Hidroksi-urs-12-en-28-oik asit )

Sema 1.1



Oleanolik asit (4) Betulinik asit (5) Lupeol (6)
(3 f-Hidroksi-olean-12-en-28-oik asit) (3 /-Hidroksi-lup-20(29)-en-28-oik asit) (3/-Hidroksi-lup-20(29)-en)
Sema 1.2

Topcu ve arastirma grubunun 30 yili askin bir siiredir baslica Lamiaceae (Labiatae)
familyas1 bitkileri olmak iizere diterpen ve triterpence zengin bitki familyalar1 ve iizerinde
yogun arastirmalart bulunmaktadir (Ulubelen and Topcu 1984; Topcu et al. 1995; Topcu
et al. 2001; Culhaoglu and Topcu 2011; Culhaoglu et al. 2013; Topcu et al. 2013a;
Culhaoglu et al. 2015; Culhaoglu et al. 2016). Yapilan ¢alismalarda 6zellikle Salvia
tiirlerinden elde edilen pek ¢ok diterpen ve triterpenin anti tiiberkiiloz, antibakteriyel,
antioksidan ve sitotoksik aktiviteleri de incelenmistir (Ulubelen et al. 1997; Topcu et al.
2007; Tel et al. 2010; Culhaoglu et al. 2013). Topgu ve grubunun da iginde oldugu pek
cok grup ursolik asit iizerinde aragtirmalarini siirdiirmektedir ve bu bilesigin antikanser,
antiviral, antikolinesteraz vb. pek ¢ok aktivitesi saptanmistir (Hsu et al. 2004; Topcu et
al. 2004b; Topcu 2006; Zhang et al. 2006).

Salvia’nin birgok tiiriinden yiiksek verimle oleanolik asit ve ursolik asit elde edilmesine
ragmen ¢ok sayida hidroksil ve/veya farkli fonksiyonel gruplara sahip ursolik asit veya
oleanolik asit tiirevlerinin gesitliligi daha azdir (Topcu and Ulubelen 1999; Topcu et al.
2004b; Topcu et al. 2007). Genellikle Anadolu’da yetisen Salvia tiirleri triterpenlerden
ziyade abietan diterpenlerce daha zengin biyocesitlilik gostermektedir. Bunun bir sonucu
olarak da Topgu ve grubu Salvia tiirlerinden, 290 civarinda abietan diterpen izole etmistir
ve bunlarin yarisi dogadan ilk kez izole edilmistir. Elde edilen bu bilesikler kuvvetli
antioksidan, antiviral ve sitotoksik/antitiimér 6zelliklere sahiptirler (Ulubelen et al. 1997;
Kabouche et al. 2007; Topcu et al. 2008; Kolak et al. 2009; Topcu et al. 2013b). Topgu

ve grubu Salvia tiirleri lizerindeki ¢alismalarindan 50’yi askin triterpen izole etmis ve



yapilarini belirlemislerdir. Bu triterpenlerden bazilarmin antioksidan, antibakteriyel,

sitotoksik ve antikolinesteraz aktiviteleri incelenmistir.

Salvia tiirlerinden ursan ve oleanan tiirevlerinin yan1 sira lupan iskeletine sahip
triterpenler de elde edilmistir (Topcu et al. 2007; Culhaoglu et al. 2015). Bunlardan
betulinik asit (5) ve lupeol’un (6) ve sitotoksik, antiviral ve hatta Niikleer Faktor Kappa
B (NF-xB) yolag tizerindeki aktiviteleri saptanmis ve halen tizerinde ¢alismalar yogun
olarak siirmektedir (Reiner et al. 2013). Ayrica 2008 tarihli “Terpenoids: natural
inhibitors of NF-«B signaling with anti-inflammatory and anticancer potential” bashkl
bir review makalede farkli terpenlerin NF-kB yolagindaki iletisimin sinyalinin
inhibisyonu tizerine yapilan mekanistik ¢aligmalar sunulmustur (Salminen et al. 2008;
Ling et al. 2010). Oleanan triterpenlerin antienflamatuvar, anti-proliferatif ve pro-
apoptotik ajanlar olarak etkileri de kismen arastirilmistir (Liby et al. 2007). Sentetik
olarak elde edilmis bir molekiil olan bardoksolonmetil (7) bilesiginin (Sema 1.3)
transkripsiyon faktorleri lizerinde etki yaparak enflamasyonu durdurdugu ve ozellikle
bobrek hastaliklart ve diyabetiklerde tedavi amagli kullanildigi bilinmektedir (Roehr
2009; Hong et al. 2012; de Zeeuw et al. 2013).

OMe
HO,, HO,,,

AcO AcO

Sema 1.3

Topgu ve arastirma grubunun Salvia tiirleri izerinde yaptiklari son yillardaki ¢aligmalari
sirasinda bir seri polihidroksilli oleanan ve ursan tiirevi triterpen izole edilerek yapilar
tayin edilmis ve bazilarinin oldukc¢a yiiksek Niikleer Faktor Kappa B (NF-«xB)
inhibisyonu gosterebilecegi in silico testlerle ve hiicre esasli deneylerle saptanmuistir.
Ayni seriden birkag triterpen Amerika Milli Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan istenerek
60 hiicre hattina kars1 in vitro deneylerle sitotoksik aktiviteleri bakimindan incelenmistir.

Bu inceleme sonrasinda ozellikle 15,2a,34,11a-tetrahidroksiurs-12-en,3-asetil (8) ve



15,2a,3p,11a-tetrahidroksiolean-12-en,3-asetil (9) yapisindaki iki triterpenin bobrek,
kiiciik hiicreli olmayan akciger ve goglis kanser hiicrelerine karst oldukca yliksek

sitotoksisite gosterdigi saptanmustir (Topcu et al. 2004a).

Triterpenlerin NF-xB inhibisyonu konusundaki 6nemi, son yillarda bu alanda ve
antikanser Ozelliklerinin arastirilmasi amaciyla yapilan calismalarin sayisindan da
anlasilabilir (Reiner et al. 2013). Calismalara bakildiginda ursan triterpenoidlerin
aterosklerozu 6nledigi (Zhang et al. 2006) ve bir ursan triterpen olan annurkoik asitin (10)
(Sema 1.4) antitiimor etkili bir antioksidan oldugu gosterilmistir (D'Abrosca et al. 2006).
Bir triterpen glikozit olan Ginsenoside Rg3’iin (11) kolon kanseri {izerindeki etkileri
incelenmistir (Kim et al. 2009) Lupeol’iin (6) NF-kB inhibisyonu iizerinde etkili oldugu
ve NF-kB inhibisyonu yaparak epidermoid karsinoma A431 hiicrelerini diizenledigi
bildirilmistir (Prasad et al. 2009). Triterpen grubundan pachymic asitin (12) de antitiimor
etkisi gosterilmistir (Ling et al. 2010). Ayrica yine bir ursan triterpen olan a-amirinin (1)
enflamasyonu durdurma mekanizmalari incelenmis (Medeiros et al. 2007), ve ursolik
asitin (3) NF-«B inhibisyonu yaptig1 belirlenmistir (Manu and Kuttan 2008). Son yillarda
yapilmis olan triterpenlerin antikanser 6zellikleri ile ilgili bir derleme makalede (Liby et
al. 2007) ve diger bazi yayinlarda triterpenlerin antitiimér/antikanser 6zellikleri agikga
izlenmektedir (Tabata et al. 2001; Ukiya et al. 2002; Hsu et al. 2004; Nair et al. 2006;
Culhaoglu et al. 2016).
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1.2. Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)

Yaklasik 30 yil 6nce, Ranjan Sen ve David Baltimore immunoglobulin genleri ile bazi
niikleer faktorler arasindaki iligkiyi arastirdiklari bir calismada, B lenfositlerinde
immunoglobulin-kappa zincirine ait genin 6zel bir bdlgesine baglanarak bu genin
aktivitesini diizenleyen bir protein belirlediler. Daha sonra bu proteinin aktivitesinin
bakteriyel lipopolisakkaritler (LPS) ile uyarilabildigi ve sadece B hiicrelerine 6zgii
olmadig1 anlasildi. Sen ve Baltimore bu proteine Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB)
adin verdiler (Sen and Baltimore 1986a; Sen and Baltimore 1986b). O giinden sonra NF-
kB, pek ¢ok bilimsel aragtirmanin konusu oldu ve bugiine kadar NF-«B hakkinda
35.000’den fazla 6zgilin makale ve derleme ¢aligma yayinlandi. Siiregelen ¢aligmalarda
elde edilen sonuglar NF-kB’nin bagisiklik sistemi, enflamasyon, hiicre ¢ogalmasi ve
hiicre 6liimii gibi birgok biyolojik olayda yer aldiginmi gosterdi (Bonizzi and Karin 2004;
Karin and Greten 2005). Dahasi kanser ve diyabet gibi hastaliklarla NF-kB sinyal iletim
yolunun iliskisi de kabul edilmektedir (Vallabhapurapu and Karin 2009).

Niikleer Faktor Kappa B protein kompleksi DNA’nin kopyalama islevini kontrol eden bir
protein grubudur ve bes alt proteinden olusur. Bunlar Rel proteinlerin dimerizasyonuyla
olusan RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 ve p52°dir. Bu alt birimler herhangi bir uyari
olmadiginda homodimer veya heterodimerler halinde inhibitér proteinleri (IxB)
tarafindan sitoplazmada tutulurlar. Hiicrenin bir¢ok sebepten dolay1 uyarilmasi sonucu,
IxB kinaz (IKK) proteinlerinin fosforilasyona bagli olarak yikilmasinin ardindan, serbest
kalan NF-xB dimerleri, ¢ekirdek icine girerek hedef genlerinin aktivitelerini diizenlerler.
(Ghosh and Karin 2002). Bu protein kompleksi i¢inde yer alan c-Rel proteini, bu gruptaki
diger dort proteinden farkli olarak, yalnizca timor olusumunda rol alan bir ¢ekirdek
transkripsiyon proteinidir. NF-kB yolagi, kanserin gelismesinde basrolii oynayan temel
yolaktir. NF-kB’nin bloke edilmesi, tiimdrlerin gelismesini ve yayillmasini durdurabilir.
Ancak, biyolojik sistem i¢inde ¢esitli gorevleri olan NF-kB protein kompleksinin
bastirilmasi, istenilmeyen yan etkilere de yol acabilmektedir. Bu nedenle bu sistemin

baskilanmasi i¢in kullanilabilecek tam etkili bir ila¢ heniliz mevcut degildir.



1.2.1. NF-kB dimerlerinin olusumu ve DNA’ya baglanmasi

NF-xB ailesini meydana getiren proteinlerin yapisi incelendiginde tiim alt birimlerin
amino ucunda Rel homoloji bélgesi (RHD) olarak adlandirilan yaklasik 300 amino asit
uzunlugunda bir dizinin oldugu tespit edilmistir. Bu bolge dimer olusumu, sitoplazmadan
cekirdege gecis, DNA’ya baglanma ve IkB proteinleriyle etkilesimden sorumludur
(Hayden and Ghosh 2008; Vallabhapurapu and Karin 2009; Huxford et al. 2011).

RHD’nin yapisina yonelik ilk bilgiler, DNA’ya bagli NF-xB p50:p50 homodimerinin
kristal yapisindan elde edilmistir (Ghosh et al. 1995). NF-kB p50:DNA olusumunun
incelenmesiyle RHD’nin immunoglobulin yapisina benzeyen iki katlanmis bolgeden
olustugu belirlenmistir. Amino ucu, 160-210 amino asit uzunlugunda ve DNA’ya
baglanmadan sorumludur. Karboksil ucunda yer alan dimerizasyon bdlgesi (DD) yaklagik
100 amino asit uzunlugundadir. Yapisal olarak onemli diger bir bolge olan niikleer
lokalizasyon dizisi (NLS) serbest NF-kB dimerlerinin ¢ekirdege gegisinden sorumludur.
Bu bolge, IkB proteinleri gibi farkli yapilarin baglanabilmesi icin gerekli komformasyon

degisimine olanak saglayacak sekilde degisken bir yapidadir (Huxford et al. 2011).

Dimerlerin olusumu, Rel homoloji bdlgesi (RHD) i¢inde yer alan ve yaklasik 100 amino
asitten olusan dimerizasyon bolgesi (DD) aracilifi ile gergeklestirilir. NF-xB’nin alt
birimlerinin yapisi, X-1gin1 analizleriyle incelenmis ve DD’nin iki tane anti paralel beta
tabakadan olustugu, immiinoglobulinlere benzeyen bir katlanma yapisina sahip oldugu

tespit edilmistir (Huang et al. 1997).

Teorik olarak bes farkli NF-kB alt protein biriminden 15 farkli homo ve heterodimer
olusma olasilig1 vardir (Sekil 1.1). Bunlardan 12 tanesinin olustugu in vivo sartlarda tespit
edilmistir ancak diger tic dimerin (RelB:RelB, RelB:c-Rel ve p52:c-Rel) in vivo sartlarda
olustuklar1 hakkinda heniiz bir bilgi yoktur (O'Dea and Hoffmann 2010).



Sekil 1.1. NF-«B alt birimlerinin olusturabilecegi olas1 dimerler.

NF-kB dimerlerinin DNA iizerindeki kB bolgesine bagli halde elde edilen kristal
yapisindan, iki NF-kB alt biriminin Rel homoloji bdlgelerinin dimer olusturdugu yerde,
ana oluk i¢inde bir tam doniis boyunca, ¢ift zincirli DNA ile sik1 bir etkilesim iginde
oldugu belirlenmistir (Ghosh et al. 1995). NF-kB’nin amino ucu ve dimerizasyon
bolgeleri hedef DNA nin etrafini kugatir. DNA ile etkilesim, proteinin ikincil yapisindaki

beta tabakalar1 baglayan doniislerdeki amino asitler araciligi ile olur.

NF-kB proteinlerinin DNA’ya baglanma aktivitesi, sitoplazma ve ¢ekirdekte bulunan kB
proteinleri, Rel alt birimleri, Rel proteinleri ile iligkili diger proteinleri, Rel olmayan alt
birimleri kapsayan bircok basamakta kontrol edilmektedir. Rel ile iligkili proteinlerin her
gecen giin artan listesi, doku veya hiicre tipine 6zgii bir diizenlenme mekanizmasi

oldugunun diger bir kanitidir (Wan and Lenardo 2010).

1.2.2. Inhibitor kappa B (1kB) kinaz (IKK) kompleksi

IxB proteinlerinin fosforilasyonundan sorumlu olan kinazlar ile ilgili uzun yillar herhangi
bir bilgi elde edilememistir. Yapilan yogun aragtirmalar neticesinde 1996 yilinda IxB
kinaz (IKK) kompleksi tanimlanmistir (DiDonato et al. 1997; Mercurio et al. 1997).
Protein saflastirma, dizi analizi ve molekiiler klonlama teknikleri kullanilarak, bu
kompleksin IKK1/IKKa ve IKK2/IKKf olmak iizere iki tane homolog kinaz alt birimi
ve NEMO/IKKY olarak adlandirilan diizenleyici bir proteinden olustugu tespit edilmistir
(DiDonato et al. 1997; Mercurio et al. 1997; Mercurio et al. 1999).



IKKa ve IKKfA’nin amino asit dizilislerine bakildiginda %52 6zdes olduklart gortliir
(Zandi et al. 1997). Amino ucunda yaklasik 300 amino asit uzunlugunda bir protein kinaz
bolgesi, daha sonra 22 amino asitten olusan bir 16sin fermuar1 motifi ve sarmal-ilmek-
sarmal bolgesi oldugu tespit edilistir. Bu iki proteinin karboksil ucunda ise 6 amino asitten
(Leu-Asp-Trp-Ser-Trp-Leu) olusan kisa bir IKKy/NEMO baglanma bdlgesi bulunur
(May et al. 2002).

1.2.3. NF-xB sinyal iletim yolunun aktivasyonu

NF-kB sinyal iletim yolu en basit sekliyle, bir dizi pozitif ve negatif diizenleyici
elemandan olugmaktadir. NF-kB alt birimlerinin olusturdugu dimerler, herhangi bir uyari
olmadiginda inhibitorleri olan IxkB proteinleri ile birlikte hiicrelerin sitoplazmasinda
tutulmaktadir. Uyariyr takiben, biiyiik sinyal kompleksleri olusturulmakta, bu
kompleksler IKK proteinlerinin aktivasyonuna neden olmaktadir. IKK’nin kinaz alt
birimlerinin aktivitesi ile IkB proteinleri 6zel serin amino asitleri (genellikle Ser32 ve
Ser36) lizerinden fosforilasyona ugramaktadir. Fosforilasyonu takiben IkB proteinlerinin
Lys21 ve Lys22 amino asitlerinden ubikuitinasyonu ve daha sonra 26S proteazom
tarafindan yikimi gerceklesmektedir. Serbest kalan NF-kB dimerleri ¢ekirdege gecerek
hedef genlerindeki 06zel «B bolgelerine baglanmakta ve transkripsiyonunun

diizenlenmesine aracilik etmektedir (Karin and Ben-Neriah 2000; Karin et al. 2002).

NF-kB sinyal iletim yolunun aktivasyonu, IKK kompleksinin yapisinda yer alan kinaz alt
birimleri IKKa ve IKKf’ya duyulan gereksinime dayali olarak iki bagimsiz yol izerinden
gerceklesmektedir. Son yillarda, sadece NEMO aracilig1 ile gerceklesen ve IKK alt
birimlerine ihtiyag duyulmayan iki atipik aktivasyon yolunun varligindan da
bahsedilmektedir. NF-xB’nin klasik yol {izerinden aktivasyonu Sekil 1.2 yardimu ile
alternatif yol lizerinden aktivasyonu ise Sekil 1.3 yardimi ile de kolayca agiklanabilir.

Sekil 1.3 alternatif yol ile beraber klasik yolu da igermekte ve her ikisini kiyaslamaktadir.
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Sekil 1.2. Niikleer Faktor Kappa B aktivitesinin klasik yolu

Sekil 1.2’de hiicre disindan gelen sinyal NF-kB kompleksini uyarir, disaridan gelen uyari,
IxB’nin fosforlanmasina yol agar. Fosforlanma sonucu IxB ubikuitin ile birlesir ve
pargalanir. Geri kalan kompleks dimer c¢ekirdege girerek DNA’ya baglanir ve
transkripsiyonu baslatir. Bu durumun kontrolsiiz bir sekilde devam etmesi istenilmeyen
protein liretimine ve tiimor olusumuna yol acar. Hiicre membranindan ¢ekirdege kadar
NF-kB aktivitesini her diizeyde etkileyecek ve degistirecek ¢ok gesitli faktor vardir (Wan
and Lenardo 2010). Ancak, yalnizca tiimor olusumunu engelleyecek etkilesmeleri kontrol
etmek i¢in NF-kB grubuna ¢ekirdek iginde ve dzellikle de c-Rel iizerinden inhibisyon
yaptirmak gerekmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda (Liby et al. 2007; Ozturk and
Erman 2011; Erman and Topcu 2012) cekirdek iginde aktivite gosteren c-Rel
transkripsiyon proteinin, triterpen molekiilleri tarafindan inhibe edilebilecegi

gorilmiistiir.
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NF-kB aktivitesinin alternatif yolunda ise NF Kappa B uyarict kinazin (NIK) etkisiyle
NF Kappa B dimer kompleksi fosforlanir ve heterodimer RelB-p100 {izerinden p100’iin
bir kisminin pargalanarak dimerin ¢ekirdek zarindan gegecek kadar kiigiik hale gelmesine

sebep olur. Boylelikle ¢ekirdege giren kompleks hedef gen iizerinde transkripsiyonu

baslatir (Sekil 1.3).

Klasik Yol Alternatif Yol
IL-1, TNF, LPS CD40, LT
::::::I::::::::::::::::::::D::::::::: Hiicre Zan
{fendosome .y " ‘l' NIK
DALY i IKKK
¢ sitoplazma

Proteazomal \
: p100
Parcalanma @‘ Proteazomal
\ . — (" @J Parcalanma
@ p50 p65 RelB 52

hedef gen hedef gen

Sekil 1.3. Niikleer Faktor Kappa B aktivitesinin alternatif yolu
1.2.4. NF-kB aktivasyonunun sonlandirilmasi (NF-kB inhibisyonu)

NF-kB aktivitesinin sonlandirilmasiyla ilgili en 1yi bilinen mekanizma, IkB proteinlerinin
yeniden sentezlenmesidir. Bu islem aktif NF-xB dimerlerinin transkripsiyonel aktivitesi
ile gerceklestirilir. Yeni sentezlenen IkBa, c¢ekirdege gecerek NF-kB’yi DNA’dan

uzaklastirir ve sitozole tasir. Onciil molekiiller olan p100 ve p105 gibi, c-Rel ve RelB
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genleri de NF-xB tarafindan indiiklenebilir. Bu nedenle, bir hiicrenin i¢indeki NF-kB
dimerlerinin kompozisyonu zamanla degisebilmektedir (Hayden and Ghosh 2004;
Haecker and Karin 2006).

Son yillarda, NF-kB dimerlerinin translasyon sonras1 modifikasyonlari ile ortaya ¢ikan
ve dogrudan DNA’ya bagh aktif NF-«B dimerlerini etkileyen yeni inhibisyon
mekanizmalar1 tanimlanmistir. Bu mekanizmalar, NF-kB dimerlerinin yikimina, hiicresel
yerlesiminin degigsmesine aracilik ederek veya kofaktorlerin baglanmasini 6nleyerek NF-
kB aktivitesinin sonlandirilmasina yardim ederler. NF-«kB’nin p65 alt biriminin
asetilasyonunun, DNA’ya baglanma afinitesini negatif olarak etkiledigi tespit edilmistir.
Bu nedenle p65°in histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) proteinleri
ile iliskisinin diizenlenmesi NF-kB cevabinin sonlandirilmasinda  6nemlidir
(Oeckinghaus and Ghosh 2009). NF-«B alt birimlerinin aktivitesinin, DNA’ya baglanma
ilmegindeki redoksa duyarli bir sistein amino asidinin oksidasyonu ve alkilasyonuyla

inhibe oldugu da gosterilmistir (Perkins 2006).

1.2.5. NF-kB aktivitesinin biyolojik etkileri

NF-kB transkripsiyon faktorlerinin bilinen en énemli islevleri, immiin ve enflamatuvar
cevaplarin olusmasina aracilik etmektir. Ancak, islevleri bununla sinirli degildir.
Enflamasyon ile kanser arasindaki baglantinin en 6nemli gostergelerinden biri olan bu
transkripsiyon faktorii hiicre adezyonu, farklilasma, oksidatif stres cevaplari, kanser
olusumu/gelisimi ile birlikte apoptozun inhibisyonu gibi énemli hiicresel ve fizyolojik
stirecleri kapsayan yiizlerce genin ekspresyonunu kontrol eder (Nabel and Verma 1993;
Gilmore 2006; Gilmore and Herscovitch 2006; Perkins 2007). Son yillarda, sasirtict bir
sekilde apoptoza aracilik ettigi ve tiimor gelisimini baskiladigr ile ilgili bulgular da elde
edilmistir (Gilmore and Garbati 2011).

NF-kB aktivitesi kanser disinda bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir. Bunlar baslica, alerji,
astim, ateroskleroz, obezite, diyabet, sepsis, iskemi/reperfiizyon, anjina pektoris,
enflamatuvar noropati, Parkinson, Alzheimer, migren ve psikososyal stres gibi pek ¢cok
hastalik ve bozukluklar seklindedir (Gilmore and Garbati 2011).
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1.3. Molekiiler Modelleme (Molekiiler Docking)

Molekiiler modelleme caligmalari giiniimiizde ilag¢ kesfi ve tasarimin vaz gecilmez bir
parcast haline gelmistir. Gelisen bilim ile birlikte proteinlerin, enzimlerin ve hatta DNA
sarmallarinin bile ii¢ boyutlu kristal yapilarinin belirlenmesi ve potansiyel ilag
molekiiliiniin hedef ile etkilesiminin incelenmesi ile bir maddenin ila¢ olma potansiyeli

daha yolun basinda tahmin edilebilmektedir.

Yirminci yiizyilin ikinci yarisindan itibaren arastirmacilar, yeni ila¢ etkin maddesi
olabilecek bilesikler tasarlayabilmek icin kimyasal bilesiklerin molekiiler yapilar ile
biyolojik etkileri arasindaki iliskileri arastirmaktadirlar. Boylece yeni ilag etken maddesi
niteligindeki kimyasal bilesiklerin gelistirilmesi, daha ideal etkili bilesiklere ulasilmasi
ve etki mekanizmalarinin belirlenmesi giderek 6nemli hale gelmistir (Aki-Sener and

Yalg¢in 2003).

Molekiiler modelleme ¢alismalar1 tizerine yapilan arastirmalari inceledigimizde ilag kesfi
ve tasarimi ic¢in oldukc¢a Onemli oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Bu sebeple ilag etken
maddelerinin etkilestigi baglanma bolgelerinin aydinlatilmasi ve/veya biyolojik etkinligi
daha yiiksek bir bilesik tasarimi giiniimiiz arastirmacilarinin ilgi odag1 olmustur. Ilag
tasarimindaki rasyonel yaklasimlar, ligand yapisina dayali tasarim ve hedef yapisina
dayali tasarim olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Ligand yapisina dayali tasarimda etki
gosteren molekiillerin yapisindan faydalanilarak reseptdér yapisinin yorumlanmasi
amaglanmaktadir. Hedef yapisina dayali tasarimda ise, bilinen reseptor yapisindan

hareketle etki gosterebilecek molekiillerin tasarlanmasi amaglanmaktadir (Young 2009).

Protein yapisi belli olan ¢alismalarda hedeflere yonelik tasarlanan molekiillerin reseptore
uyumu ve amino  asit  kalintilartyla  etkilesimleri,  ¢esitli  agilardan
degerlendirilebilmektedir. Boylede ligand-protein etkilesimi ele alinarak hedeflenen
bilesikler tasarlanabilmektedir (Lengauer and Rarey 1996).
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Spesifik olarak tedavi edici etkisi bilinen ya da bilinmeyen bir seri molekiilden hareketle,
molekiillerin ortak 06zelliklerini gosteren farmakofor modelleri veya hipotezleri
olusturmaya dayanan bir yontemle de docking ¢alismalari yapilabilir (Greene et al. 1994;
Hahn 1995; Smellie et al. 1995; Barnum et al. 1996; Hahn 1997; Hirashima et al. 2002a;
Hirashima et al. 2002b). Farmakofor modeli, molekiilde bulunan hidrofobik gruplar,
yiiklii veya iyonize olabilen gruplar, hidrojen bagi dondrleri ve akseptorleri gibi molekiil
ozelliklerini gosterir. Tiim bu 6zellikler aslinda ilacin proteine baglanasi igin gerekli olan
kimyasal fonksiyonlardir. Yeni aday bilesiklere yonelik olusturulan farmakofor modelleri

i¢c boyutlu veri tabani olarak da kullanilabilir.

Molekiiler docking, daha basit bir tanimla kararli bir kompleks olusturmak tizere ligand
ve proteinin birbirine nasil baglanacaklarini tahmin eden bir yontemdir (Lengauer and
Rarey 1996). Kiigiik molekiillii ilag adaylarinin protein hedeflerine karsi ilgisini, bu
proteinlere baglanmasini ve dolayisiyla biyolojik aktivitesini 6nceden tahmin edebilmek
icin kullanilmaktadir. Bu nedenle, ilaglarin rasyonel tasariminda onemli bir yeri

bulunmaktadir (Kitchen et al. 2004; Chikhi and Bensegueni 2008).

Teknik olarak, ligand ile baglanma bolgesinin uyumunun arastirilmasi docking olarak
adlandirilirken, ligand-protein arasindaki baglanma giicii ise, skoring olarak
adlandirilmaktadir. Docking ve skoring arasindaki fark docking programlarina ait iki
onemli noktay1 vurgulamaktadir. Bunlar, poz tahmini olarak adlandirilan ve molekiiliin
baglanma seklini ve ayrintisin1 dogru olarak tahmin edilmesi ve baglanma skoru olarak
adlandirilan bilesiklerin protein ile baglanma ilgisinin matematiksel ifadesidir

(Verkhivker et al. 2000; Stahl and Rarey 2001).

1.4. Amac¢ ve Kapsam

Bu tez calismasi baslica, daha once yapist ve NF-xB inhibisyonu yapabilecegi
patentlenmis (Erman and Topcu 2012) ursan tiirevi dogal bir triterpen molekiili olan
15,2a,3p,11a-tetrahidroksiurs-12-en,3-asetil (8) bilesigini sentezlemeyi amaglamaktadir.

Sentez galismalar1 i¢erisinde hedef molekiiliin sentezinin yani sira, molekiiler modelleme
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caligmalart ile biyolojik etkinligi bulunan bazi ursan tiirevi diger triterpenlerin yari-
sentezini de yer almaktadir. Bu sebeple calisma kapsaminda elde edilmesi hedeflenen
biitiin sentetik tiirevlerin biyo-informatik taramalar (in silico deneyler) ile potansiyel
aktivitelerinin saptanmasi ve hedefe yonelik tiirevlerin sentezinin yapilmasi tez
caligmasinin ikinci amacidir. Son olarak elde edilen yari-sentetik triterpen tiirevlerinin
bazi1 biyolojik aktivitelerinin (sitotoksisite, genotoksisite, ROS) hiicre kiiltiirii deneyleri

ile incelenmesini hedeflemektedir.

Onciil ilag (lead drug) elde etmek amaci ile yapilan bu ¢alismada, daha Onceden
sentezlenmemis ve yiikksek antienflamatuvar/antikanser potansiyele sahip triterpen
bilesiklerinin sentezlenmesi hedeflendigi i¢in bu caligmanin 6zgiin degeri oldukga

yiiksektir.

Hedef molekiil ile ana iskelet yapisinin ayni olmasi nedeniyle sentez c¢alismalarina,
ursolik asitten baglanarak hedef molekiiliin elde edilmesi planlandi. (Sema 1.5). Bu
nedenle bu sentez dizisi tam bir total sentez olmayip yar1 sentez ve g¢ogunlukla
tirevlendirme esaslidir, ancak yine de iriinlerdeki stereomerkez sayisinin ¢oklugu ve

bilesikteki elektronik etkilerin ¢alismalar1 zaman zaman zorlastirabilecegi de diistiniildii.

AcO

Sema 1.5

Ursolik asitte (1) bulunan COOH grubu molekiil 8’de CH3s grubu seklinde oldugundan
sentezin ilk boliimiinde ursolik asit asitteki karboksilik asit grubu metile doniistiiriilerek
a-amirinin (1) elde edilmesi ve daha sonra oksitleme reaksiyonlari neticesinde bilesik
8’in sentezi planlanmistir. Ayrica Sema 1.6’da goriilen bir seri ursan tiirevi bilesigin

biyolojik etkinlikleri bakiminda incelenmek {izere sentezlenmesi planlandi.
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Sema 1.6

e A irlinlerinin sentezi ic¢in i olarak belirlenen reaktifler; Mel, MOMBr, MEMCI,
TBDMSCI, TMSCI ve Ac20,

e B iriinlerinin sentezi igin ii olarak belirlenen reaktifler; Ac.O, TMSCI, CBrs-PPhs ve
MsClI,

e C driinlerinin sentezi i¢in iii olarak belirlenen reaktifler; Ac.0, BzCl, 4-NO,-BzCl,
3,5-diNO2-BzCl, Mel, n-BuCl, MOMBr, MEMCI, 1,3-dibromopropan, propargil

bromiir, CBrs-PPhs, akriloil kloriir, metakriloil kloriir ve epiklorohidrin seklindedir.

C yapisinda epiklorohidrin ile elde edilen tiirev {izerinden NaNs, NaOMe ve H3O" gibi
reaktiflerle epoksit acilma iiriinlerinin sentezlenmesi ve epoksit yapisinin NaNzs ile
acilmasindan elde edilecek ftriiniin 1,2,3-triazol sentezi i¢in alkin tiirevleri ile

reaksiyonlarin yapilmasi da hedeflenmistir.

Molekiiler modelleme calismalarinin yonlendirmeleri dogrultusunda biyolojik etkinligi
daha yiiksek olmasi1 6ngoriilen ursan tiirevlerinin sentezine Oncelik verilmesi ve sentez
caligmalarini takiben elde edilen tiirevlerin seriler halinde biyolojik aktiviteleri
incelenmesi amaglanmaktadir. Baglica 3T3 fibroblast insan saglikli hiicre hatlarina karsi
sitotoksisite, genotoksisite ve hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerindeki seviyenin belirlenmesi
deneylerinin yapilmasi, sentez ve biyoaktivite ¢alismalari tamamlandiktan sonra ise
sonuglarin degerlendirilerek potansiyel molekiillerin belirlenip ilag olma yolunda diger

adimlarin atilmasi planlandi.
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2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. Ursan ve Oleanan Triterpenler Uzerinden Sentetik Calismalar

Hem ursolik asit, hem de oleanolik asit triterpenler grubunda biyolojik etkinlikleri
bakimindan 6nemli bilesikler olup bu bilesiklerin antikanser, antiviral, antikolinesteraz
vb. pek ¢ok aktivitesi yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. (Topcu et al. 2004b; Topcu
2006; Zhang et al. 2006). Ursolik asit ve oleanolik asit dogada nispeten yaygin olmasina
ragmen bu bilesiklerin sayisiz biyoaktif tiirevi dogadan yeteri kadar elde edilemediginden
bu tiirevler sentetik ve/veya yari sentetik olarak elde edilerek biyolojik etkinlikleri

yoniinden incelenmektedir.

Literatiir verilerine bakildiginda bir asidir biyoaktif ursan ve oleanan tiirevi triterpenler
sentezlenmektedir (Dodge 1918). Sentezler bu tiirevlerin dogadan ¢ok diisiik verimle elde
edilebilmis bir 6rneginin daha yiiksek verimle elde edilmesini amagladigi gibi dogala
benzer ve biyolojik etkinligi yoniinden daha farkli 6zellikler tasiyan tiirevleri de
hedeflemektedir. Sentezlerin biiyiik bir bolimii fazla miktarda elde edilen dogal bir
tirevin tizerinden yari-sentetik metotla yiritilirken kimi zaman da total sentez
yontemiyle izopren birimlerinden baglanarak yiiriitiildiigli goriilmektedir. Ancak total
sentez yontemi yar1 sentetik yonteme gore olduk¢a az uygulanmaktadir. Cilinkii 30
karbonlu, bes halkadan olusan ve oldukga fazla kiral karbon atomu tasiyan bu bilesiklerin

hedeflenen stereoizomerlerinin saf olarak elde edilmeleri pek de kolay degildir.

Oleanolik asit dogadan ilk kez 1825 yilinda Baget ve Lodibert tarafindan karanfil
tomurcuklarindan izole edilmistir (Baget and Lodibert 1825). Ursolik asit ise dogadan ilk
kez 1854 yilinda Trommsdorf tarafindan ay1 tziimii (Arctostaphylos uva-ursi)
yapraklardan izole edilmistir (Trommsdorff 1854). Ancak o donem her iki bilesigin de
basit formiilleri disinda kesin yapilar1 belirlenememistir. Bundan tam 100 yil 6nce
Amerikali bilim adam1 Francis D. Dodge ursolik asit ve oleanolik asitin kesin formiillerini
belirlemek iizere bir takim ¢alismalar yaparak sonuglarini yayimlamistir (Dodge 1918).
Bu amagla yaptigi ¢aligmalardan biri de 3 degisik metotla ursolik asit ve oleanolik asitin

asetil tiirevlerini elde etme galigsmasidir (Sema 2.1). Sentezledigi bilesikleri sicak alkol
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tizerinden kristallendirerek uzun igne yapili kristaller elde etmis ve fizikokimyasal

ozelliklerini incelemistir.

Asir1 Ac,O -
100 °C

KOH, Ac,0

NaOAc, Is1

AcO
Ac,0, NaOAc

Refliiks

Sema 2.1

Jacobs ve Fleck ursolik asit ve oleanolik asitin dehidrojenasyonu iizerine bir takim
caligmalar yaparak ve ursolik asitin ve oleanolik asitin kiikiirt varliginda isitilmasiyla
yapilarindan birer mol hidrojen ayrildigini goézlemlemislerdir. Ayrica c¢alismalarinda
ursolik asit ve oleanolik asitin metil esterini de sentezleyerek bu yapilar iizerinden yari
sentetik tiirevler hazirlamiglardir (Jacobs and Fleck 1931; Jacobs and Fleck 1932).
Donemlerinde spektroskopik metotlar heniiz yeterince gelismedigi i¢in sadece kisith
oOlglide yap1 analizi yapabilmislerdir. Kuwada ve Matsukawa ise giiniimiizden ¢ok 6nce
baz1 oksitli oleanolik asit tlirevlerinin Clemmensen indirgemesi reaksiyonlar1 iizerine

calismalar yapmistir (Kuwada and Matsukawa 1934).

Ewen ve Spring asetil ursolik asitin (14) oksidasyonu iizerine bazi ¢alismalar
yapmiglardir (Sema 2.2). Reaksiyonlarda kromik anhidrit kullanilmis ve ana iiriin olarak
a,f-doymamis sistem iceren etil ketoasetilursolik asit ve yan {irin olarak ise bir
diketolakton (31) elde etmislerdir (Ewen and Spring 1943). Asetilursolik asitin (14)
oksidasyonu, daha 6nce Kuwada ve Matsukawa tarafindan gelistirilen bir metot ile
yapilmistir. Kuwada ve Matsukawa elde ettikleri tirinii ketoasetilursolik asit (15) olarak
tanimlamiglardir ve bu bilesik lizerinden oksim, semikarbazon ve fenilhidrazon tiirevi 16-

18 numarali bilesikler elde edilmistir (Kuwada and Matsukawa 1933).
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AcO

OH  (ro,4

AcO AcO

CH,CH,N,

AcO AcO

AcO

Sema 2.2

Ursolik asit iizerinde kimyasal aragtirmalar adl1 bir caligmada asetilursolik asitin (14) azot
iceren tiirevleri sentezlenmistir (Wu and Parks 1953). Calismada asetilursolik asitin
karboksilik asit grubu dnce agil kloriir yapisina (Goodson 1938) sonra amit (22) ve nitril
(23) yapilarina doniistiiriilmiis, daha sonra her iki yapmin da LiAlH4 ile indirgenmesi ile
ursolilamin (24) olarak adlandirilan amino tiirevi elde edilmistir. Bilesik 22 ve 23’nin
KOH ile hidrolizi de ilgili alkol tiirevleri 25 ve 26 numarali bilesikleri olusturmustur
(Sema 2.3).



19

OH 1) sOCl, Reflitks
7 HO

2) NH; (gaz)

AcO AcO

LiAIH,
Ac,0, NaOAc — NH,

Refliiks

HO

Sema 2.3

Ayni ¢alismada benzer bir indirgeme ile ursonik asit (27) oksimi (28) indirgenerek 24
numarali bilesigin izomeri ursolilamin 29 elde edilmistir (Sema 2.4). Ayrica Sema 2.4’te
goriilecegi lizere ursonik asitin metil esteri (30) Wolff-Kishner indirgemesinin Huang-
Minlon modifikasyonu (Huang-Minlon 1946) ile ursanik asite (31) doniistiiriilmistiir.
Ursanik asit ise LiAlH4 ile indirgenerek dogal tiriin a-amirinin (1) bir izomeri olan ursanol
(32) yapisi elde edilmistir (Wu and Parks 1953).

OMe  H,NNH, H,0, KOH OH  1)LiAH,
_—

Etilen glikol, Is1 2) H,0

Sema 2.4
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Literatiire baktigimizda ursolik asit ve oleanolik asitin cogunlukla oksitlenmis veya azot
iceren tlirevlerinin sentezlenmeye calisildigi goriilmektedir. Micheli tarafindan yapilan
bir caligmada ursolik asitin bazi hidroksil ve keto tiirevleri sentezlenmis ve yapilari
aydinlatilmistir (Micheli 1962). Micheli 6ncelikle ursolik asiti ay1 tiziimi bitkisinin
yapraklarindan literatiirde bilinen yontemle (Bilham et al. 1942) izole ederek
caligmalarina baglamis ve Sema 2.5’te gosterilen reaksiyonlar1 yaparak ilgili bilesikleri

elde etmistir.

OMe A¢,0, NaOAc

RN

Refliiks

OMe  ¢F,c0,0H
_—

o Na,CO; Refliiks

AcO AcO AcO

33

35

PTSA, izopropenil asetat, Refliiks CF,C0,0H
- Na,HPO,

CF;CO,0H
Na,HPO,

Bi,03, HOAc

Sema 2.5

Asetilursolik asit metil ester bilesiginin (33) sodyum karbonat varliginda H.O> ve
trifloroasetik anhidritten elde edilen trifloroperoksiasetikasit (Emmons and Pagano 1955)
ile reaksiyonundan oksidasyon iiriinii (Kaye et al. 1955) bilesik 34 elde edilmistir. Bilesik
34’te oOnciil bilesiginde oldugu gibi ¢ift bag yoktur. Bilesik 34’iin sodyum asetat
varliginda asetik anhidrit ile reaksiyonundan enol asetat yapisindaki izomerik bilesikler
35 ve 36 sentezlenmistir. Bilesik 35 ve 36’nin yapilart proton NMR analizi ile
belirlenmistir. Bilesik 36’ nmin *H-NMR spektrumunda 4.58 ppm’de bir ¢ift bag sinyali

gozlenirken bilesik 35’te boyle bir sonuca rastlanmamustir. Bilesik 35 trifloroperoksi-



21

asetik asit ile oksitlenmezken bilesik 36 ayni sartlarda oksitlenerek bilesik 38’ye
doniismiistiir. Bilesik 37 nin bizmut oksit ile reaksiyonundan diketon yapisindaki bilesik
38 elde edilmistir ancak bu yapinin daha kararli olan enol formuna doniiserek iki izomer

halinde (38-40) bulundugu tespit edilmistir (Micheli 1962)

Ursan ve oleanan iskeletine sahip bir¢ok triterpen gerek kimyasal davraniglari yoniinden
gerekse de biyolojik etkinlikleri bakimindan incelenmek {izere dogala benzer yapida ya
da tamamen yeni olmak iizere oksijen tasiyan tiirevlerine doniistiiriilmiistiir. Triterpen
iskeletinin degisik reaktiflerle oksidasyonu ile halkaya hidroksil ve/veya keton gruplari
takilmasinin yani sira halkada yeni ¢ift baglar da olusturulmustur. Okside triterpenler
kimi zaman da diizenlenerek farkli triterpen tlirevlerine doniismiislerdir. Triterpen
iskeletinde olusturulan a, f-doymamis karbonil sistemleri, enol sistemleri, substitue enon
sitemleri ve lakton veya laktam gibi heterosiklik yapilar bu bilesiklerin biyolojik
etkinliklerinin artmasinda oldukca 6nemli katkilar saglamistir. En 6nemli biyolojik
aktivitelerinin baginda NF-Kappa B inhibisyonu gelen sentetik triterpen
bardoksolonmetil (7) bilesigi okside triterpenlere verilebilecek en onemli 6rneklerden

birisidir.

Agata ve grubu dogal olarak izole edilmis okside bir triterpeni a- ve f-amirinden yola
cikarak sentezlemislerdir (Sema 2.6). Sentezlerde oksidatif diizenlenme iiriinleri olarak
hedeflenen dogal iiriin istenilen yapida elde edilebilmistir. Oksitleyici reaktif olarak bazi
adimlarda CrOs bazi adimlarda da peroksiselenik asit (HO2SeO>) tercih edilmistir (Agata
et al. 1965).

Sema 2.6

Pradhan ve ¢alisma arkadaslar1 SeO, ve H>O> kullanarak bir seri oksitlenmis ve ayni

zamanda diizenlenmis triterpen tiirevleri sentezlemislerdir (Sema 2.7). Bilesik 101°nin
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elde edilmesine iliskin mekanizma Sema 2.8’de gosterildigi sekliyle anlatilmistir. Bilesik
102’nin olusumu ise Sema 2.7°de goriildiigi gibidir (Pradhan et al. 1987).

44 (a-h) 45 (a-d) 46
a: R=R=R;=H, R,=R,=Me a: R=R;=H, R,=Me
b: R=Ac, R|=R;=H, R,=R,=Me b: R=Ac, R;=H, R,=Me
¢: R=R,=R,=H, R,=R;=Me ¢: R=Ac, R{=Me, R,=H
d: R=Ac, R|=R,=H, R,=R;=Me d: R=R,=H, R|=Me

e: R=R;=H, R,=0OAc, R,=CH,0Ac, R,=Me
f: R=R;=H, R,=OH, R,=CH,0Ac, R,=Me
g: R;=R;=H, R=Ac, R,=COOMe, R,=Me
h: R,=R,=H, R=Ac,R,=COOMe, R;=Me

47 48 44 (a-h)

Huang ve grubu dogal bir triterpeni (53) a-amirin den baglayarak Sema 2.9’da gosterilen

yontemle yari-sentetik olarak 5 basamakta sentezlemislerdir (Huang et al. 1990).
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CrO, LiAlH,
—_— —_—
HOAc
AcO
49 51
Et;N, Ac,0 +-BuOH, CH,Cl,
H,0, Se0,
! :
CH,(CH,),,COCI
0 Piridin
H;C(H,C),3H,C JJ\O HO
53 52
Sema 2.9

Siddiqui ve grubu ise tek bir reaksiyonda 3-asetil ursolik asit metil esterinin (33) ve
hidrojen peroksitin asetik asit varliginda uzun siire reaksiyonundan Sema 2.10°da

gosterilen 54-59 numarali ursolik asit tiirevlerini elde etmislerdir. (Siddiqui et al. 1990).

OMe OMe

AcO AcO

AcO

54 55 56

OMe

AcO

AcO AcO

57 58 59

Sema 2.10
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Honda ve c¢aligma grubu 1 uM yogunlukta aktivite gosterip fare makrofajlarinda tiretilen
nitrik oksiti inhibe eden Sema 2.11 ve Sema 2.12’de gériilen enon tiirevlerini sirasiyla
ursolik asitten ve oleanolik asitten hareketle sentezlemislerdir (Honda et al. 1997; Honda
et al. 1998).

62

a: CH,N,/Et,O/THF, b: Jones, ¢: PhSeCl/AcOEt; %30 H,0,/THF, d: Lil/DMF
e: Ac,O/Piridin, f: CrO,/Piridin/CH,Cl, g: KOH/MeOH,

Sema 2.11

OMe

AcO

OMe

67

a: KOH/MeOH; b: Jones; ¢: HCO,Et/MeONa/PhH; d: NH,OH.HCl; e: MeONa/MeOH/Et,0;
f: PhSeCl/AcOEt; %30H,0,/THF; g: Lil/DMF

Sema 2.12
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Triterpenlerin oksidasyonu dogal olarak da geceklesmektedir. Birgok triterpen dogal
olarak birden fazla oksijen, karbonil grubu ve/veya cift bag tasimaktadir. Bunlardan
polihidroksilli triterpenik bilesiklere bakildiginda her bir bilesigin degisik ve onemli
Olctlide biyolojik aktiviteye sahip oldugu goriiliir. Topgu tarafindan dogadan ilk kez izole
edilen bir seri polihidroksilli ursan ve oleanan tiirevi triterpenin basta NF-Kappa B
inhibisyonu olmak iizere pek ¢ok aktivitesinden bahsedilmektedir (Topcu and Ulubelen
1999; Topcu et al. 2004b).

Ursolik asit tlirevlerinin anti-HIV aktivitesi incelenmek {izere Sema 2.13’te goriilen bir
seri 3-agil-ursolik asit tiirevi bilesik elde edilmistir. Kashiwada ve grubu ursolik asitin
yani sira betulinik asit ve oleanolik asit tizerinden de benzer ¢alismay1 yapmis ve elde

edilen bilesiklerin anti-HIV aktiviteleri incelenmistir (Kashiwada et al. 2000).

(0] (0] (0)
CO,H
i CO,H CO,H

69 70 71

O (0] (0]

(0) CO,H CO,H
MCOZH /PK/ N 2 /PK/\/ 2

72 73 74

Sema 2.13

Liu ve arastirma grubu tarafindan anti timor aktivite gosteren Sema 2.14’te verilen bir
seri amido-ursolik asit tiirevi bilesigi sentezlenmis ve Hela hiicreleri {izerinde
aktivitelerini incelemislerdir. Biitiin tiirevlerin gii¢lii hiicre biiylime inhibitorii oldugu

gozlenmistir (Liu et al. 2008).
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AcO

Sema 2.14

a- Ve f-amirin bilesikleri dogadan ursolik asit ve oleanolik asit kadar cok miktarda sekilde
izole edilemediklerinden dolayr ayni iskelet yapisina sahip ursolik asit ve oleanolik
asitten hareketle yar1 sentetik yolla sentezlenebilirler. Biyolojik aktivite bakimindan
bir¢ok 6dnemli tiirevi bulunan amirin bilesiklerinin sentetik olarak elde edilmesi oldukga
onemlidir. f-Amirin tiirevlerinin sentezlendigi bir ¢alismada oncelikle oleanolik asitten
baslanarak sema 2.15°te goriilecegi lizere alti basamakta p-amirin elde edilmistir
(Muranaka et al. 2009).

OMe  1pg(y

B ——

imidazol

TBSO

MsCl
OMs =———

NaBH,
TBAF

86

Sema 2.15
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Kazakova ve arkadaslar1 ursolik asitin metil esterini (60) ve onun asetil tiirevini (33) ozon
ile oksitleyerek Sema 2.16’da goriilen triterpen oksetan tiirevlerini (112-113) elde
etmislerdir (Kazakova et al. 2011).

OMe

Sema 2.16

Leal ve grubu tarafindan pankreas kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif etkili ursolik
asit tlirevleri sentezlenmistir (Sema 2.17). Biyoaktivite sonuglarina gore 93-95 numarali

bilesiklerde antiproliferatif aktivitenin arttig1 gézlenmistir (Leal et al. 2012).

N
(89-95)a: R= &IZ

N__CH
oM 3
e(89-95)b: R= &I@/
N
(89-95)c: R= i\MZ

Sema 2.17

Rashid ve arastirma grubu tarafindan son yillarda yapilan bir ¢alismada ursolik asitin
potansiyel anti kanser aktif bir seri 1,2,3-triazol tiirevi bilesik sentezlenmistir (Sema
2.18). Triazol halkas1 ursolik asitteki karboksilik asitin propargil esteri {izerinden click

reaksiyonu ile yapiya baglanmistir (Rashid et al. 2013).
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27 96 97 (a-))
ér@ é O 0 @ érmf; é &
F CF, Br on C
a b c d e f g h i j

y: Cs,CO; Propargil bromiir, THF; z: RN3, CuSO, sodyum askorbat, -BuOH:H,0 (2:1), sonikasyon

Sema 2.18

Ursolik asit ve oleanolik asit tiirevlerinin aktiviteleri kiyaslamak iizere Fu ve grubu
tarafindan yapilan c¢alismada ursolik asit ve oleanolik asit bilesiklerinin C2
pozisyonlarinda siyano gruplari ve A ve C halkasinda a,f-doymamis karbonil sistemleri
iceren bir seri siyano enon tiirevi bilesik sentezlenmistir (Sema 2.19). Kiyaslama
sonucunda ise ilgili oleanolik asit tiirevlerinin ursolik asit tlirevlerine gore bes kat daha

yiiksek biyolojik aktivite gosterdiklerini belirlenmistir (Fu et al. 2014b).

100

101: R=H 103 104 105
102: R=Me

Sema 2.19
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Osteosarkom, cocuklarda ve yetiskinlerde en sik rastlanan primer malign kemik
timoriidiir ve sik sik metastaz yapmasi ve kemoterapiye karsi direncli olmasi ile
taninmaktadir. Osteosarkom hiicreleri giincel kemoterapi ilaglarina duyarli olmadigi i¢in
osteosarkom tedavisinde yeni alternatif stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan bir
calismada, ursolik asitin sentetik tiirevi bilesik 107°nin osteosarkom hiicreleri tizerindeki
onleyici etkilerini ve molekiiler mekanizmasimi arastirilmistir. Oncelikle ursolik asitten
literatiirde (Fu et al. 2014a) bilinen yontemle bilesik 106 sentezlenmistir. Bilesik 106’ nin
trietil amin varhiginda metilen kloriir igerisinde benzilpiperidin-4-amin ile
reaksiyonundan da bilesik 107 elde edilmistir (Sema 2.20). Bilesik 107°nin osteosarkom
hiicrelerinin proliferasyonu tizerine etkisine bakildiginda bu bilesigin in vitro ve in vivo
olarak osteosarkom hiicrelerinin canliligin1 6nemli 6l¢iide azalttig1 goriilmiistiir. Boylece
bilesik 107’nin osteosarkomunun onlenmesi ve tedavisinde umut verici bir madde haline

geldigi sonucuna varilmigtir (Chen et al. 2014).

3 106 107 gj

Sema 2.20

2.2. Ursan ve Oleanan Triterpenler Uzerine Molekiiler Modelleme Caliymalar

Molekiiler docking teknikleri, bilgisayar destekli rasyonel ilag tasariminda ilag ya da ilag
adaylar1 ile enzim, niikleik asit veya reseptdr proteinlerinin birbirine nasil uyum
gosterdiklerini arastirmak igin siklikla kullanilmaktadir (Jain 2007; Spitzer et al. 2007).
Docking g¢alismalarinda ligandlarin, ti¢ boyutlu yapist belli olan proteine baglanma
olasilig1 belirlenmekte ve baglanma bolgesinde ligandin pozisyonu 6ngoriilebilmektedir.
Bu durum, baglanma seklinin anlasilmast ve proteinleri hedefleyen kiiciik molekiil

yapisinda daha uyumlu ligandlarin tasarlanmasi i¢in imkan saglamaktadir (Holt et al.
2008).
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Aldo-keto rediiktaz (AKR) siiper familyasinin bir iiyesi olan AKR1B10, son zamanlarda
birkag¢ kanser tipinin tedavisinde terapdtik bir hedef olarak gosterilmektedir. Yapilan bir
calismada, potansiyel anti-kanser 6zellik gosteren yedi farkli pentasiklik triterpenin
AKR1B10 iizerindeki inhibisyonunu incelenmistir. Bunlarin arasinda, ursolik asit (3) ve
oleanolik asit (4) en yiiksek AKR1B10 segicilik oranina sahip inhibitdr (inhibisyon sabiti,
72 nM) olarak bulunmustur. Sekil 2.1°den goriilecegi lizere bilesik 3 ve 4 ile AKR1B10
arasindaki molekiiler modelleme ve beraberindeki mutajenez ¢aligmalari, AKR1B10'daki
Val301 ve GIn303'tin korunmamus kalintilarinin, inhibisyon potansiyelini ve segiciligini

belirlemek i¢in 6nemli oldugunu gostermistir (Takemura et al. 2011).

Trp112
Trp112
His111 Lys125
Val301
His111 GIn303
ysm GIn303 Lys125
& ') |
v |
i’

Sekil 2.1. AKR1B10’un ursolik asit (3) ve oleanolik asit (4) baglama modelleri.

Son yillarda yapilan bir ¢alismada potansiyel anti diyabetik ajanlar olarak sentezlenen bir
seri ursolik asit tiirevinin biyolojik etkinlikleri in vitro olarak incelenmistir. Ayrica iki
boyutlu molekiiler modelleme ¢aligmalari ile kantitatif yap1 aktivite iligkisi (2D-QSAR)
incelenmis ve yapilar modelleme caligmalarina gore sekillenmistir (Wu et al. 2015).
Sentezlenen bilesikler Sema 2.21°den gortldiigi tizere aril substitue karboksamid tiirevi

triterpen yapisindadir.
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i, ii, iii

AcO
3 108 (a-h) 109 (a-h)
F Cl Br OMe
a b c d e f g h

i: Ac,0/Pyr/DMAP; ii: (COCI),/CH,Cl,; iii: R-NH,/CH,Cl,; iv: NaOH/THF/MeOH

Sema 2.21

Sekil 2.2. Bilesik 109f’nin a-glukozidazin aktif bolgesi ile yaptig1 baglanma modeli
@ | / b) , 1©

Sekil 2.3. Bilesik 1099°nin a-glukozidazin aktif bolgesi ile yaptig1 baglanma modeli
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Molekiiler Modelleme Calismalari

3.1.1. Triterpenler icin 6ngoriilen hedef protein adaylari

Bu c¢alismada Oncelikli hedef NF-xB (c-Rel/c-Rel) transkripsiyon faktoriidiir.
Triterpenlerin NF-kB’nin DNA’ya baglanmasini 2 mekanizma ile inhibe etmesi
miimkiindiir. Ilk mekanizmada maddeler NF-kB’nin DNA’y1 tamdig1 ve baglandig
bolgeye baglanarak bu bolgeyi isgal edebilir ve NF-kB’ye DNA nin baglanmasina engel
olur. Ikinci mekanizmada ise IxBa/c-Rel/c-Rel kompleksine baglanarak bu kompleksi
stabilize edebilir. Bu baglar gii¢lii olursa IkBa IKK tarafindan fosforilize olsa bile NF-
kB’den ayrilamaz ve yolak engellenmis olur. IKK proteinleri NF-xB sinyal yolaginda
onemli rol oynadiklari i¢in ana ilgi odagimizdir. IKK-a, IKK-f ve IKK-y dan olugan IKK
kompleksine triterpenler baglanarak kompleksi inaktif sekilde tutabilir veya IKK-a ve

IKK-$ enzimlerinin aktif bolgelerine baglanarak IkBa’y1 fosforlamalari engellenebilir.

3.1.2. NF-kB/DNA kompleksinin hedef protein olarak arastirilmasi

3.1.2.1. Protein kristal yapisimin elde edilmesi ve docking icin hazirlanmasi

DNA ile kompleks olusturan insan c-Rel/c-Rel dimerinin {i¢ boyutlu kristal yapisina
ulagilamadi. Fakat PDB (proteins data bank) veri bankasindan DNA’ya en uygun olarak
baglanan tavuk c-Rel/c-Rel kompleksinin ii¢ boyutlu yapisi elde edilmistir (pdb: 1gji)
(Sekil 3.1). Bu kristal yapida c-Rel’in RHD bdlgesi goriinmektedir (ilk 280 amino asit),
geri kalan 300 amino asitlik boliim ise goriinmemektedir. RHD bolgesi (rel homology
domain) bizim i¢in Onemli olan c-Rel/c-Rel, c-Rel/DNA ve c-Rel/IxBa baglanma
bolgelerini igermektedir. Ayrica, elde edilen tavuk c-Rel yapisinin sekansi insan c-Rel

sekansina %84 benzerlik géstermektedir.
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' DNA baglanma
bolgesi

Sekil 3.1. Tavuk NF-xB (c-Rel/c-Rel) ile DNA’nin olusturdugu kompleks

NF-kB dimerinin (c-Rel/c-Rel) DNA’y1 tanidigi ve bagladigi bolgeye triterpenler
baglanarak SEAP raportor deneyinde inhibisyon gostermis olma ihtimali docking
calismalartyla arastirilmistir. Oncelikle MOE programi (v2014.09, Chemical Computing
Group, Inc., Montreal) ile kristal yapiya hidrojen atomlar1 eklenmistir, kismi yiik

hesaplanmistir ve enerji minimizasyonu gergeklestirilmistir (AMBER99 forcefield).

3.1.2.2. NF-xB/DNA kompleksi ile yapilan docking calismalari ve analizi

DNA’nin baglandig1 yere triterpenlerin baglanma olasiligt docking caligmalar1 ile
incelendi. DNA’ya yaki olan tiim amino asitler secildi (mesafe < 4.5 A) ve docking
caligmalarinda baglanma bolgesi olarak tanimlandi. Daha sonra DNA silinerek baglanma
bolgesine molekiil 8 (15,2a,3p,11a-tetrahidroksi-urs-12-en,3-asetil) ve molekil 9
(18,20,,35,110-tetrahidroksi-olean-12-en,3-asetil), GOLD Suite programi (v5.2, CCDC,
Cambridge, UK) ile dock edildi (ChemScore ve GoldScore kullanarak).

Docking sonuglarina goére kullanilan bu iki triterpen DNA baglanma bolgesine gore
kiiclik kalmaktadir ve bu sebeple yeterince giiclii ligand-protein baglanma iliskisi (Sekil
3.2) tespit edilmemistir. Dolayisiyla, incelenen triterpenlerin bu docking ¢alismasinda
NF-kB/DNA kompleksi olusturmadigr gozlenmistir. Bu nedenle triterpenlerin
baglanabilecegi diger NF-kB kompleksleri sirastyla arastirildi.
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3.1.3. NF-kB/IkBa kompleksinin hedef protein olarak arastirilmasi

3.1.3.1. Protein Kristal yapisinin elde edilmesi ve docking i¢in hazirlanmasi

PDB veri bankasindan insan IkBa ile kompleks olusturmus fare p50/p65 dimerinin kristal
yapisi elde edilmistir (pdb: 1ikn). Bu yapida da sadece RHD bdlgesi goziikmektedir fakat
bu calisma icin bu yeterli olmaktadir. Insan c-Rel sekansi ile fare p65 proteini %65

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

Triterpenlerin NF-xB (p50/p65) — IkBa kompleksine giiglii seklide baglanarak IkBa nin
p50/p65 dimerinden ayrilmasini engelleyebilecegi olasiligr arastirildi. MOE programu ile
bu protein yapisinda triterpenlerin baglanabilecegi yerler aranmistir ve triterpenleri
baglayabilecek uygun hacme sahip olan 3 adet baglanma bolgesi (I, 11, 111) tespit
edilmistir. Baglanma bolgeleri | ve Il p65/IkBa ara yiizeylerinde bulunmaktadir ve
baglanma bolgesi 111 ise p50/p60/IxBa ara yilizeyinde bulunmaktadir. Bu kristal yapist da
daha 6nceki yontemle docking caligmalari i¢in uygun hale getirilmistir (hidrojen atomlar

eklenmistir, parsiyel yiik hesaplanmistir ve enerji minimizasyonu gerceklestirilmistir).

Sekil 3.2. NF-«B ile IxkBa kompleksinde triterpenlerin baglanabilecegi bolgeler
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3.1.3.2. NF-kB/IxBa kompleksi ile yapilan docking calismalari ve analizi

Bilesik 8 ve 9 bu bolgelere de GOLD Suite programu ile dock edilmistir. Tiim baglanma
bolgeleriyle iliski kurabilmektedir fakat baglanma bdlgesi | ile hidrojen bagi yapma
acisindan daha uyumlu oldugu goriilmistiir (Sekil 3.3). Hedef molekiil 8 proteini Gly259
(IkBa), Arg260 (IxBa) ve Gly237 (p65), Ser238 (p65) ve Phe239 (p65) amino asitleri ile
hidrojen bag1 yapmaktadir. Ayrica, ligand ve baglanma bdolgesi | arasinda hidrofobik

iliskiler bulunmaktadir.

Sekil 3.3. Bilesik 8’in NF-kB/IxBa’nin baglanma bolgesi | ile yaptig: etkilegim

3.1.4. IKK2’nin triterpenler icin hedef protein olarak arastirilmasi

3.1.4.1. Protein kristal yapisinin elde edilmesi ve docking i¢in hazirlanmasi

Dimerik insan IKK2 (IKK-£) yapis1 PDB veri bankasindan elde edilmistir (pdb: 4kik).

Her iki proteinin kinaz aktivitesi gdosteren bolgeye bir inhibitor (staurosporin analogu
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K252a) baglanmis bulunmaktadir (Sekil 3.4). Her iki K252a molekiilii benzer sekilde
IKK2 ile ligand-protein baglanma iliskisi kurmaktadir (Sekil 3.5). Bu kristal yapisi

docking ¢alismalar1 i¢in yukarda anlatilmis yontem ile hazirlanmistir.

Sekil 3.5. K252a’nin insan IKK2 nin aktif bolgesiyle yaptig etkilesim

3.1.4.2. TIKK2 iizerinde yapilan docking ¢calismalari ve analizi

Bilesikler 8, 9 ve inhibitor K252a her iki aktif bolgeye dock edilmistir (GOLD Suite).
Kristal yapida gozledigimiz K252a baglanma sekli ve ligand-protein iliskileri (Sekil 3.5)
docking ¢aligmalarimizla da elde edilmistir. Ayrica, bilesik 6 ve 7 i¢in de hidrojen bag ve



hidrofobik iligski kuran ve ayni1 anda sekil uyumlulugu gosteren baglanma sekilleri elde
edilmistir (Sekil 3.6 ve 3.7).

Sekil 3.6. Bilesik 8’in insan IKK2’nin aktif bolgesiyle yaptigi etkilesim

Argd7

R
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Leu21 /" | ;

=
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Sekil 3.7. Bilesik 110’un insan IKK2’nin ak tif bolgesiyle yaptig1 etkilesim

[k yapilan analiz sonuclarina gore, bilesik 8 ve bilesik 9’un yiiksek ilgi ile IKK2’ye

baglanabilecegi on goriilmiistiir. Ayrica her iki bilesigin C-17 karbonunda asit tasiyan
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tirevlerinden (Sema 3.1) bilesik 8’in asit tiirevinin (110) digerine (111) gore daha iyi
afinite gosterdigi saptandi. (Sekil 3.8).

8 110

Sema 3.1

Sekil 3.8. Bilesik 7’nin insan IKK2 nin aktif bolgesiyle yaptigi etkilesim

3.1.4.3. IKK?2 iizerinde yapilamasi planlanan docking ¢calismalarimin 6n sonucu

Kristal yap1 incelemeleri ve iki triterpen ile yapilan docking c¢aligmalari sonucunda iki
ayr1 hedef proteini belirledik. Ik hedef protein insan IKK2 olarak belirlendi. Bunun
nedeni IKK2’nin aktif bolgesine inhibitor K252a’nin baglanabildigi gibi hedef
triterpenlerin de baglanabildiginin izlenmesidir. Ikinci hedef olarak insan IkBa ile

kompleks olusturmus fare p50/p65 dimerin kristal yapisi belirlenmistir. Bu yapida ti¢
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farkli baglanma bolgesi molekiiler modelleme teknikleri ile tespit edilmistir. Fakat bu
bolgelere gercekten ligandlarin baglanmalarit mimkiin olup olmadigmin sadece
farmakolojik ve biyokimyasal teknikler ile tespit edilebilir (6rnegin mutasyon ¢alismalari
ve ligand baglanma deneyleri). Fare p50/p65 ve insan c-Rel/c-Rel arasinda yiiksek
benzerlik bulundugu icin fare kristal yapisint kullanarak insan c-Rel/c-Rel homoloji
modeli olusturuldu. Homoloji modelinde baglanma bolgeleri I, 11 ve III’lin yerini teyit

ettikten sonra docking ¢alismalar1 yapildi.

3.1.4.4. Insan IKK?2 iizerinde triterpenler ile docking ¢calismalar

Tez calismasinda Prof. Dr. Giilagtt Topgu’nun yiirimekte olan ve tamamlanmis 6nceki
calismalarindan elde edilen triterpen tlirevlerini igeren bir elektronik veri bankasi
olusturulmustur. Bu veri bankasi i¢inde toplam 93 adet triterpenin ii¢ boyutlu yapilar
bulunmakta ve docking ¢alismalari i¢in uygun bir kaynak olusturmaktadir. Molekdillerin
protonasyon durumu fizyolojik sartlara uygun hazirlanmistir (giiclii asitler deprotone
edilmistir ve gliglii bazlar protone edilmistir). Protein kristal yapisina MOE programi
(v2014.09, Chemical Computing Group, Inc., Montreal) ile hidrojen atomlar1 eklenmistir,
parsiyal yiikk hesaplanmistir ve enerji minimizasyonu gergeklestirilmistir (AMBER99
forcefield). Docking caligmalart GOLD Suite programi (v5.2, CCDC, Cambridge, UK)
ve ChemScore scoring function ile yapilmistir. ChemScore fonksiyonunu segmemizin
nedeni validasyon ¢aligmalarimizda GoldScore fonksiyonuna gore daha hizli ve daha
fazla hidrojen bagi bulma basarisidir. Diger bir nedeni ise, K252a i¢in elde ettigimiz
pozlar da kristal yapida gozlemledigimiz poz ile ayni olmasidir (retrospektif docking

caligmalari).

Docking caligmalar1 i¢in dimerik IKK2 vyapisinda bulunan iki ayr1 aktif bdlge
kullanilmistir (IKK2 baglanma bdlgesi A i¢in koordinatlar x: 48.787, y: 30.718, z: -
56.831; IKK2 baglanma bdlgesi B i¢in koordinatlar x: 49.071, y: 31.126, z: -56.447). Bu
koordinatlara 14 A veya daha yakinda bulunan tiim amino asitler aktif bélgenin pargasi
olarak kabul edilmistir ve docking calismalar1 i¢in hedef olmustur. Her ligand 50 kez
dock edilmistir ve her ligand i¢in en yiiksek 5 skor (docking score; baglanma giiclinii

simgeleyen veri) gosteren poz (docking pose; ligandin baglanma bolgesiyle kurdugu
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iligkiler) analiz i¢in kaydedilmistir. Analizlerde dikkat edilen noktalar, ligand ve
baglanma bolgesi arasinda sterik, elektrostatik ve sekil uyumlulugu yani sira hidrojen
baglar1 gibi gii¢lii ligand-protein baglanma iligkilerinin bulunmasidir. Ayrica, segilen
molekiillerin sentezinin yapilip yapilamayacagi da géz 6niinde tutulmustur. Bu prosediire
gore en yiiksek skor ve en uygun baglanma iligkileri gdsteren maddeler sentez icin
secilmistir. Baglanma bolgesi A ve B’ye baglanmasi 6n goriilen 8 adet ursan tiirevi
triterpen bulunmaktadir. Bunlar Sema 3.2’de gosterilen bilesikler arasindan 2, 3, 27, 61,
114, 115, 116 ve 125 numaral bilesiklerdir. Sekil 3.9°da ursolik asitin insan IKK2’nin

baglanma bolgesi A ile kurdugu iliskiler gosterilmistir.

3 : Ry=OH; R,=H (Ursolik Asit) 2 :R=H; R,=H (Uvaol) 1: R, =f-OH; Ry= R3=R,=H (az-amirin)

27 : R;=(=0); R,=H (Ursonik Asit) 13 : R;=CHj; R,=H 121 : R, =(=0); R,=R;=R,=H

61:A"2R;=(=0); R,=H 116 : R,=H; R,=Ms 122 : R, =R; = #-OH; R, H; R;=a-OH
112 : R;=OH; R,=MOM 117 : R;=CHj;; R,=p-Nitro benzoil 123 : R| =(=0); R,=a-OH; R;=4-OH; R,;=H
113 : R,=OCHj;; R,=CH; 118 : R;=CHj; R,=Ms 124 : R, =p-OAc; R,=H; R;=-OH; R,=a-OH
114 : A'2-11--OH, R,=OH; R,=H 119 : R,=MOM; R,=H 125 : R, =-OH; Ry=R,=a—OH, Ry=H
115 : 2=11=a-OH, R|=OH; R,=H 120 : R|=MEM; R,=H

Sema 3.2

Sekil 3.9. Ursolik asitin (3) insan IKK2’nin aktif bolgesiyle yaptigi etkilesim
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3.1.5. Insan IKKI1 iizerinde triterpenler ile docking calismalar

3.1.5.1. insan IKK1’in homoloji modelinin olusturulmasi

Insan IKK1’in kristal yapis1 bulunmamaktadir, fakat bu proteinin amino asit sekans1 ve
kristal yapis1t mevcut olan insan IKK2 amino asit sekansi ile %53.8 benzerlik gosterdigi
saptanmistir. Bu benzerlik, baglanma bolgelerinde %100’e yaklagmaktadir. Dolayisiyla,
Insan IKK2’nin kristal yapismi (pdb: 4kik) ve Insan IKK1’in amino asit sekansini
(NP001269¢03) kullanarak homoloji modeli olusturma imkanimiz bulunmaktadir.

MOE bilgisayar programini (v2014.09, Chemical Computing Group, Inc., Montreal) ve
Insan IKK2 kristal yapisim1 kullanarak 50 adet Insan IKK1 homoloji modeli
olusturulmustur. Daha sonra, en az sterik sorun ve en diisiik potansiyel enerji gosteren (en
stabil) homoloji modeli secilmistir. Bu model iizerinde enerji minimizasyonu (EM)
caligmalar1 yapilmistir. Ilk asamada sadece hidrojen atomlarma EM uygulanmustir
(AMBERY99). Daha sonra protein omurgasi, baglanma bolgesinde bulunan amino asitler
ve K252a sabit tutularak proteinin geri kalan amino asitlerine EM uygulanmistir. En son
asamada, sadece protein omurgasi sabit tutularak EM uygulanmistir ve insan IKK1’in
docking calismalarinda kullanilmasi amaglanan homoloji modeli elde edilmistir (Sekil
3.10). Insan IKK1 ve insan IKK2’nin baglanma bolgeleri birbirine cok benzemektedir ve
dolayistyla K252a’nin baglanma pozu da ¢ok benzerdir. IKK1 ve IKK2’nin baglanma
bolgelerinin yiiksek benzerlik oranina ragmen docking c¢alismalar1 sonrasinda farkli
ligandlarin IKK1’e yiliksek skor gdstermeleri ve dolayisiyla secilmeleri miimkiindiir.
Docking hesaplamalarinda baglanma boélgelerindeki kiiciik farkliliklar bile elde edilen
skorda ciddi farkliliklar meydana getirebilir.

3.1.5.2. Insan IKK1 iizerinde yapilan docking ¢alismalari

GOLD SUIT programi (v5.2, CCDC, Cambridge, UK) ile daha once hazirladigimiz 93
adet triterpen analogu insan IKK1 homoloji modelinde mevcut olan iki baglanma

bolgesine daha dnce anlatildig: gibi dock edildi.
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Vall51
Gly102
L wiy101

Sekil 3.10. insan IKK 1 homoloji modelinin baglanma bolgesi

3.1.5.3. Insan IKKI1 iizerinde yapilan docking ¢alismalarinin sonuglar

Dimerik insan IKK1 homoloji modelinde bulunan her iki baglanma bdlgesine triterpen
tirevlerimiz ayn1 yontem ile dock edildi (GOLD Suite programi, v5.4; ChemScore).
Baglanma bolgesi A ve B’ye baglanmasi ongoriilen bilesiklerden 6 adet ursan tiirevi
triterpen bilesik belirlenmistir. Bunlar Sema 3.2 de gosterilen, 2, 3, 116, 117, 119 ve 121,
numarali bilesikleridir (bilesiklerin baglanma skorlar1 birbirine yakindir: 35.3395 —
28.3315). 3 (skor 35.3395) ve 117 (skor 32.1906) bilesiklerin 6rnek baglanma iliskileri
Sekil 3.11°de gosterilmistir.
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Sekil 3.11. Bilesik 3 ve 117°nin insan IKK1’in aktif bolgesiyle yaptig1 etkilesim

3.1.6. Insan c-Rel/c-Rel/IkBa iizerinde triterpenler ile docking cahismalar

3.1.6.1. Insan c-Rel/c-Rel/IkBa’nin homoloji modelinin olusturulmasi

Insan c-Rel/c-Rel/IxBa kompleksinin kristal yapisi bulunmadig icin fare p65/p50/IxBa
kompleksinin kristal yapist kullanildi (pdb: 1ikn). Bu kompleksde IkBa yapisi insandan
elde edilmistir. Insan c-Rel sekans1 (CAA52954.1) ile fare p65 proteini %65 benzerlik
gostermektedir, fakat bu benzerlik fare p50 ile %51,3 olarak hesaplanmistir. Bu sekans

benzerligi homoloji modeli olusturmak i¢in yeterlidir.

Fare p50/p65/IxBa kristal yapist kullanarak 50 adet Insan c-Rel/c-Rel homoloji modeli
p50/p65 yapist iizerinde olusturuldu ve iglerinden en az sterik sorun ve en diisiik
potansiyel enerjiye sahip homoloji modeli secildi. Bu yapiya insan IkBa yapisi eklendi
ve elde edilen c-Rel/c-Rel/IkBa kompleks EM uygulamalarina tabii tutuldu. i1k asamada
sadece hidrojen atomlarina EM uygulanmistir (AMBER99). Daha sonra sadece protein
omurgasi sabit tutularak EM uygulanmistir ve docking caligmalarinda kullanilmasi

amaclanan homoloji modeli elde edilmistir.
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3.1.6.2. Insan c-Rel/c-Rel/ IkBa iizerinde yapilan docking calismalari

Insan c-Rel/c-Rel/IxBa homoloji modeli yapisinda bulunan ve 3 adet baglanma bolgesine
(I, I ve II; Sekil 3.2) triterpenler GOLD Suit programi ve ChemScore scoring function

ile dnceki analizlerde kullanilan yontem ile dock edildi.

3.1.6.3. Insan c-Rel/c-Rel/ IkBa iizerinde docking sonug¢larmin sonuclari

Docking analizleri gergeklestirildi ve yan yana bulunan baglanma boélgeleri I ve II (Sekil
3.2) i¢in baglanmas1 6ngoriilen bilesikler arasindan 9 adet ursan tiirevi bilesik belirlendi.
Bu bilesikler Sema 3.2°de verilen 1, 2, 3, 13 112, 118, 120, 122 ve 123 numarali
bilesiklerdir. Baglanma bolgesi III i¢in baglanmas1 dngoriilen bilesikler arasindan ursan
tirevi 8 adet bilesik ise 2, 112, 113, 116, 117, 119, 122 ve 124 numaral bilesikleridir.
Her tli¢ baglanma bolgesi i¢in secilen ligandlarin skorlari birbirine ¢ok yakindir (29.1765-
24.5179).
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3.2. Sentez Calismalari

Tez ¢aligmasinin ilk amaci daha 6nceden Niikleer Faktor Kappa B inhibisyon aktivitesi
gosterebilecegi patentlenmis (Erman and Topcu, 2012) olan bilesik 8’i ursolik asitten
baslayarak sentezlemektir. Bu amagla sentez caligmalarina, ana iskelet yapisinin ayni
olmasi nedeniyle ursolik asitten baglanmasi ve Sema 3.3 ve Sema 3.4’te gosterilen

sentetik yollar takip edilerek hedef molekiile ulagilmasi planlanmistir.

Ursolik Asit

a) MeOH/p-TsOH

b) NaH/MEMCI veya MOMBr

¢) LiAlH, OTs

d) NEt; / p-TSCl veya MsCl
e) LiEt;BH
f) HY/H,0 1 (a—amirin) 128 127

Sema 3.3

Ursolik asitte bulunan COOH grubu hedef molekiil 8’de CH3 grubu seklinde oldugundan
sentezin ilk boliimiinde ursolik asit asitteki karboksilik asit {initesi metile doniistiiriilerek
a-amirin (1) elde edilmesi hedeflendi (Sema 3.3). Karboksil grubunun indirgenerek metil
grubuna donistiiriilebilmesi i¢in ilk 6nce COOH grubu Fischer esterlestirme yontemiyle
metil esterlerine doniistiiriilerek ester bilesigi 60’1n sentezi ve OH grubu da MEMCI veya
MOMBEr ile etkilestirilereck OMEM veya OMOM olarak korunmak suretiyle bilesik
126°n1in sentezi tasarlandi (Greene and Wuts 2006). Sentezin takip eden kademesinde
ester grubu uygun bir indirgeyici ile hidroksimetil grubuna indirgenerek bilesik 120°nin
elde edilmesi ve bu bilesigin siilfonat esteri olan bilesik 127’nin indirgenmesi ile de
bilesik 128’in sentezi hedeflendi. Daha sonra koruyucu MEM/MOM grubunun asidik
ortamda hidrolizi ile a-amirin (1) eldesinin tamamlanmasi planlandi. Literatiirde hem
amirinlerin hem de baz1 dogal ve sentetik tiirevlerinin ¢ok sayida biyolojik etkinlige sahip

oldugu bildirilmektedir (Soldi et al. 2008).
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Sentezin bu kismina kadar olan boliimde stereokimyasal herhangi bir degisiklik ya da
izomer lirlin olusumu yoktur. Ancak bundan sonraki basamaklarda teorik olarak bazi
stereo izomerlerin meydana gelmesi s6z konusudur. a-Amirinden yola ¢ikarak hedef
bilesige ulasmak icin yapinin 1, 2 ve 11 pozisyonlarina ii¢ adet OH grubu baglamak, 3

pozisyonundaki OH grubunu da asetil tiirevine doniistiirmek gerekmektedir.

RO,

AcO

132 R=TBDPS 131 R=TBDPS

a) CrO;/H,SO, veya PCC
'h b) LDA / PhSeBr/H,0,/1s1
: : z H ¢) HOOBu' /KOH (kat)
d) H,0/NH,SO;H (Kat)
€) Bu’Ph,SiCl/imidazol
f) LiAlH, veya CBS kat. asim. ind.
g) Ac,0O/Et;N
h) Bu',CrO,
i) LiAlH, veya CBS kat. asim. ind.
134 R=TBDPS 135 R=TBDPS 8 j) BuyNF

Sema 3.4

a-Amirin bilesiginin 3 pozisyonunda bulunan OH grubuna komsu C-2 ve C-1
karbonlarinda bir doymamiglik meydana getirip bu ¢ift bag {izerinden C-2 ve C-1
karbonlarima birer OH grubu baglanabilir. Bunun i¢in 6ncelikle C-3 karbonundaki OH
grubu literatiirde bilinen uygun bir oksidasyon yontemi ile (Kim et al. 2011) karbonil
formuna doniistiiriilerek bilesik 121’in sentezi ve selenoksit eleminasyonu ile «,f-
doymamis karbonil yapisi igeren bilesik 129’a doniistiiriilmesi (Sharples et al. 1973;
Honda et al. 1998; Sheng et al. 2003), bundan sonraki agsamada ise Sema 3.4’te gosterilen
¢ basamaginda niikleofilik asimetrik epoksidasyon yontemi (Diez et al. 2008; Zilbeyaz et
al. 2012) ile iki ¢ift bagdan daha pozitif karaktere sahip olan a,f-doymamis olan1 se¢imli
olarak epoksitlenerek epoksit 130 bilesiginin eldesi planlandi. Farkli tepkime

kosullarinda epoksitlerin hidrolizlerini tanimlayan alternatif yontemler mevcuttur (Baran
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and Balci 2009; Baran et al. 2012). Elde edilen epoksit bilesiginin (130) siilfamik asit
varliginda hidroliz edilerek trans diol 123’ce doniistiiriilmesi ve bilesik 123’deki OH
gruplarinin tert-biitil difenilsilil kloriir (TBDPSCI) ile baz varliginda korunarak bilesik
131’in eldesi amaglandi. Sonraki adimda bilesik 131’deki karbonil grubunun LiAlH; ile
indirgenerek alkol 132’in eldesi hedeflendi, ancak olusacak OH grubu uygun
stereokimyada elde edilememesi durumunda ise kiral Corey-Bakshi-Shibata (CBS)
katalizorii varliginda indirgeme yapilmasi planlandi (Garrett et al. 2002; Xu et al. 2007).
Indirgeme sonrasi elde edilen alkol 132°deki OH grubu hedef molekiilde asetil formunda
oldugundan bu asamada asetillenerek bilesik 133’{in hazirlanmas1 ve basamak h’de allilik
oksidasyon uygulanarak ve 133’deki ¢ift bagin (C-12/C-13) allilik konumunda (C-11) bir
karbonil grubu olusturulmasi planlandi. Bu islem i¢in literatiirde bilinen (Soldi et al.
2008) ve bazi ursane ve oleanane tiirevlerinde de ayn1 amag igin kullanilmis olan tert-
biitil kromatin kullanilarak bilesik 134’{in sentezine karar verildi. Bilesik 134°iin basamak
I’de tanimlanan yontemlerle indirgenerek bilesik 135’¢ doniistiiriillmesi ve son olarak
bilesik 135’teki koruyucu silil gruplarinin uzaklastirilmasi ile hedef molekiil 8’in sentezi

tamamlanmasi hedeflendi.

3.2.1. Ursolik asitin karboksil grubunun esterlestirilmesi

Ursolik asitte (3) bulunan asit grubunu Fischer esterlesmesi metoduyla metil esterine
doniistiirmek i¢in, p-toluen siilfonik asit varliginda metanolun ¢oziicii ve reaktif olarak
kullanildigi reaksiyonda bir giin oda sicakliginda karistirma yapilmasina ragmen TLC ve
NMR analiz sonucuna gore baslangi¢c bilesiginde herhangi bir degisiklik olmadigi
gozlendi. Bu agamadan sonra zaman zaman kontrol edilerek karisim 10 giin boyunca
refliiks edildi ancak yine esterlesme olmadi ve dolayisiyla bu yontemle ursolik asitin metil

esteri elde edilemedi (Sema 3.5).

Ayrica, reaksiyon mutlak metanoliin ¢oziicii ve reaktif olarak kullanildigi baska bir
reaksiyonda molekiiler sieve ve p-toluen siilfonik asit varliginda ultrasonik banyo
igerisinde refliikks yapilarak yeniden denendi ancak ester iiriinii yine elde edilemedi.

Molekiillerdeki elektronik etkilerden ve sterik engelden dolayr reaksiyonun
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gerceklesmedigi diislinlilerek sentez dizisindeki bu basamak atland1 ve esterlesme

reaksiyonu yapilmadan diger reaksiyonlara devam edildi.

CO,H + MeOH + p-TSA —H—>

HO HO

Sema 3.5

3.2.2. Ursolik asitin MEMCI ile reaksiyonu

Ursolik asitin 3 numarali karbon atomunda bulunan hidroksil grubunun bazik ortama
dayanikli hale getirilmesi i¢in onun metoksi-etoksi-metil eter (MEM) tiirevi hazirlanmak
istendi. Bu amagla ursolik asit (3), sodyum hidriir (NaH) ve metoksi-etoksi metil kloriir
(MEMCI) ile reaksiyona konuldu (Sema 3.6).

137 (%89)

a, b
veya sadece b

a: NaH/MEMCI, THF, tt, 24s, N,
b: 1) LiAIH, THF, tt, 24s, N, 2) H,0

HO
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Sema 3.6’daki reaksiyon sonucunda ursolik asit tiirevi bilesik 136 olusmas1 beklenirken
bilesik 137’nin meydana geldigi tespit edildi. Ciinkii reaksiyonda olusan iiriin LiAlH4 ile
indirgenince bilesik 136’nin karboksil grubunun indirgenmis hali bilesik 119 beklenirken,
diol 2 yapisinin ele gectigi NMR spektrumlarindan belirlendi. Bu sonug bilesigin 136
yapisinda degil 137 yapisinda oldugunu gdstermis oldu.

Ayrica, bilesik 137’nin NMR spektrumlarina bakildiginda C3-H sinyalinin ursolik asitte
oldugu gibi kimyasal kaymasmin degismedigi ancak, 3 C-NMR analizinde karboksil
grubunun 184 ppm’de rezonans olan sinyalinin estere donilismesi ile 178 ppm degerine
kaydig1 gozlenmistir. IR spektrumunda ise 3500-3000 cm™ bolgesinde karboksilik asit
tinitesine ait OH bantlar1 yoktur. Bu sonuglar da 137 yapisini destekler. Bilesik 137°ye ait
'H-NMR ve BC-APT NMR spektrumlari sirasiyla EK 1.1 ve EK 1.2°de, bilesik 2’ye ait
'H-NMR ve BC-APT NMR spektrumlari ise sirasiyla EK 1.3 ve EK 1.4’te verilmistir.

3.2.3. Ursolik asitin MOMBY ile reaksiyonu

MEMCI ile yapilan reaksiyonda C3-OH korunamadig: igin reaksiyonda reaktif olarak
metoksi-metil-bromiir (MOMBr) kullanildi. Reaksiyon oda sicakliginda NaH varliginda
yapildi. Reaksiyon sonucunda 138 numarali {iriin yerine yine MEMCI ile yapilan

reaksiyonda oldugu gibi ester tiirevi bilesik 112 elde edildi (Sema 3.7).

112 (%91)

a, b
veya sadece b
a: NaH/MOMBr, THF, rt, 24s, Ny;

b: 1) LiAlH, THEF, 1t, 24s, Ny; 2) H,0

HO

Sema 3.7
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MEM tiirevleri ile yapilan indirgeme reaksiyonlart MOM tiirevleri i¢inde icin de
yapildiginda benzer sonuglar alindi. Bilesik 112°ye ait *H-NMR ve ¥*C-APT NMR
spektrumu sirasiyla EK 1.5 ve EK 1.6’da verilmistir.

Bilesik 112°nin in silico NF-KappaB inhibisyon aktivitesi gostermesi iizerine bu bilesigin
C3’¢ baghi OH grubunun da reaksiyon sartlari degistirilereck MOM eter tiirevine
doniistiiriilmesi diisiiniildii. Onceki reaksiyonlarda ursolik asitten sadece MOM/MEM
ester tlirevleri olustugu icin reaksiyon ortaminda dianyon (alkoksit ve karboksilat)
olusmadig1 diisiiniildii. Dianyon {izerinden di-MOM tiirevi olusturmak ve iiriinii elde
etmek i¢in de asirt NaH ve MOMBTr kullanilarak THF igerisinde refliiks yapildi. Sonugta
hem mono-MOM tiirevi bilesik 112 hem de di-MOM tiirevi bilesik 139 elde edildi (Sema
3.8).

NaH, MOMBr
65°C, THF, 2 giin

HO

112 (%73) 139 (%18)

Sema 3.8

Eger reaksiyonda tamamen 139 numarali iirlin sentezlenmis olsaydi ester yapisi
indirgenerek sonraki reaksiyonlara devam edilecekti. Ancak, yapilan tepkimede 112
numarali bilesigin, 139 numarali bilesige tamamen doniismedigi ve iki iirlin karigimi
oldugu belirlendi. Ursolik asitin di-MOM tiirevi bilesik 139’un verimi oldukga diisiik
oldugu i¢in sonraki reaksiyonlara farkli yoldan devam edilmesi diisiiniildii. 112 ve 139
birbirlerinden kolon kromatografisi ile ayrilarak saflastirildilar. Bilesik 139’a ait 'H-
NMR Spektrumu EK 1.7°de verilmistir.

3.2.4. Ursolik asitin TBDMSCI ile reaksiyonu
MEM ve MOM tiirevleri ile 1yi korunamayan C3-OH grubunu koruma sorununa ¢éziim

olarak daha once literatiirde (Muranaka et al. 2009) de yer alan ¢alismalar da dikkate

alinarak tersiyerbiitil dimetil silil kloriir (TBDMSCI) reaktifi kullanilarak silil ester tiirevi



o1

bilesik 140 sentezlendi (Sema 3.9). Hedeflenen C3-OTBDMS tiirevi elde edilemedi. Silil
ester tiirevi bilesik 140’a ait 'H-NMR ve BC-APT NMR analizlerinin spektrumlari
sirasiyla EK 1.8 ve EK 1.9’da verilmistir. C3-OH konumu bu yontemle de korunamadigi

i¢in bu tiriin lizerinden ¢alismalara devam edilmemistir.

OH OTBDMS

Et;N/TBDMSCI

CHCl;, rt, 24s

3 140 (%834)

Sema 3.9
3.2.5. Ursolik asitin trimetilsilil kloriir ile reaksiyonu
Ursolik asitin C3 pozisyonundaki OH grubu MOM, MEM ve TBDMS tiirevine
doniistiiriilemedigi i¢in trimetilsilil (TMS) tiirevine doniistiiriilmesi diistintildi. Ursolik

asitin trietilamin varliginda MesSiCl ile reaksiyonundan silil eter tiirevi bilesik 307 elde

edildi (Sema 3.10).

245, 1t, CH2C12

3 141 (%77)
Sema 3.10

Trimetilsilil eter yapisinin daha sonraki reaksiyonlarda koruyucu grup olarak
kullanilabilecek olmasmin yani sira silisyum atomunun biyolojik etkinliginin olup
olmadig1 da biyolojik aktivite testleri ile degerlendirmistir. Bilesik 141’e ait *H-NMR ve
13C-APT NMR spektrumlar sirastyla EK 1.10, EK 1.11°de verilmistir. Bilesik 140 ve
141°in BC-APT NMR kiyaslamali goriiniimleri EK 1.12°de verilmistir. NMR
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spektrumlarindan 140’1 ester 141’in eter yapisinda oldugu 178 ve 184 ppm’deki karbonil

sinyallerinden anlagilmaktadir.

3.2.6. Ursolik asitin metil iyodiir ile reaksiyonu

Ursolik asitin C3 pozisyonundaki OH grubu iizerinden MOM, MEM ve TBDMS tiirevleri
hi¢ olusmadigindan ve TMS tiirevinin de yeterince elde edilememesi nedeniyle C3-OH
metoksi yapisina doniistiirlip calismalara metil tiirevleri tizerinden devam etmek amaciyla
THF i¢inde oda sicakliginda potasyum hidroksit ve metil iyodiir kullanilarak metilleme
reaksiyonu yapildi. Yapilan TLC sonuglarina gore reaksiyonun baglangicta ¢ok yavas
ilerlemesi ve artik bir noktada durmasi nedeniyle oda sicakligindan refliiks sicakligina
gecildi ve reaktiflerin fazlas1 kullanilarak ¢ikis bilesigi tiikeninceye kadar reaksiyona
devam edildi. Reaksiyon sonucunda yapilan TLC analizine gore iki {iriinlin olustugu
gozlendi. Kolon kromatografisi kullanilarak bu bilesikler birbirlerinden ayrildilar ve
NMR analizlerine gore yapilarinin Sema 3.11°de gosterilen bilesik 60 ve bilesik 113
oldugu saptandi.

KOH / Mel
© b OMe

65°C, THF, 6 giin

HO MeO

— 60 (%837) 113 (%8)

NaH / Mel,

. OMe
65°C, THF, 2 giin

MeO MeO

142 (%7) 113 (%382)
Sema 3.11

Ayni reaksiyon KOH yerine NaH kullanilarak daha kisa siirede tamamlandi ve olugsmasi
istenilen dimetoksi ursolik asit tiirevi bilesik 113 daha kisa siirede ve daha yiiksek verimle
elde edildi. Bilesik 113 ursolik asitin hem NaH hem de KOH varliginda Mel ile
reaksiyonundan elde edilirken, bilesik 60 sadece KOH varliginda bilesik 142 ise sadece
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NaH varliginda elde edilmistir. Bilesik 113’e ait *H-NMR, *C-APT NMR ve HSQC
analizlerinin spektrumlari sirastyla EK 1.13, EK 1.14 ve EK 1.15’te verilmistir. Bilesik
60’a ait 'H-NMR, 1°C-APT NMR ve HSQC analizlerinin spektrumlari sirasiyla EK 1.16,
EK 1.17 ve EK 1.18’de verilmistir.

Bilesik 142 Sema 3.11°deki reaksiyondan farkli olarak 60 numarali bilesigin KOH ile
hidroliz edilmesinden de elde edildi (Sema 3.12). Ancak, bu yontemle {iriin ¢ok diisiik
verimle elde edildi. Bilesik 142’ye ait *H-NMR, *C-APT NMR ve HSQC analizlerinin
spektrumlar sirastyla EK 1.19, EK 1.20 ve EK 1.21°de verilmistir.

KOH / H;0"

THF/H,0, refliiks, 2g

142 (%20)

Sema 3.12

3.2.7. Ursolik asitin metil tiirevlerinin LiAlH4 ile reaksiyonu

113 ve 142 numarali bilesiklerdeki COOMe ve COOH gruplart LiAlH4 kullanilarak
CH20OH yapisina doniistiiriildii ve reaksiyon sonucunda uvaol bilesiginin 3-metil eter

tiirevi bilesik 13 elde edildi (Sema 3.13).

113 13 (%96) 142
a: 1) LiAlH,, THF, rt, 24s, N; 2) H,0

Sema 3.13

Daha sonraki reaksiyonlarda bilesik 13’iin yapisindaki OH grubu siilfonat esteri haline

doniistiiriilerek giiclii bir baz yardimiyla yapidan uzaklastirilmasi hedeflenmistir. Bilesik
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13’e ait 'H-NMR, ¥C-APT NMR, COSY, HSQC ve HMBC analizlerinin spektrumlari
sirastyla EK 1.22, EK 1.23, EK 1.24 EK 1.25 ve EK 1.26’da verilmistir. indirgemenin
oldugunun gostergesi bilesigin 3 C-NMR spektrumunda karbonil grubuna ait sinyalin

bulunmamasi ve bunun yerine 69.90 ppm de bir CH20 pikinin bulunmasidir.

3.2.8. Uvaol-3-metil eterin p-toluen siilfonil kloriir ile reaksiyonu

a-Amirin sentezleyebilmek icin bilesik 13’te C28’e bagli OH grubunun hidrojen ile yer
degistirmesi gerekmektedir. Bu amagla onun 6nce siilfonat esteri hazirlanmasi daha sonra
bir hidriir kaynagi ile stilfonat grubunun hidriir ile yer degistirmesi planlandi. Bu amagla
oncelikle uvaol-3-metil eterin trietilamin varliginda kloroform igerisinde p-toluen siilfonil
kloriir (p-TsCl) ile reaksiyonu yapildi. Refliiks reaksiyonundan sentezlenmesi hedeflenen
tosilat tiirevi bilesik 143 elde edilemedi. Reaksiyon sodyum hidriir varliginda p-TsCl ile
THF igerisinde tekrarland1 ve refliiks sicakligindaki reaksiyondan tosilat tiirevi bilesik
143 sentezlendi (Sema 3.14). Bilesik 143 defalarca denenmesine ragmen ¢ok diisiik
verimle ¢ok uzun siirede ve reaktiflerin asiris1 kullanilarak zor elde edilebildi. Bu
reaksiyondan elde edilen {irliniin verimi %12 olarak hesaplanmistir. Bilesik 13 ve p-
TsCl’nin yapilarindan kaynakli olarak sterik ve elektronik etkilerden dolay: reaksiyon
¢ok diisiik verimle gerceklesmekte veya neredeyse hi¢ gerceklesmemektedir. Bilesik
143’e ait *H-NMR analizinin spektrumu EK 1.27°de verilmistir.

143 (%12)
a: E;N, p-TsCl, CHCl,, refliiks, 1 hafta; b: NaH, p-TsCl, refliiks, 1 hafta, N,

Sema 3.14

Tosilat tiirevi bilesik 143 ¢ok diisiik verimle olustugundan dolayr daha sonraki

reaksiyonlarda kullanmak iizere yeterince firiin elde edilememistir. Bu yilizden
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reaksiyonun p-toluen siilfonil kloriir yerine metan siilfonil kloriir ile yeniden yapilmasi

planlanmustir.

3.2.9. Uvaol-3-metil eterin metan siilfonil kloriir ile reaksiyonu

p-TsCl ile yapilan reaksiyonun veriminin ¢ok diisiik olmasindan dolay:r bilesik 13’iin
trietilamin varliginda metan siilfonil kloriir (MsCl) ile metilen kloriir igerisinde oda
sicakliginda reaksiyonu yapildi ve reaksiyon sonucunda uvaol-3-metil eter bilesiginin

stilfonat esteri bilesik 118 yiiksek verimle sentezlendi (Sema 3.15).

Et;N, MsCl OMs

CH2C12’ rt, 24s

MeO

118 (%82)

Sema 3.15

Burada reaksiyonun gerceklestigini gosteren en énemli kamt H-NMR spektrumunda
alkol 13’iin C28 hidrojenleri 3.10 ppm ve 3.42 ppm de rezonans olurken, mesilat 118’in
C28 hidrojenleri mesilat grubunun elektron ¢ekici 6zelliginden dolayi sirasiyla 3.65 ppm
ve 4.10 ppm’de rezonans olmasidir. Bilesik 118’e ait 'H-NMR ve *C-APT NMR
spektrumlar1 EK 1.28 ve EK 1.29°da verilmistir.

Bilesik 143’iin 'H-NMR spektrumu ile mesilat tiirevi bilesik 118’in H-NMR
spektrumlarina bakildiginda C28 hidrojenlerinin mesilat tlirevinde daha agagi alanda
rezonans oldugu goriiliir. Bu da MsCl’nin daha reaktif oldugunu gosterir. Hem bu
sebepten hem de sterik etkiden dolayr mesilat tiirevi daha kolay sentezlenmektedir.

Bilesik 118 ve 143’iin 'H-NMR spektrumlari kiyaslamali olarak EK 1.30da verilmistir.
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3.2.10. a-Amirin-3-metil eter bilesiginin sentezi

Bilesik 118’de oldugu gibi mesilat grubu tagiyan ve bazi ursan ve oleanan tiirevi
bilesiklerden mesilat yapilarinin uzaklastirilmasi igin literatiirde (Muranaka et al. 2009)
bilinen sekliyle NaBH4 ve LiAlH4 ile reaksiyonlar yapildi (Sema 3.16). Yapilan
calismalarda siilfonat esteri yapidan uzaklastirilamadi. Calismalar olumsuz sonuglaninca
bu soruna ¢oziim olmasi i¢in hidriir kaynag olarak siiper hidriir adiyla bilinen LiEtsBH

tercih edildi.

LiAlH,

MeO

NaBH,

MeO

144 118 144

Sema 3.16

Siilfonat esteri 118 numarali bilesigin LiEtsBH ile reaksiyonundan siilfonat yapisi
molekiilden uzaklastirildi ve a-amirin bilesigin 3-metil eter tiirevi bilesik 144 sentezlendi
(Sema 3.17).

OMs LiEt;BH

THF, Refliiks, 24s

MeO

118 144 13
%26 %62

Sema 3.17

Reaksiyonda daha yiiksek verimle mesil grubunun hidroliz oldugu 118 numarali bilesik
elde edildi. Reaksiyonun veriminin ¢ok diisiik olmast nedeniyle verim arttirma
denemeleri yapildi ve siilfonil grubunun hidroliz olma nedenleri arastirildi. Bilesik 144°e

ait 'H-NMR ve *C-APT NMR spektrumlari sirastyla EK 1.31 ve EK 1.32’de verilmistir.
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Bilesik 144’iin 'H-NMR spektrumuna bakildiginda, bilesik 118’e ait H-NMR
spektrumundaki mesilat grubunun tagindigi C28 karbonuna bagli CH» protonlarina ait
3.62 ppm ve 4.15 ppm deki sinyallerin olmadigr ve C28’in metil yapisinda oldugu

goruliir.

3.2.11. Uvaol-3-metil eterin bromlanma reaksiyonu

Amirin sentezi i¢in 28 numarali karbonun CH3s yapisinda olmasi gerektiginden bilesik
13’deki OH grubu broma doniistiirtildii ve bilesik 145 sentezlendi. Reaksiyon asetonitril
icerisinde refluks sicakliginda PPhs ve CBr;4 kullanilarak yapildi (Sema 3.18). Daha 6nce
sentezlenen 118 numarali bilesik tizerinden 144 numaral bilesik elde edilirken reaksiyon
verimin ¢ok diisiik olmasi (Sema 3.17) bilesik 13’teki OH grubunun halojene doniistiiriip
bilesik 145 tizerinden elde edilmesi fikrini ortaya ¢ikarmuistir.

PPh3, CBr4

MeCN, 24s, Refliiks

MeO MeO

145 (%834)

Sema 3.18

Sema 3.18’de goriilen 145 numarali bilesik LiAlHj4 ile indirgenince amirin tiirevi bilesik
144 elde edilmis olur. Bilesik 145%¢ ait *H-NMR ve 3C-APT NMR analizlerinin
spektrumlar sirasiyla EK 1.33 ve EK 1.34’te verilmistir.

3.2.12. Brom tiirevi bilesik 145’in LiAlHz ile reaksiyonu

Bilesik 145’in THF igerisinde N2 gazi altinda LiAlHg4 ile reaksiyonundan a-amirin-3-
metil eter (144) bilesigi elde edildi. Bilesik 144 bilesik 118 tizerinden de elde edilmistir.
Ancak bilesik 144°iin bilesik 118 iizerinden sentezine (Sema 3.17) yonelik reaksiyonun
verimi oldukg¢a diisiik oldugundan bilesik 145 kullanilarak daha yiiksek verimle elde
edildi (Sema 3.19).
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1) LiAlH,
THF, Refliiks, 48s, N,

2) H,0

MeO MeO

145 144 (%89)

Sema 3.19

3.2.13. Bilesik 144’iin BBr3 ile reaksiyonu

Amirin elde edebilmek i¢in 144 numarali bilesikteki OMe grubunun OH grubuna
doniismesi gerekmektedir. Bu amagla oda sicakliginda metilen kloriir i¢erisinde BBrz ile
demetilasyon reaksiyonu yapildi (Sema 3.20). Reaksiyon sonucunda beklendigi gibi 1
numarali bilesigin olugmasi yerine eliminasyon iriinii bilesik 146 ve saflastirilamayan
bazi yan iiriinler ele gecti. Bilesik 146°ya ait *H-NMR spektrumu EK 1.35’te verilmistir.
Bilesik 146 izole edilemeyen bir kirlilik ile karisim halinde elde edilmistir. Karisima
alinan NMR spektrumlarina bakti§imizda hi¢bir karbonda oksijen tasinmadigi ve olefinik

bolgede yeni sinyallerin olustugu goriiliir.

146 (%72) 144 a: BBI'3, CH2C12, rt, Is 1

Sema 3.20

Eger yer degistirme {irlinii meydana gelseydi 2.80-3.20 ppm araliginda oksijenin veya
bromun bagli oldugu karbonda taginan hidrojenin sinyalleri goriiliirdii. Bunun yerine APT

NMR spektrumundan anlagilacag: iizere olefinik bolgede toplamda 3 hidrojene karsilik
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gelecek sekilde CH olefinik sinyaller bulunmaktadir. Bilesik 146 ana iirlin olarak

olusmustur.

3.2.14. Uvaol Sentezi

Uvaol (2), ursolik asitin karboksil grubunun alkol formuna indirgenmis tiirevidir.
Biyolojik etkinlikleri bakimindan uvaol ve tiirevlerinin olduk¢a aktif olduklar1 gerek
literatiirden gerekse de yapilan caligmalarda go6zlemlenmistir. Calismalarimiz
kapsaminda uvaol ticari olarak satin aldigimiz ursolik asitin LiAlH4 ile indirgenmesinden
elde edildi (Sema 3.21). Yaptigimiz ¢alismalarda uvaol ve tiirevlerinin in silico NF-
Kappa B inhibisyon aktiviteleri oldukea yliksek ¢iktigi i¢in bu testlerin in vitro olarak da

yapilabilmesi amaciyla bazi uvaol tiirevlerin sentezleri de gerceklestirildi.

1) LiAlH,
THF, Refliiks, 2g, N,
2) H,0

2 (uvaol) (%93)

Sema 3.21

3.2.15. Uvaol’un bromlanmasi

Amirin sentezindeki olumsuzluklar ve ele gegen iiriinlerin karisim veya verimlerinin az
olmasi nedeni ¢alismalar1 dogrudan ursolik asit tlirevi iizerinden yiiriimeye zorlasa da bu
konudaki siirekli denemelerde yeni sonuglar elde edilmistir. Uvaolun CBrs ve PPhs ile
asetonitril icerisindeki refliikks reaksiyonundan bilesik 147 ve bilesik 148 meydana geldi
(Sema 3.22).
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OH CBry, PPhy

MeCN, Refliiks, 24s

HO

2 147 (%68) 148 (%23)

Sema 3.22

Bilesik 147’ye ait 'TH-NMR, *C-APT NMR ve HSQC NMR analizi spektrumlar1 sirastyla
EK 1.36, EK 1.37 ve EK 1.38’de verilmistir. Bilesik 148’¢ ait 'H-NMR, *C-APT NMR,
COSY, HSQC NMR ve HMBC analizi spektrumlari ise sirasityla EK 1.39, EK 1.40, EK
1.41, EK 1.42 ve EK 1.43’te verilmistir.

Bilesik 148’in COSY spektrumunda 3.00 ppm ve 3.50 ppm’deki sinyallerin sadece
birbirleriyle etkilestikleri goriilmektedir. Yine 148’in HSQC spektrumuna bakildiginda
bu hidrojenlerin CH> karbonunda tasindiklar1 goriillmektedir. Bu hidrojenler brom
atomunun bagli oldugu C28 hidrojenleridir. 5.25 ppm civarindaki olefinik sinyaller ise
her biri CH olan ii¢ adet olefinik karbona karsilik gelmektedirler. Dolayisiyla yapida iki
cift bag olmas1 gerekmektedir. Bu sonuclar da bize bilesigin 148 yapisinda oldugunu
gosterir. Eger 148 yapisinda A halkasinda C3 pozisyonundaki OH brom ile yer
degistirmis olsaydi 3.00 ppm civarinda bir dubletin dubleti seklinde rezonans olmus
sinyal ve COSY spektrumunda C2-H ile etkilesim olmas1 beklenirdi. Oysa 148’ in NMR
spektrumlarina boyle bir durum séz konusu degildir ve Sema 3.22°de gosterilen

eliminasyon {iriinli olusmustur.

3.2.16. a-Amirin sentezi

Bilesik 147’nin LiAlH4 ile THF igerisinde yiiksek sicakliktaki reaksiyonundan yiiksek
verimle a-amirin (1) sentezlendi (Sema 3.23). Boylelikle uzun zamandir sentezi igin
gelistirme ¢aligmast yapilan o-amirin i¢in efektif ve yiiksek verimle sentez yontemi

belirlenmis oldu.
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1) LiAIH,
THF, Refliiks, 2g, N,

2) H,0

147 1(%97)

Sema 3.23

Calismanin basinda a-amirin sentezi i¢in 6ngoriilen sentetik yol reaksiyonlarda meydana
gelen olumsuz nedenlerden dolay: bir¢ok kere degismistir. Nihayetinde ursolik asitten

baslayarak 3 basamakta ve yiiksek verimde amirin sentezi yapilmistir (Sema 3.24).

147 (%68)

Ursolik Asit Uvaol (2) (%93)

— .

a: 1) LiAlH, THF, rt, N, 48s; 2) H,O
b: CBry PPh; MeCN, Refliiks, 2g

a—amirin (11) (%97) - (toplam verim %62)

Sema 3.24

Sema 3.24’teki sentetik yol daha Once literatiirde yer almayan ve ilk defa tarafimizdan
tasarlanmis ve uygulanmis olup amirin sentezi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Ursolik asit ile a-
amirin’in ayni miktarinin ticari olarak fiyat kiyaslamasina bakacak olursak a-amirin’in,
ursolik asitten yaklasik 250 kat daha pahali oldugu gériiliir. Bilesik 1’e ait *H-NMR ve
13C-APT NMR, analizi spektrumlari sirasiyla EK 1.44 ve EK 1.45te verilmistir.
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3.2.17. a-Amirin’in PCC ile reaksiyonu

Hedef molekiill 8’¢ ulagmak igin alfa amirinin OH grubu oOnce keton yapisina
doniistiiriilmelidir. Bu amagla alfa amirin (1) oda sicakliginda metilen kloriir igerisinde
PCC ile oksitlenerek neredeyse kantitatif verimle bilesik 121 elde edildi (Sema 3.25).
Bilesik 121’e ait *H-NMR, C-APT NMR ve HSQC NMR analizi spektrumlar1 sirastyla
EK 1.46, EK 1.47 ve EK 1.48’de verilmistir.

PCC

CH2C12, rt, 24s

121 (%88)

Sema 3.25

3.2.18. Ursolik asitin PCC ile reaksiyonu

Yapilan bilgisayarli molekiiler modelleme ¢aligmalari sonucunda hedef molekiil 6’nin
asit tiirevinin daha yliksek NF-xB inhibisyon aktivitesi gdstermesi sonucu ursolik asitin
karboksil grubu degistirilmeden ya da ester formu tizerinden bir¢ok calisma yapildi. Bu

amagla ursolik asitteki OH grubu piridinyum kloro kromat (PCC) ile metilen kloriir

icerisinde oda sicakliginda reaksiyona tabi tutularak bilesik 27 sentezlendi (Sema 3.26).

27
a: PCC, CH,Cl,, rt, 24s, %388, b: Jones reaktifi, Aseton, rt, 24s, %82

Sema 3.26

Bu sentez Jones reaktifi kullanilarak da yapildi. Her iki reaksiyondan da ayni sonug alind1

ancak PCC ile yapilan reaksiyonun verimi daha yiiksek ve ayrica saflastirilmasi daha
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kolaydir. Bilesik 27’ye ait *H-NMR ve *C-APT NMR analizi spektrumlari sirastyla EK
1.49 ve EK 1.50’de verilmistir.

3.2.19. Bilesik 60’1in PCC ile reaksiyonu

Ursolik asit gibi bilesik 60’1n de oda sicakliginda metilen kloriir igerisinde PCC ile
tepkimesinden bilesik 30 elde edildi (Sema 3.27). Bilesik 27 ve 30 iizerinden hedef
molekiiliin asit tiirevlerinin polihidroksilli yapilarinin sentezlenmesi hedeflendi. Bilesik
30’a ait *H-NMR ve BC-APT NMR spektrumlari sirasiyla EK 1.51 ve EK 1.52°de

verilmigtir.

OMe PCC

CH2C12, rt, 24s

30 (%85)

Sema 3.27

3.2.20. Bilesik 113’iin CrOsg ile reaksiyonu

Bilesik 133’iin oda sicakliginda metilen Kkloriir igerisinde piridin ve CrOs ile
reaksiyonundan bir hafta da C-11 karbonundan oksitlenmis bilesik 149 diisiik verimle
sentezlendi (Sema 3.28). Bilesik 149’a ait *H-NMR ve C-APT NMR, spektrumlari
sirastyla EK 1.53 ve EK 1.54°te verilmistir.

CrOj;_ Piridin OMe

CH2C12’ 1t, 15 giln

MeO

113 149 (%38)

Sema 3.28



64

Yapilan literatiir arastirmalarinda ursan ve oleanan iskeletine sahip bilesiklerde sadece
CrOsve piridin kullanilarak oda sicakliginda ¢ok kisa siirede allilik oksidasyon yapildig:
goriilmiistiir (Honda et al. 1997). Yontem elimizde en kolay sentezlenen ve miktari en
fazla olan bilesik 113’e uyguland. Bilesik 149’un NMR spektrumlarin bakildiginda *H-
NMR spektrumunda ¢ift bagda taginan sinyalin 5.23 ppm’den 5.70 ppm civarina kaydigi
ve singlet rezonans oldugu goriiliir. Bunun sebebi ¢ift bagin allilik konumuna keton
yapisinin yerlesmis olmasidir. C-APT NMR spektrumunda 199 ppm’de karbonil

karbonuna ait sinyal goriiliir.

3.2.21. Bilesik 113’iin SeO: ile reaksiyonu

Bilesik 113’in kloroform igerisinde SeO, ve tert-biitil hidroperoksit (TBHP) ile uzun
stireli yiikksek sicaklik reaksiyonunda Sema 3.29’da goriilen 150 ve 151 numaral
bilesikler meydana geldi. Bilesiklerin yapilari literatiir (Siddiqui et al. 1990) 6rnekleri de
dikkate alinarak NMR spektrumlarindan belirlendi. 150 ve 151 numarali bilesikler
birbirlerinden kolon kromatografisi ile ayrildilar. Reaksiyonda bu iki {iriinden baska bir
irlin daha meydana geldi ancak kolon kromatografisi ile yeterince saflagtirilamadigi i¢in
yapist tayin edilemedi. Bu reaksiyon aslinda ¢ift bagin allilik pozisyonunu oksitlemek
amaci ile yapildi. Oda sicakliginda devam eden reaksiyondan sonug alinamayinca refliiks
sicakligina gecildi ve cikis bilesigi tiikkeninceye kadar reaksiyona devam edildi.
Reaksiyon sonucunda beklenen oksidasyon iiriinii yerine Sema 3.29°daki oksidasyon ve
diizenlenme {iriinleri meydana geldigi i¢cin bu yontemle allilik oksidasyon iiriinii elde

edilemedi.

MeO MeO

113 150 (%20) 151 (%12)
a: Se0,, TBHP, CH,Cl,, Refliiks 48s

Sema 3.29
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Bilesik 150’ye ait *H-NMR, BC-APT NMR, COSY, HMQC ve HMBC NMR analizi
spektrumlari sirasiyla EK 1.55, EK 1.56, EK 1.57, EK 1.58 ve EK 1.59°da verilmistir.
Bilesik 151°¢ ait *H-NMR, *C-APT NMR, COSY, HMQC ve HMBC NMR analizi
spektrumlari ise sirasiyla EK 1.60, EK 1.61, EK 1.62, EK 1.63 ve EK 1.64°te verilmistir.

Bilesik 150’nin H-NMR spektrumunda bilesik 113’inkinde oldugu gibi iki degil tek
OMe sinyali bulunmaktadir ve bu OMe sinyali C-3 pozisyonunda tagimnan OMe grubuna
aittir. Sonug olarak ester yapisi hidroliz olarak laktona doniismiistiir ¢linkii hidroliz
sonras1 asite doniisseydi *C-APT NMR spektrumunda 185 ppm’de rezonans olan asit
karbonuna ait sinyal olmas1 gerekirdi ama onun yerine 179 ppm’de lakton karboniline ait
sinyal mevcuttur. Bilesik 150°nin hem *H-NMR spektrumunda hem de *C-APT NMR
spektrumunda ¢ift bag sinyalleri yoktur. Bu durum c¢ift bagin doydugunu gostermektedir.
Cift bagin yerinin degiserek epoksitlendigi ise *H-NMR spektrumunda 2.80 ve 3.0 ppm
de iki adet epoksit CH-O hidrojenlerine ait sinyallerin gozlenmesidir. Diger taraftan
lakton halkasinin oksijenine bagl kuaterner C-13 atomunun 89 ppm’de rezonans oldugu
goriilmektedir. Ayrica ester halindeyken 178 ppm’de rezonans olan karboksil karbonu

lakton haline doniistiigiinde 179 ppm’de rezonans olmustur.

Bilesik 151’in BC-APT NMR spektrumunda ¢ift bag sinyallerinin 159 ppm ve 119
ppm’de rezonans oldugu goriilmektedir. Literatiir verileri dikkate alinarak c¢ift bagin
tarakseren tiirevlerinde oldugu gibi C14-C15 pozisyonlarma gececek sekilde
diizenlenerek bilesigin Sema 3.29 da gosterilen yapiya doniistiigii belirlendi. Bilesik
151’in 'H-NMR spektrumunda 3.0 ve 3.2 ppm’de rezonans olmus epoksit CH-O
sinyalleri mevcuttur. Ayrica 2.4 ppm’de c¢ift bagin allilik pozisyonundaki C-16

hidrojenlerine ait sinyaller goriilmektedir.

3.2.22. Bilesik 30’un PhSeBr ile reaksiyonu

Bilesik 30’da bulunan keton yapisina komsu bir ¢ift bag meydana getirmek igin
literatiirde sik uygulanan selenoksit eliminasyonu yontemi kullanildi. Bilesik 30 mutlak
THF igerisinde inert atmosferde LDA ile etkilestirildikten sonra PhSeBr ilavesi ile a-

selenleme {iriinii tizerinden H20: ile oksitlenerek bilesik 152’ye doniistiiriildi (Sema



66

3.30). Bilesik 152’ye ait 'H-NMR, *C-APT NMR, spektrumlari sirastyla EK 1.65 ve EK
1.66°da verilmistir.

1) LDA / PhSeBr OMe

2) Piridin /H,0,

THEF, rt, 48s, N,

152 (%75)

Sema 3.30

3.2.23. Bilesik 30’un SeO: ile Reaksiyonu

Bilesik 39’un, SeO> ve t-BuOOH ile birlikte THF igerisindeki uzun siireli ve yliksek

sicaklik reaksiyonundan Sema 3.31°de verilen iiriinler ve yapist tam belirlenemeyen 3

irtin daha meydana geldi.

153 (%23)

a: Se0,, TBHP, CH,Cl,, Refliiks, 1h OMe

154 (% 6)

Sema 3.31

Reaksiyon sonucunda meydana gelen iiriin karisimi kolon kromatografisi ile saflagtirildi.

Uriinlerin yapilari NMR analizleri ve literatiir destegi (Ito and Lai 1978; Pradhan et al.
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1987; Matsunaga et al. 1988; Tanaka and Matsunaga 1988; Huang et al. 1990; Siddiqui
et al. 1990; Misra and Laatsch 2000; Kuroda et al. 2006; Chen et al. 2008) ile belirlendi.

Uriinlerin olusum mekanizmasi benzer iiriinler iizerinden bu literatiirlerde aciklanmustir.

Reaksiyon sonucunda meydana gelen tiriinlerden birisi Sema 3.30°da goriilen bilesik 152
ile aynidir. Bilesik 152 farkli iki reaksiyondan da elde edilmistir. Sema 3.31’de meydana
gelen 154 numarali bilesik ile Sema 3.29°da meydana gelen 151 numarali bilesik ayni
mekanizma ile olusmus oksidatif diizenlenme triiniidiir. Bilesik 153 ve 150 ise ayni
mekanizma ile olusmus laktonizasyon iiriinleridir ve oksidasyon siirecinde meydana
gelen alkoksit anyonunun ester grubunu hidroliz ederek laktona doniistiirmesi ile

olusmustur.

Bilesik 153°e ait *H-NMR, C-APT NMR ve HSQC NMR analizi spektrumlar1 sirastyla
EK 1.67, EK 1.68 ve EK 1.69’da verilmistir. Bilesik 154°¢ ait 'H-NMR, 1*C-APT NMR,
COSY, HSQC ve HMBC NMR analizi spektrumlari ise sirasiyla EK 1.70, EK 1.71, EK
1.72, EK 1.73 ve EK 1.74’te verilmistir. Meydana gelen oksidasyon iiriinlerinin ve
baslangi¢ bilesiklerinin kiyaslamali NMR spektrumlari olusturuldu. Bilesik 30, 152, 153
ve 154’iin ®C-APT NMR spektrumlarmin kiyaslamali goriiniimleri EK 1.75te
verilmistir. Ayrica bilesik 113, 150 ve 153iin 3C-APT NMR kiyaslamal1 gériiniimii de
EK 1.76°da verilmistir.

3.2.24. Bilesik 152°nin t-BuOOH ile reaksiyonu

Bilesik 152’de bulunan a,f-doymamis ¢ift bag THF icerisinde tert-butil hidroperoksit
(TBHP) kullanilarak niikleofilik asimetrik epoksidasyon yontemi (Diez et al. 2008;
Zilbeyaz et al. 2012) ile epoksit tiirevine doniistiiriilmeye calisildi ancak yapilan tiim
denemelere ragmen Sema 3.32°de verilen reaksiyon gergeklesmedigi icin bilesik 155 bu

yontemle elde edilemedi.
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OMe

TBHP o)
THEF, rt, 3g

152 155

Sema 3.32
Reaksiyon H>O: kullanilarak ayni sartlar altinda tekrarlandi ancak bu sefer de birbirinden
ayrilamayan iiriin karigimi ele gegti. Sema 3.31°de verilen iirliin karigimima benzer

tiriinlerin olustugu gozlendi.

3.2.25. Bilesik 153’iin NaOMe ile reaksiyonu

Bilesik 153’{in sodyum metoksit ile reaksiyonundan Sema 3.33’te gosterilen bilesik 156
veya onun bir stereoizomeri elde edilmek istendi ancak yapilan reaksiyonda beklenen
sonu¢ almamadi.  Bilegik 153’iin miktarinin az olmasi nedeniyle de reaksiyon

tekrarlanamadi.

NaOMe/MeOH | |

THF, rt, 1g | |

153 156

Sema 3.33

Epoksidasyon c¢alismasinda istenilen iiriiniin elde edilememesi ve SeO; ile yapilan
reaksiyonlarda diisiik verimle ¢ok sayida iiriin karisimi elde edilmesi nedeniyle hedef
molekiil 8’in sentezi pek ¢ok 6rnegi oldugu halde beklenildigi gibi gergeklesmeyen

reaksiyonlardan dolay1 tamamlanamamaistir.

Hedef molekiil 8’e ulagmak i¢in dnce a-amirin elde etmek iizere caligmalar yapilirken

ayni zamanda yiiriitiilen bilgisayarli molekiiler modelleme ¢aligmalari neticesinde hedef
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molekiil 8’in C28 konumundan asitli tiirevinin daha yiiksek in silico NF-Kappa B
inhibisyon aktivitesi gosterdiginin saptanmasi {izerine a-amirin sentezi durduruldu ve
ursolik asit tlizerinden ¢alismalara devam edildi. a-amirin sentezi i¢in harcanan siirede
oksidasyon calismalarinda yasanan olumsuzluklar igin belki profesyonel destek alinip
uygun ¢oOziimler bulunabilirdi ancak reaksiyonlar her zaman beklendigi gibi
sonuglanmadigl i¢in gegen zamanin telafisi miimkiin olmayabiliyor. Yine de tiim
olumsuzluklara ragmen o-amirinin literatiirde olmayan yeni bir yontemle ve yiiksek

verimle yar1 sentetik olarak elde edilmesi biiyiik bir adim olarak degerlendirilmelidir.

Bu asamadan sonra tez kapsaminda sentezlenmesi tasarlanan ve in silico NF-Kappa B
inhibisyon aktivite ¢alismalar1 yapilan bir seri ursan tiirevinin sentezine gegildi. Elde
edilen tiirevlerin bazilarinin yapilan molekiiler modelleme ¢aligsmalarinda oldukga yiiksek

baglanma skoru gosterdigi belirlendi.

3.2.26. Uvaolun asetik anhidrit ile reaksiyonu

Asetil gruplar1 biyoaktivite bakimindan olduk¢a 6nemli role sahiptir. Bu o6zelliginden
dolay1 bazi bilesiklerdeki OH gruplar1 gerek koruma gerekse de biyoaktivite farkini
ortaya ¢ikarma amaciyla asetillenmistir. Uvaolun (2) trietilamin varliginda asetik anhidrit
ile oda sicakligindaki reaksiyonundan mono-asetil ve di-asetil tirevleri bilesik 157 ve 158
sentezlendi (Sema 3.34). Reaksiyonda once bilesik 157’nin olustugu yapilan TLC
analizleri ile tespit edildi. Bilesik 157 ve 158 kolon kromatografisi ile birbirlerinden
ayrildilar ve yapilart NMR spektrumlari ile tespit edildi. Bilesik 157 ve 158’e ait 'H-NMR
spektrumlar sirasiyla EK 1.77 ve EK 1.78’de verilmistir.

AC20, Et3N

OAc OAc

CH,Cly, tt, 1g

HO AcO

157 (%34) 158 (%54)

Sema 3.34
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3.2.27. Uvaolun metan siilfonil kloriir ile reaksiyonu

Uvaolun trietilamin varhi§inda metanstilfonil kloriir (MsCl) ile oda sicakligindaki
reaksiyonundan siilfonat esteri bilesik 159 elde edildi (Sema 3.35). Bu siilfonat esterleri
busulfan gibi degerli bir ilag molekiilii olabilme timidiyle sentezlendi. Bilesik 159°a ait
'H-NMR ve *C-APT NMR analizlerinin spektrumlar sirastyla EK 1.79 ve EK 1.80°de

verilmistir.

Et;N, MsCl
OMs

CH2C12, rt, lg

159 (%90)

Sema 3.35
Metansiilfonatlar guanin halkasinin N7 pozisyonunda alkilleme yapabilirler. Bu tiirden
ilaglara drnek olarak busulfan verilebilir. DNA iplikleri arasinda kdpriiler yapan azotlu
mustardlarin aksine metansiilfonatlar i¢ ipliklerde ¢apraz baglar yaparlar (Iwanoto et al.
2004). Bu sayede DNA’nin kontrolsiiz ¢ogalmasini engelleyerek kanserin yayilmasini
engeller. Grubumuz tarafindan yapilan in silico NF KappaB inhibisyon aktivitesi
testlerinde uvaol ve eritrodiolun metan siilfonat esterlerinin yiiksek afinite gosterdigi

saptanmistir.

o\ 0 O\\S _CH;4

,\S/ \/\/\O/ N\

H,C7 N o
busulfan

3.2.28. Uvaol'un trimetilsilil kloriir ile reaksiyonu

Uvaol (2) bilesigi trietilamin varhiginda trimetilsilil kloriir (Me3SiCl) ile oda sicakliginda
reaksiyona konuldu ve bilesikler 160 ve 161 elde edildi (Sema 3.36). Segimli olarak
bilesik 160’in olustugu reaksiyonda iiriinler birbirinden kolon kromatografisi ile
ayrildilar. Bilesik 160 iizerinden C3-OH grubu tiirevlerine doniistiiriilip C28-OH grubu

ise serbest hale gecirilecektir. Boylelikle farkli uvaol tiirevleri elde edilmis olacaktir.
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Bilesik 160°a ait *H-NMR ve ¥C-APT NMR spektrumlar1 EK 1.81 ve EK 1.82’de

verilmistir.

160 (%63) 161 (%27)

a: Et;N, Me;SiCl, CH,Cl,, tt, 24s

Sema 3.36

3.2.29. Uvaol-3-metil eterin asetil kloriir ile reaksiyonu

Uvaol-3-metil eterin (13) oda sicakliginda trietilamin varliginda asetil kloriir ile
reaksiyondan asetil tiirevi bilesik 162 sentezlendi (Sema 3.37). Ayni reaksiyon asetik
anhidrit kullanilarak yapildiginda da bilesik 162 neredeyse ayni verimle elde edildi.

Et;N, AcCl OAc

CHzclz, I't, 24s

MeO MeO

162 (%93)

Sema 3.37

Bilesik 162’ye ait 'H-NMR spektrumu EK 1.83’te verilmistir. Bilesigin H-NMR
spektrumundan yapiya asetil grubunun girmesiyle C28 de tasinan hidrojenlerin kimyasal

kayma degerlerinin degistigi ve daha asagi alana kaydigi agikca izlenmistir.
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3.2.30. Uvaol-3-metil eterin benzoil kloriir ile reaksiyonu

Uvaol-3-metil eterin (13) sodyum hidriir varliginda benzoil kloriir ile THF igerisinde
refliiks sicakligindaki reaksiyonundan benzoat tiirevi bilesik 163 sentezlendi (Sema 3.38).
Bilesik 163’¢ ait 'H-NMR ve ¥C-APT NMR spektrumlar sirasiyla EK 1.84 ve EK

1.85’te verilmistir.

OBz

OH NaH
n Cl
THF, Refliiks, 24s

Sema 3.38

163 (%94)

3.2.31. Uvaol-3-metil eterin 4-nitrobenzoil kloriir ile reaksiyonu

Uvaol-3-metil eterin (13) sodyum hidriir varliginda 4-nitrobenzoil kloriir ile THF
icerisinde refliiks sicakligindaki reaksiyonundan 4-nitrobenzoat tiirevi bilesik 117
sentezlendi (Sema 3.39).

0._Cl
NaH
+ THF, Refliiks, 24s
MeO NO, MeO
117 (%90)
Sema 3.39

Bilesik 13 c¢alisma kapsaminda yapilan in silico NF-KappaB inhibisyon aktivite
testlerinde bilesik 8 gibi yiiksek baglanma skorlarindan birine sahip molekiildiir. Hedef
molekiillerimizin yani sira uvaolun aromatik ve azotlu tiirevlerinin sentez ve biyolojik
aktivite calismalar1 yapilmistir. Bilesik 117’ye ait H-NMR ve BC-APT NMR
spektrumlari sirasiyla EK 1.86 ve EK 1.87°de verilmistir.
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3.2.32. Uvaol-3-metil eterin 3,5-dinitrobenzoil Kkloriir ile reaksiyonu

Uvaol-3-metil eterin sodyum hidriir varliginda 3,5-dinitrobenzoil kloriir ile THF
icerisinde reflilks sicakligindaki reaksiyonundan 3,5-dinitrobenzoat tiirevi bilesik 164
sentezlendi (Sema 3.40). Bilesik 164’e ait *H-NMR ve C-APT NMR analizlerinin
spektrumlar sirastyla EK 1.88 ve EK 1.89°da verilmistir.

NaH

THF, Refliiks, 24s
0,

MeO

164 (%84)

Sema 3.40

3.2.33. Uvaol-3-metil eterin metil iyodiir ile reaksiyonu

Hem uvaolun (2) hem de uvaol-3-metil-eterin (13) NaH varliginda Mel ile THF igerisinde

refliiks sicakligindaki reaksiyonundan dimetiluvaol (165) sentezlendi (Sema 3.41).

a: NaH, Mel, THF, Refliiks, 24s, N,

Sema 3.41

Bilesik 165’¢ ait *H-NMR ve *C-APT NMR spektrumlar sirasiyla EK 1.90 ve EK
1.91°de verilmistir. Ayrica bilesik 165’in tek kristal X-Isin1 analizi yapildi. Bilesik 165’
ait tek kristal X-1s1n1 analizi Sekil 3.13’te birim hiicre yapis1 Sekil 3.14’°te goriilmektedir.

Bilesik 165’¢ ait tek kristal X-1s1m1 analizinin sonuglarina gore, bag uzunluklari, bag
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acilar1 ve torsiyonel agilar aragtirma bulgular1 boliimiinde sirasiyla Cizelge 4.3, Cizelge

4.4 ve Cizelge 4.5’te verilmistir.

Sekil 3.13. Bilesik 165’in tek kristal X-1sin1 yap1 analizi birim hiicre goriintiisii

3.2.34. Uvaol-3-metil eterin n-biitil kloriir ile reaksiyonu
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Uvaol-3-metil eterin sodyum hidriir varliginda n-biitil kloriir ile THF igerisinde refliiks
sicakligindaki reaksiyonundan n-butil eter tiirevi bilesik 166 sentezlendi (Sema 3.42).
Bilesik 166’ya ait *H-NMR ve 3C-APT NMR analizlerinin spektrumlari sirasiyla EK
1.92 ve EK 1.93’te verilmistir.

NaH, n-BuCl

THF, Refliiks, 24s
MeO

MeO

166 (%91)

Sema 3.42
3.2.35. Uvaol-3-metil eterin MOMBY ile reaksiyonu
Uvaol-3-metil eterin sodyum hidriir varliginda MOMBEr ile THF igerisinde refliiks
sicakligindaki reaksiyonundan MOM eter tiirevi bilesik 167 sentezlendi (Sema 3.43).

Bilesik 167’ye ait 'H-NMR ve BC-APT NMR spektrumlari sirasiyla EK 1.94 ve EK

1.95’te verilmistir.

NaH, MOMBr

THF, Refliiks, 12s

MeO MeO

167 (%75)

Sema 3.43

3.2.36. Uvaol-3-metil eterin MEMCI ile reaksiyonu

Uvaol-3-metil eterin sodyum hidriir varliginda MEMCI ile THF igerisindeki refliiks

reaksiyonundan MEM eter tiirevi bilesik 168 sentezlendi (Sema 3.44). Bilesik 168’in yan1
sira bilesik 169 bu reaksiyonda yan iiriin olarak elde edildi. Bilesik 169’un 168 iizerinden
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olustugu diisiiniilmektedir. Bilesik 168°e ait *H-NMR, *C-APT NMR ve HSQC NMR
analizlerinin spektrumlari sirasiyla EK 1.96, EK 1.97 ve EK 1.98°de verilmistir.

O\/O\/\O/

OH NaH / MEMCI1 168 (%60)

THEF, refliiks, 96s

MeO

00O~y

169 (%20)

Sema 3.44

Bilesik 169’a ait tH-NMR, *C-APT NMR ve HSQC NMR analizlerinin spektrumlar1 ise
sirastyla EK 1.99, EK 1.100 ve EK 1.101’de verilmistir.

Bilesik 168’in H-NMR spektrumuna bakildiginda 4.64 ppm'de rezonans olmus ve 2
hidrojene karsilik gelen bir singlet sinyal oldugu goriiliir. Bu hidrojenlerin tagindigi
karbon atomu *C-APT NMR spektrumundaki 96 ppm’de rezonans olan iki oksijen
arasinda kalan karbon atomudur. Diger taraftan bilesik 169’iin *H-NMR spektrumuna
bakildiginda biri 4.76 ppm’de singlet digerleri 4.72 ppm ve 4.70 ppm’de dublet seklinde
yartlmis iki adet metilenik hidrojenlere karsilik gelen sinyaller oldugu goriiliir.
Sinyallerin her ikisin de birer farkl iki oksijene komsu karbon atomunda tasindig1 $3C-
APT NMR ve HSQC analizinden agik¢a goriilmektedir.

Bilesik 169’un Sema 3.45’te goriilen iki farkli yoldan 170 ara iiriinii iizerinden olabilecegi
diisiniildii. Birinci yol bilesik 168’in reaksiyon ortaminda parcalanmasi ile 170’1
olusturabilecegidir. Ikinci yol ise bilesik 13’ten olusmus anyonun reaksiyon ortaminda
bulunan formaldehit ile etkilesmesi sonucunda 170 olusabilir. Formaldehit ise reaksiyon

ortaminda gerek iiriin izerinden gerekse de MEMC1’nin hidrolizinden olusabilir. Ayrica,
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reaktif olarak kullanilan MEMCI igerisinde de olusmus olabilir. Bilesik 168 ve bilesik
169°un *H-NMR spektrumlarmin kiyaslamali goriiniimii EK 1.102°de verilmistir.

_0: _ MEMCI 000~y

169

13a

Sema 3.45
3.2.37. Uvaol-3-metil eterin 1,3-dibromopropan ile reaksiyonu
Uvaol-3-metil eterin sodyum hidriir varliginda 1,3-dibromopropan ile THF igerisinde

refliks sicakliginda reaksiyonu yapildi ve Sema 3.46°da gosterilen bilesik 171°in

sentezlenmesi hedeflendi.

MeO
171 172

a: NaH, 1,3-dibromopropan, THF, refliiks, 2g
b: NaN; MeCN, H,O0, refliiks, 2g

MeO

173 (%89,5)

Sema 3.46
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Bilesik 171°de bulunan brom atomu azid grubu ile yer degistirilip elde edilecek azid
tiirevi 172 iizerinden bir seri triazol bilesigi sentezlenmesi amaclandi. Ancak bilesik 171
bu reaksiyon sartlarinda elde edilemedigi i¢in 172°nin sentezine gecilemedi. Boylelikle
sema 3.46’daki reaksiyondan beklenen substitusyon {iriinii 171 yerine eliminasyon iirlinii
allil eter tiirevi bilesik 173 ele gecti. Bilesik 173’¢ ait tH-NMR, 1*C-APT NMR ve HSQC
analizlerinin spektrumlari sirasiyla EK 1.103, EK 1.104, EK 1.105’te verilmistir.

3.2.38. Uvaol-3-metil eterin propargil bromiir ile reaksiyonu

Uvaol-3-metil eterin sodyum hidriir varliginda propargil bromiir ile THF igerisinde
refliiks sicakligindaki reaksiyonundan propargil eter tiirevi bilesik 174 sentezlendi (Sema
3.47). Bilesik 174 ftizerinden alkil ve aril azid tiirevleri ile 1,2,3-triazol bilesikleri

sentezlenmesi planlanmistir.

NaH, Br._Z

THF, Refliiks, 48s

MeO

174 (%91)

Sema 3.47

Bilesik 174°¢ ait IH-NMR, BC-APT NMR ve HSQC NMR analizlerinin spektrumlari
sirasiyla EK 1.106, EK 1.107 ve EK 1.108’de verilmistir.

3.2.39. Uvaol-3-metil eterin akriloil kloriir ile reaksiyonu

Uvaol-3-metil eterin sodyum hidriir varliginda akriloil kloriir ile THF igerisinde refliiks
sicakligindaki reaksiyonundan akrilat ester tiirevi bilesik 175 sentezlendi (Sema 3.48).
Bilesik 175’¢ ait *H-NMR ve *C-APT NMR spektrumlar sirastyla EK 1.109 ve EK
1.110’da verilmistir.
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NaH
OH
+ \)J\Cl

THEF, Refliiks, 24s

175 (%76)

Sema 3.48

3.2.40. Uvaol-3-metil eterin metakriloil kloriir ile reaksiyonu

Uvaol-3-metil eterin sodyum hidriir varhginda metakriloil kloriir ile THF igerisinde
refliiks sicakhigindaki reaksiyonundan metakrilat ester tiirevi bilesik 176 sentezlendi
(Sema 3.49). Bilesik 176’ya ait *H-NMR ve *C-APT NMR analizlerinin spektrumlari
sirastyla EK 1.111 ve EK 1.112°de verilmistir.

(¢}
OH n al NaH .
THF, Refliiks, 24s
MeO MeO
176 (%71)
Sema 3.49

3.2.41. Uvaol-3-metil eterin (+)-epiklorohidrin ile reaksiyonu

Bilesik 13 ile (#)-epiklorohidrinin THF igerisinde NaH varliginda yapilan refliiks
reaksiyonundan bilesik 177 diastereomer karisimi olarak sentezlendi (Sema 3.50). Bilesik
177°de bulunan epoksit yapis1 bazik ve asidik olarak pargalanip yeni tiirevler elde
edilecek ve diastereomerler birbirinden ayrilmaya calisilacaktir. Bilesik 177’ye ait *H-
NMR, ¥C-APT NMR, COSY, HSQC ve HMBC NMR analizi spektrumlar1 sirastyla EK
1.113, EK 1.114, EK 1.115, EK 1.116 ve EK 1.117°de verilmistir.
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NaH

THEF, Refliiks, 48s

MeO MeO

13 177 (33R ve 33S) (%88)

Sema 3.50

3.2.42. Epoksit bilesigi 177’ nin sodyum metoksit ile reaksiyonu

Sema 3.50’de sentezlenen diastereomerik epoksit bilesikleri (177) NaOMe ile metanol
igerisinde reaksiyona tabi tutuldu ve epoksit agilma {irlinii bilesik 178 diastereomer
karistmi olarak sentezlendi (Sema 3.51). Bilesik 178’e ait *H-NMR ve 3C-APT NMR
spektrumlar: sirastyla EK 1.118 ve EK 1.119°da verilmistir.

NaOMe/MeOH

34
O Pﬁéo , 125
32

MeO

MeO

177 (33R ve 33S) 178 (33R ve 33S) (%82)

Sema 3.51

3.2.43. Epoksit bilesigi 177’ nin sodyum azid ile reaksiyonu

Diastereomerik epoksit 177°nin NaNs ile sulu asetonitril igerisindeki reaksiyonundan
epoksit agilma iiriinii bilesik 179 diastereomer karisimi olarak sentezlendi (Sema 3.52).

Bilesik 179’a ait *H-NMR ve *C-APT NMR analizi spektrumlar1 sirastyla EK 1.120 ve
EK 1.121°de verilmistir.
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NaN:;

H,0, MeCN, Refliiks, 2g

MeO MeO

177 (33R ve 33S) 179 (33R ve 33S) (%89)

Sema 3.52

3.2.44. Epoksit bilesigi 177’nin su ile reaksiyonu

Bilesik 177 katalitik miktarda HCI1 varliginda sulu asetonitril igerisinde reaksiyona tabi
tutuldu ve epoksit agilma iiriinii diol 180 diastereomer karigimi olarak sentezlendi (Sema
3.53). Bilesik 180’¢ ait *H-NMR ve *C-APT NMR analizi spektrumlar1 sirastyla EK
1.121 ve EK 1.122°de verilmistir. Ayrica bilesik 177 sulu THF igerisinde KOH ile
reaksiyona tabi tutularak Sema 3.53te goriilen bilesik 180 sentezlenmek istendi ancak bu
reaksiyondan epoksit agilma iiriinii diol 180 elde edilemedi. Bazik ortamda OH ile epoksit

acma tepkimesinden sonug¢ alinamadi.

34 H*/H,0 OH
o) MeCN, Refliiks, 3g
33 33 34
32
MeO MeO OH
177 (33R ve 33S) 180 (33R ve 33S) (%79)
Sema 3.53

3.2.45. Epoksit bilesigi 177’nin 2-naftol ile reaksiyonu

Bilesik 177 THF igerisinde NaH varliginda 2-naftol ile reaksiyona tabi tutuldu. Once 2-
naftolun NaH ile reaksiyonundan 2-naftoksit anyonu elde edildi daha sonra ortama bilesik
177 ilave edildi (Sema 3.54). Bu reaksiyondan diasterecomer karigimi olarak elde edilecek

olan epoksit acilma iirlinliniin (181) diastereomerlerini birbirinden ayirmak igin uygun
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dipol moment farki olusturacag diisiiniildii ancak 181 elde edilmedi. Reaksiyonun sterik

engel ve bilesikteki diger elektronik etkilerden dolay1 elde edilmedigi diistiniilmektedir.

NaH, 2-naftol | |
I

. OH
33 THF, Refliiks, 1h )
O\Wﬁo : O\)ﬁ\/o
MeO OO
177 (33R ve 33S) B 181 (33R ve 33S)

Sema 3.54
3.2.46. Epoksit bilesigi 177°nin 3,4-dimetoksi benzil alkol ile reaksiyonu

Bilesik 177 THF igerisinde NaH varliginda 3,4-dimetoksi benzil alkol ile reaksiyona tabi
tutuldu. Once 3,4-dimetoksi benzil alkoliin NaH ile reaksiyonundan 3,4-dimetoksifenil
metoksit elde edildi, daha sonra ortama bilesik 177 ilave edildi (Sema 3.55). Reaksiyon
refliiks sicakliginda 5 giin devam etti, ancak epoksit agilma iiriinii bilesik 182 elde

edilemedi. Bilesik 182’nin elde edilme amaci bilesik 181 ile aynidir.

OH OMe
a
33 ’ MeO o \/©/OMC
O 0 ¢ O\);;\/O
MeO

177 (33R ve 33S) a: NaH, THF, Refliiks, 72s 182 (33R ve 335)

Sema 3.55

MeO

3.2.47. Azidoalkol 179’un 3,5-dinitrobenzoil kloriir ile reaksiyonu

Bilesik 179’un trietilamin varliginda 3,5-dinitrobenzoil kloriir ile kloroform igerisindeki
reaksiyonundan Sema 3.56’da goriilen bilesik 183’iin sentezi hedeflendi ancak reaksiyon

uzun siire devam etmesine ragmen Uriin elde edilemedi. Bu iiriin sentezlenerek
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diastereomer karisimindaki stereoizomerlerin birbirinden ayrilmasi hedeflendi ancak bu

sartlarda bu tiriin elde edilemedi.

Cl
- O =
O,N
0 Et;N ‘ ‘
> CHCl;, Refliiks, 3
oL, e e |
MeO N; MeO
179 (33R ve 33S) 183 (R ve S) R'=3,5-dinitrobenzoil
Sema 3.56

3.2.48. Azidoalkol 179’un asetil kloriir ile reaksiyonu

Bilesik 179’un trietilamin varliginda asetil Kkloriir ile kloroform igerisindeki
reaksiyonundan Sema 3.57°de goriilen bilesik 184 diastereomer karisimi olarak elde
edildi. Kolon yapilip saflagtirildiktan sonra kaydedilen NMR spektrumuna gore iiriiniin
tek bir diastereomer oldugu belirlendi. Diastereomerin mutlak konfigiirasyonu belli

olmayip saflastirilan bilesik stereoizomerlerden sadece biridir.

Et;N, AcCl
CHClI; 1t, 24s

MeO MeO

179 (33R ve 335) 184 (33R veya 33S) (%44)

Sema 3.57

Bilesik 184°e ait 'H-NMR ve *C-APT NMR analizi spektrumlar1 sirastyla EK 1.122 ve
EK 1.123’de verilmistir.

3.2.49. Azidoalkol 179’un fenilasetilen ile reaksiyonu
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Bilesik 179’daki azid grubu 1,2,3-triazol bilesigi elde etmek tizere CuzSO4.5H20 ve
sodyum askorbat varliginda oda sicakliginda 1:1 THF su igerisinde fenilasetilen ile
reaksiyonu yapildi (Sema 3.58). Oda sicakliginda devam eden reaksiyon
tamamlanmayinca iki saat refliiks yapildi ve reaksiyon bu sekilde tamamlandi. Reaksiyon
sonrasinda bilesik 185 diastereomer karisimi olarak elde edildi. Bilesik 185’¢ ait *H-NMR
ve ¥C-APT NMR analizi spektrumlari sirastyla EK 1.124 ve EK 1.125’de verilmistir.

)=

CuS0,.5H,0

sodyum askorbat

THE:H,O (1:1), refliiks, 25~ M¢O

179 (33R ve 33S) 185 (33R ve 33S) (%88)

Sema 3.58

3.2.50. Uvaol-3-metil eterin (R)-(-)-epiklorohidrin ile reaksiyonu

Bilesik 13 ile rasemik epiklorohidrinin reaksiyonundan elde edilen {riinler
stereoizomerlerine ayrilamadiklar1 igin enantiyosaf (R)-(-)-epiklorohidrin ticari olarak
temin edilip reaksiyon yapildi. THF icerisinde NaH varliginda yapilan yiiksek sicaklik
reaksiyonundan bilesik 186 saf diastereomer olarak sentezlendi (Sema 3.59).

NaH

THF, Refliiks, 48s

MeO MeO

13 186 (33R) (%87)
Sema 3.59

Bilesik 186’ya ait *H-NMR spektrumu EK 1.126°da, diastereomerik karisim olan bilesik

177 ve saf olan bilesik 186’nin *H-NMR analizi spektrumlarmin kiyaslamali gériiniimii
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EK 1.127°de verilmistir. Bilesik 186’ya ait 13C-APT NMR, COSY, HSQC ve HMBC
NMR analizi spektrumlart ise sirasiyla, EK 1.128, EK 1.129, EK 1.130 ve EK 1.131°de
verilmistir. EK 1.127°de spektrumun 3.8-2.4-ppm araligina bakildiginda diastereomer

karigimi ve saf {irtiniin birbirinden farki agikc¢a goriilmektedir.

3.2.51. Uvaol-3-metil eterin (S)-(+)-epiklorohidrin ile reaksiyonu

Bilesik 13 ile enantiyosaf (S)-(+)-epiklorohidrinin THF igerisinde NaH varliginda yapilan
yiiksek sicaklik reaksiyonundan bilesik 187 saf olarak sentezlendi (Sema 3.60).

O
Y/ NaH

Cl/ THF, Refliiks, 48s

MeO MeO

13 187 (33S) (%74)

Sema 3.60

Bilesik 187’ye ait *H-NMR spektrumu EK 1.132’de, bilesik 177, 186 ve bilesik 187 nin
'H-NMR analizi spektrumlarinin kiyaslamali gériiniimii EK 1.133’te verilmistir. Bilesik
177 diastereomer karisim, 186 R izomer ve 187 S izomerdir. Bilesik 187’ye ait **C-APT
NMR analizi spektrumu ise EK 1.134’te verilmistir. EK 1.133’te spektrumlarin 3.8-2.4-
ppm araligina bakildiginda karisim ve saf {irlinlerin birbirinden farki agikca

gorilmektedir.
3.2.52. Epoksit bilesigi 186’ nin sodyum azid ile reaksiyonu

Bilesik 186°da bulunan epoksit yapist NaNs ile asetonitril i¢erisinde agilarak bilesik 188
sentezlendi (Sema 3.61).
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NaN;
o\/é\o H,0, MeCN, Refliiks, 1g
MeO MeO
186 (33R) 188 (33S) (%86)
Sema 3.61

Bilesik 188 daha 6nce elde edilen bilesik 179’un 33S diastereomerinin saf halidir. Bilesik
186’da C-33’iin konfigiirasyonu R olmasina ragmen epoksit agildiktan sonra oncelikli
gruplarin oncelik sirasi1 degistigi i¢in tiriin S olarak karsimiz ¢ikmis olup konfigiirasyon
doniisiimii ile baglantis1 yoktur. Bilesik 188°e ait tH-NMR spektrumu EK 1.135°te bilesik
179 ve bilesik 188’in 'H-NMR analizi spektrumlarinin kiyaslamali goriiniimii EK
1.136°da verilmistir. Bilesik 188’¢ ait *C-APT NMR ve HSQC NMR analizi
spektrumlari ise sirasiyla EK 1.137 ve EK 1.138’de verilmistir.

3.2.53. Epoksit bilesigi 187°nin sodyum azid ile reaksiyonu

Bilesik 187°de bulunan epoksit yapis1 NaN3 ile asetonitril icerisinde acilarak bilesik 189
sentezlendi (Sema 3.62).

NaNj
[ Hy0, MeCN, Refliks, Ig
N33

0]

MeO MeO N;

187 (33S) 189 (33R) (%73)

Sema 3.62
Bilesik 189 daha 6nce diastereomerik karisim olarak elde edilen bilesik 179’un 33R
izomeridir. Bilesik 189’da C-33 konfigiirasyonu S olmasina ragmen epoksit agildiktan
sonra Oncelikli gruplarin sirasi degistigi i¢in bu kiral karbon tiriinde R olarak karsimiza

¢ikmis olup bilesik 188°de oldugu gibi konfigiirasyon doniisiimii ile baglantisi yoktur.
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Bilesik 189’a ait *H-NMR spektrumu EK 1.139°da bilesik 179, bilesik 188 ve bilesik
189’un *H-NMR analizi spektrumlarinin kiyaslamal1 goriiniimii EK 1.140°da verilmistir.
Bilesik 179’a ait **C-APT NMR spektrumu ise EK 1.141°de verilmistir.

3.2.54. Ursolik asitin asetil kloriir ile reaksiyonu

Ursolik asitin trietilamin varliginda asetil klortir ile oda sicakligindaki reaksiyonundan 3-
asetil ursolik asit elde edildi (Sema 3.63). Bu reaksiyon biyoaktivite ¢aligmalar1 igin bir
ursolik asit tiirevi elde etmek icin yapildi. Bilesik 14’e ait 'H-NMR spektrumu EK
1.142’de verilmistir.

Et;N, AcCl

CH2C12, rt, 24s

AcO

3 23 (%89)

Sema 3.63

3.2.55. Bilesik 112’nin asetil kloriir ile reaksiyonu

Bilesik 112°de karboksil grubu MOM-esteri formunda olup C3 pozisyonundaki OH
grubu asetillenmeye uygundur. Bu OH grubunun asetillenmesiyle yeni bir tlirev olan
bilesik 190 elde edildi. Reaksiyon trietilamin varliginda asetik anhidrit ile yapildi (Sema
3.64). Bilesik 190’a ait *H-NMR spektrumu EK 1.143’te verilmistir. Spektrum yap ile

uyumludur.

Et;N, AcCl

CH,Cl,, rt, 24s

112 190 (%78)

Sema 3.18
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3.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

3.3.1. invitro sitotoksisite deneyleri

Triterpen tiirevlerinin 3T3 fibroblast insan sagliklt hiicreleri iizerine sitotoksik aktiviteleri
luminescence testi (Cell-Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay, Promega) ile
Olgiilen ATP seviyeleri tarafindan belirlendi. Canli hiicreler 96 kuyucuklu beyaz renk
kiiltiir plaklarina, her bir kuyucukta hiicrelerin yogunlugu 15x10* olacak sekilde ekildi ve
37 °C de %5 CO: atmosferinde inkiibe edildi. Daha sonra hiicre ortamina farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan (1.56-200 uM) triterpenler ilave edildi. Ilaveden sonra
hiicreler (%5 CO2, 37 °C, 24 h) belirtilen sartlar altinda nemlendirme i¢in inkiibasyona
birakildi. Ayrica kontrol hiicreler 0,1 % DMSO ile muamele edilerek davranislar
incelendi. Daha sonra her bir numuneye 100 uL (Cell Titer-Glo Luminescent Cell
Viability Assay, Promega) liminesans reaktifi (Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability
Assay, Promega) ilave edildi, 2 dakika karistirildi ve oda kosullarinda 10 dakika inkiibe
edildi. Sonuglar luminometry (Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo, Waltham,

MA) ile hesaplandi.

3.3.2. Hiicre ici ROS diizeylerini belirleme ¢alismalari

Hiicre ici reaktif oksijen seviyesi ¢calismalarinda ise DCFH-DA floresans 6zellikli madde
kullanilarak 3T3 fibroblast insan saglikli hiicreleri igerisinde artan oksijen tiirevlerini
Olcen fluorometrik bir yontem uygulandi. ROS caligmalar i¢in 13 kere biiyiitiiliip (13.
Pasaj) bagka kaplara alinan L1929 fibroblast hiicrelerinden 96 kuyucuklu plakanin her
birine 15000 adet ekim yapildi. 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan sentezlenen
triterpenler tatbik edildi. Bu ekim tamamlandiktan sonra 24 saat beklenip maddelerin
hiicre i¢i reaktif oksijen seviyesini nasil etkiledigi incelendigi incelendi. Sonug olarak
artan madde konsantrasyonlariyla hiicre i¢i reaktif oksijen seviyesinin arttig1 goriilmiistiir.

ROS calismalarinin sonuglar1 arastirma bulgular1 boliimiinde verilmistir.
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3.3.3. Triterpenlerin insan saghikh hiicreleri iizerindeki genotoksik etkisi

Apoptotik aktiviteyi 6lgmek i¢in akridin oranj/etidinyum bromiir floresans boyasi
kullanarak floresans mikroskobunda triterpenlerin apoptotik aktiviteleri incelendi. 6
kuyucuklu plakalara 50.000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekilen hiicreler 24 saat
inkiibasyonun ardindan farkli konsantrasyonlarda triterpenler ile 24 saat inkiibe edildi.
Artan triterpen konsantrasyonlarinda apoptotik ve nekrotik hiicre sayisi artarken canli

hiicre sayis1 azaldu.



90

4. ARASTIRMA BULGULARI

Deneylerde kullanilan tiim ¢oziiciiler, kimyasal maddeler, hiicre hatlar1 ve diger tiim sarf
malzemeler ticari olarak satin alindi bazi reaktifler ise deney oncesi laboratuvarda
sentezlenerek kullanildi. Ticari olarak alinan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler genellikle
yiiksek saflikta olmasina ragmen gerektigi durumlarda saflastirma islemleri literatiirde

(Armarego and Chai 2013) agiklandig: gibi yapildu.

Kromatografik ayirimlarda ¢ogunlukla kolon kromatografisi uygulandi. Degisik
uzunlukta ve kalinliktaki cam kolonlarda sabit faz olarak silika jel, yiiriitiicli faz olarak
belirli oranlarda etil asetat ve hekzan karisimlar1 kullanildi. Ince tabaka kromatografisi
(TLC) ile deneylerin ve kolon kromatografisinin takibi yapildi. Preparatif TLC ve

kromatotron ise madde miktarinin az oldugu ayirimlarda kullanilda.

Molekiiler modelleme deneylerinde ticari olarak satin alinan GOLD Suite ve MOE
programi kullanildi. in vitro sitotoksisite deneyleri igin ise ticari olarak satin alinan 3T3
Fibroblast insan saglikli hiicreleri kullanildi. in vitro sitotoksisite deneylerinin sonuglari

Elisa Reader (Luminometre) ile hesaplandi.

Yap1 tayini ve fiziksel Ozellikler deneylerin yapildigi {iiniversitede veya diger
tiniversitelerden ve TUBITAK tan hizmet alimi olarak yapilan analizlerle belirlendi.
Yapi tayini i¢in baglica niikleer manyetik rezonans (NMR) deneyleri (*H-NMR, $3C-APT
NMR, COSY, HSQC ve HMBC), yapildi. NMR analizlerinin neredeyse tamami hizmet
alimi yoluyla gergeklestirildi. Maddelerin bir boliimiine kizilotesi (IR) spektrumlari
kaydedildi. Bazi numuneler i¢in yiliksek ¢oziintirliikli kiitle spektroskopisi (HRMS)
deneyleri ve tek kristal X-1s11 (SC X-Ray) analizleri yapildi. Kati olarak ele gecen biitiin

numunelere erime noktasi tayinleri yapildi.
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4.1. Deneysel Yontem

4.1.1. Bilesik 1’in (a-amirin) sentezi

Yeni destillenmis THF (300 mL) igerisine inert atmosferde LiAlH4 (12 mmol, 0.4 g, 6
ekv.) bilesik 147 (2 mmol, 1 g, 1 ekv.) konularak 2 giin refliiks yapildi. TLC ile kontrol
edilerek baslangig bilesigi titkendikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile kontrollii bir sekilde
sonlandirildi. Aliiminyum kompleksi vakumda siiziilerek ayrildi. Coziicii doner
buharlagtiricida uzaklastirildiktan sonra kalan madde su (2x200 mL) ile yikanarak
Kloroform (3x400 mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na>SOs flizerinden
kurutularak ¢oziiciisii buharlastirildi ve bilesik 1 (beyaz kati, 0.82 g, %97 verim) elde
edildi.

Bilesik 1: EN: 177 °C; H-NMR (500 MHz, CDCls),  ppm: 5.29 (t, J = 3.62 Hz, 1H),
3.26 (bs, OH, 1H), 3.21 (dd, J = 11.01, 4.98 Hz, 1H), 2.05-1.15 (alifatik bolgeye ait pik
grubu, 22H), 1.06 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.92 (d, J = 6.00 Hz,
3H), 0.80-0.79 (m, 6H), 0.77 (s, 3H); 3C-NMR (125 MHz, CDCls), & ppm: 139.64,
124.49,79.10, 59.13, 55.24, 47.78, 42.14, 41.59, 40.07, 39.72, 39.66, 38.85, 38.15, 36.95,
33.80, 33.00, 31.31, 28.80, 28.17, 28.16, 27.33, 26.68, 23.42, 23.32, 21.44, 18.41, 17.52,
16.92, 15.72, 15.67.

4.1.2. Uvaol (2) sentezi

Yeni destillenmis THF (300 mL) igerisine inert atmosferde LiAlH4 (120 mmol, 5 g, 6
ekv.) ursolik asit (20 mmol, 10 g, 1 ekv.) konularak 2 giin oda sicakliginda karigtirildi.
TLC ile kontrol edilerek baslangi¢ bilesigi tiikendikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile
kontrollii bir sekilde sonlandirildi. Aliiminyum kompleksi jel halini aldig1 i¢in vakumda
stiziilerek ayrildi. THF evaporatorde uzaklastirildiktan sonra kalan madde su (3x300 mL)
ile yikanarak kloroform (3x400) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na;SOg lizerinden
kurutularak ¢oziiciisii uzaklastirildi ve bilesik 2 (uvaol) (beyaz kati, 9.07 g, %93 verim)
elde edildi.



92

Bilesik 2: EN: 230 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCls),  ppm: 5.13 (t, J = 3.59Hz, 1H),
3.52 (d, J =10.96 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.20 (dd, J = 11.13, 4.78 Hz, 1H),
3.18 (d, J = 10.96 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 2.66 (dd, J = 11.72, 4.33 Hz, 1H),
1.90-1.14 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.08 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.97 (s, 3H),
0.93 (d, J=8.17 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 5.85 Hz, 3H), 0.76 (s, 3H); 1*C-NMR (125 MHz,
CDCls), 6 ppm: 138.71, 125.08, 78.67, 69.90, 57.58, 55.72, 54.02, 47.66, 42.02, 40.04,
39.42, 39.35, 38.72, 38.69, 38.00, 36.88, 35.18, 32.83, 30.63, 28.15, 25.99, 23.42, 23.30,
22.07, 21.36, 18.22, 17.38, 16.79, 16.39, 15.69.

4.1.3. Uvaol-3-metil eter (13) bilesiginin sentezi

Bu reaksiyon 4.1.1°de verilen yontem ile bilesik 60 (16.5mmol, 8g, 1 ekv) lizerinden
sentezlendi ve reaksiyon sonucunda bilesik 13 (beyaz kati, 7.25 g, %96 verim) elde edildi.

Bilesik 13: EN: 217 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCl3),  ppm: 5.13 (t, J = 3.59Hz, 1H),
3.52 (d, J = 10.96 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.35 (s, 3H), 3.18 (d, J = 10.96 Hz,
AB sisteminin B kismi, 1H), 2.66 (dd, J = 11.72, 4.33 Hz, 1H), 1.90-1.14 (alifatik bolgeye
ait pik grubu, 22H), 1.08 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.93 (d, J = 8.17 Hz, 3H),
0.80 (d, J = 5.85 Hz, 3H), 0.76 (s, 3H); *C-NMR (125 MHz, CDCl3), 6 ppm: 138.71,
125.08, 88.67, 69.90, 57.58, 55.72, 54.02, 47.66, 42.02, 40.04, 39.42, 39.35, 38.72, 38.69,
38.00, 36.88, 35.18, 32.83, 30.63, 28.15, 25.99, 23.42, 23.30, 22.07, 21.36, 18.22, 17.38,
16.79, 16.39, 15.69; IR (cm): 3472, 2921, 2867, 1453, 1377, 1181, 1102, 1075, 1065,
1025, 991.

4.1.4. Ursolik asitin asetil tiirevi bilesik 14’iin sentezi

Ursolik asitin (4.4 mmol, 2.0 g, 1 ekv.) metilen kloriir (150 mL) icerisindeki ¢ozeltisine
trietilamin (22 mmol, 3.13 mL, 5 ekv.) ve asetil kloriir (17.5 mmol, 1.28 mL, 4 ekv.) ilave
edilerek bir gece karistirtildi. TLC ile kontrol edilerek baslangi¢ bilesigi tiikendikten
sonra reaksiyon sonlandirildi. Reaksiyon karisimi sirasiyla HCI ¢ozeltisi (%1, 200 mL)

ve NaOH ¢ozeltisi (%1, 200 mL) ile yikanarak metilen kloriir (3x200 mL) ile ekstrakte
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edildi. Organik faz Na»SOs fizerinde kurutularak ¢oziicii doner buharlastiricida
uzaklastirildi ve bilesik 14 (beyaz kati, 1.96 g, %89 verim) elde edildi.

Bilesik 14: EN: 284 °C; *H-NMR (500 MHz, CDCls), 6 ppm: 5.21 (t, J = 3.45Hz, 1H),
4.49 (dd, J =9.73, 6.26 Hz, 1H), 4.49 (dd, J = 9.73, 6.26 Hz, 1H), 2.16 (d, J = 11.21 Hz,
1H), 3.35 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 2.03-1.20 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 21H), 1.08 (s,
3H), 0.97 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.93 (d, J = 8.17 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 5.85 Hz, 3H), 0.76
(s, 3H).

4.1.5. Keton tiirevi bilesik 27°nin sentezi

Ursolik asitin (10 g, 21 mmol, 1 ekv) metilen kloriir (150 mL) igerisindeki ¢6zeltisine
PCC (14.1 g, 65 mmol, 3 ekv.) ilave edilerek bir gece oda sicakliginda karistirildi. TLC
ile kontrol edilerek baslangic bilesigi tiikendikten sonra reaksiyon sonlandirildi. Uriin

karisimi silika jel kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:9) ile siiziilerek safsizliklardan

ayrildi ve bilesik 27 (beyaz kati, 8.7 g, %88 verim) elde edildi.

Bilesik 27: EN: 276 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), & ppm: 5.25 (t, J = 3.44 Hz, 1H),
2.53 (ddd, J=15.90, 10.89, 7.34 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 2.37 (ddd, J = 15.90,
6.83, 3.66 Hz, AB sisteminin B kismi1, 1H), 2.19 (d, J = 11.24 Hz, 1H), 2.03-1.23 (alifatik
bolgeye ait pik grubu, 20 H), 1.08 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 1.04 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.94
(d, J = 6.25 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 6.44 Hz, 3H), 0.81 (s, 3H); *C-NMR (125 MHz,
CDCls), 6 ppm: 217.79 (CO), 183.99 (COOH), 138.05, 125.56, 55.25, 52.58, 48.02,
47.40, 46.77, 42.06, 39.48, 39.29, 39.04, 38.23, 36.71, 36.69, 34.16, 32.45, 30.61, 29.70,
28.00, 26.56, 24.05, 23.54, 23.43, 21.44, 21.16, 19.55, 16.95, 15.22.

4.1.6. Keton tiirevi bilesik 30’un sentezi

Bu sentez i¢in 4.1.5’teki yontem kullanildi ve bilesik 60 (4.5 g, 22 mmol, 1 ekv.)
tizerinden bilesik 30 (beyaz kat1 4.25 g, %85 verim) elde edildi.
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Bilesik 30: EN: 194 °C; *H-NMR (500 MHz, CDCls),  ppm: 5.25 (t, J = 3.44Hz, 1H),
3.54 (s, 3H), 2.53 (ddd, J=15.90, 10.89, 7.34 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 2.37 (ddd,
J=15.90, 6.83, 3.66 Hz, AB sisteminin B kism1, 1H), 2.19 (d, J = 11.24 Hz, 1H), 2.03-
1.23 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 20 H), 1.08 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 1.04 (s, 3H), 1.01
(s, 3H), 0.94 (d, J = 6.25 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 6.44 Hz, 3H), 0.81 (s, 3H); 1*C-NMR (125
MHz, CDCls), 6 ppm: 217.70 (CO), 177.99 (COO), 138.29, 125.33, 55.29, 52.96, 51.45,
48.13, 47.39, 46.78, 42.12, 39.48, 39.30, 39.06, 38.86, 36.68, 36.60, 34.17, 32.50, 30.65,
28.02, 26.56, 24.21, 23.52, 23.45, 21.49, 21.15, 19.60, 17.03, 16.88, 15.20.

4.1.7. Ursolik asitin Mel ile reaksiyonu (60, 113 ve 142°nin sentezi)

Birinci yol: THF (300 mL) igerisindeki KOH (525 mmol, 30 g, 12 ekv.) ¢ozeltisine
ursolik asit (65 mmol, 30 g, 1 ekv.) ilave edilerek 30 dakika 1sitildi. Daha sonra Mel (656
mmol, 40 mL, 15 ekv.) ilave edilerek 6 giin reflilks yapildi. TLC ile takip edilen
reaksiyonda ¢ikis bilesigi bitince iki farkli tirlin olustugu gozlendi. Reaksiyon durduruldu
¢Oziiciisli evaporatorde uzaklastirilarak geriye kalan kisim su (3x300 mL) ile yikand: ve
organik faz Na,SOs iizerinden kurutularak ¢dziiciisii uzaklastirildi. Uriinler karigim silika
jel kolon kromatografisinde etil asetat hekzan karigimi (1:9) kullanilarak birbirlerinden
ayrildilar. Kolondan birinci sirada alinan madde, ursolik asidin dimetoksi tiirevi bilesik
113 (beyaz kat1, 2.49 g, %8 verim) ve kolondan ikinci sirada alinan madde bilesik 60
yapisindadir (beyaz kati, 26.75 g, %87 verim).

Ikinci yol: Yeni destillenmis THF (300 mL) icerisine inert atmosferde NaH (%60, 175
mmol, 7 g, 8 ekv.) ve ursolik asit (22 mmol, 10 g, 1 ekv.) ilave edilerek 30 dakika 1sitildi.
Mel (260 mmol, 16 mL, 12 ekv.) ilave edilerek 2 giin refliiks yapildi. TLC ile takip edilen
reaksiyonda ¢ikis bilesigi bitince KOH ile yapilan reaksiyonda oldugu gibi iki farkl: tiriin
olustugu gozlendi. Reaksiyon durduruldu ve ortamdaki sodyum hidriiriin fazlasi su (15
mL) ile kontrollii bir sekilde hidroliz edildi. Reaksiyon ¢oziiciisli doner buharlastiricida
uzaklagtirilarak geriye kalan kisim su ile (3x300 mL) yikandi ve organik faz Na>SO4
iizerinden kurutularak ¢oziiciisii uzaklastirildi. Uriinler karisgimma silika jel kolon
kromatografisi yapildi etil asetat hekzan karisgimi (1:9) ile birbirlerinden ayrildilar.
Kolondan birinci sirada alinan madde, bilesik 113 (beyaz kati, 8,5 g, %82 verim) ve
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kolonda ikinci sirada alinan madde bilesik 142 (beyaz kati, 0.72 g, %7 verim)
yapisindadir.

Ucgiincii yol: Bilesik 142, bilesik 113’iin KOH ile hidroliz edilmesinden de elde edildi.
Bilesik 113’tin (0.5 mmol, 250 mg, 1 ekv.) su-THF (10:30 mL) karisimindaki ¢6zeltisi
KOH (5 mmol, 290 mg, 10 ekv.) ilave edildi ve 2 giin refliiks yapildi. Reaksiyon TLC ile
takip edilip ¢ikis bilesiginin tiikkenmedigi goriiliince reaksiyon durduruldu. THF
uzaklastirildiktan sonra madde HCI ¢ozeltisi (%1, 50 mL) ile yikanarak kloroform ile
ekstrakte edildi (3x75 ml). Organik faz Na:SOs4 iizerinden kurutularak c¢oziiciisii
uzaklagtirildi. Cikig bilesigi iiriinden silika jel kolon kromatografisi ile ayrildi ve bilesik
142 (beyaz kati, 50 mg, %20 verim) elde edildi.

Bilesik 60: EN: 168 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCls), 8 ppm: 5.21 (t, J = 3.57, Hz,
1H), 3.57 (s, 3H), 3.17 (dd, J = 10.66, 5.21 Hz, 1H), 2.20 (d, J = 11.25 Hz, 1H), 1.96 (dt,
J =13.37, 4.49 Hz, 1H), 1.88 (dd, J = 8.85, 3.61 Hz, 2H), 1.83-1.17 (alifatik bélge pik
grubu, 18H), 1.05 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.91 (d, J = 6.19 Hz, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.71 (s,
3H); 3C-NMR (125 MHz, CDCl3), 5 ppm: 177.97, 138.08, 125.55, 78.84, 55.24, 52.84,
51.41, 48.03, 47.53, 41.94, 39.46, 39.01, 38.84, 38.71, 38.64, 36.93, 36.59, 32.96, 30.63,
28.15, 28.00, 27.18, 24.20, 23.60, 23.27, 21.17, 18.30, 16.87, 15.66, 15.42; IR (cm):
3530, 3448, 2943, 2924, 2867, 1718, 1453, 1384, 1230, 1200, 1144, 1029, 995.

Bilesik 113: EN: 165 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCls), 6 ppm: 5.18 (t, J = 3.61, Hz,
1H), 3.54 (s, 3H), 3.29 (s, 3H), 2.59 (dd, J = 11.72, 4.32 Hz, 1H), 2.16 (d, J = 11.07 Hz,
1H), 1.93 (dt, J = 13.42, 4.54 Hz, 1H), 1.84 (dd, J = 8.86, 3.64 Hz, 2H), 1.83-1.17 (alifatik
bolge pik grubu, 18H), 1.05 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.91 (d, J = 6.19 Hz, 3H), 0.89 (s, 3H),
0.71 (s, 3H); 3C-NMR (125 MHz, CDCls), & ppm: 177.92, 137.99, 125.48, 88.53,
57.42,55.63, 52.73, 51.34, 47.93, 41.83, 39.37, 38.91, 38.73, 38.53, 38.38, 36.84, 36.50,
32.84, 30.53, 30.19, 28.03, 28.87, 24.09, 23.47, 23.20, 21.89, 21.10, 18.07, 16.94, 16.79,
16.26, 15.30; IR (cmt): 2924, 1726, 1456, 1385, 1225, 1183, 1102, 1008, 973.

Bilesik 142: EN: 207 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 8 ppm: 5.16 (t, J = 3.47Hz,
1H), 3.29 (s, 3H), 2.59 (dd, J = 11.72, 4.29 Hz, 1H), 2.11 (d, J = 11.27 Hz, 1H), 1.95-
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118 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.08 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.94 (d, J = 6.21 Hz,
3H), 0.90 (s, 3H), 0.85 (d, J = 6.47 Hz, 3H), 0.79 (s, 3H), 0.79 (s, 3H); 3C-NMR (125
MHz, CDCls), 5 ppm: 184.27, 137.93, 125.89, 88.80, 57.60, 55.82, 52.50, 47.98, 47.56,
41.89, 39.53, 39.05, 38.85, 38.72, 38.54, 37.06, 36.76, 32.95, 30.64, 28.18, 28.01, 24.06,
23.65, 23.34, 22.08, 21.25, 18.17, 17.06, 16.36, 15.48; IR (cm'1): 3349, 2967, 2924, 2860,
1688, 1456, 1386, 1235, 1184, 1003.

4.1.8. Ursolik asitin MOMBFr ile reaksiyonu (112 ve 139’un sentezi

Birinci yol: Yeni destillenmis THF (250 mL) icerisindeki NaH (%60, 13 mmol, 525 mg,
3 ekv.) tizerine inert atmosferde oda sicakliginda ursolik asit (4.4 mmol, 2 g, 1 ekv.) ve
MOMBTr (8.8 mmol, 0.73 mL, 2 ekv.) ilave edildi. MOMBr ilavesinden sonra reaksiyon
karisim1 beyaz bir renge doniistii. TLC ile kontrol edilerek baslangic bilesigi tiikkendikten
sonra reaksiyon su (5 mL) ile kontrollii bir sekilde sonlandirildi. Reaksiyon ¢oziiciisii
doner buharlastiricida uzaklastirildi. Geriye kalan kisim su ile (3x200 mL) yikandr ve
kloroform (300 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na,SOs {iizerinden kurutularak
¢oziliclisii uzaklastirildi ve bilesik 112 (beyaz kati, 2 g, %91 verim) elde edildi.

Ikinci yol: Yeni destillenmis THF icerisindeki NaH (%60, 26 mmol, 1.0 g, 6 ekv.) iizerine
inert atmosferde ursolik asit (4.4 mmol, 2 g, 1 ekv.) ve MOMBTr (35 mmol, 2.86 mL, 8
ekv.) ilave edilerek bir hafta refliiks yapildi. TLC ile kontrol edilerek baslangig bilesigi
tiikkendikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile kontrollii bir sekilde sonlandirildi. Reaksiyon
¢oziiciisii doner buharlastiricida uzaklastirildi. Geriye kalan kisim su ile (3x200 mL)
yikandi ve kloroform (300 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na>SOs {izerinden
kurutularak ¢6ziiciisii uzaklastirildi. Reaksiyon karisimindaki iki madde birbirinde kolon
kromatografisi ile etil asetat hekzan (1:9) kullanilarak ayrildi. Kolondan ilk ayrilan iiriin
ursolik asitin di-MOM tiirevi bilesik 139 numarali bilesiktir (beyaz kati, 600 mg, %18
verim). Kolondan ikinci sirada alinan diger iiriin ise 112 numarali maddedir (beyaz kati,
1.30 g %75 verim). Reaksiyonda once 112 olusmakta ve 139 numarali bilesik 112
tizerinden meydana gelmektedir. Ancak bu sartlarda 112°nin tamami 139’a

donligmemistir.
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Bilesik 112: EN: 142 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCls), 8 ppm: 5.26 (t, J = 3.57 Hz,
olefinik 1H), 5.19 (d, J = 5.95 Hz, AB sisteminin A kismi1, 1H), 5.16 (d, J =5.95 Hz, AB
sisteminin B kismi, 1H), 3.44 (s, OMe, 3H), 3.20 (dd, J = 11.13, 4.78 Hz, 1H), 2.25 (d,
J =11.25 Hz, 1H), 2.07-1.05 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.08 (s, 3H), 0.98 (s,
3H), 0.94 (d, J = 6.21 Hz, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.85 (d, J = 6.47 Hz, 3H), 0.79 (s, 3H), 0.79
(s, 3H); 3C-NMR (125 MHz, CDCls), 6 ppm: 177.07, 138.08, 125.71, 90.57, 79.01,
57.63, 55.21, 52.71, 48.36, 47.54, 42.09, 39.57, 39.08, 38.75, 38.63, 36.96, 36.64, 33.08,
30.65, 28.15, 27.95, 27.21, 14.13, 23.52, 23.31, 21.20, 18.31, 17.07, 17.01, 15.65, 15.47;
IR (cm?): 3535, 2947, 2924, 2868, 1712, 1449, 1385, 1235, 1210, 1150, 1022, 999.

Bilesik 139: *H-NMR (500 MHz, CDCl3), 8 ppm: 5.20 (t, J = 3.53 Hz, 1H), 5.11 (dd,
J =16.08, 5.95 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 6.87 Hz, 1H), 4.53 (d, J = 6.79 Hz, 1H), 3.38 (s,
3H), 3.32 (s, 3H), 3.02 (dd, J = 11.54, 4.39 Hz, 1H), 2.19 (d, J = 11.24 Hz, 1H), 2.00-
1.36 (alifatik bolgeye ait pik grubu,22H), 1.08 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.94 (d, J = 6.21 Hz,
3H), 0.90 (s, 3H), 0.85 (d, J = 6.47 Hz, 3H), 0.79 (s, 3H), 0.79 (s, 3H).

4.1.9. Uvaol-3-metil eterin p-nitrobenzoil tiirevi bilesik 117°nin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (13.14 mmol, 315 mg,
3 ekv.) ve bilesik 13 (4.38 mmol, 2 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra p-
nitrobenzoil kloriir (6.6 mmol, 1.25 g, 1.5 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi.
TLC ile kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi.
THF uzaklastirildiktan sonra ham firiin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250
mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz NaxSOs iizerinden kurutularak c¢oziici
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:9)
ile stiziilerek saflastirildi ve bilesik 117 (beyaz kati, 2.40 g, %90 verim) elde edildi.

Bilesik 117: 'H-NMR (500 MHz, CDClz), 8 ppm: 8.28 (d, J = 8.90 Hz, 2H), 8.18 (d, J
=8.90 Hz, 2H), 5.18 (t, J = 3.49 Hz, 1H), 4.39 (d, J=11.09 Hz, AB sisteminin A kismi,
1H), 3.88 (d, J=11.09 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 3.34 (s, 3H), 2.66 (dd, J = 11.68,
4.27 Hz, 1H), 2.07- 1.19 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H); *C-NMR (125 MHz,
CDCls), 6 ppm: 164.70 (COO), 150.48, 137.96, 136.03, 130.72, 130.70, 126.06, 123.60,
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88.70, 72.65, 57.60, 55.76, 54.53, 47.68, 42.05, 40.07, 39.46, 39.30, 38.74, 37.39, 36.92,
36.04, 32.80, 30.52, 28.18, 26.13, 23.64, 23.51, 23.43, 22.97, 21.32, 18.20, 17.35, 16.79,
16.43, 15.70.

4.1.10. Uvaol-3-metil eterin mesilat tiirevi bilesik 118’in sentezi

Uvaol-3-metil eterin (13) (15.3 mmol, 7 g, 1 ekv.) metilen kloriir (250 mL) igerisindeki
¢ozeltisine oda sicakliginda trietilamin (61,3 mmol, 8.5 ml, 4 ekv) ve metan siilfonil
kloriir (46 mmol, 3.65 ml, 3 ekv.) ilave edilerek bir gece karigtirildi. TLC ile kontrol
edilerek sonlandirildi. Reaksiyon karigimi sirastyla HCI (%1, 200 mL) ve NaOH (%1,
200 mL) ¢ozeltisi ile yikanarak metilen kloriir (3x200 mL) ile ekstrakte edildi. Organik
faz Na>SOs tizerinden kurutularak ¢éziicti doner buharlastiricida uzaklastirildi ve bilesik
118 (beyaz kat1, 6.72 g, %82 verim) elde edildi.

Bilesik 118: EN: 159-160 °C; *H-NMR (500 MHz, CDCl3),  ppm: 5.17 (t, J = 3.53Hz,
1H), 4.18 (d, J =9.27 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.70 (d,J =9.27 Hz, AB
sisteminin B kismi1,1H), 3.34 (s, OMe, 3H), 2.94 (s, SMe, 3H), 2.65 (dd, J = 11.69, 4.30
Hz, 1H), 1.98(dt, J = 13.87, 4.78 Hz, 1H), 1.91 (dd, J = 8.82, 3.60 Hz, 2H), 1.81-1.15
(alifatik bolgeye ait pik grubu, 19H), 1.09 (s,3H), 0.99 (s,3H), 0.96 (s,3H), 0.93 (s,3H),
0.93 (d, J = 3.61 Hz, 3H), 0.81 (d, J = 5.72 Hz, 3H), 0.75 (5,3H); *C-NMR (125 MHz,
CDCls), 6 ppm: 137.72, 126.24, 88.62, 76.94, 57.55, 55.71, 53.90, 47.59, 46.22, 41.94,
40.09, 39.24, 39.20, 38.70, 37.32, 36.90, 36.87, 35.33,32.72, 30.27, 28.14, 25.81, 23.46,
23.36, 22.99, 22.05, 21.20, 18.15, 17.22, 16.72, 16.38, 15.65; IR (cm™): 2919, 1716,
1541, 1456, 1348, 1178, 1101, 967, 834, 747, 529.

4.1.11. Keton tiirevi bilesik 121’in sentezi
Bu reaksiyon 4.1.5’te verilen yontem ile bilesik 1 (a-amirin) (400 mg, 1 mmol, 1 ekv)

tizerinden sentezlendi ve reaksiyon sonucunda bilesik 121 (beyaz kati, 350 mg, %88

verim) elde edildi.
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Bilesik 121: EN: 99-100 °C; *H-NMR (500 MHz, CDCls), 6 ppm: 5.13 (t, J = 3.50 Hz,
1H), 2.52 (ddd, J = 15.90, 10.91, 7.37 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 2.36 (ddd, J =
15.90, 7.00, 3.78 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 2.02-1.23 (alifatik bolgeye ait pik
grubu, 20H), 1.06 (s, 3H),1.00 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.92 (d, J = 6.00 Hz,
3H), 0.79 (s, 6H), 0.77 (s, 3H) ; 13 C-NMR (125 MHz, CDCls3), 8 ppm: 216.66 (CO),
138.70, 123.20, 58.13, 54.25, 46.38, 45.90, 41.21, 40.94, 38.98, 38.58, 38.48, 35.59,
33.18, 32.77, 31.45, 30.23, 28.70, 27.76, 27.07, 25.60, 25.57, 22.53, 22.18, 20.49, 20.37,
18.64, 16.47, 15.81, 14.41.

4.1.12. Ursolik asitin MEM tiirevi bilesik 137’nin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (%60, 2.5 mmol, 100
mg, 2.5 ekv.), ursolik asit (1 mmol, 456.71 mg, 1 ekv.) ve MEMCI (2.75 mmol, 0.32 mL,
2.75 ekv.) ilave edilerek oda sicakliginda 20 saat karistirildi. TLC ile kontrol edilerek
baslangi¢ bilesigi tiikendikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile kontrollii bir sekilde
sonlandirildi. Reaksiyon ¢oziiclisii doner buharlagtiricida uzaklastirildi. Geriye kalan
kisim su ile (3x200 mL) yikand: ve kloroform (300 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz
Na2SOg lizerinden kurutularak ¢oziiciisii uzaklastirildi ve bilesik 137 (beyaz kati, 485 mg,
%89 verim) elde edildi.

Bilesik 137: H-NMR (500 MHz, CDCls), 8 ppm: 5.24 (d, J = 6.10 Hz, AB sisteminin
A kismi, 1H), 5.23 (t, J = 3.54 Hz, 1H), 5.22 (d, J = 6.10 Hz, AB sisteminin B kismu,
1H), 3.74-3.68 (m, 2H), 3.50 (t, J = 4.69 Hz, 2H), 3.34 (s, OMe, 3H), 3.18 (dd, J = 10.81,
5.03 Hz, 1H), 2.20 (d, J = 11.26 Hz, 1H), 2.0-1.20 (alifatik bolge pik grubu, 22H) 1.04
(s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.90 (d, J = 6.18 Hz, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.81 (d, J = 6.47 Hz, 3H),
0.77 (s, 3H), 0.73 (s, 3H) ; ¥C-NMR (125 MHz, CDCls), 6 ppm: 176.90, 138.10,
125.67,89.81, 78.83, 71.45, 69.35, 59.10, 55.18, 52.67, 47.50, 42.08, 39.55, 38.80, 38.68,
36.90, 36.52, 33.05, 31.55, 30.61, 28.16, 27.90, 27.18, 24.10, 23.50, 23.25, 22.66, 21.17,
18.28, 17.15, 17.00, 16.67, 16.45, 14.16; IR (cmt): 3542, 2941, 2921, 2864, 1714, 1441,
1388, 1236, 1212, 1152, 1023, 992.
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4.1.13. Ursolik asitin TBDMS tiirevi bilesik 140’1n sentezi

Ursolik asitin (6.63 mmol, 3.0 g, 1 ekv.) metilen klortirdeki ¢ozeltisine oda sicakliginda
trietilamin (19.88 mmol, 2.76 mL, 3 ekv.) ve TBDMSCI (9.85 mmol, 1.50 g, 1.5 ekv.)
ilave edilerek bir gece karistirildi. TLC ile kontrol edilerek baslangig bilesigi tikkendikten
sonra reaksiyon sonlandirildi. Reaksiyon karigimi su (2x200 mL) ile yikanarak metilen
kloriir (2x200 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na;SOs {lizerinden kurutularak
¢oziiclisii uzaklagtirtildi ve bilesik 140 (beyaz kati, 3.20g, %84 verim) elde edildi.

Bilesik 140: 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 8 ppm: 5.03 (t, J = 3.57, 3.57 Hz, 1H), 3.01
(dd, J = 11.11, 4.86 Hz, 1H), 1.96 (d, J = 10.98 Hz, 1H), 1.80-1.00 (alifatik bdlgeye ait
pik grubu, 22H), 0.87 (s, 3H), 0.78 (s, 3H), 0.71 (s, 12H), 0.64 (d, J = 6.46 Hz, 3H), 0.60
(s, 3H), 0.57 (s, 1H); 3C-NMR (125 MHz, CDCl3), & ppm: 178.07, 138.13, 125.50,
79.06, 55.23, 53.07, 49.06, 47.56, 42.22, 39.56, 39.25, 38.99, 38.75, 38.65, 36.99, 36.74,
33.19, 30.82,, 28.16, 28.03, 27.24, 26.00, 25.66, 25.52, 24.54, 23.38, 23.25, 21.23, 18.33,
17.62, 17.53, 17.06, 15.64, 15.52, -5.01, -5.08

4.1.14. Ursolik asitin TMS tiirevi bilesik 141°in sentezi

Ursolik asitin (1 mmol, 500 mg, 1 ekv.) metilen kloriir (100 mL) igerisindeki ¢6zeltisine
trietilamin (3 mmol, 0.48 mL, 3 ekv.) ve trimetil silil kloriir (TMSCI) (2 mmol, 0.26 mL,
2 ¢kv.) ilave edilerek oda sicakliginda 1 giin karistirildi. TLC ile kontrol edilerek
baslangi¢ bilesigi tiikendikten sonra reaksiyon sonlandirildi. Reaksiyon karigimi su (100
mL) ile yikanarak metilen kloriir (100 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz sodyum siilfat
tizerinden kurutularak ¢oziiciisii uzaklastirtildi ve bilesik 141 (krem renkli kati, 450 mg,
%77 verim) elde edildi.

Bilesik 141: EN: 226-230 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 8 ppm: 5.21 (t, J = 3.57,
Hz, 1H), 3.17 (dd, J = 10.66, 5.21 Hz, 1H), 2.20 (d, J = 11.25 Hz, 1H), 1.96 (dt, J =
13.37, 4.49 Hz, 1H), 1.88 (dd, J = 8.85, 3.61 Hz, 2H), 1.83-1.17 (alifatik bélge pik grubu,
18H), 1.05 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.91 (d, J = 6.19 Hz, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.71 (s, 3H), 0.09
(s, TMS, 9H); 3C-NMR (125 MHz, CDCls), & ppm: 183.79 (COOH), 138.08, 125.55,
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79.21, 55.24, 52.84, 51.41, 48.03, 47.53, 41.94, 39.46, 39.01, 38.84, 38.71, 38.64, 36.93,
36.59, 32.96, 30.63, 28.15, 28.00, 27.18, 24.20, 23.60, 23.27, 21.17, 18.30, 16.87, 15.66,
15.42. 0.00 (OTMS).

4.1.15. Uvaol-3-metil eterin tosilat tiirevi bilesik 143’iin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (13.1 mmol, 525 mg, 6
ekv.) ve bilesik 13 (2.19 mmol, 1 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra p-
TsCI (6.57 mmol, 1.25 g, 3 ekv.) ilave edilerek bir hafta refliiks yapildi. TLC ile kontrol
edilerek c¢ikis bilesiginin tiikenmedigi ve uzun bir siire reaksiyonun degismedigi
gozlenince reaksiyon su (15 mL) ile sonlandirildi. THF uzaklastirildiktan sonra ham iiriin
su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250 mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz
Na;SOs iizerinden kurutularak ¢oziicii buharlagtirildi. Geriye kalan madde silika jel
kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:9) ile siiziilerek saflastirildi ve bilesik 143 (agik
sar1 renkli kat1, 0.16 g, %12 verim) elde edildi.

Bilesik 143: 'H-NMR (500 MHz, CDCls), 6 ppm: 7.73 (d, J = 8.15 Hz, 2H), 7.30 (d, J
= 8.15 Hz, 2H), 5.01 (t, J = 3.40 Hz, 1H), 3.87 (d, J = 9.00 Hz, AB sisteminin A kismi,
1H), 3.48 (d, J =9.00 Hz, AB sisteminin B kismi1, 1H), 3.34 (s, OMe, 3H), 2.63 (dd, J =
11.68,4.29 Hz, 1H), 2.43 (s, benzilik, 3H), 1.95-1.18 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H),
1.08 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.94 (d, J = 6.21 Hz, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.85 (d, J = 6.47 Hz,
3H), 0.79 (s, 3H), 0.79 (s, 3H).

4.1.16. Amirin tiirevi bilesik 144’iin sentezi

Birinci yol: Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde bilesik 118 (1.9
mmol, 1 g, 1 ekv.) ve LiEtsBH (38 mmol, 37 mL, 20 ekv) konularak 1 hafta refliiks
yapildi. Reaksiyonun ilerleyisi degismeyince LiEtsBH’{in fazlasi su (5 ml) ile hidroliz
edildi. Coziicli evaporatdrde uzaklastirildi. Reaksiyon iiriinleri su (200 mL) ile yikanip
kloroform (300 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz NaSOs {iizerinden kurutularak
¢Oziiclisii doner buharlastiricida uzaklastirildi. Karisimdaki iirtinler silika jel kolon

kromatografisi yapilarak etil asetat hekzan (1:19) ile birbirlerinden ayrildilar. Kolondan
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birinci sirada alinan bilesik 144 (krem renkli kat1, 0.22 g %26 verim) ve kolondan ikinci
sirada alinan {iriin ise bilesik 13 (beyaz kati, 0.53 g, %62 verim) yapisindadir. Bilesik
13’lin bu reaksiyonda elde edilme sebebi siilfonil grubunun hidroliz olmasindan

dolayidir.

Ikinci yol: Bilesik 144 ayrica bilesik 145 iizerinden de elde edildi. Yeni destillenmis THF
(150 mL) igine inert atmosferde LiAlH4 (19.2 mmol, 730 mg, 10 ekv.) ve bilesik 145 (1.9
mmol, 1 g, 1 ekv.) ilave edilip 2 giin refliiks yapildi. TLC ile kontrol edilerek iki giin
sonunda reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirild1 ve olusan aliminyum kompleksi siiziildii.
Reaksiyon ¢oziiciisii doner buharlastiricida uzaklastirildiktan sonra su (200 mL) ile
yikanip kloroform (300 mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na;SOj iizerinden
Kurutularak ¢oziiciisii uzaklastirildi ve bilesik 144 (beyaz kati, 640 mg, %89 verim) elde
edildi.

Bilesik 144: EN: 208 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCls3), 6 ppm: 5.12 (t, J = 3.59Hz,
1H), 3.35 (s, OMe, 3H), 2.67 (dd, J = 11.71, 4.32 Hz, 1H), 2.05-1.15 (alifatik bolgeye ait
pik grubu, 22H), 1.06 (s, 3H),1.00 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.92 (d, J = 6.00
Hz, 3H), 0.79 (m, 6H), 0.77 (s, 3H); *C-NMR (150 MHz, CDCl3), & ppm: 139.56,
124.47,88.70,59.06, 57.52, 55.75, 47.72, 42.06, 41.53, 40.05, 39.66, 39.59, 38.70, 36.90,
33.74,32.95, 31.25, 30.31, 29.69, 28.74, 28.14, 26.60, 23.40, 23.24, 22.08, 21.39, 18.24,
17.47, 16.87, 16.37, 15.51.

4.1.17. Uvaol-3-metil eterin brom tiirevi bilesik 145’in sentezi

Bilesik 13’iin (11 mmol, 5 g, 1 ekv.) asetonitril (120 mL) igerisindeki ¢ozeltisine sirasiyla
PPH3 (27 mmol, 7.18 g, 2.5 ekv.) ve CBrs (33 mmol, 10.9 g, 3 ekv.) ilave edilerek bir
gece refliiks yapildi. TLC ile kontrol edildikten sonra reaksiyon sonlandirildi. Asetonitril
evaporatorde uzaklastirildiktan sonra kalan madde su (200 mL) ile yikanarak kloroform
(300 mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na»>SOs ile kurutulduktan sonra ¢oziicii
uzaklastirildi. Ham {riin etil asetat hekzan karisimi (1:25) ile silika jel kolon
kromatografisi ile saflastirildi ve bilesik 145 (agik sar1 renkli kati, 4.78 g, %84) elde
edildi.
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Bilesik 145: EN: 153-154 °C; *H-NMR (500 MHz, CDCls3), 8 ppm: 5.16 (t, J = 3.58
Hz, 1H), 3.56 (d, J = 10.15 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.34 (s, 3H), 3.03 (d, J =
10.15 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 2.66 (dd, J = 11.70, 4.33 Hz, 1H), 1.92-1.20
(alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.08 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.93 (s, 3H),
0.92 (d, J =6.51 Hz, 3H), 0.81 (d, J = 6.11 Hz, 3H), 0.76 (s, 3H) ; *C-NMR (125 MHz,
CDCls), o ppm: 138.04, 125.92, 88.62, 57.54, 56.36, 55.74, 47.63, 47.28, 41.90, 40.13,
40.00, 39.40, 38.72, 37.23, 36.90, 36.89, 32.63, 30.62, 28.18, 25.92, 24.11, 23.50, 23.47,
22.08, 21.25, 18.21, 17.37, 16.46, 16.40, 15.67; IR (cm™): 2924, 2861, 1458, 1372, 1188,
1105, 1076, 1068, 1025, 990.

4.1.18. Amirin tiirevi bilesik 146’mn sentezi

Bilesik 144 iizerinden demetilasyon ile o-amirin sentezi hedeflenirken BBrz’iin
olusturdugu istenmeyen {irlin olarak elde edilmistir. Bilesik 144°iin (1 g, 2.27 mmol, 1
ekv) metilen kloriir (100 mL) igerisindeki ¢ozeltisine oda sicakliginda BBr3 (0,3 mL, 5
mmol 2 ekv.) ilave edildi. 1 saat sonra TLC ile kontrol edilip reaksiyon sonlandirildi. Su
(50 mL) ile yikanip kloroform (100 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na>,SO4
tizerinden kurutularak ¢oziiciisii uzaklastirildi. Reaksiyon karigimindan bilesik 146 (sar1

kati, 0.7 g, %72 verim) siiziilerek ayrildi.

Bilesik 146: 'H-NMR (500 MHz, CDCls), & ppm: 5.27-5.11 (m, olefinik, 2H), 5.17 (t, J
= 3.56 Hz, 1H), 2.72-1.25 (alifatik bélgeye ait pik grubu, 20H), 1.08 (s, 3H), 0.97 (s, 3H),
0.97 (s, 3H), 0.93 (d, J = 8.17 Hz, 3H), 0.80 (d, J = 5.85 Hz, 3H), 0.76 (s, 3H); 3C-NMR
(125 MHz, CDCls),  ppm: 139.60, 125.09, 121.82, 116.09, 59.68, 56.80, 52.23, 46.31,
41.92, 39.86, 38.56, 37.69, 36.12, 33.13, 32.40, 30.80, 30.05, 28.34, 28.21, 27.93, 26.77,
26.40, 25.40, 23.07, 22.19, 21.40, 20.21, 19.94, 17.57, 14.14.

4.1.19. Uvaol’un bromlanmasi (147 ve 148’in sentezi)
Bu reaksiyon 4.1.17°de verilen yontem ile ayni sekilde yapildi. Uriin karisimindaki

maddeler etil asetat hekzan karigimi (1:25) ile silika jel kolondan kullanilarak

birbirlerinden ayrildilar. Bilesik 147 (beyaz renkli pamuksu kat1, 3.35 g, %68 verim) yer
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degistirme triinii olarak, bilesik 148 (agik sar1 renkli kati, 1.15 g, % 23 verim) ise hem

yer degistirme hem de eliminasyon {iriinii olarak elde edildi.

Bilesik 147: 'H-NMR (500 MHz, CDClz), 8 ppm: 5.16 (t, J = 3.58 Hz, 1H), 3.58 (d, J
=10.13 Hz, AB sisteminin A kismi1, 1H), 3.21 (dd, J = 11.14, 4.82 Hz, 1H), 2.19 (d, J =
11.24 Hz, 1H), 3.05 (d, J = 10.13 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 1.95-1.18 (alifatik
bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.08 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.94 (d, J = 6.21 Hz, 3H), 0.90 (s,
3H), 0.85 (d, J =6.47 Hz, 3H), 0.79 (s, 3H), 0.79 (s, 3H) ; 13C-NMR (125 MHz, CDCls),
6 ppm: 138.11, 125.90, 79.04, 56.36, 55.18, 47.64, 47.47, 41.94, 40.16, 39.97, 39.43,
38.81, 38.07, 37.28, 36.92, 36.90, 32.62, 30.62, 28.16, 27.28, 25.95, 24.12, 23.48, 21.26,
18.34, 17.37, 16.47, 15.72, 15.67; HRMS (APCI-Tof): (m/z — OH veya — H>O + H)
hesaplanan CzoHss®'Br: 489.2919, Bulunan: 489.2915.

Bilesik 148: 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 3 ppm: 5.51-5.43 (m, olefinik, 2H), 5.27 (t, J
= 3.54 Hz, 1H), 3.67 (d, J = 10.09 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.14 (d, J = 10.09
Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 2.10-1.22 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 20H), 1.18 (s,
3H), 1.08 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.04 (d, J = 6.37 Hz, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.90
(d, J = 6.08 Hz, 3H) ; 3C-NMR (125 MHz, CDCls), 5 ppm: 137.98, 137.97, 126.18,
121.45,56.54,52.05, 47.48, 46.14, 42.15, 41.13, 40.25, 40.10, 39.44, 37.34, 37.20, 36.95,
36.10, 34.54, 32.06, 31.87, 30.67, 25.87, 24.20, 23.45, 23.35, 22.86, 21.23, 17.36, 16.29,
15.97; HRMS (APCI-Tof): (m/z + H) Hesaplanan CsoHas"°Br: 487.2939, Bulunan:
487.2917.

4.1.20. Enon tiirevi bilesik 149’un Sentezi

Bilesik 113’tin (1g, 2 mmol, 1 ekv) metilen kloriirdeki ¢ozeltisine piridin (0.5 mL, 6
mmol) ve CrOz (600 mg, 6 mmol, 6 ekv.) ilave edilerek 15 giin oda sicakliginda
karistirildi. TLC ile reaksiyonun tamamlandifi tespit edildi. Uriin karsimi silika jel
kolondan 1:9 etil asetat hekzan karisim ile siiziilerek safsizliklar ayrildi ve bilesik 149

(krem renkli kat1 350 mg, %38 verim) elde edildi.



105

Bilesik 149: 'H-NMR (500 MHz, CDCls), 8 ppm: 5.53 (s, 1H), 3.54 (s, 3H), 3.29 (s,
3H), 2.65 (dd, J = 6.86, 3.68 Hz, 1H), 2.36-1.25 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 20H),
1.08 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.94 (d, J = 6.21 Hz, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.85 (d, J = 6.47 Hz,
3H), 0.79 (s, 3H), 0.79 (s, 3H); 3C-NMR (125 MHz, CDClz), 8 ppm: 200.06 (CO),
177.26 (COO0), 162.92 (a,f-doymamis sistemin S karbonu), 130.72 (a,p-doymamis
sistemin a karbonu), 88.41, 61.51, 60.75, 57.49, 55.37, 47.69, 44.72, 43.74, 39.76, 39.03,
38.66, 37.21, 36.04, 34.25, 32.41, 28.47, 28.16, 26.46, 23.96, 22.01, 21.09, 21.03, 17.35,
17.14, 16.39, 16.21, 15.58, 14.71.

4.1.21. Bilesik 113’iin SeOz ile oksidasyonu (150 ve 151°in sentezi)

Metilen kloriir (50 mL) igerisindeki SeO- (2.75 g, 25 mmol, 6 ekv.) ve TPHP (2.6 mL,
25 mmol, 6 ekv.) karisimina bilesik 113 (2 g, 4 mmol) ilave edilerek oda sicakliginda 1
hafta karistirild1 ancak ¢ikis bilesigi tiikenmeyince 2 giin refliiks yapildi. Reaksiyon TLC
ile kontrol edilerek ¢ikis bilesiginin tilkenmesinin ardindan sonlandirildi. Su (200 mL) ile
yikanip kloroform (300 mL) ile ekstrakte edildi. Na2SO4 tizerinden kurutularak ¢oziicii
uzaklastirtildi ve ham iiriin karisimina kolon yapildi. Bilesik 150 ve 151 silika jel kolon
kullanilarak etil asetat hekzan karisimi (1:24) ile birbirinden ve safsizliklardan ayrildilar.
Bu iki {irlinlin yani sira yapist heniiz belirlenemeyen 1 iiriin daha saf olarak ayrildi.
Kolondan 6nce bilesik 151 (beyaz kati, 0.4 g, %20 verim) daha sonra 150 (beyaz kat1, 0.2
g, %12 verim) alindi.

Bilesik 150: 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 8 ppm: 3.36 (s, 3H), 3.13 (dd, J = 3.79, 2.08
Hz, epoksit, 1H), 2.94 (d, J = 3.85 Hz, epoksit, 1H), 2.68 (dd, J = 11.62, 4.35 Hz, 1H),
2.16-1.24 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.21 (d, J = 5.73 Hz, 3H), 1.10 (s, 3H),
1.06 (s, 3H), 1.02 (s, 3H), 0.98 (d, J = 6.14 Hz, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.77 (s, 3H) ; *3C-
NMR (125 MHz, CDCls), 8 ppm: 179.22 (lakton karbonil), 89.09 (lakton-OC), 88.46,
66.69, 57.64, 56.33, 55.12, 54.94, 51.49, 45.18, 41.53, 41.34, 40.25, 38.81, 38.09, 37.54,
36.49, 31.45, 31.39, 30.60, 27.84, 26.87, 22.79, 21.73, 20.30, 19.57, 17.56, 17.46, 17.28,
16.39, 15.87.
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Bilesik 151: EN: 125 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCls), 8 ppm: 5.55-5.51 (m, 1H), 3.51
(s, 3H), 3.32 (s, 3H), 3.23-3.21 (m, epoksit, 1H), 3.11-3.08 (m, epoksit, 1H), 2.64 (dd, J
= 11.52, 3.12 Hz, 1H), 2.51 (d, J = 10.85 Hz, 1H), 2.16-1.17 (alifatik bolgeye ait pik
grubu, 20H), 1.00 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.81 (s, 3H), 0.75 (s, 3H) ; 3C-NMR
(125 MHz, CDCls), 8 ppm: 177.47 (COO), 157.48 (C-14), 119.13 (C-15), 87.63 (C-3),
59.98, 58.60, 54.26, 52.10, 51.27, 50.71, 39.76, 38.41, 38.12, 37.57, 37.16, 36.91, 35.75,
35.58, 33.72, 29.63, 29.01, 27.44, 26.82, 26.42, 22.58, 20.70, 19.80, 19.48, 17.79, 16.27,
15.97, 15.10.

4.1.22. Bilesik 30’un SeO: ile oksidasyonu (152, 153 ve 154’iin sentezi)

Bu reaksiyon 4.1.21°te anlatilan yontemle yapilarak iiriinler bir hafta siirede bilesik 30
tizerinden elde edildiler ve etil asetat hekzan karisimi (1:24) ile silika jel kolon
kullanilarak birbirlerinden ayrildilar. Hepsi ayni reaksiyonda meydana geldi ve
yapilarinin 152 (beyaz kati, 100 mg, %10), 153 (beyaz kat1, 220 mg, %23 verim) ve 154
(beyaz kat1, 60 mg , %6 verim) seklinde oldugu belirlendi. Ayrica yapisi belirlenememis

3 farkl: {irtin daha saf olarak ayrildi.

Bilesik 152 ayrica LDA ve PhSeBr kullanilarak bagka bir reaksiyondan da elde edildi.
Reaksiyon yeni destillenmis THF igerisine azot atmosferinde LDA (685 mg, 1.6 M, 4
mL, 6.40 mmol, 6 ekv.) ve bilesik 30’un THF deki ¢6zeltisi eklendi. Karigtirma devam
ederken PhSeBr (1 g, 4.25 mmol, 4 ekv.) eklenerek oda sicakliginda 1 giin karigtirildi.
Piridin (2.13 mmol, 0,2 mL, 2 ekv.) ve H20: (0,15 mL, 3.20 mmol, 3 ekv.) ilavesi
yapilarak 1 giin daha karigtirtilip TLC ile takip edildikten sonra sonlandirildi. HCL-su
(150 mL %]1) ile yikanip kloroform (200 mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz
NaySOs iizerinden kurutuldu ve ¢oziicii doner buharlastiricida uzaklastirildi. Uriin
karisimina kolon yapilarak (silika jel, etil asetat hekzan; 1:9) bilesik 152 saf olarak ayrildi
(beyaz kat1, 0.34 g, % 75 verim).

Bilesik 152: *H-NMR (600 MHz, CDCls), 8 ppm: 7.04 (d, J = 10.13 Hz, AX sisteminin
sistemin A kismi, 1H), 5.79 (d, J = 10.13 Hz, AX sisteminin sistemin X kismi, 1H), 5.30
(t, J = 3.60 Hz, 1H), 3.60 (s, 3H), 2.25 (d, J = 10.46 Hz, 1H), 2.16-1.18 (alifatik bolgeye
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it pik grubu, 20H), 1.14 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 1.08 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.92 (d, J = 6.33
Hz, 3H), 0.85 (d, J = 6.47 Hz, 3H), 0.82 (s, 3H); 3C-NMR (150 MHz, CDCls), 5
ppm: 205.29 (,8-CO), 177.91 (COO), 159.28 (a,f-doymamis sistemin § karbonu),
138.76, 124.98 (a,f-doymamus sistemin « karbonu), 124.80, 53.41, 53.02, 51.46, 48.14,
44.49, 42.35, 41.65, 40.21, 39.30, 38.92, 38.81, 36.50, 32.74, 30.60, 27.94, 27.81, 24.12,
23.45, 23.21, 21.60, 21.10, 18.84, 18.73, 17.47, 16.98.

Bilesik 153: *H-NMR (500 MHz, CDCls), 8 ppm: 7.21 (d, J = 10.10 Hz, AX sisteminin
sistemin A kismi, 1H), 5.91 (d, J = 10.10 Hz, AX sisteminin sistemin X kismi, 1H), 3.44
(dd, J = 3.57, 2.29 Hz, epoksit, 1H), 3.06 (d, J = 3.82 Hz, epoksit, 1H), 2.18-2.11 (m,
1H), 1.87-1.25 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 19H), 1.31 (s, 3H), 1.22(d, J = 6.01 Hz,
3H), 1.16 (s, 3H), 1.15 (d, J = 5.17 Hz, 3H), 1.12 (s, 3H), 1.10 (s, 3H),0.98 (s, 3H); 13C-
NMR (125 MHz, CDCls3), 6 ppm: 204.63 (a,f-doymamis CO), 178.99 (lakton CO),
157.85 (a,f-doymamis sisteminin £ karbonu), 125.62 (a,f-doymamis sisteminin o
karbonu), 88.75 (lakton OC), 60.64, 56.54, 54.38, 53.16, 46.15, 45.14, 44.77, 42.19,
41.54, 40.25, 38.69, 37.52, 31.40, 30.83, 30.56, 27.36, 26.90, 22.73, 21.28, 20.57, 20.38,
19.55, 19.31, 17.26, 16.42.

Bilesik 154: 'H-NMR (500 MHz, CDCls3), 8 ppm: 7.18 (d, J = 10.15 Hz, AX sisteminin
sistemin A kismi, 1H), 5.82 (d, J = 10.15 Hz, AX sisteminin sistemin X kismi, 1H), 5.54
(dd, J=7.94, 3.26 Hz, 1H), 3.50 (s, 3H), 3.28 (d, J = 4.79 Hz, epoksit,1H), 3.27-3.24 (m,
epoksit, 1H), 2.52 (dd, J = 10.86, 1.57 Hz, 1H), 2.20-1.19 (alifatik bolgeye ait pik grubu,
22H), 1.14 (s, 3H), 1.14 (dd, J = 1.14, 6.18 Hz, 1H), 1.07 (s, 3H), 1.04 (s, 3H), 0.92 (d, J
=6.38 Hz, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.86 (s, 3H); *C-NMR (125 MHz, CDClz3),  ppm: 204.89
(a,f-doymamis CO), 178.44 (COO), 158.62 (a,f-doymamis sisteminin S karbonu),
157.79 (C-14), 125.42 (a.f-doymamis sisteminin « karbonu), 120.57 (C-15), 61.07,
53.21,52.52,51.76, 51.68, 48.02, 40.62, 39.97, 39.96, 39.30, 38.95, 38.89, 36.77, 35.30,
30.78, 29.99, 27.50, 27.41, 23.59, 21.51, 20.87, 20.58, 20.17, 19.49.
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4.1.23. Uvaol’un asetillenmesi (157 ve 158’in sentezi)

Uvaolun (2) (2.25 mmol, 1.0 g, 1 ekv.) metilen kloriir (150 mL) icerisindeki ¢6zeltisine
oda sicakliginda trietilamin (9 mmol, 1.28 mL, 4 ekv.) ve asetik anhidrit (13.5 mmol, 1.35
mL, 6 ekv.) ilave edilerek bir gece karigtirildi ve TLC ile kontrol edilerek sonlandirildi.
Reaksiyon karigimi sirastyla HC1 (%1, 200 mL) ve NaOH (%1, 200 mL) c¢ozeltisi ile
yikanarak metilen kloriir (3x200 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na;SQOj4 tizerinden
kurutuldu ve ¢oziicii doner buharlastiricida uzaklastirildi. Uriin  karisimi kolon
kromatografisi (etil asetat hekzan (1:6), silika jel) yapilarak birbirinden ayrildilar.
Kolondan sirasiyla diasetil tiirevi bilesik 158 (beyaz kati, 0.64 g, %54 verim) mono asetil
tiirevi bilesik 157 (beyaz kati, 0.38 mg, %34 verim) alind1.

Bilesik 157: EN: 179 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCls),  ppm: 5.12 (t, J = 3.53 Hz,
1H), 4.04 (d, J = 11.03 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.60 (d, J = 11.03 Hz, AB
sisteminin B kism1 1H), 3.20 (dd, J = 10.99, 4.99 Hz, 1H), 2.02 (s, asetil, 3H), 1.90-1.18
(alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.07 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.96 (s, 3H),
0.92 (s, 3H), 0.91 (d, J = 4.59 Hz, 1H), 0.79 (d, J = 5.69 Hz, 1H), 0.77 (s, 3H).

Bilesik 158: EN: 153.5 °C; *H-NMR (500 MHz, CDCls), 8 ppm: 5.12 (t, J = 3.49 Hz,
1H), 4.48 (dd, J = 6.86, 3.68 Hz, 1H), 4.48 (dd, J = 10.94, 4.95 Hz, 1H), 4.04 (d, J=11.00
Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.60 (d, J =11.00 Hz, AB sisteminin B kism1 1H), 2.03
(s, asetil, 3H), 2.02 (s, asetil, 3H), 1.90-1.18 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.07 (s,
3H), 1.97 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.91 (d, J = 4.59 Hz, 1H), 0.79
(d, J =5.69 Hz, 1H), 0.77 (s, 3H).

4.1.24. Uvaolun mesilat tiirevi bilesik 159’un sentezi

Uvaolun (2) (1.15 mmol, 500 mg, 1 ekv.) metilen kloriir (150 mL) igerisindeki ¢ozeltisine
oda sicakliginda trietilamin (9 mmol, 1.25 ml, 8 ekv.) ve mesil kloriir (5.65 mmol, 0.450
ml, 5 ekv.) ilave edilerek bir gece karistirildi ve TLC ile kontrol edilerek sonlandirildi.
Reaksiyon karigimi sirastyla HC1 (%1, 200 mL) ve NaOH (%1, 200 mL) c¢ozeltisi ile
yikanarak metilen kloriir (3x200 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na;SQOj4 lizerinden
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kurutuldu ve ¢6ziicii doner buharlastiricida uzaklastirildi ve bilesik 325 (krem renkli kati,
612 mg, %90 verim) elde edildi

Bilesik 159: EN: 136 °C; H-NMR (500 MHz, CDClz),  ppm: 5.16 (t, J = 3.60 Hz,
1H), 4.34 (dd, J = 6.90, 3.70 Hz, 1H), 4.19 (d, J = 9.28 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H),
3.69 (d, J =9.28 Hz, AB sisteminin B kism1 1H), 3.00 (s, 3H), 2.95 (s, 3H), 2.03-1.17
(alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.09 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.97 (s, 3H),
0.93 (bs, 3H), 0.86 (s, 3H), 0.81 (d, J = 5.86 Hz, 1H); 13C-NMR (125 MHz, CDCls), &
ppm: 137.83, 125.90, 90.40, 76.80, 55.45, 53.88, 47.5, 41.94, 40.04, 39.24, 39.20, 38.86,
38.55, 38.51, 37.32, 36.95, 36.62, 35.36, 32.56, 30.25, 28.26, 25.80, 25.17, 23.43, 23.34,
22.93, 21.19, 18.33, 17.23, 16.67, 16.44, 15.70.

4.1.25. Uvaolun trimetil silil eter tiirevleri bilesik 160 ve 161°in sentezi

Uvaolun (2) (2.3 mmol, 1 g, 1 ekv.) metilen kloriir (150 mL) i¢erisindeki ¢6zeltisine oda
sicakliginda trietilamin (18 mmol, 2.5 ml, 8 ekv.) ve trimetilsilil klortir (13.55 mmol, 1.77
mL, 6 ekv.) ilave edilerek bir gece karistirildi ve TLC ile kontrol edilerek sonlandirildi.
Reaksiyon karigimi sirastyla HCI (%1, 200 mL) ve NaOH (%1, 200 mL) ¢ozeltisi ile
yikanarak metilen kloriir (3x200 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na;SOj4 tizerinden
kurutuldu ve ¢oziicii doner buharlastiricida uzaklastirildi. Uriin  karisimi kolon
kromatografisi (etil asetat hekzan (1:6), silika jel) yapilarak birbirinden ayrildilar.
Kolondan sirasiyla bilesik 161 (beyaz kat1, 0.36 g %27, verim) ve 160 (beyaz kati, 0.83
g, % 63 verim) alind1.

Bilesik 160: EN: 209 °C; *H-NMR (500 MHz, CDClz), 6 ppm: 5.08 (t, J = 3.58 Hz,
1H), 3.47 (d, J=9.64 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.22 (dd, J=11.06, 5.03 Hz, 1H),
2.97 (d, J = 9.64 Hz, AB sisteminin B kism1 1H), 1.91- 1.17 (alifatik bdlgeye ait pik
grubu, 22H), 1.08 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.91 (bs,3H), 0.79
(s,3H), 0.79 (d, J = 6.00 Hz, 3H), 0.04 (s, 9H); 3 C-NMR (125 MHz, CDCls3), 6 ppm:
139.42, 125.09, 79.42, 69.74, 55.58, 54.65, 48.10, 42.47, 40.45, 39.93, 39.20, 39.17,
38.23, 37.29, 35.96, 33.35, 31.22, 28.53, 27.67, 26.41, 23.76, 23.67, 23.53, 21.80, 18.73,
17.79, 17.18, 16.08, 16.02, 0,00 (OTMS-3C).
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4.1.26. Uvaol-3-metil eterin asetil tiirevi bilesik 162°nin sentezi

Bu reaksiyon 4.1.4°teki yontem ile bilesik 13 iizerinden yapilarak bilesik 162 (beyaz
renkli kati, 1.02 g, %93 verim) elde edildi.

Bilesik 162: 'H-NMR (500 MHz, CDCls), 8 ppm: 5.10 (t, J = 3.27 Hz, 1H), 4.02 (d, J
=11.03 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.58 (d, J = 11.03 Hz, AB sisteminin B kism1
1H), 3.31 (s, 3H), 2.63 (dd, J = 11.66, 4.15 Hz, 1H), 2.00 (s, asetil, 3H), 1.90-1.18 (alifatik
bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.07 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.92 (s,
3H), 0.91 (d, J =4.59 Hz, 1H), 0.79 (d, J = 5.69 Hz, 1H), 0.77 (s, 3H)

4.1.27. Uvaol-3-metil eterin benzoil tiirevi bilesik 163’iin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (13.14 mmol, 315 mg,
3 ekv.) ve bilesik 13 (4.38 mmol, 2 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra
benzoil kloriir (6.57 mmol, 0.9 mL, 1.5 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi. TLC
ile kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi.
THF uzaklastirildiktan sonra ham firtin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250
mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz NaxSOs iizerinden Kurutularak ¢oziicii
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karigimi (1:9)
ile siiziilerek saflastirild1 ve bilesik 163 (beyaz kati, 2.33 g, %94 verim) elde edildi.

Bilesik 163: 'H-NMR (500 MHz, CDCl3),  ppm: 8.04 (d, J = 7.09 Hz, 2H), 7.54 (t, J
=7.42 Hz, 1H), 7.43 (t, J = 7.70 Hz, 2H), 5.19 (t, J = 3.50 Hz, 1H), 4.36 (d, J = 11.03
Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.84 (d, J =11.03 Hz, AB sisteminin B kism1 1H), 3.35
(s, 3H), 2.66 (dd, J = 11.68, 4.28 Hz, 1H), 2.06-1.26 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H),
1.12 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.95 (d, J = 5.30 Hz, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.85 (d, J
= 6.18 Hz, 3H), 0.77 (s, 3H); *C-NMR (125 MHz, CDCls), 8 ppm: 166.50 (COO),
138.18, 132.77, 130.74, 129.59, 128.37, 125.86, 88.70, 71.66, 57.55, 55.83, 54.62, 47.78,
42.07,40.11, 39.50, 39.35, 38.80, 37.39, 36.95, 36.12, 32.87, 30.66, 28.23, 26.20, 23.66,
23.54, 23.46, 22.13, 21.37, 18.25, 17.40, 16.82, 16.45, 15.72.
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4.1.28. Uvaol-3-metil eterin 3,5-dinitrobenzoil tiirevi bilesik 164’iin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (13.14 mmol, 315 mg,
3 ekv.) bilesik 13 (4.38 mmol, 2 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sit1ld1. Daha sonra 3,5-
dinitrobenzoil kloriir (6.6 mmol, 1.51 g, 1.5 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi.
TLC ile kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi.
THF uzaklastirildiktan sonra ham firiin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250
mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz NaxSOs lizerinden kurutularak ¢oziicii
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karigimi (1:9)
ile siiziilerek saflastirildi ve bilesik 164 (beyaz kati, 2.42 g, %84 verim) elde edildi.

Bilesik 164: 'H-NMR (500 MHz, CDCls), & ppm: 9.21 (t, J = 2.13 Hz, 1H), 9.11 (d, J
=2.16 Hz, 2H), 5.21 (t, J = 3.55 Hz, 1H), 4.50 (d, J=11.00 Hz, AB sisteminin A kismi,
1H), 3.97 (d, J = 11.00 Hz, AB sisteminin B kism1 1H), 3.35 (s, 3H), 2.66 (dd, J = 11.70,
4.30 Hz, 1H), 2.06-1.26 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.12 (s, 3H), 1.03 (s, 3H),
0.98 (s, 3H), 0.95 (d, J = 5.30 Hz, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.85 (d, J = 6.18 Hz, 3H), 0.77 (s,
3H); 3C-NMR (125 MHz, CDCls), 8 ppm: 162.53, 148.76, 137.83, 134.33, 129.38,
126.27, 122.27, 88.68, 73.68, 57.59, 55.78, 54.57, 47.68, 42.09, 40.11, 39.45, 39.31,
38.76, 37.48, 36.94, 36.09, 32.82, 30.45, 28.18, 26.14, 23.64, 23.53, 23.43, 22.11, 21.27,
18.21, 17.31, 16.81, 16.41, 15.70.

4.1.29. Uvaolun dimetil eter tiirevi bilesik 165’in sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (11.3 mmol, 272 mg, 5
ekv.) bilesik 2 (4.38 mmol, 2 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra Mel
(13.5 mmol, 890 mL, 6 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi. TLC ile kontrol
edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi. THF
uzaklastirildiktan sonra ham {irtin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250 mL) ile
ekstraksiyon yapildi. Organik faz sodyum siilfat iizerinden kurutularak c¢oziicii
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:9)
ile siiziilerek saflastirildi ve bilesik 165 (beyaz kati, 0.96 g, %90 verim) elde edildi.
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Bilesik 165’¢ ait tek kristal X-1g1in1 analizinin sonuglarina gore, bag uzunluklari, bag

acilar1 ve torsiyonel agilar sirasiyla Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te verilmistir.

Bilesik 165: EN: 120 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCls3), 8 ppm: 5.14 (t, J = 3.58 Hz,
1H), 3.38 (s, 3H), 3.35 (d, J =9.10 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.30 (s, 3H), 2.87
(d, J=9.10 Hz, AB sisteminin B kismi1, 1H), 2.69 (dd, J = 11.71, 4.33 Hz, 1H), 1.95-
1.19 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98
(bs, 3H), 0.82 (d, J=5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H); *C-NMR (125 MHz, CDCls3), 6 ppm:
139.03, 124.85, 88.68, 80.39, 59.28, 57.54, 55.75, 54.40, 47.70, 42.00, 40.07, 39.42,
39.27, 38.72, 37.63, 36.90, 36.14, 32.85, 30.75, 28.16, 26.13, 23.58, 23.43, 23.32, 22.09,
21.37, 18.23, 17.40, 16.79, 16.39, 15.68.

Cizelge 4.1. Bilesik 165’in atomlar1 arasindaki bag uzunluklari (A)

Bag Bag Bag
Uzunlugu gsmlar Uzunlugu QI Uzunlugu

O(1)-C(26) | 1.398(15) | O(2)-C(29) | 1.413(13) | O(2)-C(30) | 1.414(16)
C(22)-(21) | 1.530(13) | C(32)-(32A) | 0.960(9) | C(32)-(32B) | 0.960(9)
C(10)-C(9) | 1.537(12) | C(32)-(32C) | 0.960(9) | C(15)-(15A) | 0.970(11)
C(15)-(15B) | 0.970(9) | C(15)-C(16) | 1.516(13) A C(16)-(16A) | 0.970(10)
C(16)-(16B) | 0.970(9) | C(16)-C(17) | 1.532(12) | C(9)-C(11) | 1.331(13)
C(13)-H(13) | 0.980(9) | C(6)-H(6) | 0.980(9) | C(19)-H(19A) | 0.970(9)
C(19)-(19B) | 0.970(10) | C(19)-C(20) | 1.528(13) | C(3)-H(3A) | 0.970(11)
C(3)-H(3B) | 0.970(10) | C(3)-C(4) 1.508(15) | C(3)-C(2) 1.519(14)
C(1)-H(1) | 0.980(10) | C(1)-C(27) | 1.538(15) | C(1)-C(2) 1.536(14)
C(8)-H(BA) | 0.970(10) | C(8)-H(8B) | 0.970(9) | C(8)-C(7) 1.523(13)
C(12)-(12A) | 0.970(9) | C(12)-(12B) | 0.970(11) | C(12)-C(11) | 1.493(13)
C(17)-H(17) | 0.980(9) | C(7)- H(7A) | 0.970(10) | C(7)-H(7B) | 0.970(9)
C(7)-C(5) 1535(13) | C(29)-(29A) | 0.970(11) | C(29)-H(29B) | 0.970(10)
C(29)-C(5) | 1.537(15) | C(11)-H(11) | 0.930(10) | C(5)-C(4) 1.536(14)
C(21)-H(21) | 0.980(10) | C(21)-C(20) | 1.510(13) | C(4)-H(4A) | 0.970(10)
C(4)- H(4B) | 0.970(10) | C(23)-(23A) | 0.960(11) | C(23)-H(23B) | 0.960(10)
C(23)-(23C) | 0.960(10) | C(20)-(20A) | 0.970(11) A C(20)-H(20B) | 0.970(10)
C(31)-(31A) | 0.960(10) | C(31)-(31B) | 0.960(10) | C(31)-H(31C) | 0.960(10)
C(25)-(25A) | 0.960(10) | C(25)-(25B) | 0.960(10) K C(25)-H(25C) | 0.960(10)
C(24)-(24A) | 0.960(12) | C(24)-H(24B | 0.960(10) | C(24)-H(24C) | 0.960(11)
C(27)-(27A) | 0.960(11) | C(27)-(27B) | 0.960(11) | C(27)-H(27C) | 0.960(12)
C(28)-(28A) | 0.960(13) | C(28)-(28B) | 0.960(13) A C(28)-H(28C) | 0.960(13)
C(28)-C(2) | 1.534(16) | C(2)-H(2) | 0.980(10) | C(30)-H(30A) | 0.960(14)
C(30)-(30B) | 0.960(14) | C(30)-(30C) | 0.960(14) A C(26)-H(26A) | 0.960(15)
C(26)-(26B) | 0.960(14) | C(26)-(26C) | 0.960(13)

Atomlar




Cizelge 4.2. Bilesik 165’in atomlar1 arasindaki bag agilari (°)

Atomlar Bag Acisi Atomlar Bag Acisi
C(29)-0(2)-C(30) 112.3(9) H(32A)-C(32)-H(32B) 109.5(9)
H(32A)-C(32)-H(32C) 109.5(9) H(32B)-C(32)-H(32C) 109.5(9)
H(15A)-C(15)-H(15B) 107.6(9) H(15A)-C(15)-C(16) 108.7(8)
H(15B)-C(15)-C(16) 108.7(9) C(15)-C(16)-H(16A) 109.3(9)
C(15)-C(16)-H(16B) 109.3(8) C(15)-C(16)-C(17) 111.6(8)
H(16A)-C(16)-H(16B) 108.0(9) H(16A)-C(16)-C(17) 109.3(8)
H(16B)-C(16)-C(17) 109.3(8) C(10)-C(9)-C(11) 120.0(8)
H(19A)-C(19)-H(19B) 107.8(9) H(19A)-C(19)-C(20) 109.0(8)
H(19B)-C(19)-C(20) 109.0(8) H(3A)-C(3)-H(3B) 107.8(10)
H(3A)-C(3)-C(4) 109.1(9) H(3A)-C(3)-C(2) 109.1(9)
H(3B)-C(3)-C(4) 109.1(9) H(3B)-C(3)-C(2) 109.1(9)
C(4)-C(3)-C(2) 112.5(9) H(1)-C(1)-C(27) 107.9(9)
H(1)-C(1)-C(2) 107.9(9) C(27)-C(1)-C(2) 110.7(8)
H(8A)-C(8)-H(8B) 107.7(9) H(8A)-C(8)-C(7) 108.8(8)
H(8B)-C(8)-C(7) 108.8(8) H(12A)-C(12)-H(12B) 107.5(9)
H(12A)-C(12)-C(11) 108.5(9) H(12B)-C(12)-C(11) 108.5(8)
C(16)-C(17)-H(17) 104.4(8) C(8)-C(7)-H(7A) 108.9(8)
C(8)-C(7)-H(7B) 108.9(8) C(8)-C(7)-C(5) 113.3(8)
H(7A)-C(7)-H(7B) 107.7(9) H(7A)-C(7)-C(5) 108.9(8)
H(7B)-C(7)-C(5) 108.9(8) 0(2)-C(29)-H(29A) 109.8(9)
0(2)-C(29)-H(29B) 109.8(9) 0(2)-C(29)-C(5) 109.2(8)
H(29A)-C(29)-H(29B) 108.3(10) H(29A)-C(29)-C(5) 109.8(9)
H(29B)-C(29)-C(5) 109.8(9) C(9)-C(11)-C(12) 126.1(9)
C(9)-C(11)-H(11) 116.9(9) C(12)-C(11)-H(11) 116.9(9)
C(7)-C(5)-C(29) 110.9(8) C(7)-C(5)-C(4) 111.2(8)
C(29)-C(5)-C(4) 107.9(8) C(22)-C(21)-H(21) 107.6(8)
C(22)-C(21)-C(20) 114.0(8) H(21)-C(21)-C(20) 107.6(8)
C(3)-C(4)-C(5) 112.7(8) C(3)-C(4)-H(4A) 109.1(9)
C(3)-C(4)-H(4B) 109.1(9) C(5)-C(4)-H(4A) 109.0(9)
C(5)-C(4)-H(4B) 109.0(9) H(4A)-C(4)-H(4B) 107.8(10)
H(23A)-C(23)-H(23B) 109.5(10) H(23A)-C(23)-H(23C) 109.5(10)
H(23B)-C(23)-H(23C) 109.5(10) C(19)-C(20)-C(21) 111.2(8)
C(19)-C(20)-H(20A) 109.4(9) C(19)-C(20)-H(20B) 109.4(9)
C(21)-C(20)-H(20A) 109.4(9) C(21)-C(20)-H(20B) 109.4(9)
H(20A)-C(20)-H(20B) 108.0(9) H(31A)-C(31)-H(31B) 109.5(10)
H(31A)-C(31)-H(31C) 109.5(10) H(31B)-C(31)-H(31C) 109.5(10)
H(25A)-C(25)-H(25B) 109.5(10) H(25A)-C(25)-H(25C) 109.5(10)
H(25B)-C(25)-H(25C) 109.5(10) H(24A)-C(24)-H(24B) 109.5(11)
H(24A)-C(24)-H(24C) | 109.5(11) H(24B)-C(24)-H(24C) 109.5(10)
C(1)-C(27)-H(27A) 109.5(10) C(1)-C(27)-H(27B) 109.5(10)
C(1)-C(27)-H(27C) 109.5(10) H(27A)-C(27)-H(27B) 109.5(11)
H(27A)-C(27)-H(27C) | 109.5(11) H(27B)-C(27)-H(27C) 109.5(11)
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Atomlar Bag Acisi Atomlar Bag Acisi
H(28A)-C(28)-H(28B) 109.5(12) H(28A)-C(28)-H(28C) 109.5(12)
H(28A)-C(28)-C(2) 109.5(11) H(28B)-C(28)-H(28C) 109.5(13)
H(28B)-C(28)-C(2) 109.5(11) H(28C)-C(28)-C(2) 109.5(11)
C(3)-C(2)-C(1) 110.4(8) C(3)-C(2)-C(28) 109.3(9)
C(3)-C(2)-H(2) 108.2(9) C(1)-C(2)-C(28) 112.5(9)
C(1)-C(2)-H(2) 108.2(9) C(28)-C(2)-H(2) 108.2(9)
0(2)-C(30)-H(30A) 109.5(12) 0(2)-C(30)-H(30B) 109.5(12)
0(2)-C(30)-H(30C) 109.5(12) H(30A)-C(30)-H(30B) 109.5(14)
H(30A)-C(30)-H(30C) 109.5(13) H(30B)-C(30)-H(30C) 109.5(14)
0(1)-C(26)-H(26A) 109.5(10) 0(1)-C(26)-H(26B) 109.5(12)
0O(1)-C(26)-H(26C) 109.5(13) H(26A)-C(26)-H(26B) 109.5(15)
H(26A)-C(26)-H(26C) 109.5(14) H(26B)-C(26)-H(26C) 109.5(12)
Cizelge 4.3. Bilesik 165’in atomlar1 arasindaki torsiyonel agilar (°)

Atomlar A¢1 | Atomlar Ag1
C(30)-0(2)-C(29)-H(29A) 69.8 | C(30)-0(2)-C(29)-H(29B) -49.2
C(30)-0(2)-C(29)-C(5) -169.7 | C(29)-0(2)-C(30)-H(30A) 65.3
C(29)-0(2)-C(30)-H(30B) -54.7 | C(29)-0(2)-C(30)-H(30C) -174.7
H(15A)-C(15)-C(16)-H(16A) | 173.1 | H(15A)-C(15)-C(16)-H(16B) 55.1
H(15A)-C(15)-C(16)-C(17) -65.9 | H(15B)-C(15)-C(16)-H(16A) 56.2
H(15B)-C(15)-C(16)-H(16B) | -61.8 | H(15B)-C(15)-C(16)-C(17) 177.2
C(15)-C(16)-C(17)-H(17) 48.5 | H(16A)-C(16)-C(17)-H(17) 169.5
H(16B)-C(16)-C(17)-H(17) -72.6 | C(10)-C(9)-C(11)-C(12) -0.3
C(10)-C(9)-C(11)-H(11) 179.7 | H(19A)-C(19)-C(20)-C(21) -178.2
H(19A)-C(19)-C(20)-H(20A) | -57.3 | H(19A)-C(19)-C(20)-H(20B) 60.9
H(19B)-C(19)-C(20)-C(21) 64.4 | H(19B)-C(19)-C(20)-H(20A) -174.6
H(19B)-C(19)-C(20)-H(20B) | -56.5 | H(3A)-C(3)-C(4)-C(5) -63.6
H(3A)-C(3)-C(4)-H(4A) 175.2 | H(3A)-C(3)-C(4)-H(4B) 57.7
H(3A)-C(3)-C(2)-C(1) 64.2 | H(3A)-C(3)-C(2)-C(28) -60.1
H(3A)-C(3)-C(2)-H(2) -177.7 | H(3B)-C(3)-C(4)-C(5) 178.9
H(3B)-C(3)-C(4)-H(4A) 57.6 | H(3B)-C(3)-C(4)-H(4B) -59.9
H(3B)-C(3)-C(2)-C(1) -178.3 | H(3B)-C(3)-C(2)-C(28) 57.4
H(3B)-C(3)-C(2)-H(2) -60.1 | C(4)-C(3)-C(2)-C(1) -57.1
C(2)-C(3)-C(4)-C(5) 57.7 | C(2)-C(3)-C(4)-H(4A) -63.6
C(2)-C(3)-C(4)-H(4B) 178.9 | C(4)-C(3)-C(2)-C(28) 178.7
C(4)-C(3)-C(2)-H(2) 61.1 | H(1)-C(1)-C(27)-H(27A) -176.8
H(1)-C(1)-C(27)-H(27B) 63.2 | H(1)-C(1)-C(27)-H(27C) -56.8
H(1)-C(1)-C(2)-C(3) -65.9 | H(1)-C(1)-C(2)-C(28) 56.5
H(1)-C(1)-C(2)-H(2) 175.9 | C(27)-C(1)-C(2)-C(3) 176.2
C(2)-C(1)-C(27)-H(27A) -59.0 | C(2)-C(1)-C(27)-H(27B) -179.0
C(2)-C(1)-C(27)-H(27C) 61.0 | C(27)-C(1)-C(2)-C(28) -61.4
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Atomlar Agi Atomlar Agl
C(27)-C(1)-C(2)-H(2) 58.0 | H(8A)-C(8)-C(7)-H(7A) 171.5
H(8A)-C(8)-C(7)-H(7B) 54.3 | H(8A)-C(8)-C(7)-C(5) -67.1
H(8B)-C(8)-C(7)-H(7A) 54.4 | H(8B)-C(8)-C(7)-H(7B) -62.8
H(8B)-C(8)-C(7)-C(5) 175.8 | H(12A)-C(12)-C(11)-C(9) -124.0
H(12A)-C(12)-C(11)-H(11) 56.0 | H(12B)-C(12)-C(11)-C(9) 119.5
H(12B)-C(12)-C(11)-H(11) -60.5 | C(8)-C(7)-C(5)-C(29) 55.3
C(8)-C(7)-C(5)-C(4) 175.4 | H(7A)-C(7)-C(5)-C(29) 176.7
H(7A)-C(7)-C(5)-C(4) -63.3 | H(7B)-C(7)-C(5)-C(29) -66.1
H(7B)-C(7)-C(5)-C(4) 54.0 | 0(2)-C(29)-C(5)-C(7) 54.5
0(2)-C(29)-C(5)-C(4) -67.5 | H(29A)-C(29)-C(5)-C(7) 175.1
H(29A)-C(29)-C(5)-C(4) 53.0 | H(29B)-C(29)-C(5)-C(7) -66.0
H(29B)-C(29)-C(5)-C(4) 172.0 | C(7)-C(5)-C(4)-C(3) 68.8
C(7)-C(5)-C(4)-H(4A) -169.9 | C(7)-C(5)-C(4)-H(4B) -52.4
C(29)-C(5)-C(4)-C(3) -169.3 | C(29)-C(5)-C(4)-H(4A) -48.1
C(29)-C(5)-C(4)-H(4B) 69.4 | C(22)-C(21)-C(20)-C(19) 57.2
C(22)-C(21)-C(20)-H(20A) -63.7 | C(22)-C(21)-C(20)-H(20B) 178.1
H(21)-C(21)-C(20)-C(19) -62.0 | H(21)-C(21)-C(20)-H(20A) 177.0
H(21)-C(21)-C(20)-H(20B) 58.9 | H(28A)-C(28)-C(2)-C(3) 63.9
H(28A)-C(28)-C(2)-C(1) -59.2 | H(28A)-C(28)-C(2)-H(2) -178.5
H(28B)-C(28)-C(2)-C(3) -56.1 | H(28B)-C(28)-C(2)-C(1) -179.2
H(28B)-C(28)-C(2)-H(2) 61.5 | H(28C)-C(28)-C(2)-C(3) -176.1
H(28C)-C(28)-C(2)-C(1) 60.8 | H(28C)-C(28)-C(2)-H(2) -58.5

4.1.30. Uvaol-3-metil eterin n-butil tiirevi bilesik 166’mn sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (13.14 mmol, 315 mg,

3 ekv.) bilesik 13 (4.38 mmol, 2 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra n-
butilkloriir (3.28 mmol, 0.34 mL, 3 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi. TLC ile

kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi. THF

uzaklastirildiktan sonra ham tiriin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250 mL) ile

ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na SO iizerinden kurutularak ¢oziicii buharlastirildi.

Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karigimi (1:9) ile siiziilerek
saflastirildi ve bilesik 166 (beyaz kat1, 0.51 g, %91 verim) elde edildi.

Bilesik 166: 'H-NMR (500 MHz, CDCls), 5 ppm: 5.10 (t, J = 3.57 Hz, 1H), 3.36 (s,
3H), 3.36-3.31 (m, pik grubu 3H), 2.85 (d, J=9.06 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 2.67
(dd, J=11.71, 4.31 Hz, 1H), 1.92-1.18 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.09 (s, 3H),
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1.00 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.95 (bs, 3H), 0.91 (bs, 3H), 0.82 (d, J= 5.85 Hz, 3H), 0.80 (s,
3H); 3C-NMR (125 MHz, CDCls), 5 ppm: 139.19, 124.76, 88.75, 77.94, 71.12, 57.58,
55.79, 54.56, 47.76, 42.07, 40.12, 39.51, 34.00, 38.77, 37.74, 36.95, 36.25, 32.92, 31.83,
30.85, 28.20, 26.18, 23.62, 23.47, 23.53, 22.15, 21.42, 19.44, 18.28, 17.46, 16.87, 16.43,
15.72, 14.00.

4.1.31. Uvaol-3-metil eterin MOM tiirevi bilesik 167’nin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (13.2 mmol, 320 mg, 6
ekv.) bilesik 13 (2.19 mmol, 1 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra MOMBr
(4.38 mmol, 0.36 mL, 2 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi. TLC ile kontrol
edilerek cikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi. THF
uzaklastirildiktan sonra ham {irtin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250 mL) ile
ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na2SO4 iizerinden kurutularak ¢oziici buharlastirildi.
Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karigimi (1:9) ile siiziilerek

saflastirildi ve bilesik 167 (beyaz kat1, 0.82 g, %75 verim) elde edildi.

Bilesik 167: 'H-NMR (500 MHz, CDCls3), 8 ppm: 5.11 (t, J = 3.58 Hz, 1H), 4.56 (s,
2H), 3.46 (d, J =9.38 Hz, AB sisteminin A kism1 1H), 3.35 (s, 3H), 3.32 (s, 3H), 3.03 (d,
J =9.38 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 2.66 (dd, J = 11.70, 4.33 Hz, 1H), 1.91-1.21
(alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (bs,
3H), 0.82 (d, J= 5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H); 3C-NMR (125 MHz, CDClz), 6 ppm:
138.58, 125.09, 96.84, 88.73, 75.28, 57.58, 55.80, 54.80, 54.99, 54.47, 47.75, 40.14,
39.46, 39.32, 38.76, 37.40, 36.94, 36.05, 32.95, 30.79, 28.20, 26.00, 23.63, 23.48, 23.37,
22.13,21.04, 18.26, 17.42, 16.78, 16.42, 15.72.

4.1.32. Uvaol-3-metil eterin MEMCI ile reaksiyonu (168 ve 169’un sentezi)

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (13.2 mmol, 320 mg, 6
ekv.) bilesik 13 (2.19 mmol, 1 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra MEMCI
(4.38 mmol, 0.5 mL, 2 ekv.) ilave edilerek 4 giin refliiks yapildi. TLC ile kontrol edilerek
cikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi. THF uzaklastirildiktan
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sonra ham iirlin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250 mL) ile ekstraksiyon
yapildi. Organik faz Na;SOg lizerinden kurutularak ¢oziicli buharlastirildi. Geriye kalan
madde karisimu silika jel kolondan kromatografisinde etil asetat hekzan karisimi (1:9) ile
birbirinden ayrildilar. Kolondan ilk sirada alinan madde 168 (beyaz kati, 0.72 g, %60
verim) ve kolondan ikinci sirada alina madde 169 (beyaz kati, 0.25 g, %20 verim)

yapisindadir.

Bilesik 168: 'H-NMR (500 MHz, CDCls3), 8 ppm: 5.09 (t, J = 3.52 Hz, 1H), 4.64 (s,
2H), 3.65 (d, J = 4.50 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.63 (d, J = 4.50 Hz, AB
sisteminin B kismi, 1H), 3.51 (t, 4.75 Hz, 2H), 3.42 (d, J = 9.39 Hz, AB sisteminin A
kismi,1H), 3.36 (s, 3H), 3.33 (s, 3H), 3.07 (d, J = 9.39 Hz, AB sisteminin B kismi1, 1H),
2.65 (dd, J = 11.69, 4.30 Hz, 1H), 1.89-1.17 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.11
(s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (bs, 3H), 0.82 (d, J= 5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H);
13C-NMR (125 MHz, CDCls), 6 ppm: 138.82, 125.08, 96.00, 88.70, 75.42, 71.82, 66.63,
59.05, 57.55, 55.78, 54.37, 47.73, 42.03, 40.11, 39.42, 39.32, 38.75, 37.42, 36.93, 35.96,
32.94, 30.78, 28.19, 26.09, 23.70, 23.46, 23.34, 22.11, 21.39, 18.25, 17.41, 16.87, 16.42,
15.70.

Bilesik 169: 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 8 ppm: 5.10 (t, J = 3.13 Hz, 1H), 4.77 (s,
2H),4.72 (d, J=6.41 Hz, AB sisteminin A kismi1, 1H), 4.70 (d, J = 6.46 Hz, AB sisteminin
B kismi,1H), 3.68 (t, J = 3.89 Hz, 2H), 3.53 (t, J = 4.42 Hz, 2H), 3.46 (d, J = 9.27 Hz,
AB sisteminin A kismi, 1H), 3.36 (s, OMe, 3H), 3.33 (s, OMe, 3H), 3.05 (d, J = 9.27 Hz,
AB sisteminin B kismi1,1H), 2.65 (dd, J = 11.66, 4.16 Hz, 1H), 1.92-1.20 (alifatik bolgeye
ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (bs, 3H), 0.82 (d, J=
5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H); *C-NMR (125 MHz, CDClz), 6 ppm: 138.86, 125.08, 91.26,
91.52,88.71, 75.78, 71.80, 67.34, 59.05, 57.56, 55.78, 54.35, 47.72, 42.02, 40.12, 39.43,
39.30, 38.75, 37.45, 36.93, 35.96, 32.92, 30.76, 28.19, 26.06, 23.58, 23.46, 23.34, 22.12,
21.38,18.25, 17.41, 16.82, 16.42, 15.70.
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4.1.33. Uvaol-3-metil eterin allil tiirevi bilesik 173’iin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (39.4 mmol, 1.58 g, 6
ekv.) bilesik 13 (6.57 mmol, 3 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra 1,3-
dibromopropan (13.1 mmol, 1.33 mL, 2 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi. TLC
ile kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi.
THF uzaklastirildiktan sonra ham {iriin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250
mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na;SOs ilizerinden kurutularak ¢oziicii
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karigimi (1:9)
ile siiziilerek saflastirildi ve bilesik 173 (agik sar1 kristal, 2.92 g, %89.5 verim) elde edildi.

Bilesik 173: *H-NMR (500 MHz, CDClzs),  ppm: 5.87 (ddt, J = 17.20, 10.55, 5.40 Hz,
1H), 5.23 (dd, J = 17.20, 1.70 Hz, 1H), 5.11 (dd, J = 10.55, 1.70 Hz, 1H), 5.11 (t, J =
3.60, 1H), 3.90 (d, J = 5.40 Hz, 2H), 3.37 (d, J = 9.15 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H),
3.53 (s, 3H), 2.89 (d, J = 9.15 Hz, AB sisteminin B kism1, 1H), 2.66 (dd, J =11.70, 4.32
Hz, 1H), 1.92-1.20 (alifatik boélgeye ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00
(s, 3H), 0.98 (bs, 3H), 0.82 (d, J= 5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H); 3C-NMR (125 MHz,
CDCls), 8 ppm: 139.07, 135.67, 124.86, 116.22, 88.72, 77.65, 57.57, 55.80, 54.53, 47.75,
42.08, 40.15, 39.48, 39.34, 38.77, 37.77, 36.95, 36.21, 32.92, 30.83, 28.20, 26.19, 23.61,
23.47, 23.35, 23.14, 21.43, 18.27, 17.46, 16.93, 16.44, 15.73.

4.1.34. Uvaol-3-metil eterin propargil tiirevi bilesik 174’iin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (13.1 mmol, 525 mg, 6
ekv.) bilesik 13 (2.19 mmol, 1 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra
propargil bromiir (6.57 mmol, 0.5 mL, 3 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi. TLC
ile kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi.
THF uzaklastirildiktan sonra ham {iriin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250
mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na»SOs iizerinden kurutularak c¢oziicii
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:9)
ile siizlilerek saflastirildi ve bilesik 174 (renksiz camsi kristal, 0.99 g, %91 verim) elde
edildi.
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Bilesik 174: 'H-NMR (500 MHz, CDCI3),  ppm: 5.12 (t, J = 3.58 Hz, 1H), 4.10 (dd,
J = 15.88, 2.34 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 4.04 (dd, J = 15.88, 2.34 Hz, AB
sisteminin B kismi, 1H), 3.51 (d, J = 8.85 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.35 (s, 3H),
2.94 (d, J = 8.85 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 2.66 (dd, J = 11.70, 4.32 Hz, 1H), 2.34
(t, J = 2.34, Hz, 1H), 1.92-1.20 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H), 1.03
(s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (bs, 3H), 0.82 (d, J=5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H); 1*C-NMR (125
MHz, CDCls), & ppm: 138.86, 125.08, 88.73, 80.73, 77.73, 73.94, 73.90, 58.53, 57.58,
55.79, 54.57, 47.75, 42.11, 40.18, 39.45, 39.33, 38.77, 37.61, 36.95, 36.12, 32.95, 30.77,
28.20, 26.13, 23.48, 23.32, 23.14, 21.41, 18.28, 17.43, 17.09, 16.43, 15.74.

4.1.35. Uvaol-3-metil eterin akrilat tiirevi bilesik 175’in sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (10.95 mmol, 437 mg,
5 ekv.) bilesik 13 (2.19 mmol, 1 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra
akriloil kloriir (6.57 mmol, 0.53 mL, 3 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi. TLC
ile kontrol edilerek cikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi.
THF uzaklastirildiktan sonra ham {iriin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250
mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz NapSOs iizerinden kurutularak c¢oziicii
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karigimi (1:9)
ile siiziilerek saflastirildi ve bilesik 175 (beyaz kat1, 0.85 g, %76 verim) elde edildi.

Bilesik 175: *H-NMR (500 MHz, CDCls), 8 ppm: 6.38 (dd, J = 17.33, 1.55 Hz, 1H),
6.12 (dd, J = 17.33, 10.41 Hz, 1H), 5.80 (dd, J = 10.43, 1.55 Hz, 1H), 5.17 (t, J = 3.52
Hz, 1H), 4.19 (d, J = 11.10 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.72 (d, J = 11.10 Hz, AB
sisteminin B kismi, 1H), 3.36 (s, 3H), 2.68 (dd, J = 11.68, 4.28 Hz, 1H), 1.92-1.20
(alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (bs,
3H), 0.82 (d, J= 5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H); ®.C-NMR (125 MHz, CDCl3), 5 ppm:
166.23, 138.15, 130.17, 128.80, 125.79, 88.67, 71.20, 57.52, 55.81, 54.47, 47.74, 42.01,
40.07, 39.41, 39.30, 38.75, 37.13, 36.93, 35.81, 32.85, 31.56, 30.58, 28.21, 26.11, 23.50,
23.47, 23.41, 22.10, 21.34, 18.24, 17.36, 16.44, 15.71.
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4.1.36. Uvaol-3-metil eterin metakrilat tiirevi bilesik 176’nin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) icerisine inert atmosferde NaH (13.1 mmol, 525 mg, 6
ekv.) bilesik 13 (2.19 mmol, 1 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra
metakriloil kloriir (6.57 mmol, 0.64 mL, 3 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi.
TLC ile kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi.
THF uzaklastirildiktan sonra ham tiriin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250
mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na;SOs iizerinden kurutularak ¢oziicii
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karigimi (1:9)
ile siiziilerek saflastirild1 ve bilesik 176 (beyaz kati, 0.82 g, %71 verim) elde edildi.

Bilesik 176: *H-NMR (500 MHz, CDCls),  ppm: 6.00 (d, J = 1.60 Hz, 1H), 5.43 (d, J
=1.60 Hz, 1H), 5.07 (t, J = 3.54 Hz, 1H), 4.07 (d, J = 11.06 Hz, AB sisteminin A kismi,
1H), 3.59 (d, J =11.06 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 3.26 (s, 1H), 2.57 (dd, J =11.68,
4.27 Hz, 1H), 1.85 (s, 3H), 1.92-1.20 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H),
1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (bs, 3H), 0.82 (d, J=5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H); *C-NMR
(125 MHz, CDCls), 6 ppm: 167.38, 138.17, 136.71, 125.78, 125.03, 88.69, 71.32, 57.54,
55.82, 54.53, 47.75, 42.03, 40.07, 39.47, 39.30, 38.78, 38.75, 37.23, 36.93, 35.95, 32.85,
31.52,30.62,30.82,26.12, 23. 59, 323.51, 23.41, 22.11, 21.33, 18.43, 18.24, 17.36, 16.80,
16.43, 15.70.

4.1.37. Uvaol-3-metil eterin epoksit tiirevi bilesik 177’nin sentezi

Yeni destillenmis THF (150 mL) igerisine inert atmosferde NaH (20 mmol, 0.5 g, %60,
3 ekv.) bilesik 13 (6.5 mmol, 3 g, 1 ekv.) konularak yarim saat 1sitildi. Daha sonra (+)-
epiklorohidrin (20 mmol 1.5 mL, 3 ekv.) ilave edilerek bir gece refliiks yapildi. TLC ile
kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon su (5 mL) ile sonlandirildi. THF
uzaklagtirildiktan sonra ham iiriin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250 mL) ile
ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na>SOg lizerinden kurutularak ¢oziicii buharlastirildi.
Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:9) ile siiziilerek

saflagtirildi ve bilesik 177 (beyaz kati, 2.98 g, %88 verim) elde edildi.
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4.1.38. Epoksit agilma iiriinii bilesik 178’in sentezi

Metanol (25 mL) ile metalik sodyum (200 mg, 4 mmol, 10 ekv) kullanilarak hazirlanan
MeONa/MeOH tamponuna bilesik 177 (200 mg, 0,4 mmol 1 ekv) ilave edildi ve 12 saat
karistirildi. TLC ile kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon sonlandirildu.
Coziicii uzaklastirildiktan sonra ham {iriin su (2x500 mL) ile yikanarak kloroform (2x100
mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz NazSOs ilizerinden kurutularak c¢oziicii
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:7)
ile siiziildii ve 178 (beyaz kati, 170 mg, %82 verim) elde edildi.

4.1.39. Epoksit agilma iiriinii bilesik 179’un sentezi

Epoksit tiirevi bilesik 177’nin (2 g, 3.9 mmol, 1 ekv.) THF-MeCN-su (100:30:20 mL)
igerisindeki ¢ozeltisine sodyum azid (1.27 g, 19.5 mmol, 5 ekv.) eklenerek 2 giin refliiks
yapildi. TLC ile kontrol edilerek ¢ikis bilesigi bittikten sonra reaksiyon durduruldu.
Coziicii uzaklastirildiktan sonra ham {iriin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250
mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na»SOs iizerinden kurutularak c¢oziicii
buharlastirildi. Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:9)
ile siiziilerek saflastirildi ve bilesik 179 (beyaz kat1, 1.93 g, %89 verim) elde edildi.

4.1.40. Epoksit agilma iiriinii bilesik 180’nin sentezi

Epoksit bilesik 177°nin (200 mg, 0.39 mmol, 1 ekv.) su-MeCN (40:10 ml) igerisindeki
cozeltisine HCI (%37, 1 mL) ilave edilerek 3 giin refliiks yapildi. Reaksiyon TLC ile
kontrol edilip ¢ikis bilesiginin tiikenmesinin ardindan sonlandirildi.  Coziicii
uzaklastirildiktan sonra ham tiriin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250 mL) ile
ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na>SOg4 iizerinden kurutularak ¢oziicii buharlastirildi.

Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:9) ile siiziilerek

saflastirildi ve bilesik 180 (beyaz kati, 165 mg, %79) elde edildi.
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4.1.41. Asetil tiirevi bilesik 184°iin sentezi

Bu asetilleme reaksiyonunda 4.1.4’teki prosediir uygulanmistir. Reaksiyon sonucunda ele
gecen Uriin karisimi silika jel kolon kromatografisi ile etil asetat hekzan (1:20)
saflastirildi. TLC’ye gore en biiyiik spot ana {iriin olarak izole edildi ve kolondan ilk
sirada alind1 diger kirlikler ve yan iirlinler izole edilemedi. Bu reaksiyon sonucunda ele
gecen bilesik diastereomer karigimi olusturan izomerlerden yalnizca birisinin saf hali olan

bilesik 184 (beyaz kat1, 0,48 g, %44 verim) yapisindadir.

Bilesik 184: 'H-NMR (500 MHz, CDClz), 8 ppm: 5.09 (t, J = 3.50 Hz, 1H), 5.08-5.03
(m, CHOACc, 1H), 3.48-3.40 (m, pik grubu, 4H), 3.35 (d, J = 8.83 Hz, AB sisteminin A
kismu, 1H), 3.33 (s 3H), 2.92 (d, J = 8.83 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 2.65 (dd, J =
11.68, 4.28 Hz, 1H), 2.06 (s, Asetil, 3H), 1.92-1.20 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H),
1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (bs, 3H), 0.82 (d, J= 5.85 Hz, 3H), 0.80 (s,
3H); 3C-NMR (125 MHz, CDClz),  ppm: 170.12, 138.91, 125.07, 88.67, 78.77, 71.35,
69.47,57.54, 55.57, 54.31, 51.08, 47.70, 42.01, 40.09, 39.46, 39.28, 38.74, 37.88, 36.92,
36.04, 32.87, 30.73, 28.19, 26.11, 23.52, 23.45, 23.35, 22.13, 21.37, 20.97, 18.25, 17.43,
16.88, 16.42, 15.71.

4.1.42. Triazol tiirevi bilesik 185’in sentezi

Bilesik 179’un (500 mg, 0.9 mmol, 1 ekv.) THF-su (10:6 mL) igerisindeki ¢6zeltisine
fenilasetilen (0.2 mL, 1.8 mmol, 2 ekv.) ilave edilerek 10 dk karistirildi. Ayrt ayri
kaplarda bakir(Il)siilfat pentahidrat (22.5 mg, 0.09 mmol, 0.1 ekv.) ve sodyum askorbat
(18 mg, 0.09 mmol, 0.1 ekv.) su (2 mL) icerisinde ¢oziildi. Bakir(II)siilfat pentahidrat ve
sodyum askorbat ¢6zeltiler birbirleri ile karigtirilarak hizli bir sekilde balona ilave edildi.
[k karistirma esnasinda kahverengi bir reaktif balona ilave sonrasinda acik sari-yesil
renkli ¢ozelti karisim1 meydana geldi. Reaksiyon oda sicakliginda bir gece karigtirildiktan
sonra TLC ile kontrol edildi ve ¢ikis bilesiginin tilkenmedigi gozlenince 2 saat refliiks
yapildi ve siirenin sonunda ¢ikis bilesiginin tiikendigi tespit edildi. Coziicl
uzaklagtirildiktan sonra ham iiriin su (3x200 mL) ile yikanarak kloroform (3x250 mL) ile

ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na>SOg lizerinden kurutularak ¢oziicii buharlagtirildi.
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Geriye kalan madde silika jel kolondan etil asetat hekzan karisimi (1:9) ile siiziilerek

saflagtirildi ve bilesik 185 (beyaz kati, 0.525 g, %88 verim) elde edildi.

4.1.43. Uvaol-3-metil eterin epoksit tiirevi bilesik 186’min sentezi

Bu reaksiyon 4.1.37’de anlatilan metot bilesik 13 (2.19 mmol, 1 g, 1 ekv.) iizerinden (R)-
(-)-epiklorohidrin (6.57 mmol 0.52 mL, 3 ekv.) ile yapild1 ve bilesik 186 (beyaz kati,
0.98 g, %87 verim) elde edildi.

Bilesik 186: *H-NMR (500 MHz, CDCl3), 6 ppm: 5.11 (t, J = 3.51 Hz, 1H), 3.64 (dd,
J =11.76, 3.10 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.47 (d, J = 9.05 Hz, AB sisteminin A
kismi, 1H), 3.30 (s, 3H), 3.34 (dd, J = 11.76, 3.10 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 3.11-
3.08 (m, 1H), 2.95 (d, J = 9.05 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 2.76 (dd, J = 5.01, 4.24
Hz, 1H), 2.68 (dd, J = 11.69, 4.29 Hz, 1H), 2.56 (dd, J = 5.11, 2.71 Hz, 1H), 1.92-1.20
(alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (bs,
3H), 0.82 (d, J= 5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H); *C-NMR (125 MHz, CDCls), 6 ppm:
138.98, 124.97, 88.72, 78.78, 71.95, 57.60, 55.77, 54.40, 51.06, 47.73, 44.40, 42.05,
40.10, 39.46, 39.31, 38.75, 37.87, 36.94, 32.88, 30.77, 28.19, 26.16, 23.50, 23.35, 22.13,
21.40, 18.25, 17.43, 16.86, 16.42, 15.71.

4.1.44. Uvaol-3-metil eterin epoksit tiirevi bilesik 187’nin sentezi

Bu reaksiyon 4.1.37’de anlatilan metot bilesik 13 (2.19 mmol, 1 g, 1 ekv.) iizerinden (S)-
(+)-epiklorohidrin (6.57 mmol 0.52 mL, 3 ekv.) ile yapild1 ve bilesik 187 (beyaz kati,
0.83 g, %74 verim) elde edildi.

Bilesik 187: 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 8 ppm: 5.11 (t, J = 3.57, 3.57 Hz, 1H), 3.61
(dd, J=11.78, 3.18 Hz, AB sisteminin A kismi, 1H), 3.42 (d, J =9.03 Hz, AB sisteminin
A kismi, 1H), 3.36 (dd, J = 11.78, 3.18 Hz, AB sisteminin B kismi, 1H), 3.53 (s, 3H),
3.11-3.08 (m, 1H), 2.98 (d, J = 9.05 Hz, AB sisteminin B kismi1, 1H), 2.67 (dd, J = 11.69,
4.29 Hz, 1H), 2.56 (dd, J = 5.11, 2.71 Hz, 1H), 1.92-1.20 (alifatik bélgeye ait pik grubu,
22H), 1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (bs, 3H), 0.82 (d, J= 5.85 Hz, 3H),
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0.80 (s, 3H): 3C-NMR (125 MHz, CDCls), 5 ppm: 138.98, 124.97, 88.72, 78.78, 71.95,
57.60, 55.77, 54.40, 51.06, 47.73, 44.40, 42.05, 40.10, 39.46, 39.31, 38.75, 37.87, 36.94,
32.88,30.77, 28.19, 26.16, 23.50, 23.35, 22.13, 21.40, 18.25, 17.43, 16.86, 16.42, 15.71.

4.1.45. Epoksit agilma iiriinii bilesik 188’in sentezi

Bu reaksiyon 4.1.39°da verilen prosediire uygun olarak yapildi ve reaksiyon soncunda

epoksit agilma tiriinii bilesik 354 (beyaz kati, 188 mg, %86 verim) elde edildi.

Bilesik 188: 'H-NMR (500 MHz, CDCls), & ppm: 5.11 (t, J = 3.48 Hz, 1H), 3.90 (p, J
= 5.03, 5.01 Hz, 1H), 3.38-3.29 (m, pik grubu, 5H), 3.34 (s, 3H), 2.91 (d, J = 9.00 Hz,
AB sisteminin B kism1 1H), 2.67 (dd, J = 11.69, 4.29 Hz, 1H), 2.61 (bs, OH, 1H) 1.92-
1.20 (alifatik bdlgeye ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98
(bs, 3H), 0.82 (d, J= 5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H), 3C-NMR (125 MHz, CDCls), 5 ppm:
138.91, 125.07, 88.69, 78.58, 72.21, 69.57, 57.55, 55.75, 54.36, 53.60, 47.69, 42.01,
40.09, 39.45, 39.26, 38.74, 37.88, 36.91, 36.14, 32.83, 30.71, 28.18, 26.11, 23.65, 23.45,
23.36, 22.11, 21.35, 18.23, 17.41, 16.84, 16.42, 15.70.

4.1.46. Epoksit acilma iiriinii bilesik 189’un sentezi

Bu reaksiyon 4.1.39’da verilen prosediire uygun olarak yapildi ve reaksiyon soncunda

epoksit agilma {iriinii bilesik 189 (120 mg, %73 verim) elde edildi.

Bilesik 189: 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 8 ppm: 5.11 (t, J = 2.93 Hz, 1H), 3.89 (p, J
=5.29, 5.17 Hz, 1H), 3.41-3.28 (m, pik grubu, 5H), 3.34 (s, 3H), 2.94 (d, J = 8.96 Hz,
AB sisteminin B kismi, 1H), 2.68 (dd, J = 11.69, 4.29 Hz, 1H), 2.55 (bs, OH, 1H) 1.92-
1.20 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.11 (s, 3H), 1.03 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98
(bs, 3H), 0.82 (d, J=5.85 Hz, 3H), 0.80 (s, 3H); 3 C-NMR (125 MHz, CDCls), 6 ppm:
138.91, 125.07, 88.69, 78.58, 72.21, 69.57, 57.55, 55.75, 54.36, 53.60, 47.69, 42.01,
40.09, 39.45, 39.26, 38.74, 37.88, 36.91, 36.14, 32.83, 30.71, 28.18, 26.11, 23.65, 23.45,
23.36, 22.11, 21.35, 18.23, 17.41, 16.84, 16.42, 15.70.
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4.1.47. Ursolik asit tiirevi bilesik 190’1n sentezi

Bu reaksiyon 4.1.4°teki yontem ile bilesik 112 iizerinden yapilarak bilesik 190 (beyaz
renkli kat1, 0.425 g, %78 verim) elde edildi.

Bilesik 190: 'H-NMR (500 MHz, CDCl3), 5 ppm: 5.18 (t, J = 3.18, 3.18 Hz, 1H), 5.09
(d, J=5.93 Hz, AB sisteminin A kismi1 1H), 5.08 (d, J =5.91 Hz, AB sisteminin B kismi,
1H), 4.48 (dd, J = 10.23, 5.81 Hz, 1H), 3.36 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.25 (d, J = 11.25 Hz,
1H), 2.07-1.05 (alifatik bolgeye ait pik grubu, 22H), 1.08 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.94 (d, J
=6.21 Hz, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.85 (d, J = 6.47 Hz, 3H), 0.79 (s, 3H), 0.79 (s, 3H);
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4.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

4.2.1. Kimyasallar ve Reaktifler

Fetal bovine serum (FBS), Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ve penicilin-
streptomisin ticari olarak Sigma-Aldrich’den siparis edildi. Oncelikle triterpenlerin
¢oOziiniirliikleri diisiik oldugu icin, dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde 200 uM stok
¢ozelti olarak hazirland1 ve bu stok ¢ozeltiden diger konsantrasyonlari elde etmek i¢in
DMEM (containing no fetal bovine serum) ile seyreltilerek hazirlandi. Triterpenlerden
olusturulan tiim konsantrasyonlarda dimetil siilfoksit (DMSO) oraninin % 0,1 den daha
az oldugu belirlendi ve deneye baglamadan dnce konsantrasyonlar i¢erisindeki DMSO
seviyesinin hiicrelerin DNA’sina zarar vermedigi dogrulandi. Her deneyden once tiim

reaktifler yeniden hazirlandi.

4.2.2. Hicre Kiiltiira

American Type Cell Collection (ATCC)’dan ticari olarak temin edilen saglikli hiicre
hatlarin1 37°C’de 1 dakika i¢inde eritip dnceden hazirlanmig complete medium (DMEM
+%10 FBS + %1P/S) iginde 25cm?’lik besi ortamina ekip 24 saat inkiibe edildi. Hiicreleri
cogaltmak icin birka¢ kez pasajlandiktan sonra tripsin-EDTA ile hiicreleri kaldirip
biyolojik aktiviteyi tespit etmek i¢in, 96 hiicreli beyaz renk kiiltiir plaklarina her bir
kuyuda 100 pL 1,5x10% hiicre olacak sekilde hiicreler ilave edilip 24 saat inkiibe edildi.
Daha sonra hazirlanan triterpen numuneleri son konsantrasyon %0,1 DMSO olacak
sekilde DMSO+PBS’de ¢oziiliip 3 tekrarli her bir kuyuya 5 pL ekilip 24 saat
inkiibasyonun ardindan luminometrik yontem ile multi-plate reader kullanilarak ATP

seviyesi olgiilerek hiicre canliligi tespit edildi.

4.2.3. invitro sitotoksisite deneylerinin sonuclari

Tez kapsaminda sentezlenen triterpenlerden sadece bir boliimiine sitotoksisite deneyleri

yapilmustir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindaki aksakliklar dolayisiyla biitiin bilesiklerin in
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vitro sitotoksisite deneyleri tamamlanamamistir. Ik olarak, farkli triterpenleri iceren
hiicrelerin sitotoksisitesi doz-cevap iliskisi olarak belirlendi. 3T3 hiicreler (her bir
kuyucukta toplam 15%102 hiicre) 24 saat siire ile triterpenlerin ¢esitli konsantrasyonlarina

(1,56-200 uM) kars1 maruz birakildi.

Triterpenlerin hiicreler iizerindeki etkileri ATP hiicre canlilik degerleri tarafindan
belirlendi. Hiicre kiiltiirlerindeki hiicre canliligi deneyden 6nce %95 den daha biiyiik
olacak sekilde ayarlandi. Triterpenlerin ilavesi sonrasi grafiklerden goriilecegi iizere tiim
triterpenler i¢in diisiik konsantrasyonlarda (1,56 uM) proliferatif etki gozlenirken artan

konsantrasyonlarda sitotoksik aktivite gostermistir.

Cizelge 4.4. Triterpenlere ait bagil sitotoksisite (canlilik) deneylerinin sonuglari

Bilesik Konsantrasyona bagh bagil canhihk
1,56pM | 3,125pM | 6,25pM | 12,5pM 25puM 50pM 100pM | 200pM
Kontrol 100 100 100 100 100 100 100 100

1 99,5245 | 92,2777 | 90,1812 | 73,7868 | 69,6265 | 57,8025 | 42,8569 | 33,6185
2 104,9054 | 92,2265 | 86,9239 | 67,2893 | 61,9350 | 51,1720 | 36,9279 | 25,5876
3 100,8225 | 95,2776 | 90,1916 | 77,7864 | 70,9729 | 55,8073 | 43,8661 | 32,5136
13 104,0716 | 100,0013 | 97,0792 | 72,2490 | 63,7511 | 53,5149 | 31,3844 | 25,2352
27 103,5689 | 108,2563 | 96,6781 | 75,1265 | 66,0993 | 51,7599 | 45,1438 | 41,0635
60 94,6818 | 87,5204 | 75,7468 | 67,3301 | 61,9652 | 49,3696 | 43,8383 | 36,6306
112 92,7349 | 85,5433 | 68,5394 | 65,1864 | 52,7514 | 41,9431 | 38,9549 | 25,8059
113 88,0933 | 79,5735 | 69,7569 | 66,5150 | 52,1864 | 40,7607 | 33,4513 | 24,8075
117 104,4056 | 101,4131 | 91,9311 | 79,6960 | 67,8059 | 59,7448 | 44,2045 | 36,1134
142 105,8041 | 95,9203 | 94,0568 | 85,0971 | 73,1558 | 68,4959 | 62,1389 | 48,2531
144 102,5297 | 100,4254 | 86,8813 | 77,7824 | 64,0583 | 55,4839 | 44,6236 | 32,6312
145 106,9452 | 103,7960 | 85,3243 | 79,6428 | 64,9960 | 57,6195 | 39,8442 | 21,5567
157 101,2190 | 96,8506 | 89,2080 | 84,3580 | 77,8250 | 62,8264 | 57,2525 | 43,3508
158 91,8258 | 81,5150 | 66,7656 | 60,7782 | 55,6007 | 46,9816 | 39,5959 | 26,9905
159 95,9312 | 86,3210 | 73,4651 | 64,4745 | 59,1024 | 56,0949 | 49,7451 | 45,8192

Cizelge 4.4’te yer alan sitotoksisite deneylerinin sonuglarina yonelik bulgularin grafikler
tizerinde gosterimleri her bir konsantrasyon i¢in sirastyla Sekil 4.1-4.5’te ti¢lii gruplar

halinde verilmistir.
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Sekil 4.1. Bilesik 1, 2 ve 3’iin 1.56-200 uM derisimdeki bagil sitotoksisiteleri

1,56uM 3,125uM 6,25uM 12,5uM 25uM  50uM  100pM  200pM
13 m27 m60

125
100
7
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Bagil Canlilik
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Sekil 4.2. Bilesik 13, 27 ve 60’1n 1.56-200 uM derisimdeki bagil sitotoksisiteleri

1,56uM 3,125uM 6,25uM 12,5uM  25pM  50uM  100pM  200uM
m112 113 m117

125
100
7

Bagil Canlilik
N O
o1 o O

o

Sekil 4.3. Bilesik 112, 113 ve 117°nin 1.56-200 uM derisimdeki bagil sitotoksisiteleri
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1,56uM 3,125uM 6,25uM 12,5uM  25uM  50uM  100pM  200uM
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Sekil 4.4. Bilesik 142, 144 ve 145’in 1.56-200 uM derisimdeki bagil sitotoksisiteleri

1,56uM 3,125uM 6,25uM 12,5uM  25uM  50uM  100uM  200uM

125
100

Bagil Canlilik
g~
o o1

N
o o

157 m 158 =159

Sekil 4.5. Bilesik 152, 158 ve 159’un 1.56-200 uM derisimdeki bagil sitotoksisiteleri

4.2.4. Hiicre i¢i ROS seviyeleri 6l¢iim ¢alismalarimin sonuclar:

Hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinin degisimini belirleme caligmalarindan elde edilen

sonuclar Cizelge 4.4’te Sekil 4.6’da yer almaktadir.

Cizelge 4.5. Hiicre i¢i ROS seviyeleri 6lgiim ¢alismalarinin sonuglari

Bilesik Kontrol 12.5 uM 25 uM 50 M 100 pM
1 1,00000 1,0224291 1,0456355 1,0752876 1,1007668
13 1,00000 1,0224291 1,0456355 1,0752876 1,1007668
60 1,00000 1,023734 1,035539 1,060797 1,081435

112 1,00000 1,0126249 1,019197 1,062760 1,101377
113 1,00000 1,0193555 1,0327348 1,0591798 1,0883646
118 1,00000 1,0123144 1,023437 1,0367911 1,0463027
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1,12

1,1
1,08
1,06

1,04
1,02
0,98
0,96
0,94

12.5 uM 25 uM 50 uM 100 uM
Konsantrasyon

[EEN

Hiicre i¢i bagil ROS seviyesi

mKontrol m1 ~13 m60 =112 =113 =118
Sekil 4.6. Triterpenlerin hiicre ici ROS seviyelerine etkisinin sonuglari
Sonug olarak artan madde konsantrasyonlariyla hiicre i¢i reaktif oksijen seviyesinin
arttig1 goriilmiistiir. ROS diizeyini en az arttiran bilesik 118 numarali bilesiktir. Bilesik
118’iin ROS diizeyine etkisi 100 pM konsantrasyonda bile neredeyse diger bilesiklerin
25 uM’daki degerine esit goriilmektedir.

4.2.5. Genotoksisite calismalarimin sonuclari

Calisma sonucunda artan triterpen konsantrasyonlarinda hiicrelerde nekrozun ve

apoptozun arttig1, buna karsin canli hiicrelerin azaldigi izlenmistir.

Cizelge 4.6. Genotoksisite ¢alismalarinin sonuglari

Canh Apoptoz Nekroz
Kontrol 60 0 0
107 49 2 0
274 58 6 1
275 44 2 1
280 34 3 1
282 68 5 0
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Sekil 4.7. Genotoksisite ¢aligmalarinin sonucunda elde edilen hiicre goriintiileri

Sekil 4.8’de yesil hiicreler canli hiicreleri, turuncu olanlar nekrotik hiicreleri ve kirmizilar
ise apoptotik hiicreleri gostermektedir. A: Kontrol, B: Canl1 hiicreler ve nekrotik hiicreler,

C: Canli hiicreler ve apoptoza donen hiicreler, D: Nekrotik ve apoptotik hiicrelerdir.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Docking ¢calismalarinin sonucu

Docking c¢aligmalar icin proteinlerin kristal yapilari protein veri banklarindan (PDB)
temin edildi. Hedef proteinin veri bankasinda olmamasi durumunda ise hedef proteine
davranis ve baglanma 6zellikleri bakimindan en uygun dizilime sahip esdeger proteinler

segildi.

5.1.1. NF-kB/DNA kompleksi iizerindeki docking ¢calismalarin sonucu

NF-xB’nin yolak i¢erisinde nasil inhibe edildigi kesin olmamakla beraber 6ncelikle onun
DNA’ya baglanmasi engellemek iizere DNA yerine gegebilecek ligandlar arastirtilirdi.
Bu amagla ilk olarak NF-kB/DNA kompleksinin yapisi belirlenmek istendi. NF-kB/DNA
kompleksinin hedef protein olarak arastirilmasi amaciyla insan c-Rel-cRel dimerinin
yapisina ulasilamadigi i¢in tavuk c-Rel/c-Rel kompleksinin kristal yapisi kullanildi.
Tavuk c-Rel yapisinin sekansi insan c-Rel yapisinin sekansina %84 benzerlik
gostermektedir. NF-kB/DNA kompleksinde DNA’nin baglandig:1 yere triterpenlerin
baglanma olasilig1 docking caligmalar ile incelendi. Bunun i¢in kompleks iizerinden
DNA silindi ve yerine triterpenler yerlestirildi. Docking sonuglarina gore kullanilan
triterpenler DNA baglanma bolgesine gore oldukga kiigiik kaldilar ve bu sebeple yeterince
giiclii ligand-protein baglanma iliskisi tespit edilemedi. Bu nedenle triterpenlerin

baglanabilecegi diger NF-kB kompleksleri aragtirildi.

5.1.2. NF-kB/IkBa kompleksi iizerindeki docking ¢alismalarinin sonucu

Protein veri bankasindan insan IkBa ile kompleks olusturmus fare p50/p65 dimerinin
kristal yapisi elde edildi ancak bu yapida da sadece RHD bolgesi goriildiigii igin bu
calisma icin bu yeterli olmadi. Insan c-Rel sekansi ile fare p65 proteini %65 benzerlik

gostermektedir, fakat bu benzerlik fare p50 ile %51,3 olarak hesaplanmistir.
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Triterpenlerin NF-kB(p50/p65)-IkBa kompleksine giiclii seklide baglanarak IkBa’nin
p50/p65 dimerinden ayrilmasini engelleyebilecegi olasiligt arastirildi. Clinkii dimerler
birbirlerinden ayrildiklarinda niikleer pordan gegerek ¢ekirdek transkripsiyonuna sebep
olmaktadirlar. MOE programi ile bu protein yapisinda triterpenlerin baglanabilecegi
yerler arand1 ve triterpenleri baglayabilecek uygun hacme sahip olan 3 adet baglanma
bolgesi (I, 11, 111) tespit edildi (Sekil 3.3). Bilesik 8 ve 9 bu bolgelere GOLD Suite
programi ile dock edildi. Tiim baglanma bolgeleriyle iliski kuruldu ancak baglanma

bolgesi I’in hidrojen bagi yapma agisindan daha uyumlu oldugu goériildii.

5.1.3. Insan IKK2 iizerindeki docking ¢calismalarin sonucu

Devam eden ¢alismalarda bir bagka hedef protein dimerik insan IKK2 (IKK-p) se¢ildi ve
bu proteinin yapisi protein veri bankasindan elde edildi. Bu proteinin segilmesinin en
onemli nedeni dimerik yapidaki IKK2’nin iki ayr1 aktif bolgesine standart inhibitor
K252a’nin  baglanabildigi  gibi  hedef triterpenlerin de  baglanabildiginin
gozlemlenmesidir. Dimerik insan IKK2 iizerindeki baglanma bolgelerinden biri Sekil

5.1°de goriilmektedir.

Sekil 5.1. Dimerik insan IKK2’nin iizerindeki baglanma bdlgesi

Docking ¢alismalarinda her triterpen molekiilii 50 kez dock edildi ve her ligand i¢in en
yiiksek 5 skor gOsteren poz analiz i¢in kaydedildi. Analizlerde dikkat ettigimiz noktalar,
ligand ve baglanma bdlgesi arasinda sterik, elektrostatik ve sekil uyumlulugunun yani
sira hidrojen baglar1 gibi giiglii ligand protein baglanma iligkilerinin bulunmasidir.

Ayrica, secilen molekiillerin sentezinin yapilip yapilamayacagi da géz oniinde tutuldu.
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Baslangigta bilesik 8’in ve asitli tiirevi 110°un IKK2’ye yiiksek ilgi ile baglanabilecegi

On goriildii ve modelleme ¢alismalar1 yapilarak sonuglar degerlendirildi. Bilesik 110°un

bilesik 8 ile benzer baglanma skorlarina sahip oldugu ancak asitli tiirevin daha iyi ilgi

gosterdigi belirlendi. Sekil 5.2°de bilesik 8’in (A) ve bilesik 110’un (B) insan IKK2’nin

aktif bolgesiyle yapmis oldugu baglanma iligkileri goriilmektedir. Kirmiz1 c¢izgiler

hidrojen baglarini temsil etmektedir.

Sekil 5.2. Bilesik 8 ve 110'un insan IKK?2 ile baglanma modeli

Sonuglara gore en yiiksek skor ve en uygun baglanma iliskileri gdsteren maddeler sentez

igin segildi. Insan IKK2’nin baglanma bélgesi A ve B’ye baglanmas1 ngoriilen 8 adet

ursan tlirevi triterpen Sema 5.1°de yer alan 2, 3, 27, 61, 114, 115, 116 ve 125 numarah

bilesikler olarak belirlendi.

: Rj=OH; Ry=H (Ursolik Asit)
: R=(=0); Ry=H (Ursonik Asit)

: AV R;=(=0); R,=H

: R;=OH; R,=-MOM

: R;=OCHj3; R,=CHj,

: A2 11-a-OH, R,;=OH; R,=H
: 2=11=a-OH, R|=0OH; R,=H

13
116
117
118
119
120

: Ry=H; R,=H (Uvaol)
: R;=CHj; R,=H

:Ri=H; R,=Ms

: R;=CHj3; R,=p-Nitro benzoil
: R{=CHj; Ry=Ms
:R,=MOM; R,=H
:R,=MEM; R,=H

Sema 5.1

121
122
123

125

: Ry =-OH; R,= R;=R,=H (a-amirin)
‘R =(=0); R, =R3=R,=H

:R| =R; = f-OH; R, H; Ry;=a-OH

: R; =(=0); R,=a-OH; R;=4-OH; R;=H
124 :

R, =4-OAc; Ry=H; R3=-OH; R4=a-OH
R, =4-OH; R,=R,=a-OH, R;=H
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5.1.4. Insan IKKI1 iizerindeki docking calismalarinin sonucu

Insan IKK1’in kristal yapis1 bulunmamaktadir, fakat bu proteinin amino asit sekans1 ve
kristal yapisi mevcut olan insan IKK2 amino asit dizilimi ile %53.8 benzerlik
gostermektedir. Bu benzerlik, baglanma bolgelerinde %100’e yaklasmaktadir. Insan
IKK2’nin kristal yapisin1 ve insan IKK1’in amino asit sekansini kullanarak MOE
bilgisayar programi vasitasiyla homoloji modelleri olusturuldu. Daha sonra, en az sterik
engel ve en diisiik potansiyel enerji gosteren homoloji modeli segildi. Bu model {izerinde
enerji minimizasyonu calismalart yapildi ve son olarak GOLD SUIT programi ile daha
once hazirladigimiz 93 adet triterpen analogu insan IKK1 homoloji modelinde mevcut

olan iki baglanma bolgesine dock edildi.

Insan IKK1 iizerindeki baglanma bolgesi A ve B’ye baglanmasi dngbriilen bilesiklerden
6 adet ursan tiirevi triterpen bilesik belirlendi. Bunlar Sema 5.1’de gésterilen, 2, 3, 116,
117, 119 ve 121 numaral bilesiklerdir (bilesiklerin baglanma skorlar1 birbirine yakindir:
35.3395 — 28.3315). Bilesik 3 (skor 35.3395) ve Bilesik 117°nin (skor 32.1906) 6rnek
baglanma iliskileri Sekil 3.11°de gdsterilmistir.

5.1.5. Insan c-Rel/c-Rel/ IkBa iizerinde docking ¢alismalarinin sonucu

Insan c-Rel/c-Rel/IkBa kompleksinin kristal yapis1 bulunmadig igin fare p65/p50/IkBa
kompleksinin kristal yapis1 kullanildi. Bu kompleks tizerindeki IkBa yapisi insandan elde
edilmistir. Fare p50/p65/IxBa kristal yapisi kullanarak 50 adet insan c-Rel/c-Rel
homoloji modeli olusturuldu ve i¢lerinden en az sterik sorun ve en diisiikk potansiyel

enerjiye sahip homoloji modeli segildi.

Docking analizleri gerceklestirildi ve yan yana bulunan baglanma bélgeleri I ve II (Sekil
3.2) i¢in baglanmasi 6ngoriilen bilesikler arasindan 9 adet ursan tiirevi bilesik belirlendi.
Bu bilesikler Sema 5.1°de verilen 1, 2, 3, 13, 112, 118, 120, 122 ve 123 numarali
bilesiklerdir. Baglanma bolgesi III i¢in baglanmasi ongoriilen bilesikler arasindan ursan

tiirevi 8 adet bilesik ise 2, 112, 113, 279, 117, 119, 122 ve 125 numarali bilesiklerdir. Her
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lic baglanma bolgesi i¢in segilen ligandlarin skorlar1 birbirine ¢ok yakindir (29.1765-
24.5179).

Sonug olarak ursan tiirevleri tizerinde yapilan biitiin in silico NF-xB inhibisyonu
taramalar1 sonucunda Sema 5.1°deki triterpenlerin iyi sonuglar verdigi tespit edildi. Bu

sonuglar dogrultusunda aktif triterpenler veya benzer tiirevleri de sentezlendi.

5.2. Docking Sonuclarinin Sentezlere Katkisi ve Yeni Tiirevlerin Sentezi

Bilgisayarli ilag tarama testlerinin yonlendirmesi ile Sema 5.2°de verilen uvaol tiirevleri
ile Sema 5.3’te verilen bir seri uvaol-3-metileter tiirevi bilesik sentezlendi. Nitrobenzoat

tiirevi bilesik 117 NF-xB testlerinde en iyi skor veren bilesiklerden birisi oldu.

Uvaol (2) 1:R=H 158: R'=0Ac
147: R =Br 159: R'= OMs
157: R=0OAc 161: R'= OSiMe;
160: R = OSiMes 165: R'=OMe
Sema 5.2

Uvaol (2) ursolik asitin karboksilik grubunun LiAlIHs ile indirgenmesinden elde
edilmistir. Sema 5.2’de goriilen bilesik 160°ta bulunan C3-OH iizerinden bir seri tiirev
elde edilip silil eter grubu hidroliz edildikten sonra sekonder alkoliin tiirevlendirildigi
primer alkoliin serbest olarak kaldigi yeni bilesiklerin sentezi de tasarlanmis ancak
calismalar tamamlanmadig i¢in burada yer verilmemistir. Sema 5.3’te goriilen Bilesik
113 wursolik asitin metil iyodiir ile reaksiyonundan elde edilmistir. Daha sonra onun
COOMe grubu LiAlHj ile indirgenerek bilesik 13 elde edilmistir. Bilesik 13 iizerinden

28 farkli bilesik sentezlenmistir. Bu bilesikler baglica alkil eter tiirevleri, karboksilat ester
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tirevleri ve siilfonat ester tlirevleri seklindedir. Ayrica tiirevler arasinda allil eter,

propargil eter ve bazi azidoalkol tiirevleri ile bir de 1,2,3-triazol tlirevi bulunmaktadir.

MeO MeO
113 13 117 ... 189
117: R = OBz-4-NO, (%90) - /WWL\O OH II\IiN)_\ )
P
118: R = OMs (%82) R: +0O R: J[O\/é\/N 7
143: R=0Ts (%12) 177 (%88) 185 (%88)

144: R = H (%89)

OH
145: R = Br (%84) [ [ r-Ao
. Lo OMe

162: R = OAc (%93) L A R: -0
163: R = OBz (%44) 178 (%82) 186 (%87)
164: R = OBz-3,5-diNO, (%84) OH A

. £ 0, [ 1o o)
165: R = OMe (%90) R JOAUN, w Lo
166: R = OBu" (%91)

. i

167: R = OMOM (%75) 179 (%89) 187 (%74)
168: R = OMEM (%60) - OH - OH
169: R = OCH,0CH,0CH,CH,0CH; (%20)  R: 0\/§\/0H R: O\)\/Nz

173: R = OCH,CH=CH, (%89)
174: R = OCH,C=CH (%91)
175: R = Akrilat (%76)

OAc - OH
176: R = Metakrilat (%71) R: {/O\)NM R: O\wQNs

189 (%78)

180 (%79) - 188 (%86)

184 (%44)

Sema 5.3

Sema 5.2 ve 5.3’te elde edilen bilesiklerin bir kismi1 eterik yapida bir kism1 da ester
yapisindadir. Ursolik asit iizerinden elde edilen ester tiirevleri ile bilesik 13 iizerinden
elde edilen ester tiirevlerinin *C-NMR analizlerinde ester karbonillerinin kimyasal
kaymalarina dair dikkat c¢ekici bir fark vardir. Bu farklar karsilastirmali olarak Cizelge

5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Triterpen tiirevlerinde karbonil karbonlarinin kimyasal kayma degerleri
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. 3C-NMR | 3C-NMR
OR (5 C=0) 3 O _R (5 C=0)
I é (0] A i \[O]/
1:R=H 184.50 281: R’ = 4-Nitrofenil 164.70
274: R = MOM 177.07 328: R’ = Metil 171.30
275: R =Me 177.97 329: R’ = Fenil 166.50
303: R=MEM 176.90 330: R’ = 3,5-Dinitrofenil 162.53
306: R = TBDMS 178.07 341: R’ = Vinil 166.23
308:R=H 184.27 342: R’ = 1-Propen-2-il 167.38

Bilesik 280 iizerinden elde edilmis tiirevlerde *H-NMR spektrumlarida C28 karbonuna
ve hidrojenlerine ait kimyasal kayma degerlerindeki farkliliklar Cizelge 5.2°de

goriilmektedir.

Cizelge 5.2. Bilesik 13 ve tiirevlerinin C28 ve H-28 kimyasal kayma degerleri

B H 3: ppm 0 = 3: ppm
] R C28 | H28a | H28b ] R C28 | H28a | H28b
L 28 jrs 28
13: R=OH 69.90 | 352 | 3.18 [ 165: R=OMe 80.93 | 3.35 | 2.87
117: R = OBz-4-NO; 72.65 | 4.39 | 3.88 | 166: R = OBU" 7794 | 333 | 2.85
118: R = OMs 76.94 | 4.18 | 3.70 | 167: R=OMOM 75.28 | 3.46 | 3.03
143: R=0OTs 3.87 | 3.48 | 168: R=OMEM 75.42 | 3.42 | 3.07
145: R=Br 5754 | 356 | 3.03 [ 173:R=0OCH,CH=CH, | 77.65 | 3.90 | 3.37
162: R = OAc 4.02 | 358 [174:R=0CH,C=CH | 77.73| 351 | 2.94
163: R = OBz 71.66 | 4.36 | 3.84 | 175: R = Akrilat 7120 | 419 | 3.72
164: R = OBz-3,5-diNO; | 73.68 | 4.50 | 3.97 [ 176: R = Metakrilat 7132 | 4.07 | 359
OH
— {,O\)\/OH 78.77 | 340 | 2.98 | 186: R= J(OV& 78.78 | 347 | 2.95
OAc OH
184: Re J[oy*\/m 78.77 | 335 | 292 | g0 p_ J[o\)\/m 7858 | 3.35 | 2.91

Cizelge 5.2°’de mesilat tiirevi bilesik 118 ve tosilat tiirevi bilesik 143’iin H28’e ait
kimyasal kayma degerlerine bakildiginda mesilat yapisinda bu hidrojenlerin daha asag:

alanda rezonans oldugu goriilmektedir. Bu da mesilat grubunun daha elektron ¢ekici bir
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grup oldugu ve dolayisiyla mesil kloriiriin tosil kloriirden daha reaktif oldugunu gdsterir.
Nitekim tosilat tiirevi bilesik 143’{in verimi %12 iken mesilat tiirevi bilesik 118’in verimi
%82’dir. Genellikle alkil eter tiirevlerinde H-28 kimyasal kayma degerleri yukar: alana
kayarken asetat, benzoat ve siilfonat gibi ester tiirevlerinde ise asagi alana kaymaktadir.
Benzoil, 4-nitrobenzil ve 3,5-dinitrobenzoil tiirevlerinde H28 kimyasal kayma degerleri
sirastyla 4.36-3.84 ppm, 4.39-3.88 ppm ve 4.50-3.97 ppm seklinde olup 3,5-
dinitrobenzoil tiirevinde iki nitro grubunun elektron ¢ekmesi benzoil tiirevine gore 0.5
ppm kadar kimyasal kayma farki ortaya cikartmistir. Akrilat ve metakrilat tiirevlerinde
ise metakrilat yapisindaki metil grubundan dolay1 metakrilat tiirevinde H-28 kimyasal

kayma degerleri ¢ok fark olmasa da akrilat tiirevine gore daha yukar1 alandadir.

Bilesik 118’in rasemik epiklorohidrin ile olan reaksiyonundan bilesik 177 diastereomer
karigimi olarak elde edildi. Diastereomerleri birbirlerinden ayirmak i¢in yapidaki epoksit
degisik reaktiflerle pargalanarak epoksit agilma iriinleri sentezlendi. Ancak epoksit
acilma triinleri de diastereomer karisimi olarak elde edildi ve saflastirilamadilar. Epoksit
acilma tirtinlerindeki OH grubu baz agil kloriirler ile esterlestirilmek istendi. Boylelikle
polarite ve dipol moment farki olusacak ve diastereomerler birbirlerinden ayrilacakti
ancak sadece asetil kloriir ile yapilan reaksiyondan netice alind1 ve 184 numarali bilesik
sentezlendi. 184 numarali bilesik kolon kromatografisi ile tek bir diastereomer olarak

ayrild.

Rasemik epiklorohidrin 1ile yapilan reaksiyondan elde edilen stereoizomerler
birbirlerinden ayrilamadiklart i¢in epiklorohidrinin saf enantiyomerleri olan R ve S
epiklorohidrin bilesikleri ticari olarak temin edildi ve reaksiyonlar saf izomerler

tizerinden yapildi.

Bilesik 13 ve R epiklorohidrin ile yapilan reaksiyondan bilesik 186 ve S epiklorohidrin
ile yapilan reaksiyondan ise bilesik 187 sentezlendi (Sema 3.59 ve Sema 3.60). Elde
edilen saf epoksit bilesikleri sodyum azid ile agilarak sirasiyla 188 ve 189 numarali kiral
azido alkoller elde edildi. Azido alkol yapisinda kiral OH grubunun konfigiirasyonu
epoksit yapisindaki konfigiirasyonun tersi olacak sekilde elde edildi. Burada

konfigiirasyon doniigiimiiniin sebebi kiral merkezdeki dncelikli gruplarin numaralarinin
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degismesidir. SN2 reaksiyonu gibi her hangi bir konfigiirasyon inversiyonu séz konusu
degildir. Sema 5.4’te bilesik 13 ve epiklorohidrin ile yapilan reaksiyonlar ve elde edilen

azido alkoller goriilmektedir.

Y/O
a” _ NaNy o
O jfﬁo MeCN/H,0
2 " OH
N3
187 (33S) (%74) 189 (33R) (473)

NaH N NaNj 0
THF 33 MCCN/HZO 3
Refliiks = O\w/éo r;LOH
48s F N;
13 186 (33R) (%87) 188 (33S) (%86)
VO
Cl} NaN,

28
O ﬁﬁo MeCN/H,0
32

177 (33RS) (%88) 179 (33RS) (%89)

Sema 5.4

Sema 5.4’te elde edilen 343 numarali bilesik sodyum azid diginda sodyum metoksit, ve
asidik ortamda su ile de parcalanarak iki farkli epoksit agilma {irlinii daha elde edildi.
Ancak bu iirlinler de azidoalkol 179 gibi diastereomerik karigim olarak elde edildiler.
Bilesik 179’un asetillenmesiyle elde edilen asetil tiirevi bilesik 184 tek bir stereo izomer
olarak saflastirildi. Bilesik 179’un 3,5-dinitrobenzoil tiirevi de sentezlenmek istendi
ancak bu bilesik elde edilemedi. Ayrica bilesik 179’un fenilasetilen ile 3+2 siklokatilma
tepkimesinden 1,2,3 triazol tiirevi bilesik 185 diastereomerik karisim olarak elde edildi

(Sema 5.5).
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H'/ H,0 -
0] 2 28 NaNj; 0 a
MeCN : O Nfiﬁo MeCN/H,0 : ,JM
32

|- OH = OH
HO - ' - N,
180 (R ve S) (%79) 177 (33RS) (%88) 179 (33RS) (%89)
<
© NaOMe/MeOH
rt, 125 Et;N, AcCl

0]

o o

HO

178 (R ve S) (%82) 184 (R veya S) (%44)

a: EiN, 3,5-dinitrobenzoil kloriir, CHCIj refliiks, 3g; b: NaH, 2-naftol, THF, refliiks, 7g
c: NaH, 3,4-dimetoksibenzil alkol, THF, refliiks, 3g.

Sema 5.5

5.3. a-Amirin’in Yeni ve Etkili Bir Yontemle Sentezi

Tez o6neri formunda a-amirin sentezi igin Onerilen sentetik yol reaksiyonlarda meydana
gelen olumsuz nedenlerden dolayr birgok kere degistirildi. Nihayetinde literatiirde
olmayan bir yontemle ursolik asitten baglayarak 3 basamakta ve yiiksek verimde amirin
sentezi yapildi. Sema 5.6’daki sentetik yol daha 6nce literatiirde yer almayan ve ilk defa
tarafimizdan tasarlanmis ve uygulanmig olup amirin sentezi i¢in olduk¢a dnemlidir.
Ursolik asit ile a-amirin’in ayn1 miktarinin ticari olarak fiyat kiyaslamasina bakacak

olursak a-amirin’in, ursolik asitten yaklasik 250 kat daha pahali oldugu goriiliir.

Sema 5.6’da meydana gelen 147 numarali bilesigin yan1 sira C3 pozisyonundaki sekonder
OH grubunun eliminasyona ugradig1 bir bilesik elde edildi. C3 pozisyonundaki OH
grubunun bilesik 165’in tek kristal X-1s1n1 yap1 analizinden elde edilen sonug referans

alinarak siklohekzan halkasinda ekvatoryal olarak yoneldigi goriilmektedir (Sekil 3.13).
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Bu sebepten dolayr da reaksiyon ortaminda yer degistirme iiriinii yerine eliminasyon

tirlinlin olugsmasi daha baskin gelmektedir.

Ursolik Asit Uvaol (2) (%93) 147 (%68)

— .

a: 1) LiAlH, THF, rt, N, 48s; 2) H,O
b: CBry PPh; MeCN, Refliiks, 2g

a—amirin (11) (%97) - (toplam verim %62)

Sema 5.6

5.4. Oksitlenmis Ursan Tiirevlerinin Sentezi

Ursolik asit ve tiirevlerinin A, B ve C halkasinda oksidasyon yapmak i¢in PCC, Jones
reaktifi, LDA-PhSeBr, CrOsve SeO.-TBHP gibi oksidasyon ajanlar1 kullanildi. PCC ve
Jones reaktifi ile yapilan oksidasyonlarda A halkasindaki C3-OH grubu keton yapisina

doniistiiriildii. Bu yontemle 27, 30 ve 121 numarali bilesikler sentezlendiler (Sema 5.7).

OMe
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CrOgz ve piridin birlikte kullanilarak allilik oksidasyon yapildi ve bu yontemle bilesik 149

sentezlendi (Sema 5.8).

OMe OMe

149 152

Sema 5.8
LDA ve PhSeBr kullanilarak alfa selenleme yapildiktan sonra H2>O> ile selenoksit
eliminasyonu {iizerinden bilesik 152 sentezlendi. Bilesik 152’nin sentezine yonelik
mekanizma Sema 5.9°da gériilmektedir. Once lityum enolat yapis1 192 olusmakta ve 195

tizerinden meydana gelen syn-eliminasyon neticesinde bilesik 152 elde edilmektedir.

- iPr,NH

O

Ph— s Hzoz Ph—Se

Ph Se

syn- ehmmasyon

Sema 5.9

Bilesik 152 farkli iki yontemle elde edildi. Birinci yontem sema 5.6’da goriilen
yontemdir. Ikinci yontemde ise Sema 5.9°da goriilecegi iizere SeO, ve TBHP
kullanildiginda ise benzer mekanizma ile syn-eliminasyon sonucu ¢, f-doymamis karbonil
bilesigi 152 elde edilmektedir.
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syn- eliminasyon
(6] (6]

196 152

Sema 5.10

SeO,-TBHP ile oksidasyon yapildiginda beklenenden farkli ve ¢ok sayida oksitlenmis
hatta diizenlenmis yeni ursan tiirevleri elde edildi. Bu yontemle elde edilen ve yapisi
belirlenen bilesikler 150-154 numarali bilesiklerdir (Sema 5.11). Bilesik 150 ve 151 ayn1
reaksiyondan elde edilirken bilesik 152—-154 bagka bir reaksiyondan elde edildi.

OMe

150 151 152

OMe

154

Sema 5.11

Bilesik 150 ve 153 laktonizasyon iiriinleri iken bilesik 151 ve 154 oksidatif diizenlenme
tirtinleridir ve bu {irlinlerin olusum mekanizmalar1 Sema 5.12°de goriildiigii gibidir.
Mekanizma literatiirdeki (Pradhan et al. 1987) benzer 6rnekler iizerinden uyarlanmistir.
Bilesik 30’un SeO2-TBHP (tert-butil hidroperoksi selenik asit) ile allilik
oksidasyonundan ara iirtin 197 meydana gelmektedir. 197 diizenlenerek tarakseren tiirevi

154’e doniismektedir. Burada bir metil kaymasmni takiben c¢ift bag C12-C13
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pozisyonundan C14-C15 pozisyonuna diizenlenmistir. Ayni sekilde bilesik 151°de bilesik
113 iizerinden meydana gelmistir. Bilesik 150 ve 153 ise ara iiriin 201 ve 202 {izerinden
olusmustur. Metil kaymasi meydana gelmeden ester oksijeni karbokatyon ile etkileserek

hidroliz sonucu laktonizasyon ger¢eklesmistir (Sema 5.12).

OMe  SeO,/TBHP

—_—_—

(HSeO,Bu’)

OMe

150 veya 153 201 veya 202 151 veya 154

Sema 5.12

5.5. Sentez Calismalarinin Sonucu

Yapilan reaksiyonlarda ursolik asitten hareketle toplam 57 adet ursan tiirevi triterpenik
bilesik yar1 sentetik olarak sentezlenmistir. Bu bilesiklerden 39 tanesi ilk defa
sentezlenmis olup bilinen 18 tiirevin birgogu ise daha once elde edilmistir. Yeni olan 39
bilesik 112, 117, 118, 137, 139-141, 143, 145, 147, 148, 150, 151, 159-169, 173-180,
184-190 numarali bilesiklerdir. Bu bilesiklerden 6zellikle 117, 118 ve 159 yiiksek in
silico NF-xB inhibisyon aktivitesi gostermistir. Bu 6zellikleri bakimindan ilag olma

potansiyelleri oldukea yliksektir.
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OMs OMs

118 159

Sema 5.13

5.6. Biyolojik Aktivite Calismalarinin Sonuclari

Sentezlenen triterpenlerden segilmis olan bazi tiirevlerin insan saglikli hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri in vitro olarak incelendi. Sitotoksisite deneylerinde
kullanilan triterpen tiirevleri 1, 2, 3, 13, 27, 60, 112, 113, 117, 142, 145, 157, 158 ve
159’dur. Bununla birlikte yine bazi secilmis triterpen tiirevlerinin hiicre i¢i ROS
seviyelerini arttirma Slgiileri tespit edildi. Son olarak 4 farkli triterpen molekiiliiniin 3T3

fibroblast insan saglikli hiicreleri tizerindeki genotoksik etkileri incelendi.

Sitotoksisite testlerinde saglikli hiicreler tizerine triterpenlerin 200, 100, 50, 25, 12,5 6,25,
3,125 ve 1,56 uM, konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri ilave edildi. Diisiik dozlarda prolifere
olan hiicreler yiiksek konsantrasyonda toksik etkiye maruz kaldilar ve canli hiicre
sayisinda azalma oldu. Hiicrelerin %50 canli kaldig1 noktada konsantrasyon ortalama 100
uM seviyesindedir. Yapilan ¢alismalarda 200 uM konsantrasyonda en az sitotoksisiteye
sahip olan triterpen tiirevi bilesik 142°dir. Bu sartlarda en yiiksek toksisiteye sahip olan
bilesik ise 145 olarak tespit edilmistir. 50 uM konsantrasyonda ise en az sitotoksisiteye
sahip olan triterpen tiirevi bilesik 142 en yliksek toksisiteye sahip olan bilesik ise 113’tiir.
in silico NF-«kB inhibisyon aktivitesi gosteren bilesik 117 de yiiksek konsantrasyonda

sitotoksitesi en diisiik triterpenler arasindadir.

Hiicre i¢i ROS diizeyindeki artisin tespitine yonelik ¢alismalar secilmis 5 triterpen
molekiili (1, 13, 60, 112, 113, ve 118) iizerinde denenmistir. Sonug olarak artan madde
konsantrasyonlariyla hiicre i¢i reaktif oksijen seviyesinin arttifi goriilmiistiir. ROS

diizeyini en az arttiran bilesik 118 numarali bilesiktir. Bilesik 118’in ROS diizeyine etkisi
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100 uM konsantrasyonda bile neredeyse diger bilesiklerin 25 pM’daki degerine esit

goriilmektedir. Triterpenlerin hiicre i¢i ROS seviyelerine etkisinin sonuglar1 sekil 4.9°da

verilmistir.

Genotoksisite ¢aligmalarinda kullanilan triterpenler 13, 60, 112, 113 ve 118’dir Calisma

sonucunda artan triterpen konsantrasyonlarinda hiicrelerde nekrozun ve apoptozun arttigi,

canli hiicrelerin azaldig1 izlenmistir.
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