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OZET

Anahtar kelimeler: Sildenafil, Vardenafil, Tadalafil, PDE-5 inhibitorleri, Erektil
disfonksiyon

Ereksiyon diizensizligi (ED) erkeklerde goriilen cinsel hastaliklarin basinda
gelmektedir. Fosfodiesteraz ailesi iginde PDE- 5 inhibitorleri erektil disfonksiyon
tedavisinde onemli rol oynamaktadir. Erektil disfonksiyonun ilk basamak tedavisinde
kullanilan PDE-5 inhibitorleri tigli tim diinyada kabul goérmiis olan sildenafil,
vardenafil ve tadalafildir. Bu inhibitorler selektiviteleri ve farmokinetikleri agisindan
farklilik gosterirler.

Bu calismada D-triptofan ile piperonal reaksiyona sokularak siklizasyon olugmasi
saglandi. Daha sonra olusan bilesik asetillendi. Son kademede tadalafilin farkli bir
tirevi sentezlendi. Olusan yapinm aydinlatilmasinda 'H NMR, ¥C NMR

spektroskopisinden yararlanilmaistir.
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SYNTHESIS OF PIPERON DERIVED NOVEL TADALAFIL

SUMMARY

Keywords: Sildenafil, Vardenafil, Tadalafil, Inhibitor of PDE-5, Erectile dysfunction

Erectile dysfunction (ED) is one of the most common sexual diseases in men. In the
phosphodiesterase family, PDE-5 inhibitors play an important role in the treatment of
erectile dysfunction. Three of the PDE-5 inhibitors used in the first-line treatment of
erectile dysfunction are sildenafil, vardenafil and tadalafil, all of which have been
recognized worldwide. These inhibitors differ in their selectivity and
pharmacokinetics.

In this study, cyclic reaction was induced by piperonal reaction with D-tryptophan.
The resulting compound was acetylated. In the last step, a different derivative of
tadalafil was synthesized. *H NMR and ¥C NMR spectroscopy were used to
illuminate the resulting structure.
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BOLUM 1. GIiRiS

Erektil disfonksiyon (ED), tatmin edici cinsel performans icin yeterli penil ereksiyon
elde etmek veya siirdirmek igin kalici yetersizlik olarak tanimlanmaktadir [1].
Sildenafilden 6nce, Yohimbin ve Trazodon en ¢ok basvurulan ancak kisith etkinligi
olan ilaglardi. 1998 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesinin (FDA) sildenafili
erektil disfonksiyonun tedavisinde uygun oldugunu belirttikten sonra ED’nin ilk
basamak tedavisinde fosfodiesteraz-5 (PDE-5) inhibitorlerinin kullanimi1 baslamigtir

[2].

Farkli izoformlara sahip 11 tane fosfodiesteraz enzim ailesi vardir. Her birinin ii¢
boyutlu yapi, kinetik 6zellikler, diizenleme modlari, hiicre i¢i lokalizasyon, hiicresel
ekspresyon ve inhibitor duyarliliklarindan farklidir [3]. PDE’lerden PDE-3, 4, 7 ve 8
siklik adenozin monofosfat’a (CAMP), PDE 5, 6 ve 9 siklik guanozin monofosfat’a
(cGMP) spesifiktir. Geri kalan PDE-1, 2, 10 ve 11 hem cAMP hem de cGMP’yi
etkilerler [4].

Sildenafil, vardenafil ve tadalafilin ED tedavisinde iistiin bir etkinlik ve giivenilirlige

sahiptir [5]. Bu molekiillerin genel yapisi Sekil 1.1.’de verilmistir [6].
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Sekil 1.1. PDE-5 inhibitorlerinin molekiil yapisi

Sildenafil, cGMP yikimini saglar. Bundan dolay: inhibisyonu dokuda cGMP artisina
neden olmaktadir [7]. Sildenafil ile yapisal benzerlikleri bulunan baska bir PDE-5
inhibitorii vardenafildir. 5, 10 ve 20 mg’lik kullanim dozlar1 vardir. Cinsel uyari

varliginda, alindiktan 30 dakika sonra etkisini gosterir. Plasma yar1 6mrii 4-5 saattir

[8].

Tadalafil yapisi, sildenafil ve vardenafilden farklidir. Kavernoz doku gevsemesi
yapmaktadir. Tadalafil, vareanafil'den daha yavas kana karigir [7]. PDE-5"e kars1
segiciligi PDE-6’ya kiyasla 700 kat, PDE-1-4 ve PDE-7-10’a kiyasla 10000 kat,
PDE-11"e kiyasla 5 kat daha fazladir [9].

Tadalafilin yapisal farklihigindan ve etkisinden dolay1 bu ¢alismada tadalafil tiirevi
sentezi yapilmaya calisildi. Olusan yapmin aydinlatilmasinda *H NMR ,3C NMR

spektroskopisinden yararlanilmstir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Fosfodiesterazlar Hakkinda Genel Bilgi

Fosfodiesteraz (PDE) hikayesi, 1886'da Henry Hyde Salter'in calismasiyla baglar.
1958'de yaymnlanan Earl Sutherland ve TedRall tarafindan yapilan ¢alismada, ilk
once karaciger ekstraktlarindaki 1sitya dayaniklt niikleotid, siklik adenozin
monofosfat (cCAMP)"1 ikincil bir haberci olarak tanimladi. Norotransmiterlerin ve
hormonlarin bir¢ok hiicresel etkisine aracilik ettigini ileri siirdi. cAMP kesfinden
sonra sican idrarinda  ikinci bir hiicre i¢i ikincil haberci, siklik guanozin

monofosfatin (¢cGMP) tanimlandi [10].

Siklik niikleotid fosfodiesterazlar, adenozin veya guanozin 3°,5’ siklik monofosfatin
3’ siklik fosfat baglarinin hidrolizini segici olarak katalize eden fosfohidrolazlardan

olusan bir ailedir [3].

Hiicresel diizeyleri, adenil veya guanilat siklazdan siklik niikleotid sentezi ve
PDE’ler ile siklik niikleotid yikim hizlarina gore diizenlenir. Ikincil haberci olan
CAMP ve cGMP'nin yikimindan sorumlu olan PDE’ler cAMP/cGMP’ nin hiicre i¢i

konsantrasyonlarinin diizenleyicisidir [4].

Farkli izoformlara sahip 11 farkli PDE ailesi var. Her birinin ii¢ boyutlu yapi, kinetik
ozellikler, diizenleme modlari, hiicre i¢i lokalizasyon, hiicresel ekspresyon ve
inhibitér duyarliliklarindan farklidir [3]. PDE-5 o6zellikle korpus kavernozumda
c¢GMP yolu iizerinde etkili oldugu bilinen enzimdir [11].

PDE inhibitoérlerinin kullanimi alan1 sadece erektil disfonksiyon (ED) ile sinirh
degildir. Kardiyak fonksiyonunun iyilestirilmesi, egzersiz kapasitesi, artmis kalp hizi

tizerindeki etkileri cesitli caligmalarla kanitlanmistir. Bunlarin damar genisletici



etkileri, arteriyel kan basincinda, kardiyovaskiiler hastaligi olan hastalar i¢in oldukca

faydali olabilecek bir azalmaya neden olabilir [12].

2.2. Fosfodiesteraz-1 izoenzimi

PDE-1 veya CaM-PDE &zellikle Ca®/kalmodulin (CaM) kompleksi tarafindan
uyarilir, Ca?* ve siklik niikleotitler arasinda dogrudan karsilikli etkilesim saglayan
tek ailedir. Farkli genlerin tiriinleri, PDE-1'in (A, B ve C) farkl alt tipleri ve bunlara
bagli varyantlari, cAMP, cGMP'yi kalsiyum ve kalmoduline duyarliliklar hidrolize
eder [13].

Nimodipin, 1C86340, 1C224, 1C295, diyoklen, KS-505a, vinposetin PDE-1’¢ 6zgii
inhibitorleridir. Substrat olarak cCAMP, cGMP etki eder [14].

PDE-1 izoenzimlerinin bulungu dokular; diiz kas, kalp, akciger, beyin, sperm,
ndronlar, akyuvarlar ve diiz kaslarda makrofajlar ve akyuvarlarda, beyin, gelisen diiz

kaslar, spermatitler koku alma dokusu seklindedir [3].

2.3. Fosfodiesteraz-2 izoenzimi

PDE-2, Beavo ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir. Sigir kalp, adrenal doku,

karaciger ve beyin korteksinden saflagtirilmigtir [15].

PDE-2, vaskiiler diiz kastan yoksun ama endotel hiicrelerinde bulunur. Hem cAMP'
yi hem de cGMP'yi hidrolize eder. Allosterik olarak cGMP tarafindan aktive edilir
[16].

EHNA, BAY-60-7750, PDP, 1C933, oksidol, ND7001 PDE-2’¢ 6zgii inhibitorlerdir.
Substrat olarak cAMP, cGMP etki eder. cGMP uyarimlidir [13,17].

PDE-2 izoenzimleri fonksiyon olarak; bobrek tistii bezlerinden aldosteron salinimini

kontrol eder, néronlarda ¢cGMP’nin, uzun donem hafiza ve endotel hiicrelerinin



enflamatuar kosullar altinda bariyer fonksiyonunu diizenler. PDE-2 izoenzimlerinin

dokulara dagilimlari; adrenal bez, beyin, kalp, trombosit seklindedir [3].

2.4. Fosfodiesteraz-3 izoenzimi

PDE-3 ailesi izoformlari, 6zellikle fizyolojik fonksiyonlar1 ve ilag hedefleri olarak
kullanimlar1 bakimindan kapsamli bir sekilde calisilmistir. PDE-3 ailesinin ayirt

edici biyokimyasal 6zelligi hem cAMP'yi hem de cGMP'yi hidrolize edebilmesidir.

PDE-3A kalp kasilmasini diizenleme, vaskiiler diiz kas kasilmasi PDE-3B insiilin
sinyalizasyonu, hiicre dongiisii/gelisimini diizenlemede etkilidir. Kalp, vaskiiler diiz

kas, yag hiicresi, karaciger hiicresi, bobrekte bulunur [3].

Inhibitérleri; kilostamid, milrinon, siguazodan, kilostazol CI 930” dir [17].

2.5. Fosfodiesteraz-4 izoenzimi

PDE-4, cAMP’ye ozgiidiir. Iltihapli hiicreler, iltihapli hava yollar1 hastaliginda
baskin izoenzimdir. Solunum yolu diiz kaslarinda, beyin ve kardiyovaskiiler
dokularda bulunur. Tanimlanmig 35'ten fazla izoformu olan en biiyilk PDE alt
ailesidir [10]. PDE-4 enzimleri ailesi 4 ayr1 gen tarafindan kodlanir. Bunlar PDE-4A,
PDE-4B, PDE-AC, PDE-4D’dir [18].

PDE-4A bircok dokuda bulunan mRNA ile ifade edilir. Koku alma sistemi,
bagisiklik hiicreleri, testis ve beyinde bulunur. PDE-4B beyin ve immiin hiicrelerinde
bulunur. PDE-4C akcigerde, testiste ve esas olarak noronal kokenli birkag hiicre
bulunur. PDE-4D mRNA yaygin olarak dagitilmis ve ¢esitli dokularda bulunmustur.
Varyantlarin ekspresyonu spesifik dokulara ve bolgelere lokalize goriiniiyor;
varyantlar birgok yaygin kullanilan hiicre hattinda (HEK293, COS) ve enflamatuar

hiicrelerde bulunur [3].



Inhibitorleri; rolipram, roflumilast, silomilasttir. Rolipram, cAMP yiikselmesinin,
merkezi sinir sisteminde noradrenerjik ndrotransmisyonu arttirdigi icin, depresyon
tedavisi igin gelistirilmistir. Etkili bir antidepresan oldugunu kanitlasada, yan etkileri
klinik gelisimini sonlandird1 [10]. KOAH tedavisinde, silomilast ve roflumilastin
onemli antiinflamatuvar etkileri ve klinik etkileri umut veren farmakolojik ajanlar

olduklari sdylenebilir [19].

2.6. Fosfodiesteraz-5 izoenzimi

PDE-5 enzimi Corbin ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur. Herbiri yaklagik

100.000 dalton agirliga sahip iki alt yapidan olusan enzim homodimer yapidadir [20].

Iki alt iinitesinin katalitik ve diizenleyici ozellikleri olan etki bdlgeleri vardir.
Katalitik boliim PDE-5i i¢in hedef bolgedir ve cGMP nin baglanacagi bir boliimii de
igerir. cGMP bu noktaya baglandigi zaman hemen yakininda bulunan katalitik bolge
5’-GMP’ye doniisiir ve boylece cGMP nin etkisi sonlanir. PDE-5’leri yapisal olarak
cGMP’ ye benzedikleri i¢in bu bolgeye baglanirlar. Boylece katalitik aktivite PDE-

5i’lerini par¢alayamaz ve cGMP’nin etkisi devam eder [21].

Korpus kavernozum diiz kasinda, ¢izgili kaslarda, damarlara ve i¢ organlara ait diiz

kaslarda, trombositlerde, bobreklerde, akcigerde ve beyincikte bulunur [22].

2.6.1. Fosfodiesteraz — 5 izoenziminin etki mekanizmasi

NO korpus kavernozum diiz kas1 i¢inde artar. cGMP’nin aktivasyonunu hizlandirir,
cGMP etkinligi artirilarak ereksiyon kolaylastirilmaktadir. Unutulmamasi gereken,
bu ilaglarin etkilerinin ortaya ¢ikabilmesi igin NO olusmasi ve sitoplazmada c-GMP
diizeyinin artmasinin gerekmesidir. Norojenik ED hastalarinda NO’nun olusma yolu

bozuktur. PDE-5 inhibitorlerinin etkileri kisith olmaktadir [2].



2.6.2. Fosfodiesteraz — 5 inhibitorleri

1998 yilinda Fosfodiesteraz-5 (PDE-5) inhibitorlerinin kesfi, ED tedavisinde doniim
noktasint olusturmustur. Kesif edildiginden bu yana; PDE-5 inhibitorleri kolay
kullanim, etkinlik, tolere edilebilir yan etki profili ile ED tedavisinde ilk se¢enek

olarak yer almaktadir [23].

Giinlimiizde klinik kullanimda ii¢ farkli PDE-5 inhibit6rii bulunmaktadir. 1998
yilinda Sildenafil (Viagra), Agustos 2003 tarihinde Vardenafil (Levitra), Kasim 2003
tarihinde ise Tadalafil (Cialis) FDA onay1 almistir [24].

2.6.3. Sildenafil

ED tedavisinde sildenafil kabul gormeden once, alfa adrenerjik reseptor
antagonistleri (Yohimbin) ve serotonin reseptor agonistleri (Trazodon) en ¢ok bas
vurulan ancak kisith etkinligi olan ilaglardi. Sildenafil, 1998 yilinda ABD’de
FDA’nin erektil disfonksiyonun (ED) tedavisine uygun buldu. ED’nin ilk basamak

tedavisinde fosfodiesteraz-5 (FDE-5) inhibitorlerinin kullanimi baglamustir.

(@]
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Sekil 2.1. Sildenafil sitratin molekiil yapisi

Sildenafil, PDE-5 enzimine cGMP’ye gore 1000 kat daha yiiksek afinite baglanir.
Sitoplazma i¢indeki cGMP’nin PDE-5 enzimine baglanmasini ve katalize olmasini

engeller. cGMP etkinliginin artmasina yol agar [2].



Sildenafil, alindiktan 30-60 dakika sonra etkisini gosterir. Dozlar1 25, 50 ve 100
mg’lik olup genellikle 50 miligramlik tabletle tedaviye baslanir. Yanita ve yan

etkilere gore doz ayarlamasi yapilir [5].

Ortalama yar1 omrii 4 saattir. Etkisi 12 saat stirer [25]. Sildenafilin yan etkileri; bas

agrisi, dispepsi, kizarma ve anormal gérmedir [26].

Molekiil formiilii C2gH3sNeO11S , molekiil agirhigi 666.703 g/mol’diir. Uluslararasi
Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’ne gore agik adi 5-[2-etoksi-5-(4 metilpiperazin-
1-il)sulfonilfenil]-1-metil-3-propil-6H-pirazolo[4,3-d]primidin-7on;2 hidroksipropan
- 1,2,3-trikarboksilik asittir [27].

2.6.4. Vardenafil
Vardenafil HCI renksiz, kristalize bir maddedir. Molekiil agirligr 579.1 gr/mol’diir.

Suda 0.1 mg/ml oraninda ¢6ziiniir. Kimyasal formiilii C23H32NeO4S.2HCI,
C23H34Cl2NsO4S dir [28].
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Sekil 2.2. Vardenafilin molekiil yapisi

ikinci PDE-5 inhibitorii olan vardenafil, 2003 yilinin agustos aymnda Levitra™ ticari
adiyla, piyasaya siiriilmiistiir. Penil korpus kavernozumdaki en belirgin PDE olan

cGMP'ye 6zgii fosfodiesteraz tip 5'in (PDE-5) gii¢lii ve secici bir inhibitdriidiir.

Vardenafil ED tedavisi igin Ozellikle tasarlanmistir. Segiciligi, farmokinetigi
bakimindan sildenafil'den farklidir. Vardenafilin PDE-5"e kars1 segiciligi, PDE-6’ya


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C28H38N6O11S

kiyasla 15 kat, PDE-1’e kiyasla 130 kat, PDE-11’¢ kiyasla 300 kat ve PDE-
2,3,4,7,8,9,10’a kiyasla 1000 kat daha fazladir. Vardenafil hizli bir sekilde emilir,
alindiktan 8-18 dakika sonra saptanabilir. Plazma seviyeleri 15 dakika ile 3 saat

arasinda belirtilen en yiiksek plazma konsantrasyonlarina ulasir [29].

Bas agrisi, kizariklik, dispepsi (fonksiyonel hazimsizlik), nazal konjesyon (burun

tikaniklig1), bas donmesi, gérme sorunlari, isitme kaybi goriilen yan etkileridir [30].

Vardenafilin etki mekanizmasi, cinsel uyar1 korpus kavernozumda nitrik oksit (NO)
salmimi baslar. Guanilsiklaz enzimini uyarir. Uyarim sonucunda ¢cGMP seviyesi
artar. Artan cGMP diizeyleri diiz kas gevsemesini (vazodilatasyon) saglar. Sertlesme
gerceklesir. Penisin gevsemesini ise PDE-5 saglar [31].

2.6.5. Tadalafil

Sildenafil ve vardenafilden farkli molekiil yapisina sahiptir. Her {i¢ii de heterosiklik
nitrojen igeren ¢ift halkali sisteme ve santral halkaya sahiptir. Bu santral halka cGMP
analogudur. Ilaglarin PDE-5’in katalitik bdlgesine yarismali baglanmasini saglar.
Tadalafil bir ®-carboline-type PDE-5 inhibitorii olarak farklilik gosterir, sildenafilin

yapisindaki hidantoin halkasinin modifiye bir formu olan piperazinedione halkasina

sahiptir [32].
o}
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Sekil 2.3. Tadalafilin molekiil yapisi

Yeni bir fosfodiesteraz tip 5 enzim inhibitoérii olup kavernoz doku gevsemesi

yapmaktadir. Sildenafil ve vardenafil’e kiyasla daha yavas kana karigir. Maksimum
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kan diizeyine 2 saatte ulasilir. Tadalafil'in yarilanma 6mrii, 17,5 saat olup 36 saat

boyunca etkinlik saglar [7].

Yiiksek tansiyon ilaglariyla alinabiliyor olmasi [33], kalp krizi riskinin bulunmamasi,
gorme bozukluluguyla ilgili yan etkisinin bulunmamasi, antikanser ilaglarla
kullanilabiliyor olmasi [34], prostat kanserine kars1 etkinliginin olmasi [35], diger iki

inhibitore gore daha ¢ok tercih edilmesine sebep olur.

Formiilii C22 Hig N3 O4 olan tadalafilin Uluslararast Temel ve Uygulumali Kimya
Birligi'ne gore ag¢ik adi (6R-trans)-6-(1,3-benzodioksol-5-il)-2,3,6,7,12,12a
hekzahidro-2-metil-pirazino [1°,2”:1,6] pirido [3,4-b] indol-1,4-dion’dur ve
molekiiler agirhigi 389,404 g/mol’diir [36].

Tadalafilin etki mekanizmasi, nitrik oksit (NO), damar endotel hiicrelerinden salinir.
Guanilatsiklaz enzimini uyarir. CGMP diizeyini arttirir. Diiz kaslarda gevseme ve
damarlarda genisleme saglar. PDE-5 ise cGMP’yi hidrolize ederek inaktif hali olan
GMP’ye dontstiirtir. PDE-5 inhibitorleri inaktivasyonu ortadan kaldirirarak, cGMP
diizeyinde artig saglar [37].

2.6.5.1. Tadalafilin farkh sentez yontemleri

Seciciligi ile dikkat ceken tadalafilin giiniimiizde pek ¢ok farkli sentez yontemleri

vardir. Gelistirilen her tadalafil sentezindeki basamaklar farklilik gosterir.
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Sentez yontemlerinden bir tanesi Sekil 2.4.’te gosterilmistir [6].
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Sekil 2.4. Tadalafil sentez yontemi



12

Bagka bir tadalafil sentezi Sekil 2.5.”te verilmistir [38].
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Sekil 2.5. Tadalafil sentezi (Reaktifler: i, TFA, CH2Clz, CH3OH, rt, 4 giin; ii, oksiran, CHsOH, rt, 5 — 7 giin)

2.7. Fosfodiesteraz-6 izoenzimi

PDE-6 retina  fotoreseptorlerinde  siklik GMP  fosfodiesteraz ~ (PDE),
fototransdiiksiyonda anahtar bir enzimdir [39]. Fotoreseptore 6zgii oldugu diistiniilen
15182 duyarli PDE-6'nin, hem RNA hem de protein seviyelerinde, meme kanseri
hiicre ¢izgileri ve hastalarin meme kanseri dokularinda spesifik oldugu yapilan

caligmalarda ortaya ¢ikmistir [40].

PDE-6 hem yapisal olarak hem de biyokimyasal ozelliklerinde PDE-5 ile bazi
benzerlikleri paylasmaktadir. iki enzimde katalitik bolgede bir substrat olarak CAMP
yerine cGMP'yi tercih eder. PDE-5 ve PDE-6 katalitik mekanizmalari, muhtemelen
yapisal bir rol oynayan ¢inko iyonlar i¢in yiiksek afinite baglanma bdlgeleri de dahil

olmak iizere iki degerli katyonlar icin bir gereksinimi paylasir. Her ikiside
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diizenleyici GAF alanlarinda yiiksek afiniteye sahip cGMP'yi baglar. PDE-5 secici
farmakolojik inhibitor, PDE-6 katalizini kuvvetle inhibe eder [41].

Yapisal olarak iliskili oldugundan, PDE-5’i inhibe eden bilesikler PDE-6 ile
etkilesim halindedir. Zaprinast ve dipiridamol PDE-5 gibi potansiyel olarak PDE-
6’y1 inhibe eder. Inhibitdrleri; sildenafil, zaprinast, dipiridamol, papaverin’dir [15].

PDE-6A/B retinanin fotoreseptor katmanindaki ¢omak hiicreler, beyin epifizinde
bulunur. PDE-6C retinanin fotoreseptor katmanindaki konik hiicreler ve beyin

epifizinde bulunur [3].

2.8. Fosfodiesteraz-7 izoenzimi

PDE-7 bir cAMP’ye spesifik enzimidir. PDE-7A ve PDE-7B olmak {izere 2 olarak
gen tanimlanmistir. PDE-7A 3 izoforma sahiptir. PDE-7A1 esas olarak T hiicreleri
ve beyinde bulunur. PDE-7A2 ise kas hiicreleri dahil olmak tizere bir dizi hiicre
tipinde ve PDE-7A3 cd** T hiicrelerini aktive eder [18].

PDE-7B Sicanlarin beyin, kalp, karaciger, iskelet kasi, pankreas, testisinde mRNA
bulunmustur. PDE-7B3 ifadesi kalp ile smirlandirilmigtir. PDE-7B2 ise sadece
testiste bulunmustur, PDE-7B1 coklu dokularda ifade edilir. Inhibitorleri; BRL
50481, 1C242’dir [3].

2.9. Fosfodiesteraz-8 izoenzimi

PDE-8, PDE-4’ten 40 kat daha fazla yiiksek afiniteye sahip cAMP ig¢in ¢ok
spesifiktir. Rolipram ve sec¢ici olmayan PDE inhibitorii IBMX' e duyarsizdir. Bilinen
tek PDE-8 inhibitorii, bilesik PF049573225'ir [13].

PDE-8 ailesinin iki liyesi yakin zamanda tanimlanmistir. Bu iki izozim arasindaki en
onemli fark doku dagilimlaridir. Northern analizi ile, PDE-8B'nin beyin dokusunda

daha diisiik seviyelerde bulunmasina ragmen, tiroid bezinde bulunur. PDE-8A' nin
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birgok insan dokusunda yaygin sekilde ifade edildigi gosterilmistir. Bu enzimin

fonksiyonel etkileri agisindan az sey bilinmektedir [42].

2.10. Fosfodiesteraz-9 Izoenzimi

PDE-9, 1998 yilinda ayn1 anda ve bagimsiz olarak, Soderling ve ark. ile Hayashi ve

ark. tarafindan tanimlanmustir [15].

PDE-9, beyin, dalak, iskelet kaslari, idrar yolu ve korpus kavernozumda oldugu ifade
edilen yeni tanimlanmis bir izozimdir. PDE-9 inhibitorleri, Alzheimer hastaliginin
tedavisi i¢in potansiyel tedavi edici olarak biiyiik ilgi gérmistir. PDE-9
inhibitorlerinin idrar dokusunda hiicre i¢i cGMP seviyelerinin arttiritlmast yoluyla
idrar yolu yanma tedavisinde etkili oldugu umut olmustur. PDE-9 inhibitorii olarak
tarif edilen BAY 73-6691'in, insan ve murin PDE-9 i¢in yiiksek afiniteye ve diger
PDE'lere kars1 in vitro yiiksek segicilige sahip oldugu bulundu [43].

2.11. Fosfodiesteraz-10 izoenzimi

PDE-10 yalnizca bir gen iiyesi olan PDE-10A vardir. PDE-10A proteini, 6ngoriilen
transmembran alanlar1 olmayan tek bir amino asit zincirinden olusur [44]. PDE-10

inhibitorlerinin sizofreni ve Parkinson hastaligi i¢in gelistirilme asamasinda olduklari

bildirilmektedir [3].

PDE-3 ailesinin aksine, bu aile cAMP i¢in ¢cGMP'den daha yiiksek bir afiniteye
sahiptir. Genellikle papaverine ve daha az oranda zaprinast ve IBMX'e duyarlidir.
TP-10 ve MP-10 kuvvetli spesifik PDE-10 inhibitorleridir [13]. Testis, tiroid bezi
beyin (putamen ve kaudal sinir) de bulunur [45].

2.12. Fosfodiesteraz-11 izoenzimi

PDE-11, standart adlandirmaya gore PDE11A olarak bilinir. Dort ekleme varyanti
(PDE11A1, PDE11A2, PDE11A3 ve PDE11A4) bulunan tek bir gen vardir.
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Incelenen tiim memeli tiirlerinde goriinmektedir. PDE-11A, hem cAMP hem de
cGMP'ye etki eden ¢ift substratli bir PDE'dir. Birka¢ PDE-11 inhibitorii tanimlanmis
ve test edilmistir. Secici olmayan inhibitdrlerin IBMX, zaprinast ve dipiridamoliin
PDE-11'i inhibe ettigi belgelenmistir. Dokulara dagilimi iskelet kasi, kalp, korpus
koversiyum, prostat, testiste bulunur [46].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan ¢6ziicii uzaklastirma islemlerinde HEIDOLPH Labaroto 4000
marka doner buharlastiric1 cihaz kullanildi. Is1 kaynagi olarak IKA Labortechnic
markalt cihaz kullanildi. Tartimlarda kullanilan hassas terazinin adi OHAUS
Analytical’dir. 'H NMR, 13C NMR spekturumlart 6lgiimiimde VARIAN marka
Infinity Plus model 300 MHz’lik NMR cihazi kullanildi.

Kullanilan ¢oziicii ve kimyasallar Sigma, Merck, Fluka’dan satin alinmigtir.

3.2. Sonu¢ Alinan Deneysel Calismalar

3.2.1. D-triptofan metil esterinin halkalagsmasi

[k énce 25 ml’lik reaksiyon balonuna 1 mmol D-triptofan metil esteri ve 1 mmol
piperonal alindi. Daha sonra 1: 20 oraninda nitrometan eklendi. Reaksiyon manyetik
karistirict ile birlikte 6nceden 90°C’ye ayarlanan yag banyosuna yerlestirildi. 24 saat

reflaks edildi. Reaksiyon sonunda karisim sogutuldu. Karigimin kati1 kismi balondan

ayrilip kurumaya birakildi. Reaksiyon semasi Sekil 3.1.°de verilmistir.
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NH,

Sekil 3.1. D-triptofan metil esterinin halkalagmasi

3.2.2. Olusan bilesigin asetillendirilmesi

Bir dnceki basamakta olusan maddeden 1 mmol reaksiyon balonuna alindi. Igine 10
ml CH2Cl ve 2 mmol trietilamin reaksiyon balonuna eklendi. Sicaklik buz banyosu
yardimiyla 0°C’ye diisiiriildi. Son olarak 1 mmol kloroasetil kloriir yavas yavas
eklendi. Ve reaksiyon 30 dakika karigmaya birakildi. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra karigim ayirma hunisine alinipp CH2Cl; ile ekstraksiyon yapildi. Ve organik
fazin ¢oziiclisii evaporatdorde buhaglastirildi. Reaksiyon semast Sekil 3.2.°de

verilmistir.
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Sekil 3.2. Olusan bilesigin asetillendirilmesi

3.2.3. Pirepon tiirevli tadalafil sentezi

Ik olarak 50 ml’lik reaksiyon balonuna 1 mmol asetilli iiriin ve 1 mmol
piperonilamin konuldu. Daha sonra 2 mmol tri etilamin ve ¢6ziicii olarak metanol
1:10 oraninda eklendi. Reaksiyon yag banyosunda manyetik karistrici ile 1 gece
reflaks edildi. Reaksiyon sonlandiginda balon buz banyosuna konuldu. Coken kisim
stiziildii, eterle yikandi ve kurumaya birakildi. Reaksiyon semasi Sekil 3.3.°te

verilmistir.
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Sekil 3.3. Piperon tiirevli tadalafil sentezi

3.3. Sonu¢ AliInamayan Deneysel Calismalar

3.3.1. Etil 2,4-dioksoheptanoat sentezi

Sodyum (11,5 g, 0.5 mol), 0°C’ye kadar sogutulan 180 ml susuz etanolde ¢oziildii.
0°C’de karisan ¢ozeltiye 2-Pentanon (53 ml, 46.06 g, 0.5 ml) yavas¢a eklendi. 20
dakika sonra dietil okzalat (68 ml, 73.03 g, 0.5 mol) 1,5 saat boyunca yavas yavas
eklendi. 20 dakika sonra ¢ozelti oda sicakliginda 36 saat karigmasi i¢in birakildi.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra etanol evaporatdrde uzaklastirildi. Kalint1 dietil
eter ile alindi, soguk 2N HCI (300 ml) yavasg¢a eklendi. Faz ayrimindan sonra sulu
faz MTBE ile ekstraksiyon yapildi. Organik fazlar birlestirilip su ve tuzlu su ile
yikandi, MgSOs kurutuldu, ¢oziicii evaporatdrde uzaklastirildi. Reaksiyon semasi

Sekil 3.4.’te verilmistir.



20

II]

/\G/H\H/D\//
O 8] o
0
> /\J\/HY \\///
8]

Sekil 3.4. Etil 2,4-dioksoheptanoat sentezi

3.3.2. Etil 2,4-dioksoheptanoat’a metil hidrazin katilmasi

Etil 2,4-dioksoheptanoat (88.88 g, 0.47 mol) reaksiyon balonuna alindi ve {izerine
710 ml asetik asit, 710 ml metoksietanol eklendi. Daha sonra metil hidrazin (0.95
mol) 10 dakika ararlikla {i¢ par¢a sekilde eklendi. 105°C’de 3,5 saat reflaks edildi.
Reaksiyon tamamlandiktan sontra sogumaya birakildi, soguduktan sonra ¢oziicii
evaporatdrde uzaklagtrildi, kalan kisim etil asetat ile ekstraksiyon yapildi. Organik
faz MgSOs kurutuldu, ¢oziicii evaporatorde uzaklastirildi. Kromatografik silika
tarafindan 8:2 hegzan/etil asetat ile elde edilen iiriin saflastrildi. Reaksiyon semast

Sekil 3.5.’te verilmistir.
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Sekil 3.5. Etil 2,4-dioksoheptanoat’a metil hidrazin katilma tepkimesi
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3.3.3. Metil hidrazinli bilesigin 6N HCl ile tepkimesi

1 mmol metil hidrazinli bilesige 11 ml 6N HCI eklendi ve bir gece reflaks edildi.
Reaksiyon soguduktan sonra su evaporatérde uzaklastirildi. Kalint1 ilk metanol ile
yikanip metanol uzaklastrildi. Daha sonra etil asetat ile yikandi ve etil asetat

uzaklastirildi. Reaksiyon semasi Sekil 3.6.’da verilmistir.

/

Sekil 3.6. 1-metil-3-propil-1H-pirazol-5-karboksilik asit sentezi

3.3.4. Olusan karboksilik asitin SOCI: ile tepkimesi

0.5 gram 1-metil-3-propil-1H-pirazol-5-karboksilik asit’e 1.5 ml SOCI, ve 1 damla
DMF eklenerek 4 saat reflaks edildi. Reaksiyon soguduktan sonra SOCI; evaporator
yardimiyla uzaklastirildi. Havayla temas etmemesi i¢in agzi1 sikica kapatildi.

Reaksiyon semasi Sekil 3.7.’de verilmistir.

/ /

N N

‘ // OH > ‘ / Cl

Sekil 3.7. 1-metil-3-propil-1H-pirazol-5-karbonil kloriir
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3.3.5. D-triptofan metil esterinin halkalasmasi

[k énce 25 ml’lik reaksiyon balonuna 1 mmol D-triptofan metil esteri ve 1 mmol
piperonal alindi. Daha sonra 1: 20 oraninda nitrometan eklendi. Reaksiyon manyetik
karistirici ile birlikte 6nceden 90°C’ye ayarlanan yag banyosuna yerlestirildi. 24 saat
reflaks edildi. Reaksiyon sonunda karisim sogutuldu. Karisimin kati1 kismi balondan

ayrilip kurumaya birakildi. Reaksiyon semas1 Sekil 3.8.’de verilmistir.

o] 8]

v

Sekil 3.8. D-triptofan metil esterinin halkalasmasi

3.3.6. Olusan bilesigin asetillendirilmesi

Bir 6nceki basamakta olusan maddeden 1 mmol reaksiyon balonuna alind1. igine 10
ml CH2Cl2 ve 2 mmol trietilamin reaksiyon balonuna eklendi. Sicaklik buz banyosu
yardimiyla 0°C’ye diisiiriildii. Son olarak 1 mmol kloroasetil kloriir yavas yavas
eklendi. Ve reaksiyon 30 dakika karigsmaya birakildi. Reaksiyon tamamlandiktan

sonra karigim ayirma hunisine alinip CH2Cl; ile ekstraksiyon yapildi. Ve organik
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fazin ¢oziiclisii evaporatdorde buhaglastirildi. Reaksiyon semast Sekil 3.9.°da

verilmigtir.
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Sekil 3.9. Olusan bilesigin asetillendirilmesi

3.3.7. Asetilli iiriin ile hidrazin tepkimesi

Ik olarak 50 ml’lik reaksiyon balonuna 1 mmol asetilli iiriin ve 1 mmol hidrazin
konuldu. Coziicii olarak metanol 1:10 oraninda eklendi. Reaksiyon yag banyosunda
manyetik karistrict ile 1 gece reflaks edildi. Reaksiyon sonlandiginda balon buz
banyosuna konuldu. Coken kisim siiziildii. Reaksiyon semasi Sekil 3.10.’da

verilmistir.
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Sekil 3.10. Asetilli {iriin ile hidrazin tepkimesi

3.3.8. N-pirazol tiirevli tadalafil tiirevi sentezi

flk olarak 50 ml’lik reaksiyon balonuna 1 mmol 1-metil-3-propil-1H-pirazol-5-
karbonil kloriir ve 1 mmol Sekil 3.10°da sentezlenen iiriin konuldu. I¢ine 10 ml
CH2Cl2 ve 2 mmol trietilamin reaksiyon balonuna eklendi. Sicaklik buz banyosu
yardimiyla 0°C’ye diisiiriildii. Ve reaksiyon 1 saat karigsmaya birakildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra karisim ayirma hunisine alinipp CH2Cl, ile ekstraksiyon
yapildi. Ve organik fazin ¢oziiciisii evaporatdrde buhaslastirildi. Reaksiyon semasi

Sekil 3.11.’de verilmistir.



Sekil 3.11. N-pirazol tiirevli tadalafil sentezi
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Spektral Datalar

(1R,3R)-metil 1- (benzo [1,3] dioksol-6-il)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-prido[3,4b] indol-3-
karboksilat: *H NMR (CDCls, 300 MHz) & : 10.84 (1H, s), 7,55 (1H, d), 7.30 (1H,
d), 7.03 (4H, m), 6.96 (1H, s), 6.10 (2H, s), 4.76 (1H, s), 3.85 (3H, s); °C NMR
(CDCls, 75 MHz) 6 : 21.8, 52.2, 52.6, 52.7, 101.4, 107.8, 110.3, 111.3, 118.8, 120.0,
122.8, 123.3, 126.5, 129.8, 132.9,136.6, 147.6, 147.8, 167.2, 170.3. Spektrumlar ek

1’de verilmistir.

(1R,3R)- metil 1-(benzo [1,3] dioksol-5-il)- 2 -(2-kloroasetil)- 2,3,4,9-tetrahidro-1H-
prido [3,4b] indol-3-karboksilat: *H NMR (DMSO, 300 MHz) § : 10.84 (1H, s), 7,54
(1H, d), 7.51 (1H, d), 7.28-7.01 (2H, m), 6.80 (2H, t), 6.62 (1H, s), 5.94 (2H, d), 5.19
(1H, d), 4.83 (1H, d), 4.44 (2H, d), 3.15 (2H, s), 3.02 (3H, t); °C NMR (DMSO, 75
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MHz) 5 : 21.6, 43.9, 51.9, 52.5, 52.9, 55.6, 101.7, 106.9, 108.3, 109.7, 111.9, 118.8,
119.7, 122.2, 123.0, 126.4, 130.5, 134.2, 137.0, 147.3, 147.6, 167.4, 171.1.
Spektrumlar ek 2’de verilmistir.

Piperon tiirevli tadalafil: *H NMR (DMSO, 300 MHz) & : 11.08 (1H, s), 7,54 (1H, d),
7.30 (1H, d), 7.05-6.98 (2H, m), 6.86 (3H, d), 6.74 (3H, d), 6.17 (1H, s), 5.97-5.90
(4H, d), 4.63 (1H, d), 4.40 (2H, m), 4.15 (2H, t), 3.15 (1H, s); *C NMR (DMSO, 75
MHz) ¢ : 23.2, 31.3, 46.3, 48.8, 50.0, 55.5, 56.0, 101.7, 105.2, 107.4, 108.7, 108.9,
109.0, 112.0, 118.8, 119.6, 121.9, 122.1, 126.4, 130.8, 134.5, 136.7, 137.4, 146.8,
147.3, 147.8, 148.1, 167.3, 167.7. Spektrumlar ek 3’te verilmistir.



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

ED tedavisinde kullanilan PDE-5 inhibitorlerinden tadalafil; sildenafil ve vardenafile
gore yan etkisinin az olmasi, etki siliresinin uzun olmasi, segiciliginden dolay1

tadalafil tiirevlerinin sentezine kars1 ilgiyi arttirmistir.

Yapilan arastirmalar ve bulgular sonucunda tadalafilin sildenafile gore kalp krizi
riskinin daha az oldugu, PDE-6’y1 daha iyi inhibe ettigi i¢in ilac1 kullananlarda
gorme ile ilgili olan problemlere neden olmamaktadir. Kanser ilaciyla

kullanildiginda ilacin etkisini azaltict bir yan etkisi bulunmamistir.

Bu calismayla, aldehit ve D-triptofan metil esterinden yola cikilarak literatiirde

bulunan sentez yontemlerine gore yeni bir tadalafil tiirevi sentezi amaglanmustir.

o]

\’D
DanN

O

B

Sekil 5.1. Siklizasyon Reaksiyonu Uriinii

O

D-triptofan metil esteri ve piperonal’in reflaks edilmesiyle Sekil 5.1.’deki iriin elde
edilmistir. Bu molekiilin 'H NMR spektrumuna bakildiginda 10.84 ppm’de D-
triptofan halkasindaki -NH piki goriilmektedir. 4.76 ppm’de gelen singlet
halkalasmanim oldugunu gosterir. *C NMR spektrumuna bakildiginda molekiilde
bulunan 20 karbon atomu gozlenmektedir. 169.334 ppm’de karbonil grubu bagh olan
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karbon atomunu gosterir. Bu verilere bakarak tepkimenin gerceklestigini

sOyleyebiliriz. Olusan tiriin %96 verimle elde edildi.

Bu reaksiyonda ¢oziicii olarak nitrometan kullanild1 ve katalizor kullanilmadan {iriin

elde edildi. Nitrometanin miktar1 olusacak tirliniin konformasyonu i¢in 6nemlidir.

Bu reaksiyonu arastirmacilar farkli yontemlerle gergeklestirmislerdir. Reaksiyonu
gergeklestirirken asit veya baz katalizor kullanmiglardir. Olusan iirliniin katalizorsiiz

calisildiginda daha yiiksek verim ve secicilige sahip oldugu anlasilmistir.

Sekil 5.2. Asetilleme Reaksiyonu Uriinii

(1R,3R)-metil 1- (benzo [1,3] dioksol-6-il)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-prido[3,4b] indol-3-
karboksilat bilesigin buz banyosunda kloroasetil kloriir verilerek asetilleme
reaksiyonu sonucunda Sekil 5.2.’deki iiriin elde edilmistir. *H NMR spektrumunda
3.15 ppm’de gelen pik klor atomuna bagl -CH’yi belirtir. *C NMR spektrumuna
bakildiginda molekiilde 22 tane karbon atomu oldugunu gostermektedir. 171.105
ppm ve 167.445 ppm’de gelen pikler molekiilde iki tane karbonil grubu oldugunu
gosteririr. Bu verilere bakilarak reaksiyonun gerceklestigini sdyleyebiliriz. Bu
reaksiyon %94 verimle gerceklesmistir. Reaksiyonda dikkat edilmesi gereken nokta
ise, kloroasetil kloriir damlatirken bunu yavas bir sekilde yapilmasi gerekir. Bu

sekilde yapildiginda NMR spektrumunda olusan madde yiiksek safsizlikta elde edilir.
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Sekil 5.3. Piperon tiirevli tadalafil

(1R,3R)- metil 1-(benzo [1,3] dioksol-5-il)- 2 -(2-kloroasetil)- 2,3,4,9-tetrahidro-1H-
prido [3,4b] indol-3-karboksilat’in piperonilamin ile reflaks edilmesiyle tadalafil
tiirevi sentezlendi. Olusan safsizliklar eter ile temizlendi. *H NMR spektrumunda
4.40 ppm’de gelen pik benzen halkasina bagl -CH ye aittir. 3C NMR spektrumuna
bakildiginda molekiilde 29 karbon oldugunu gostermektedir. Molekiildeki metoksi
grubunun ayrilip yerine piperonil aminin baglandigini gosteririr. Tadalafil tiirevi

%95 verimle elde edilmistir.

N

—

N

ey

o]

Sekil 5.4. N-pirazol tiirevli tadalafil

Sekil 5.4. te yapisi gosterilen molekiil bu tez ¢alismasi boyunca farkli yollar
denenmesine ragmen sentezlenememistir. Molekiilii olusturan ara {riinler yiiksek
verimde ve yiiksek safsizlikta elde edilmistir. Son kademede elde edilen iiriiniin '*C
NMR spektrumunda beklenen karbon sayisinin iki kati karbon gozlemlenmistir.

Buradan yola ¢ikarak reaksiyonun diger serbest olan -NH ile reaksiyona girip iki
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farkli iirlin olustugu One siiriilmustiir. Kromotografik silika tarafindan hegzan/etil
asetat kullanilarak olsan iki iirlin ayrilmaya c¢alisilmistir fakat bu ayirim islemi

basarili sonu¢ vermemistir.
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D-triptofan metil esterinin halkalasmasiyla olusan iiriiniin 'H ve 3C

NMR spektrumlari.
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EK 2: Asetillendirilen iiriiniin '"H ve 3C NMR spektrumlari.
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tiirevli tadalafilin 'H ve 3C NMR spektrumlari.
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