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1. GIRIS

Non-steroidal antiinflamatuvar ilaglar (NSAil) agn ve
enflamasyonun tedavisinde en yaygin olarak kullanilan terapoétik
ajanlardir. Bu grup ilaclarin kullanimi 6zellikle romatizmal hastaliklarda
onem kazanir. Cunkl romatizmal hastaliklardaki enflamasyon sartlari,
diger grup hastaliklardan daha ¢ok rahatsizliga neden olur. Romatizmal
hastaliklar, otoimmun sartlari da icine alan bag dokusu hastaliklari
olarak siniflandirilabilirler. Bunlar romatoit artrit, osteoartrit, gut, romatik
ates, sistemik lupus eritematos ve psoriazisi de igine alir. Bu hastaliklar
tek veya bircok organ sistemini etkileyen kronik enflamasyon
durumlaridir ve tedavileri esas olarak enflamasyona yoOneliktir.
Amerika’da 60 yas Uzeri hastalarda yapilan bir arastirma sonucuna
gére, 50 milyon insanin benzer klinik artrit tipine sahip oldugu ve
bunlarin 20 milyonunun klinik tedaviye gereksinim duydugu g6z 6nune
alindiginda, NSAIil’larin 6nemi anlasiimaktadir.’

Aspirin® (asetilsalisilik asit), 108 yil ®nce 1899da
romatizmal hastaliklari tedavi etmek amaciyla piyasaya surtlen ilk
gugli antienflamatuvar ilagtir. Takip eden vyillarda fenilbutazon,
indometasin, ibuprofen gibi ¢ok sayida NSAIi gelistirilmistir. NSAil'larin
etki mekanizmasinin kesfedilmesi ise 1971 yilinda gergeklesmistir.
Vane adli arastirici ve arkadaslari siklooksijenaz enziminin butliin bu
bilesiklerin ortak molekiler hedefi oldugunu belirlemistir.>*

Siklooksijenaz (COX) enziminin iKi izoformu
bulunmaktadir. COX-2 olarak adlandirilan ve COX-1 enziminden
belirgin sekilde farkli olan bu ikinci izoform 1990’larin basinda
kesfedilmigtir. Her iki enzim de arasidonik asiti prostaglandinlere
donustlrdr, ancak organizmadaki dagilimlari ve fizyolojik rolleri
acisindan birbirinden ayrilirlar.??

COX-1 fizyolojik kogullarda hemen hemen tim dokularda
bulunur (gastrik mukoza, ince ve kalin bagirsak mukozasi, bobrek,
plateletler, vaskller endotelyum) ve homeostatik fonksiyonlara aracilik
eden prostanoidleri Uretir. COX-1 miktari enflamasyon esnasinda
artmaz.? COX-2 ise; enflamatuvar, mitojenik ve onkojenik uyaranlar,
bayume faktorleri, hormonlar, yuksek stres, bobregin tuz/su yoksunlugu
vb. diger fizyolojik uyaranlar ile yUksek oranda induklenir ve



enflamasyon surecinde agriy1 olusturan prostaglandinlerin Uretimini
saglar.??

NSAIl'lar romatizmal hastaliklarin tedavisinde biiyiik yarar
gOstermektedirler. Fakat ne yazik ki, bu grup ilaglar Ulserasyon gibi
gastrointestinal (Gl) toksisiteler basta olmak Uzere bircok yan etkilere
sahiptir. ABD’de NSAil’larin neden oldugu Gl Ulserasyonlar nedeniyle
yilda 7000 8liim gergeklestigi hesap edilmektedir.?

NSAil'larin Gl ve renal sistemdeki toksisitesi, bu grup
ilaglarin COX—1 ve COX-2 inhibisyonunda bir segiciliklerinin olmamasi
ile iliskilendirilmektedir. Tim klasik NSAIil'lar standart antienflamatuvar
dozlarda hem COX-1'i hem de COX-2'yi inhibe ederler. Oysa yapilan
arastirmalar, Gl ve renal fonksiyonlarda énemli olan prostaglandinlerin
COX-1; enflamasyona, atese ve agriya aracilik eden prostaglandinlerin
ise COX-2 araciligi ile uretildigi hipotezinin ortaya atilmasina neden
olmustur. Yani, yararl antienflamatuvar ve analjezik etkiler COX-2'nin
inhibisyonuna baghdir. Gl toksisite ise COX-1'in es zamanl
inhibisyonunun bir sonucudur.??

Bu hipotezin ortaya atilmasini takip eden yillarda
antienflamatuvar ilag kesfi Uzerine calismalar carpici sekilde hiz
kazanmigtir. Bugun 500’den fazla selektif COX-2 inhibitorinun varligi
bilinmektedir.?

Selektif COX-2 inhibitorleri arasinda en buyuk arastirma
visinal diaril heterosiklikler olarak adlandirilan sinif iizerine yapiimistir.??

Yapilan calismalar sonucunda bu sinifa ait birgok etkili
bilesik sentez edilmistir. Vioxx®un etken maddesi olan Rofekoksib ve
Celebrex®in etken maddesi olan Selekoksib bu grup bilesiklere drnektir.
Ayrica, Dup-697 ve Valdekoksib de bu grubun etki bakimindan one
cikan bilesiklerindendir.?3#



Zaman igerisinde yapilan arastirmalar sonucunda, COX-2
enziminin bdbrekte, vaskuller sistemde, akcigerde, kemikte, pankreas
adaciklarinda, spinal kordta ve beyinde fizyolojik kosullarda bulundugu
saptanmistir. Boylece, selektif COX—2 inhibitérlerinin klasik NSAil'lara
nazaran daha iyi tolere edilmedigi, sadece eskiden var olandan farkli
yeni yan etkiler ortaya cikardi§i goriisii yayginlasmistir.? Gergekten de,
ortaya g¢ikan yan etkiler kardiyovaskuler sistemle ilgili olup, Gl yan
etkilerden ¢ok daha ciddi sonuglara yol agabilecek niteliktedir.?

Guclu bir selektif COX-2 inhibitéri olarak 1999 yilinda
dinya ilag Gg)iyasasma sunulmus olan Rofekoksib etken maddesini
iceren Vioxx~ adli ilag kardiyovaskuler hastaliklari olan veya risk altinda
olan hasta gruplarinda kalp krizleriyle sonug¢lanan ciddi yan etkilere
neden oldugu gerekgesiyle 2005 yilinda piyasadan c¢ekilmistir. VIGOR,
CLASS, APPROVe adli arastirmalarin sonuglari bu kararin alinmasinda
etkili olmustur. >®

Selektif COX-2 inhibitorlerinin platelet aktivasyonunda
onemli rollere sahip olan prostasiklin (PGl;) ile tromboksan A, (TxA>)
arasindaki dengeyi bozarak bu yan etkilere neden olduklari dustnulse
de henlz ortaya c¢ikan kardiyovaskuler yan etkilerin mekanizmasi
aydinlatilamamustir.”

Bu bilgiler 1s1ginda, merkezi halkasi tiyazol olan 1,3 diaril
yapisinda COX-2 inhibitdri olabilecedi dusunilen 12 adet bilesik
tasarlanmigtir. Tasarlanan bilesiklerin 6 tanesi ayni zamanda TxA;
sentaz inhibitdrlerinin  farmakoforik grubuna sahip oldugu igin, bu
bilesiklerin TxA; sentaz inhibisyonu yaparak antiplatelet aktivite
gOsterecegi de dusunulmastir. Tasarlanan bilesikler, merkezi tiyazol
halkasina meta konumlarindan baglanmis olan 5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol ve fenil halkalarini igermektedir. Fenil halkasinin 2 ve 4
numaral konumlarina F, Cl, OCH3 gibi kliglk gruplarin substitiisyonu ile
tirevlendirmeye gidilmistir. Sentezi ve in vitro enzim deneyleri ile COX-
2 selektivitelerinin arastiriimasi amaclanan TxA; sentaz inhibitoru de
olabilecek bilesiklerin kimyasal yapilari asagida gosterilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Enflamasyon, Prostaglandin Yolagi ve Siklooksijenazlar

Enflamasyon, c¢esitli fiziksel ve kimyasal etkilerin,
mikroorganizma ve parazit enfeksiyonlarinin neden oldugu ve damar kas
dokusu dahil butun organlarda olugsan bir tepki reaksiyonudur. Kizarikhk
(eritema), odem, agri, artmig sicaklik ve fonksiyon bozuklugu
enflamasyonun belirtileridir. Enflamasyon akut ve kronik olmak Uzere ikiye
ayrilir. Akut enflamasyon kisa sureli olup, plazma sivisi ve protein
ekslidasyonu ve belirgin ndétrofil birikimi ile karakterizedir. Kronik
enflamasyonda ise lenfosit ve makrofaj toplanmasi gorulir ve uzun
surelidir. Vazoaktif aminler, plazma proteazlari, platelet aktive eden faktor,
sitokinler, nitrik oksit ve oksijen kaynakl serbest radikaller, lizozomal
unsurlar ve arasidonik asit metabolitleri enflamasyonun kimyasal
mediyatdrleridir.”®

Aragidonik asitten sentezlenen prostaglandinlerin
enflamasyon, agri ve ates olusumunda o&nemli rolleri oldugu ve
nonsteroidal antienflamatuvar ilaglarin prostaglandin biyosentezini inhibe
ederek etki gosterdikleri kanitlanmistir.”

Arasidonik asit, hicre membrani fosfolipitlerinin hidrolizi
sonucu serbest hale gecen doymamis yag asitidir. Arasidonik asit ve
analoglarindan siklooksijenaz ve lipooksijenaz adlari verilen iki farkli
yolakla degisik eikozanoidler olusur.”
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Sema 1 : Arasidonik Asit Yolagindan Elde Edilen Metabolitler'



Prostaglandin endoperoksit sentaz olarak da bilinen
siklooksijenaz (COX), arasidonik asidin prostaglandinlere
donusturulmesi igin gerekli olan anahtar enzimdir.'? Siklooksijenaz
enziminin COX-1 ve COX-2 olmak uzere iki izoformu bulunmaktadir.
COX-2 olarak adlandirilan ve COX-1 enziminden belirgin sekilde farkli
olan bu ikinci izoform 1990’larin basinda kesfedilmistir. Her iki enzim de
arasidonik asiti prostaglandinlere donuasturtr, ancak organizmadaki
dagihimlari ve fizyolojik rolleri agisindan birbirinden ayrilirlar.?® Yapisal
olarak ¢ok benzer olan bu izoformlar, fonksiyonel olarak birbirlerinden
¢ok farkhdirlar. Bu duruma, enzim yapisindaki amino asit
kompozisyonlarindaki ufak fakat buylk rol oynayan dedisiklikler yol
acmaktadir.’®* COX-3 ve COX-4 olarak adlandirilan izoformlarin varligi
ise suphelidir ve bu konuda henuz kesin bir bilgi yoktur.

COX-1 ilk olarak 1988 yilinda koyun, fare ve insandan izole
edilmistir. Gen 22 kb boyutundadir. insanda 9932-g33.3 kromozomunda
yer almaktadir. 11 ekzon igerir. 2.8 kb’lik mMRNA ve ~68 kDa'luk protein
uretir. COX-2 geni ise 8,3 kb’lik bir gendir ve 10 ekzondan olusur. insan
1925.2-g25.3 kromozomunda yer alir. mRNA’si 4.1-4.5 kb'dir ve ~68
kDa'luk bir proteini kodlar. Bununla birlikte, her iki enzim de benzer
tersiyer yapiya sahiptir.'*" COX-1 enzimi 576 aminoasit tasirken, COX-2
enzimi 587 aminoasit icermektedir. Ayni tlrlerde COX-1 ve COX-2
arasinda amino asit diziliminde % 60-65 benzerlik vardir. Farkh turlerde
ise her bir izoform amino asit dizilisi bakimindan % 85-90 benzerlik
gosterir. Siklooksijenaz izoformlari arasinda aminoasit dizilimindeki en
blayuk farkliik reseptére baglanma bdlgelerinde gorulmektedir. COX-2
enziminin C terminalinde bulunan 18 aminoasit COX-1 enziminde yer
almamaktadir.™



COXA1 COX2

HE AT larm
Baglantna Bealgest

CHCO:H
1
CHy

CO¥H-1 Inhibitéri COX-2 Inhibitéri
Flurbaprafen Dup6&7

Sekil 1: COX-1 ve COX-2'nin NSAIii Baglanma Béolgelerinin Sematik Olarak
Kar§|Ia§t|r|ImaS|16

COX-1 ve COX-2 enzimleri homodimerdirler. Her monomer
uc bolge icerir. Bunlar; epidermal buyume faktoru benzeri bolge, membran
baglanma bdlgesi ve katalitik bolgedir. Katalitik bolge hem siklooksijenaz
hem de peroksidaz aktif bélgesini icerir.'®"’

Her iki COX yapisinda da katalitik bolgenin merkezinden
baslayip, membran baglanma bdlgesinin dig ylzeyine kadar suren bir
kanal bulunur. COX-1 ve COX-2'nin membran baglanma bdlgesi plazma
membran tabakasinin i¢ kismi ile baglantilidir ve salinan aragidonik asitin
COX aktif bolgesine veya kanala ulasarak, PGG,’'ye donismesini saglar.
Peroksidaz aktif bdlgesi ile olan etkilesim ise PGG.nin PGHyye
rediiklenmesi ile sonuglanir. Birgok NSAIlI COX aktif bolgesine baglanmak
icin arasidonik asit ile yarigir. COX kanalindaki substrat ve inhibitor
baglanmalarinda sekiz aminoasit kalintisi bayUk bir rol oynar. Browner adli
arastirici aktif bolgeyi cevreleyen aminoasit kalintilarini birinci ve ikinci



kabuk olarak tanimlamistir. Birinci kabuk aminoasitler inhibitorler ile
dogrudan temas halinde olanlardir. Ikinci kabuk aminoasitler ise
inhibitdrlere dogrudan temas etmez."?

Cox1 Cox 2
4 Losin 489

4 Fenilalanin 507

b=i 5 Tirozin 371
— 5 Tirozin 385 3Lasin 334

3 Losin 384 2 Serin 530

2 Serin 530
1 Arjinin 120

| 6 izolésin 523 6 Valin 509
e

|/ —T Histidin 513

8 Tirozin 355 T Arjinin 499

8 Tirozin 355

1 Arjinin 120

Sekil 2 : COX-1 ve COX-2 i¢in Bazi Anahtar Aminoasit Kalintilar'®

Katalitik Merkez: COX-1 enziminde kanalin en Ust kisminda
bulunan Tirozin 385 aminoasiti (COX-2’de Kkarsilik gelen homolog
aminoasit Tirozin 371'dir) hem grubu ile birlikte katalitik merkezi
olusturur.’*1

Asetilasyon Bodlgesi: Serin 530 aminoasitinin hidroksil grubu
asetilasyon icin hedef bolgedir ve COX-1'in aspirin ile irreversibl
inhibisyonu bu yolla gerceklesir. Bu polar aminoasit ayrica indometasin
gibi benzoil grubu iceren ya da diklofenak ve meklofenamat gibi anilino
NH’I iceren inhibitdrlerin enzime baglanmasinda da rol oynar.'?"®

Yan Cep: Selektif COX-2 inhibitorlerinin baglanmasinda
COX-2 enziminin iki yapisal Ozelligi rol oynar. Birincisi, COX-1'deki
izolésin 523 yerine COX-2'de bulunan daha kiciik hacimli Valin 509,
merkezdeki COX kanalina bitigik olarak buluna yan cebe ulasimi saglar.
Ayrica, COX-1’deki Histidin 513 yerine COX-2’de bulunan Arjinin 499,
COX-2 inhibitorlerin sulfon kismi ile hidrojen bagi yapar.



ikinci farklilik ise, COX-1'deki ikinci kabuk aminoasitlerinden
olan Fenilalanin 503, COX-2'de L&sin 489 ile yer degistirmistir. Daha
kuguk hacimli olan bu aminoasit, COX-2’'nin baglanma bdlgesinin en Ust
kisminda bulunan birinci kabuk aminoasitlerinden Losin 384’e fazladan
alan saglar ve boylece daha buyuk inhibitorlerin enzime baglamasina
olanak verir.'*®

COX-1 ve COX-2 regulasyon ve doku dagiliminda farklihk
gosterirler. COX-1 fizyolojik kosullarda hemen hemen tum dokularda
(gastrik mukoza, ince ve kalin bagirsak mukozasi, bdbrek, plateletler,
vaskuler endotelyum) bulunur ve homeostatik fonksiyonlara aracilik eden
prostanoidleri tretir. COX—1 miktari enflamasyon esnasinda artmaz.”

COX-2 ise; enflamatuvar, mitojenik ve onkojenik uyaranlar,
bayume faktorleri, hormonlar, yuksek stres, bdbregin tuz/su yoksunlugu
vb. diger fizyolojik uyaranlar ile yiksek oranda induklenir ve enflamasyon
surecini desteklemek igin, agriyr olusturan prostaglandinlerin Gretimini
saglar.??

Bu bulgular, COX-1 fizyolojik fonksiyonlardan sorumlu iken,
COX-2'nin enflamasyondan sorumlu prostaglandinleri trettigi fikrinin kabul
edilmesine neden olmustur.?

COX-3 izoformunun var olup olmadigi hakkinda yapilan
arastirmalar ise hala devam etmektedir ve bu konuda henuz kesin bir
bulgu elde edilememigtir. Ancak, arastirmacilarin birlestigi ortak nokta
COX-3 olarak adlandirilan ve yeni bir siklooksijenaz formu oldugu
dusunulen bu enzimin parasetamolin etki mekanizmasi ile iligkili
olabilecegidir. 8?2

Parasetamol (asetaminofen) gugcli analjezik ve antipiretik
etkileri olan ancak ¢ok dusuk antienflamatuvar aktiviteye sahip bir non-
steroidal antienflamatuvar ilactir. insanlarda kullanildiginda, idrardaki
prostaglandin metabolit seviyelerini disurmektedir. Fakat, plateletlerde ve
mide mukozasinda prostaglandin sentezinde herhangi bir azalmaya yol
acmamaktadir. Parasetamol hem COX-1'in hem de COX-2'nin in vitro
olarak zayif bir inhibitéri oldugundan, henidz tanimlanmamis bir COX
formunu inhibe ederek etki gosterdigine dair disiinceler vardir.'®™
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Hayvan calismalarinda farkli doku homojenatlarindaki COX enzimleri,
parasetamollun inhibitdr aktivitesinde farkli sonuclar vermektedir. Bazi
arastirmacilar bu durumun siklooksijenaz enziminin ikiden fazla izoformu
olduguna dair bir kanit teskil ettigini disinmektedirler. Yiiksek doz NSAIi
ile induklenen bir COX-2 varyantinin parasetamol tarafindan yuksek
derecede inhibe edildigi bazi calismalarda gosterilmistir. Bu nedenle
Botting adli aragtirmaci, COX-3'un COX-2'yi kodlayan ayni genin bir trinu
oldugunu ancak farkh molekller Ozelliklere sahip olabilecegini
belirtmistir.’® Bazi arastirmacilar ise COX-3’in COX-1 varyanti oldugu
dusuncesine sahiptir ve bu nedenle COX-3 yerine COX-1b olarak
adlandiriimasinin siklooksijenaz varyantlari arasindaki iliski agisindan
daha dogru bir terminoloji olacagini belirtmektedirler.'®?*??  Ancak
glunumuzde literatirde kayitl, insanda var olan bagimsiz bir Ggincti COX
geni ile ilgili kesin bilgi bulunmamaktadir.'®??

2.2. Non-Steroidal Antienflamatuvar ilaglar ve COX-2 Selektiviteleri

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglar yUksek derecede
yapisal cesitlilik gosteren bir gruptur. NSAil'lara ait en az sekiz farkli
yapisal sinif tanimlanmigtir. Bu bilesiklerde yapilan en ufak kimyasal
degisiklikler, COX enzimine baglanma 6zelliklerinde buyuk farkhliklara yol
acabilmektedir. Bu durum asetilsalisilik asit ve tlrevleri icin Tablo 2’de
gosterilmistir. Ayni durum Tablo 1’de gdésterilen tim kimyasal siniflar icin
de gecerlidir."

11



Tablo 1 : NSAii’larin Kimyasal ve Farmakolojik Siniflandiriimasi'

Farmakolojik Siniflandirma

Kimyasal T
Siniflandirma COX-1 Selektif Non Selektif | CO%X:2 Tercihlive
Selektif
piyasada: piyasada: farmakolojik ajan:
1. Salisilik Asitler -Dlstk doz Aspirin | -YUksek doz -APHS
' farmakolojik ajan: Aspirin (Heptinilsulfit)
-Valerilsalisilik asit | -Salisilik asit
2. Pirazolidindionlar Bilgi Mevcut Degil
. . gelistirme
Qllyasada. .
-Indometasin w
. . . . i -Zomepirak
3. Arilasetik asit ve piyasada: -Naproksen analoalart
propiyonik asitler -Indoprofen -lbuprofen f gan ]
. armakolojik ajan:
-Flurbiprofen : -
-Indometasin
analoglari

4. Fenamik asitler ve
diklofenak

piyasada:
-Mefenamik asit

-Flufenamik asit
-Meklofenamat
-Diklofenak

farmakolojik ajan:

-Hidroksi diklofenak

5. Enolkarboksamitler

farmakolojik ajan:
-5/-E-Fenil
Meloksikam

piyasada:
-Piroksikam

-Tenoksikam
-Lomoksikam

farmakolojik

-4/-E-Metil
Meloksikam

piyasada:
-Meloksikam

farmakolojik ajan:

-Silfonil-izokinolin

tdrevi

6. Asidik Sulfonamitler

piyasada:
-Nimesulid

farmakolojik ajan:

-izobenzofuran
tarevleri

7. Diaril Heterosiklikler

farmakolojik ajan:
-L 745, 296,
SC-560

piyasada:
-Selekoksib,

Rofekoksib
gelistirme
asamasinda:
-JTE-522,

-FR 140423
farmakolojik ajan:

-Dup 697, SC
58125, DFU

8. Di-tersiyer-butil-
fenoller

farmakolojik ajan:
-PD-138387'nin
oksazolon turevleri

gelistirme
asamasinda:
-Cl-1004,
-PD-138387
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Tablo 2 : Kii¢iik Kimyasal Degisikliklerin Asetilsalisilik Asitin COX-1 ve COX-2

Baglanma Bélgesi ile Etkilesimi Uzerine Etkileri'?

A T Baglanma Aktif Bolge
Bilegik COX Afinitesi | ¢ jjikleri Etkilegimleri
Valerilsalisilik Asit
OH 0
o o -irreversibl
-zamana -Serin 530’un
(COX-1 selektif) bagimli asetilasyonu
inhibisyon
Asetilsalisilik Asit
OH O
Dusik doz COX-1 irreversibl -Serin 530’un
o o selektif asetilasyonu
-zamana
Yiiksek doz COX-2 m?t')ri‘;"on _Arjinin 106, Tirozin
selekif y 341
Heptinilsulfit tlrevleri
(APHS)
// -Serin 530'un
-irreversibl asetilasyonu
. -zamana
COX-2 selektif bagiml -Arjinin 106, Tirozin
S inhibisyon | 341 yan cebi ile
etkilesimi yok.
O
>:o

Klinikte kullanilan birgok NSAIi, arilasetik ve propiyonik asit
sinifina aittir. Tablo 1’de bu gruba ait birka¢ érnek listelenmigtir. Bu sinifin
yapi aktivite iliskisine ait en dikkat ¢ekici nokta, kucuk yapisal farkhliklar
iceren yeni bilesikler, selektiviteyi blyuk 6l¢ide etkilemektedir. Zomepirak
ve flurbiprofen non-selektif inhibitdrler olmalarina karsin, bu bilegiklerin
analoglari olan RS 57067, RS 104897 ve 3’, 5’-dietoksiflurbiprofen selektif
COX-2 inhibitorler sinifinda yer almaktadir. Zomepirak analoglarinin COX-
2 selektiviteleri, COX-2 enziminde fazladan yer (Losin 489 ve Ldsin 384)
isgal etmeleri ile iliskilendirilmektedir.? 22324
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Tablo 3: Zomepirak ve Flurbiprofen Analoglarinin COX-2 Selektiviteleri

IC5 COX-2 | IC5, COX-1 Literatiir
(M) (M) No
2 0.3 3,24
0.9 242 3,24
0.7 > 1000 3,24
RS 57067
F
O 0.010 0.011 3,24
COOH
Flurbiprofen
F
O 0.32 25 3,24

COOH

3’, 5’-dietoksiflurbiprofen
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NSAIl'lar romatizmal hastaliklarin tedavisinde biiyiik yarar
gOstermektedirler. Ancak, bu grup ilaglar, Ulserasyon gibi
gastrointestinal toksisiteler bagta olmak Uzere birgok yan etkilere
sahiptir. 2

NSAil'larin Gl ve renal sistemdeki toksisitesi, COX—1 ve
COX-2 inhibisyonunda bir segiciliklerinin olmamasi ile
iliskilendiriimektedir. Tim klasik NSAIil'lar standart antienflamatuvar
dozlarda hem COX-1'i hem de COX-2yi inhibe ederler. Oysa yapilan
arastirmalar, Gl ve renal fonksiyonlarda énemli olan prostaglandinlerin
COX-1; inflamasyona, atese ve agriya aracilik eden prostaglandinlerin
ise COX-2 aracihgi ile uretildigini gostermektedir. Yani, yararl
antienflamatuvar ve analjezik etkiler COX-2’nin inhibisyonuna baglldlr.
Gl toksisite ise COX-1’in es zamanli inhibisyonunun bir sonucudur.**?°

Bu ayrimin ortaya konmasindan sonra antienflamatuvar
ilag kesfi Uzerine c¢alismalar carpici sekilde hiz kazanmistir.
Gunumuiuzde 500°den fazla selektif COX-2 inhibitérinun varlhigi
bilinmektedir.>*®

2.3. Selektif COX-2 inhibitorleri

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglar kimyasal yapilarina
gore siniflandiriimig bir grup olmasina ragmen, COX-2’nin kesfinden beri
bu grup ilaglar daha ¢ok COX-2 selektivitelerine goére tanimlanmaya
baglanmigtir. Henuz bu konuda uluslararasi kabul gormuas bir nomenklatur
yoktur. Ancak, literatiir bilgisine goére NSAil'lar genel olarak COX-1
selektif, non-selektif, COX-2 tercihli ve COX-2 selektif olmak Uzere dort
farkh gruba ayrilmaktadir. Bazi literatirlerde COX-2 tercihli yerine COX-2
selektif ve COX-2 selektif yerine ise COX-2 spesifik terimleri
kullanilabilmektedir.

Selektif COX-2 inhibitorleri igin altt  farkh  sinif
tanimlanmistir.>*

15



1- Visinal diaril heterosiklikler
-orto-Diaril heterosiklikler
- orto-Diaril karbosiklikler
-1,1-Diaril alkenler
-Heteroatom koprusu tagiyan diaril heterosiklikler
-Dual COX-2/5 Lipoksijenaz inhibitorid olan diaril
heterosiklikler
-Diaril bisikloheterosiklikler
2- Diaril ve arilheteroaril eterler ve tiyoeter turevleri
3-1,2 Diariletilen turevleri (cis-stilben turevleri)
4-Diaril ve aril/heteroaril ketonlar
5-Antioksidan bilegikler
6-COX-2 selektivitesi yluksek, modifiye edilmis bilinen nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglar

Bu siniflara ait bazi 6rnek bilesikler Tablo 4’'te gosterilmistir.

Tablo 4 : Selektif COX-2 inhibitorleri Sinifina Ait Bazi Kimyasal Bilesikler*

COX-2 Selektif " o Literatiir
inhibitbrler Ornek Bllegikler No

1.Visinal diaril
heterosiklikler

H3CO,S H2N023

Q
o7 @“3’

Rofekoksib Selekoksib

a) orto-Diaril
heterosiklikler

H3CO,S
b) orto-Diaril 4
karbosiklikler
cl

ICs0 (COX-2)= 0.01uM
ICs0 (COX-1)> 100uM

H,NO,S
c) 1,1-Diaril alkenler \‘;[:/\ 4

16




Tablo 4’(in Devami

d) Heteroatom koéprisi

R=0
IC50 (COX-2)= 0. 02 pM
ICso (COX 1)> 50uM
=S

H3CO,S
CH
CH3
tasiyan diaril ICs0 ( COX -2)=0. 07 uM 4
heterosiklikler ICgg (COX-1)> 50uM
R=CO
IC50 (COX-2)= 0. 6 uM
IC50 (COX-1)> 50uM
H3CO,S
‘ o R HaCO o
Vel
e) Dual COX-2/5 N
Lipoksijenaz inhibitori 4
olan diaril heterosiklikler E R= %O F
ICs50 (COX-2)=0. 1 uyM
IC50 (COX-1)> 100uM
ICs0 ( 5-LO )= 0. 02 uM
H,NO,S
[j\ _N
N"Ny—cF,
f) Diaril
bisikloheterosiklikler b 4
H3CO .
IC50 (COX-2)< 0. 1 uM
IC50 (COX-1)> 100uM
X
R1©/ @
Het
2- Diaril ve arilheteroaril Ry R
eterler ve tiyoeter 3 2
turevleri R': 4-F
R*H
R®: 5-NHSO,CHs
H3CO,S
H3CO,S
o . . CHg
3-1,2 Diariletilen tarevleri CHs
(cis-stilben turevleri) 4

I OCHj
(7

I N(CH3)
(T
F
F
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Tablo 4’(in Devami

(0]
R4 Karb
4-Diaril ve aril/heteroaril Het
ketonlar 2
X-R,
R': 4-Cl

R?: 3-okso-piridazin-6-il

5-Antioksidan bilesikler HO ‘ @ 2

COOH
H5CO R= 0
A\ CHj /©/lgﬁ
N
\R Cl
ICs0 (COX-2)= 0. 01 uM

6-COX-2 selektivitesi IC50 (COX-1)= 0. 006 M

yuksek, modifiye edilmig
bilinen nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglar

et
cl o
R= Cl R=
Cl Br

IC50 (COX-2)=0. 5 uM IC50 (COX-2)= 0. 009 pM
IC50 (COX-1)> 100 uM IC5o (COX-1)= 41 uM

indometasin 34,24

Selektif COX-2 inhibitorleri arasinda en buylk arastirma
visinal diaril heterosiklikler olarak adlandirilan sinif Uzerine
yapilimistir.23*

Bu sinif, visinal pozisyonlarda 2 fenil substituenti tagiyan
merkezi bir heterosiklik halka ile karakterizedir. Cok cesitli heterosiklik
halkalar COX-2 selektif inhibitorler i¢in kalip olarak kullanilabilir. Furan,
pirol, tiyazol, oksazol, imidazol, isoksazol, primidin ve tiyofen bu
hetorosiklik halkalara birer érnektir.?*2%%’
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Merkezi halka bazi Dbilesiklerde karboksilik de
olabilmektedir.2*2’

Aromatik halkalardan biri para konumunda metilsilfonil
veya sulfonamit ile substitie edilirse COX-2 selektivitesi artmaktadir.
Metilsulfonil pargasinin sulfonamit ile yer degistirmesi sonucu, COX-2
spesifisitesinde  azalma  fakat oral biyoyararhlikta  artma
godzlenmektedir.?

Metilsulfon veya sulfonamid parcasi tagimayan aromatik
halka nonsubstitie olabilecegi gibi, F, ClI, CH;, MeO gibi gesitli kiglk
gruplarla da substitte olabilir.

Yapilan calismalar sonucunda bu sinifa ait birgok etkili
bilesik sentez edilmistir. Vioxx®un etken maddesi olan Rofekoksib ve
Celebrex®in etken maddesi olan Selekoksib bu grup bilesiklere drnektir.
Ayrica Valdekoksib de bu grubun etki bakimindan o©One ¢ikan
bilesiklerindendir.*
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\y—CF3
L ° =
o8N
0]
HsC
Rofekoksib Selekoksib

H,NO,S
O CHg

~0

-/

) N
Valdekoksib

DuP-697 ve SC-560 ise sirasiyla COX-2 ve COX-1’in selektif
inhibitorleri olup, diaril yapisina sahip bilesiklerdir. Bu 6zellikleri nedeniyle
in vitro COX-2 ve COX-1 selektivite testlerinde siklikla referans standart
olarak kullanilirlar. #*

S//
07 cH, cl
DuP-697 SC-560
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Chun Sing Li ve arkadaslari yaptiklari bir calismada merkezi
halka olarak piridazinon kullanmiglar ve gugll, selektif, oral aktif COX-2
inhibitdr bilesikler elde etmislerdir.”®

SO,CH
SO,CHs O 2w
N
NZ ]
] P N
N
0 v
o)
o) F

Yoo ve arkadaglari ise merkezi halka olarak dogal bir
flavonoid olan benzopirani kullanarak guglu, oral aktif bir COX-2 inhibitor
bilesik elde ettiklerini bildirmislerdir.?

Hu ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada ise merkez halka
olarak indol kullanilarak bir seri guglu COX-2 inhibitor bilesik sentez
edilmis ve bir bilesigin hem in vitro hem de in vivo olarak selekoksibten
daha gok selektivite gdsterdigi bildirilmistir.*°

)
N
H
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Beswick ve arkadaslari ise kaynasmig halka sistemlerinden
pirazolo[1,5-b]piridazini merkez halka olarak kullanmiglar ve sentez
ettikleri bilegiklerin ICso degerlerini selekoksib, rofekoksib, valdekoksib ve
etorikoksib ile kiyaslayarak, en az bu doért bilesik kadar guclu ve selektif
olan yeni bilesikler sentez ettiklerini bildirmislerdir.>’

3-alkiltiyo-4,5-diaril-4H-1,2,4-triazol threvlerinin sentez
edildigi bir calismada ise COX-1 ICso degeri 20.5 nM, COX-2 ICs9 degeri
ise 1.8 nM olan bir bilesik elde edilmigtir. Arastirmacilar, selekoksib ile
kiyaslandiginda bu bilesigin olduk¢ca yuksek bir in vitro selektivite
g('jstesrzdigini belirtmiglerdir (selekoksib COX-1 ICsp: 3.7 nM, COX-2 [C5¢:2.2
nM).

CH3S0,

Ayni arastirmacilarin yaptigi bir diger g¢alismada ise suda
¢ozunebilen parenteral COX-2 inhibitorler elde etmek amaciyla, rofekoksib
ve selekoksib analoglari sentez edilmistir. Bunun icin rofekoksib ve
selekoksibin yapisinda bulunan SO,CHs; ve SO,;NH; gruplari tetrazol
halkasi ile yer degistiriimistir. Sentez edilen analoglarin selekoksibe
kiyasla yuksek in vitro selektivite gosterdigi, pH 7’nin Uzerinde suda
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¢6zunurligun oldukga yuksek oldugu ve sigan pence ddem testinde iyi bir
antienflamatuvar etki gosterdigi belirtiimistir.*

N—p
/,
NN N |
N\ | N
H " N
NTNy—cFs
| © =

\
() °
HaC

Bir diger calismada Black ve arkadaslari, rofekoksibi model
alarak oldukca yuksek selektivite gosteren 3,4-diaril-5-hidroksifuranon
tirevi COX-2 inhibitorler sentez etmislerdir. Arastirmacilar, merkezi
halkadaki hidroksil grubunun sodyum tuzuna cgevrilmesi ile bilesiklerin
suda c¢ozunurlUklerinin artacagini ve intravendz formuilasyona uygun
bilesikler haline gelebilecegini belirtmislerdir.>*

CH30,S
O H3C oH
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&

Selekoksibi model olarak alan bir calismada ise, merkez
halka Uzerinden selekoksibin alkol, asit ve ester tlrevleri hazirlanmistir.
Ancak, selekoksibten in vivo daha aktif olan bir bilesik elde
edilememistir.*®
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X=802CH3, SOZNH2
Y=H, 4-F, 4-Cl, 4-CH3;, 4-OCHjs, 4-NO;
Z= CN, COQCHg, COZCZHS

Bir bagska calismada ise Paramashivappa ve arkadaslari
heterosiklik halka olarak benzimidazol, benzotiyazol ve benzoksazol
turevlerini kullanarak, arilheteroaril tiyoeter sinifi bilesiklerin yapisina
benzeyen ve COX-2'ye karsi COX-1'den yaklasik 384 ila 470 kat daha
selektif olan bilesikler sentezlemislerdir. >
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Baruah ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada ise yapi
olarak sirasiyla diaril bisikloheterosiklikler ve cis-stilben tlrevlerine
benzeyen, pirazolo [4,3-c] quinolin-4-on ve 1,2-diaril-1-etanon tlrevi
bilesikler sentez edilmistir. Her iki gruptan, ikiser bilesigin selektif COX-2
inhibisyonu yaptigr bildirilmistir.>”
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Literatirde merkezi halkaya bagli diaril bilesenlerinin visinal
pozisyonda olmadigi, buna ragmen oldukca yuksek COX-2 selektivite
gosteren bilesiklerin elde edildigine dair bilgiler de mevcuttur.®4
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(ICso COX-2/COX-1= 0.017/4.7)
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(ICso COX-2/COX-1= 1/100-500) (ICso COX-2/COX-1= 0.46/>10)

COX-2 izoformunun kesfi ile arastirmacilar NSAIi’larin
gastrik toksisitelerinden uzak, etkili bilesikler sentez etmek amaciyla
selektif COX-2 inhibitorlere yénelmi§tir.41 Ancak zaman igerisinde COX-2
enzimi Uzerinde yapilan detayli ¢alismalar ve yeni bulgular COX-2’nin
sadece enflamasyon esnasinda induklenen bir enzim olmadigini, fizyolojik
kosullarda bobrekte, vaskuller sistemde, akcigerde, kemikte, pankreas
adaciklarinda, spinal kordta ve beyinde bulundugunu gdstermistir.??

Spesifik COX-2 inhibisyonunun kan basincini arttirdigi
bildiriimektedir. Ayrica, COX-2'nin spesifik inhibisyonu ile sistemik PGI’nin
uretimi azalmaktadir ve bu da vaskuler sistemde PGl,'nin ana kaynaginin
COX-2 oldugunu diisiindiirmektedir.? Selektif COX=2 inhibitorler, vaskiler
PGl, Uretimini azaltarak, protrombotik (TxA;) ve antitrombotik (PGly)
eikozanoidlerin arasindaki dengeyi etkilemekte ve platelet aktivasyonunu
engelleyen homeostatik mekanizmalara midahale etmektedirler. Bu sinif
ilaglarin potansiyel protrombotik etkilere neden olduguna dair temel ve
klinik veriler hizla artmaktadir.”

Ayrica yapilan aragtirmalar, COX-2’'nin iskeminin hemen
oncesinde vazgecilmez bir kardiyoprotektif roli oldugunu gdéstermektedir.
Bu nedenle COX-2yi “kardiyoprotektif bir protein” olarak tanimlayan
arastiricilar bulunmaktadir.”

Bdylece, selektif COX—2 inhibitérlerinin klasik NSAil'lara
nazaran daha iyi tolere edilmedigi, sadece eskiden var olandan farkli yeni
yan etkiler ortaya cikardigi gériisii yayginlagsmistir. 2443
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MNORMAL ATEROTROMEOZS

Sekil 3 : Normal ve Aterosklerotik Arterlerde TxA, ve PG_Iz Uretiminin Herhangi Bir
Ajanla Muamelenin Olmadigi, Disiik Doz Aspirin lle Muamele Edildigi ve
Koksiblerle Muamele Edildigi Durumlar Igin Sematik Olarak Karsilagtiriimasi
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Rofekoksib etken maddesini igeren Vioxx® adli ilag, guglu bir
selektif COX-2 inhibitdri olarak 1999 yilinda tanitilarak dinya ilag
piyasasina sunulmustur.® Ancak kardiyovaskuler hastaliklari olan veya risk
altinda olan hasta gruplarinda bu ilaglarin kullaniminin kalp krizleriyle
sonuglanan ciddi yan etkilere neden oldugu gerekgesiyle 2005 yilinda
Merck ilac Firmasi tarafindan Vioxx® gonulll olarak piyasadan ¢ekilmistir.
Firma 3 yil boyunca siren APPROVe adli arastirmanin sonuglarina
dayanarak bu karari vermistir.°®

Bu konuyla ilgili olarak, APPROVe ile birlikte VIGOR ve
CLASS adli iki ayri arastirmanin sonuglari da yol gdsterici niteliktedir.®®

VIGOR (The Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research Study):

8076 romatoid artriti hasta Uzerinde gunlik 50 mg
rofekoksib ile glnlik 1000 mg naproksen’in gastrointestinal toksisitelerini
kiyaslamak igin yapilan ¢ift-kdrlt, randomize, siniflara ayrilmis, paralel bir
calismadir. Calismanin sonuglari 2000 yilinda vyayinlanmistir. Bu
¢alismada aspirin kullanimina izin verilmemigtir. Rofekoksib grubundan
4047/65, naproksen grubundan ise 4029/33 kiside vaskuller olaylar
g6zlemlenmistir. Rofekoksib grubundan 46 hasta, naproksen grubundan
ise 20 hastada ciddi trombotik kardiyovaskuler rahatsizlik
g(-jrmmu§tur.7,8,16,22,43-46

APPROVe (Adenomatous Polyp Prevention on VIOXX)

Merck Firmasi yetkilileri Vioxx’un kardiyovaskuler guvenlik
profilini test etmek i¢in daha uzun sureli bir teste gereksinim oldugunu
dugunerek APPROVe adh 156 hafta (u¢ yil) suren, cok merkezli,
prospektif, randomize, cift korli ve plasebo kontrolli bir klinik ¢alisma
yapmiglardir. Bu galisma geg¢miste kolerektal adenoma oykusine sahip
olan hastalarda yeniden kolerektal polip olusumunun onlenmesinde 25
mg’lik Vioxx’'un etkinligini degerlendirmek Uzere tasarlanmistir. Calisma
2000 yilinda baslamig ve toplam 2600 hasta bu ¢alismaya dahil olmustur.
Plasebo kullanan hastalarla kiyaslandiginda Vioxx kullanan hastalarda
tedavinin 18. ayindan itibaren baslayan, kalp krizi ve inmeye neden olan
artmis kardiyovaskiler olay riski gortimustir. ilk 18 aylik dénemde ise
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herhangi bir artmis kardiyovaskiiler risk gézlenmemistir. VIGOR’dan sonra
yapilan bu ikinci calismada da artmis kardiyovaskuiler risk tespit
edilmesinden sonra, Merck Firmasi Rofekoksib etken maddesini igeren
Vioxx adli selektif COX-2 inhibitor ilaclarini génulli olarak piyasadan
cekmistir.®84°

CLASS (The Celecoxib Long-Term Arthritis Safety Study):

CLASS ise yine selektif COX-2 inhibitérler sinifina ait etkili
bir ilacin uzun donemli kullanimina yonelik bir glvenlik testi ¢caligmasidir.
Gunde 2 kez 400 mg selekoksib alan, ginde 3 kez 800 mg ibuprofen alan
ya da gunde 2 kez 75 mg diklofenak alan 8059 hasta Uzerinde yapilan gift
korla, randomize ve kontrollu bir ¢calismadir. Bu ¢alismada gunluk <325
mg dozda aspirin kullanimina izin verilmistir. Sonug olarak ise NSAil'larla
kiyaslandiginda, selekoksibin kardiXovaskUIer olaylarda anlamli bir farklilik
gostermedigi belirtiimigtir, 781622434546

Bu galismanin sonucu VIGOR testi ile karsilastirildiginda,
selekoksibin rofekoksibe nazaran daha guvenli bir kardiyovaskuler profil
cizmesindeki olasi nedenlerin, rofekoksib ile selekoksibin kimyasal
yapilarindaki farkhiliktan; her iki calismada kullanilan NSAii’lar arasindaki
farkhliktan veya CLASS calismasinda gunlik <325 mg dozda kullanilan
aspirinin antiplatelet etkisinden kaynaklanabilecegi dustinulmektedir.”®

Walter ve arkadaslari kardiyovaskuler yan etkiler gosteren
refokoksibin sulfon turevi, refokoksibe kiyasla daha guvenilir bir profil ¢cizen
selekoksibin ise sulfonamit tlrevi oldugunu géz 6nlne alarak, sulfon ve
sulfonamit  tlrevi  selektif COX-2 inhibitdrlerin  aterosklerotik
kardiyovaskuler hastaliklarin onemli bir nedeni olan insan LDL
oksidasyonu Uzerindeki etkilerini arastirmiglardir. Arastirmacilar, sulfon
tlrevi olan rofekoksibin zayif doku dagilimina sahipken, sulfonamit tlrevi
olan selekoksibin ise fizyolojik pH’da yukli durumda bulundugu icin genis
doku dagilimina sahip oldugunu belirtmigler ve bu kimyasal 06zelligin
kardiyovaskuler riskte belirleyici olan endotelyal fonksiyonda s6z konusu
bilesikler igin ayirt edici bir etkiye neden olabilecegini diislinmuslerdir.*’
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Calismada, selektif (rofekoksib, etorikoksib, selekoksib,
valdekoksib), tercihli (meloksikam) ve non-selektif (ibuprofen, naproksen,
diklofenak) COX inhibitorlerinin varligi ve yoklugunda insan LDL
oksidasyonu olgulmustir. COX-2 selektif ajanlar kendi aralarinda kimyasal
olarak sulfon (rofekoksib, etorikoksib) ve sulfonamit (selekoksib,
valdekoksib) turevleri olarak ikiye ayrilmigtir. Ayrica rofekoksib ve
eterokoksibin aktivitesi metil fenil sulfon ve dimetil sulfon yapisi igeren
diger sulfon analoglari ile de kiyaslanmistir. Pozitif kontrol olarak ise a-
tokoferolin suda ¢6zunebilen bir analogu olan Trolox kullaniimigtir. Test
edilen ajanlar icinde yalniz rofekoksib ve eterokoksibin LDL
oksidasyonunu arttirdi§i gdzlenmistir.*”

S6z konusu COX-2 inhibitorlerinin LDL ve membran lipitleri
oksidasyonu Uzerinde farkh etki gdstermelerinin fizikokimyasal temellerini
anlayabilmek ic¢in arastirmacilar, kuaguk agcili x-ray kirihm yontemini
kullanarak, bu ajanlarin membran yapisindaki etkilerini élgmustir. Sulfon
ve sulfonamit COX-2 inhibitorlerinin dlisuk konsantrasyonlarda ortama
ilave edilmesi ile fosfolipit molekillerinin yapilarinda birbirinden ayri
degisikliklerin meydana geldigi belirtiimistir. Rofekoksibin ilavesiyle
fosfolipitin bas kismi bdlgesinde belirgin bir elektron yogunlugu artisi,
membranin hidrokarbon bdlgesinde ise elektron yodunlugu azalmasi
gozlenmistir. Buna karsilik selekoksibin ilavesiyle ise membranin ust
kismindaki hidrokarbon bdlgesinde belirgin bir elektron yogunlugu artisi
g6zlenmistir. Ortaya cikan bu sonuc selekoksibin membran fosfolipitinin
bas grubu bolgesine bitisik olan fosfolipit acil zinciri ile etkilesmesine
baglanmistir.*’

Bu calismanin sonucunda rofekoksib ve eterokoksibin
membran fosfolipit tabakasinda serbest radikal iyonlarinin gegirgenliginde
artisa neden oldugu ve lipit yapisindaki bu ayirt edici fizikokimyasal
degisikligin rofekoksibin kardiyovaskuller yan etkisi igin bir agiklama
olabilecegi belirtiimistir.*’

Bu calismada her ne kadar rofekoksibin gdsterdigi
kardiyovaskuler yan etkilerin hiicre membrani ile etkilesimdeki farkliliktan
kaynaklandigi ve tim COX-2 selektif inhibitorlerine mal edilemeyecegi
vurgulansa da, ortaya c¢ikan bu yan etkinin bir sinif etkisi olup olmadigi
uzerindeki ¢alismalar devam etmektedir.
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Selektif COX-2 inhibitorlerinden rofekoksibin kardiyovaskuler
yan etkiler gdstermesi nedeniyle piyasadan cekilmesinin ardindan dual
COX/LOX inhibitérleri Gizerine yapilan galismalar da artmistir. ki biyik
aragidonik asit metabolik yolagina etki ederek genis c¢aph bir
antienflamatuvar aktivite sagladiklari ve COX inhibitorlerinin rahatsiz edici
gastrik yan etkilerinden buylk oranda uzak olduklari i¢in dual COX/LOX
inhibitérleri son yillarda dikkat ceken bir sinif olmustur.*®

Prostaglandin Uretimini engellemenin yani sira, bu bilesikler
enflamasyon sirecinin bir diger 6nemli mediyatoéri olan kemotaktik
I0kotrienlerin biyosentezini de inhibe ederler. Lokotrienler enflamasyon
bolgesine nétrofillerin  invazyonunu indikler. Ozellikle gastrik Ulser
olusumu gibi durumlarda notrofil invazyonu 6nemli bir basamak
oldugundan, 16kotrienlerin inhibisyonu gastrik yan etkileri 5Snlemektedir.*°

Likofelon  ([2,2-dimetil-6-(4-klorofenil-7-fenil-2,3-dihidro-1H-
pirazolin-5-iljJasetik asit) bu grubun 6ne ¢ikan bilesiklerindendir. Merckle
GmbH tarafindan kesfedilip, EuroAllaince tarafindan gelistirilen Likofelon
(ICso COX=0.21 pM, 1Cs5p 5-LOX=0.18uM), kullanildigi dozlarda
gastrointestinal yan etkilere neden olmaksizin belirgin analjezik,
antienflamatuvar ve antiastmatik etkiler gosterir. Artritisin en yaygin formu
olan ostreoartritiste (OA) kullaniimak Uzere klinik degerlendirme
asamasinda olan Likofelonun doyurucu farmakodinamik etkilerinin yani
sira iyi tolore edildigi de belirtimektedir.>

Pirazol turevi bir dual inhibitdr olan Tepoksalin ise bu grupta
one cikan bir diger bilesiktir. COX Uzerinde in vitro olarak guglu inhibitor
aktivite gosteren Tepoksalin (ICs0:4,6uM), ayrica stimile edilmis insan
perifer kan |6kositlerinde TxB, uretimini de inhibe etmigtir (ED50:3,5 mg/kg
p.o). 100mg/k9 altindaki dozlarda herhangi bir Ulserojenik aktivite
gostermemistir.*®
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Likofelon Tepoksalin
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NSAIi kullanan romatoit artritisli hastalarda timér gelisme
riskinin dusik oldugunu gdsteren epidemiyolojik ¢alismalar sonucu COX
enziminin kanser patogenezi ile iligkili olabilecegi dugunulmustar. Yapilan
bircok calismada NSAI’larin kolon, akciger, mide ve gégls kanseri gibi
cesitli kanser tiplerinin gelismesini Onledigi belirtilmigtir. Ayda 16
aspirinden daha fazla aspirin tuketen insan populasyonunda kolon kanseri
gelisme riski, aspirin kullanmayanlara gore % 40-50 daha az bulunmustur.
Tim bu bulgular NSAil'larin antienflamatuvar aktivitelerine ek olarak
antikanser dzelliklere sahip olduklarini gdstermistir.*°*

Immdiinohistokimyasal analizler COX-2'nin epitelyal insan
kanserlerinde surekli salindigini goéstermistir. COX-2 ekspresyonunun
neoplastik hucrelerde yaklasik olarak % 40- 80 civarinda oldugu tespit
edilmistir. Kanser hucrelerindeki immunoreaktif COX-2 yogunlugunun
diger hiicre tiplerine gére daha fazla oldugu belirtilmistir.*

Bu sebeple cgesitli COX-1 ve COX-2 inhibitorlerinin 6zellikle
kolon kanserinde degerlendirildigi ¢alismalar yapilmistir. Birgok tumorin
buyuylUp gelismesinde tumorla bolgeye yeterli kan saglayabilmek igin
anjiyogenezis ile yeni kan damarlarinin olusumu anahtar rol oynamaktadir.
Anjiyogenezisin meydana gelmesi igin, endotelyal hucrelerin anjiyojenik
blayime faktorlerine, vaskuller endotelyal buyime faktorune (VEGF) ve
temel fibroblast blylume faktériine (bFGF) cevap vermesi gerekmektedir.
Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar hem non-selektif inhibitdrlerin hem de
COX-2 inhibitérlerinin anjiyojenik cevaba karsi etki gosterdiklerini boylece
timor gelisimini énlediklerini ortaya koymaktadir.**"

Ayrica, yapilan bircok epidomiyolojik calisma, NSAillarin
uzun sudreli kullaniminin Alzheimer hastaliginin gelisme riskini azalttigini
gOstermektedir. Alzheimer, yasli populasyonda yaygin olarak gorulen
norodejeneratif bir hastaliktir ve hafiza kaybi ile karakterizedir.
Alzheimer’da kronik enflamatuvar sureclerin rol oynadigina inaniimaktadir.
Bu nedenle NSAIl'larin bu hastaligin tedavisinde énemli bir rolii olabilecegi
dustintimektedir. Bu konu lzerindeki arastirmalar devam etmektedir.>
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2.4. Tromboksanlar, Prostasiklinler ve Antiplatelet Aktivite

Kanin pihtilagmasini engelleyen ya da olusan pihtiyi eriten
ilaglar antitrombotik ilaglar olarak adlandirilir. Etki profilleri yoninden,
pithtilasma mekanizmalarini inhibe eden (antikoagulanlar), trombosit
adezyon velveya agregasyonunu engelleyen (antitrombositikler,
antiplateletler), trombusu eriten (fibrinolitikler, trombolitikler) ilaglar olmak
Uzere u¢ grupta toplanirlar. Pihtilagsma; hemostaz sirasinda damar
disinda, tromboz olayinda ise damar iginde olusur. Yasamsal, fizyolojik bir
olay olan hemostaz, zedelenmis ya da kesilmis damardan kanamanin
durmasidir. Tromboz ise hemostaza benzer mekanizmalarla olugsan damar
ici pihti (trombus) olusumudur; istenmeyen ve patolojik bir durumdur.
Antitrombotik ilaglar esas olarak tromboz ve onun neden oldugu
hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar.®

Arasidonik asit metabolitleri enflamasyonun yani sira cgesitli
kardiyovaskuler, pulmoner ve tromboembolik hastaliklarin patogenezinde
de anahtar rol oynarlar. Bu biyoaktif metabolitlerden en &6nemlisi
tromboksan Aydir. >**°

TxA, basglica aktive olmus plateletlerde ve makrofajlarda
tromboksan sentaz enzimi tarafindan bir i¢ peroksit yapisi tasiyan
PGHy'den uretilir. TxA, tasidigi dayaniksiz epoksi bagdi nedeniyle hizla
nonenzimatik olarak kendisinden daha kararli fakat biyolojik olarak inaktif
olan metaboliti Tromboksan B,'ye donusur. (t12=30 sn, 37 °C5) TxB2’nin
idrardaki ana metaboliti 2,3-dinor TxB, olarak teshis edilmistir.>*>°

TxA, platelet kumelesmesine, vazokonstriksiyona ve
bronkokonstriksiyona yol acan iki buyUk aktivite gOsterir; platelet
fonksiyonlarinin ve diz kas kontraksiyonunun stimulasyonu. TxA, ayrica
vaskuler duz kas hucrelerinin mitogenezisinde anahtar rol oynar ve renal
tubuler hdcrelerin cis-platin  kaynakli apopitozisiyle de dolayh olarak
ilgilidir. TxA2'nin biyosentez prekursoru olan igperoksit PGH, de diz kas
ve plateletlerde TxA,'nin baglandigl reseptor bolgesine baglanarak ayni
agonist etkileri gosterir. >

Ciddi periferik vaskller rahatsizlik, myokard enfarktisd,
unstable anjina, gebelige bagl hipertansiyon ve preeclampsia, astim,
lupus nefritis, trombozis ve koroner trombotik sendromlar gibi cesitli
hastallk durumlarinda hastalarin idrar ve kaninda sirasiyla TxA2'nin
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metabolitleri olan 2,3-dinor TxB; ve TxBy'nin artigina bagh olarak bu
hastaliklarda TxAz'nin asiri Uretildigi ortaya gikmistir.>*°

Bu klinik tablolarin gogunda 6zellikle de portal hipertansiyon,
preeclampsia ve iskemik kalp rahatsizliklarinda TxA; biyosentezindeki
artisa prostasiklin (PGly) Uretimindeki artis eslik eder. PGl; siklooksijenaz
yolagindan elde edilen bir diger glglu arasidonik asit metabolitidir. PGl»
baglica vaskuler ve bronsiyal endotelyumda igperoksit yapisi tasiyan
PGH,'den prostasiklin sentaz enzimi tarafindan retilir. **

PGl, platelet agregasyonunun, vaskuler ve bronsiyal diz kas
kontraksiyonunun en guglu fizyolojik inhibitdrlerinden biri oldugundan
TxAz2’'nin  fonksiyonel bir antagonisti olarak degerlendiriimektedir.
Gergekten de, prostasiklinin IP reseptor olarak adlandirilan G-protein bagli
reseptorlere etkimesiyle, TxAz'nin etkilerine kargilik bir denge olusturdugu
disinilmektedir.®* TxAznin  biyolojik etkilerini azaltan ilaglarin
prostasiklinin olusumu ve aktivitesine etki etmemek sartiyla TxAz
uretiminin arttlgl hastaliklarda terapotik acidan bir yarar saglamasi
beklenmektedir.>*

Bu nedenle tromboksan sentaz inhibitorleri, TxA,/PGH;
reseptor antagonistleri, dual etkili bilesikler (tromboksan sentaz
inhibitord/reseptor anta%onisti) ve prostasiklin agonistleri sinifina ait birgok
bilesik sentez edilmistir.>**°

2.5. Tromboksan Sentaz inhibitérleri (TxSls)

Tromboksan sentaz inhibitorleri segici olarak Tromboksan A,
biyosentezini inhibe ederler. Dazoksiben (UK 37248), Dazmagrel (UK
38485), Pirmagrel (CGS 13080), OKY 1581, Ozagrel (OKY 046), isobogrel
(CV 4151), Furegrelate (U63557A) ve CS-518 gibi birgok tromboksan
sentaz inhibitord anjina tipleri, periferik vaskuler rahatsizliklar, Raynaud’s
sendromu gibi ¢esitli kardiyovaskuler rahatsizligi olan hastalarda ve ayrica
saglikli géniilliilerde klinik olarak test edilmistir. >*°°

34



N=\

|\/N_\_o%:>

COOH

dazoksiben

=

N N
N

HOOC

dazmagrel

& & COOH

OKY 1581

N=\

N
S
COOH
ozagrel
N COOH
LY
N
pirmagrel

N
i
N
L@@
S COOH

CS-518

NN
| —cooH
/ o

furegrelate

X COOH

isobogrel



Birgok TxSl imidazol-1-il veya piridin—3-il pargasi
tasidigindan, yapisal olarak iki farkli tromboksan sentaz inhibitdr sinifi
tanimlanmigtir; imidazolden tireyen TxSl’lar ve piridinden tireyen TxSl'lar.
Yapi aktivite iligkisi bakimindan TxSI'larin gerekli yapisal 6zellikleri temel
bir N atomu (3 numarali konumdan substitie edilmis bir piridin veya N-
substitie bir imidazol halkasi) ve bu N atomundan 0,85-1 nm uzaklikta
bulunan bir karboksilik asit grubudur. Bu heterosiklik halkalardaki N
atomunun tromboksan sentaz enziminin katalitik bolgesindeki hem
grubunun Fe atomu ile bir kompleks olusturdugu kabul edilmistir.>*

d=0.85-1 nm
d d

o
N%\N/\R/\fo N7 R/\f
\;I |

OH = OH

Dazoksiben imidazol turevi bir tromboksan sentaz inhibitoru
olup, bu sinifin klinik denemelerde kullanilan ilk bilesigidir. Dazoksibeni
sirasiyla diger imidazol bilesikleri olan Ozagrel, CS-518, Dazmagrel ve
Pirmagrel izlemistir. Piridinik TxSl'larda ise isbogrelin (CV 4151) lider
bilesik oldugu kabul gérmistir. isbogrelin inhibitér aktivitesinin
stereoizomerizmine bagh oldugu bulunmustur. Gergekten de isbogrelin E
izomeri, Z izomerinden ¢ok daha aktiftir. Bu sonu¢ E izomerde piridin
halkasina ait N atomu ile karboksilik asit grubu arasindaki mesafenin 8,92
nm iken Z izomerde yalnizca 4,92 nm olmasi ile agiklanmistir. isbogrel ile
yapisal benzerlik gdsteren OKY 1581 ve Furegrelate (U 63557A) da
TxSllarin ayni kimyasal sinifina aittir.>*°°

COOH

VAR /N

N COOH

(E) izomer: d= 0.892 nm (Z) izomer: d=0.492 nm

isobogrel (CV-4151)
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2.6. Tiyazol ve Tirevleri

2.6.1. Tiyazol

Tiyazol halkasi asagida gosterildigi gibi
numaralandiriimaktadir. Halkanin adlandiriimasinda IUPAC 1,3-tiyazol
ismini kullansa da, s6z konusu heterosiklik halka icin tiyazol terimi daha
yaygin olarak kullanilmaktadir.>®

4__N3
5[ PP
S
1
tiyazol

ilk kez Hantzsch tarafindan tiyolire ve a-halo karbonil
bilesiklerinin reaksiyonu sonucu tiyazollerin elde edildigi bildirilmistir.>®

ot L
NH, o~ R1NH/(\ R,

Tiyazolin kendisi dogada bulunmamasina ragmen, tiyazol
halkas! peptit alkaloitleri ve siklopeptitler gibi birgcok dogal Urinin
yapisinda bulunmaktadir. Bu Urlnler énemli antibiyotik ve antifungal
Ozelliklere sahiptir. Ayrica deniz Urunlerinden izole edilen dogal tiyazol
iriinleri ise antineoplastik ve sitotoksik aktivite gdstermektedir.*®

Tiyazol halkasi iceren en 6nemli dogal urun tiyamindir (B4

vitamini).*®
NH-
HO
//”N+ = |N

Tiyamin
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Tiyazol renksiz sivi bir maddedir. Kaynama noktasi 118.2
°C’dir. Isiya karsl dayanikhdir, 530°C’de bozunur. Piridine kiyasla daha az
bazik 6zellik gosterir, bircok metal tuzu ile kompleks olusturabilir, aromatik
karakterdedir.®

o '"H-NMR’da (CDCls) 8.89 (H2), 7.99 (Hs), 7.43 (Hs) ppm’'de
pik verir.

2.6.1.1. Tiyazol Halkasinin Genel Sentez Yontemleri

Tiyazol turevleri a-agilamino karbonillerin kukurt verici bir
ajan ile tepkimesinden sentezlenebilmektedir.>®

Q=
\OO 160 °C S
% 62
NH” I:’4310 )
100°C
\OO
% 70

N-alkiliminlerin 300 °C Uzeri sicakliklarda gaz fazdaki
elementel kukurt ile tepkimesinden veya 450°C’de bir metal oksit
katalizorU varhiginda kukurtdioksit ile reaksiyonundan tiyazol turevleri elde
edilmektedir.®
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SO N
—N 2 _ [ \
\\© ZrO,/soda kireci, 450 °C S

% 40

2,2-Dibromo-1-(4-metoksifenil)etanon ve tiyolrenin etanol
icinde 4 saat geri geviren sogutucuda isitilmasi sonucu % 80 verimle 2-
amino-4-(4-metoksifenil)tiyazol bilesiginin elde edildigi bildirimektedir.*°

0 s CH30
o + )J\ Etanol, 4 saat .
HoN NH,  kaynama derecesi \ l\i\>__NH
Br Br S 2
% 80

Tiyazol turevleri a-halo ketonlarin  tiyoamitler ile
reaksiyonundan da olusmaktadir.>®

/o absolu etanol

nam / \
kay ama dereCeSi, 5 saat

S
H B

% 80
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Tiyoagilamino asetallerden hareketle asit katalizli halka
kapama reaksiyonu ile tiyazol tiirevleri sentezlenmistir.>®

Ot / {“
polifosforik asit

S % 50

2.6.2. 2-okso-3H-Benzotiyazol ve Turevleri

2-0kso-3H-Benzotiyazol halka sistemi, 2-tiyazolon halkasinin
4. ve 5. konumlarindan benzen halkasi ile kaynagsmasi sonucu olusan
bisiklik bir bisiklik halka sistemidir. Molekulin numaralandiriimasi
asagidaki gibidir.

H3 4 |—|3
| >=—=02 02
5§ 6 s>:
1 7 1

2-okso-3H-Tiyazol 2-okso-3H-Benzotiyazol
(2-tiyazolon) (2-benzotiyazolon)

3. konumda substitlent icermeyen 2-okso-3H-benzotiyazol
tlrevleri, azot atomundaki serbest hidrojenden dolayi asagida gdsterildigi
gibi tautomerik sistemler olup dengenin 2-okso-3H-benzotiyazol lehine
oldugu belirtilmistir.>’
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Tautomer dengenin 2-okso-3H-benzotiyazol lehine oldugu ilk
kez UV spektroskopisi ile gosterilmistir. Daha sonraki yillarda yapilan IR
calismalari bu verileri dogrulamistir. IR spektrumlarinda halka karbonilini
belirleyen pikin yani sira N-H piki de goérulmektedir. Ancak O-H gerilim
pikine rastlanmamaktadir. *® 2-okso-3H-benzotiyazoliin 3350 cm™ de N-H,
1675-1660 cm™ de C=0 gerilim bantlarina sahip oldugu bildirilmistir >°°.
Ayrica NMR’'da, DMSO-ds iginde alinan spektrumunda aromatik protonlar
§ 7,00-7,65 ppm’de, N-H protonu da & 11,50 ppm’de gdzlenilmistir 8.

2.6.2.1. 2-okso-3H-Benzotiyazol Yapisinin Genel Sentez Yontemleri

2-Aminotiyofenol ve ure karisimi 165°C’de ergitildiginde 2-
okso-3H-benzotiyazol sentez edilmistir®’. Ayni baslangic maddeleri azot
gazi altinda klorobenzen iginde isitildiginda ise arin % 72 verimle elde
edilmistir.®?

NH, o H
165 °C N
S -
SH H,N™ NH, ©: >:O

2-Halonitrobenzen, trietilamin varliginda tetrahidrofuran
icinde su, karbon monoksit ve kukudrtin tepkimesi sonucu 2-okso-3H-
benzotiyazolii vermektedir 2.

NO; S/ Hy0/ (CoH5)3N/ THF N
+ co - =0
X S

X=Cl, Br

N-Ariltiyouretanlarin alkali ortamda potasyum ferrisiyanar ile
halka kapanmasi sonucu olusan 2-etoksibenzotiyazolin asit ortamda
hidrolizi ile 2-okso-3H-benzotiyazol elde edilmistir °"%.

41



H

NH _O OH - N HCI N
T( _— \>—O —_ @[ >=O

S KalFe(CN)el s C,H50H s

2-Benziltiyofenil izosiyanatlar kuru kuruya isitildiginda 2-
okso-3H-benzotiyazola siklize olmaktadir .

N=C=0 H
ISI N
S

S

2(3H)-Benzotiyazoltiyonun seyreltik alkali ortamda ve klor
veya brom gibi yukseltgen maddeler varliginda hidroliz edildiginde 2-okso-
3H-benzotiyazola doénistiigii bilinmektedir °°.

H

Crm = O

D’Amico,  2-klorobenzotiyazolu formamid ile tepkimeye
6s7oktucjunda 2-0kso-3H-benzotiyazolli % 90 verimle elde ettigini bildirmigtir

N O H
N\ 190 °C N
e+ — N
H NH,
S S
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2.6.2.2. 5-Kloro-2-okso-3H-Benzotiyazol Yapisinin  Genel Sentez
Yontemleri

Ure ve 2-amino-4-klorotiyofenoliin butanol varliginda 110
°C’de 5 saat geri ¢eviren sogutucu altinda isitiimasi sonucu %90 verimle
5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol ~ elde  edilmistir.®® Ayni  baslangig
maddelerinin sadece ergitiimesi ile de 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol elde
edilebilmektedir.®?

H

Cl NH, (@) Cl N
\©i + )k BuOH \©i \—o

o HN" NH, <

% 90

2-Amino-4-klorotiyofenol ile etil kloroformatin tepkimesi
sonucu elde edilen bilesiklerin, sodyum karbonat ve dimetilformamit i¢inde
Isitiimasi sonucu ayni bilesigin elde edildigi literatiirde bildiriimektedir °°.

cl NH, cl NH, cl NHCOOC,Hg
\©i 4+ CICOOC,Hy — = \Oi + \©:
SH SCOOC,Hg SH
H
cl : N
I1S1
- = >:O
S

Etil kloroformat ile 5-kloro-2-nitrotiyofenolun tepkimesinden
elde edilen ester tdrevinin oda sicakhdinda reduktér metaller ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan 2-amino-4-klorofenil etiltiyokarbonat
tirevinin 1sitilmasi ile 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol elde edildigi
bildirilmistir.”®""
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Cl NO-, cl NO, Fe
\@ 4+ CICOOCoH; — >
SCOOC,H5

SH

Cl NH H
2 1S1 Cl N

= Lo
SCOOC,Hg S

Ayni bilesigin 2,5-dikloronitrobenzen disulfur bilesiginin alkali
ortamda sodyum sulftrin asirisi ve fosgen ile tepkimeye girmesi sonucu
da elde edildigi bildirilmistir. "2,

e ) B O

2,5-dikloronitrobenzen, karbon monoksit ve kukurt ile bir baz
ve su varliginda reaksiyona sokuldugunda yuksek verim ve saflikta 5-
kloro-2-okso-3H-benzotiyazol sentez edilmistir.

Cl NO,
Cl
Co, S N
—0
cl Baz, Su s
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2.6.2.3. 2-okso-3H-Benzotiyazol ve 5-Kloro-2-okso-3H-Benzotiyazolin
Kimyasal Tepkimeleri

2-0kso-3H-benzotiyazol ve turevleri genellikle kati bilegikler
olup, cogunlukla fenolik karakterdedirler. Hem zayif asit hem de zayif
bazik 6zellik gosterirler. 2-okso-3H-benzotiyazolun pKa dederleri 10.37 ve
1.89 olarak bildirilmistir "

2-okso-3H-benzotiyazolin polifosforik asit (PFA) iginde
Ozellikle aromatik karboksilli asitlerle tepkime}/e girdiginde 6-acil-2-okso-
3H-benzotiyazol tirevlerini verdigi bildirilmistir "°7"°

Y H
R
R N N
ArCOOH
>:O > >:O
S PFA Ar S
o

R=H, Cl

2-okso-3H-benzotiyazol, benzoil klorur ile ZnCl, ve DMF
varliginda 140 °C’de 2 saat boyunca isitildiginda yuksek verimlerde 6-
benzoil-2-okso-3H-benzotiyazol elde edilmistir. 8¢

R
/ N
N ZnCl,/DMF
>:O » >:O
S <i>_/<O 140°C S
Cl O
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2-okso-3H-benzotiyazolun alkali ortamda bromoasetik asit ile
tepkimesinden 2-okso-3H-benzotiyazol-3-asetik asit elde edilmistir 82,

0
H ///<
>:o + BryCH,COOH — — 5 >:o
S S
R=H, CI

2-okso-3H-benzotiyazolun, formaldehit ve uygun aminlerle
metanol iginde isitilmasiyla Mannich bazlarini verdikleri bildirilmistir 3.

a A
N
H % H—n ‘R
N HCHO N \R N
S S s

R= Alkil, siklikalkil

2-okso-3H-benzotiyazol dimetil sulfatla tepkimeye girdiginde
3-metil-2-okso-3H-benzotiyazol elde edilmistir 5°.

H /C Ha
N N

@ V=0 + (CHSO; — o P
S S
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2.6.24. 2-Okso-3H-Benzotiyazol ve 5-Kloro-2-Okso-3H-Benzotiyazol
Tarevlerinin Biyolojik Etkileri

2.6.2.4.1. Antinosiseptif, Antienflamatuvar ve Analjezik Etkili TUrevler

1-fenil-2-(2-benzotiyozolinon-3-il)etanon  ve  1-fenil-2-(2-
benzotiyazolinon-3-il)etanol turevlerinin antinosiseptif aktiviteye sahip
olduklari bildirilmigtir.®

o) OH

2o, Lo,
- O

Ri: H, 2-Cl, 4-Cl, 2-CHs, 4-Br

6-substitle-2-okso-3H-benzotiyazol turevlerinin de analjezik
etkiye sahip olduklari bildirilmistir.%”

N
T
Ry-A S

Ri: H, CHs
A: CO, CH,, CHOH
RJ: fenil, stbstittie fenil, fenol, n-C4Hq
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(2-okso-3H-benzotiyazol-3-il)asetik asit ve (2-okso-3H-
benzotiyazol-3-il)alkanoik asit tirevlerinin antinosiseptif ve
antienflamatuvar aktivitelere sahip olduklari bildirilmistir.%

ClleCO-A
R4 N
L
R; X
X: O, S A: OH, OCH3, OCzH5

Ri: H, Cl R2: H, CH3, COCsHs

Bazi 3-sUbstitlie-20kso-3H-benzotiyazol turevlerinin
antinosiseptif etkiye sahip oldugu bildirilmistir.>

QO Q0

N

O

Asagida genel vyapilart gosterilen (5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol-3-il)asetamit tlrevlerinin antinosiseptif aktivite gdsterdikleri
bildirilmistir.°

CH,CO-A

¢ |
L

A= morfolinil, 4-slbstitlie piperazinil, 4-stbstitle piperidinil, stbstitie piridinil
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Bazi (2-okso-3H-benzotiyazol-3-il)propanamit turevlerinin
antinosiseptif aktivitesi oldugu literatirde bildiriimigtir.’

0]
N \\/N\R
S)\o
R= piridinil, substitle fenil, benzil

Bazi [(2-okso-3H-benzotiyazol-3-il)metil]-4-alkil/aril-1H-1,2,4-
triazol-5-tiyon tdrevlerinin  antinosiseptif aktiviteye sahip olduklari

bildirilmistir.%2
N
D@
)\ |
ST ||Q \s

R= metil, etil, allil, fenil, 4-sbstitte fenil, benzil, fenetil

Asetik asit ve propanoik asit kalintisi tagiyan bazi 6-agil-2-
okso-3H-benzotiyazol tlrevlerinin analjezik ve antienflamatuvar etki
gosterdikleri bildirilmistir.%

(CHz)nCOOH

n=1,2 R=H, CI R=Cl,F,H X=0,S
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2-[(2-okso-3H-benzotiyazol-3-il)metil]-5-aril/alkilamino-1,3,4-
gi}/adiazol bilesiklerinin antinosiseptif aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir.

R= metil, etil, allil, siklohekzil, fenetil, fenil, 4-substittie fenil

R
2.6.2.4.2. 2-Okso-3H-Benzotiyazol Yapisina Sahip Bilesiklerin Diger
Biyolojik Etkileri

Diouf ve arkadaslari 6-(1,4-substitlepiperazin-1-il)-2-okso-
3H-benzotiyazol ve 6-(1,4-substituepiperazin-1-il)-3-(1,4-
substituepiperidin-1-il)-2-okso-3H-benzotiyazol tdrevlerinin seratonin ve
dopamin reseptor ligandi olup, anksiyolitik etkiye sahip olduklarini
belirtmistir. *°

R
\
N
o~ T )
s (CHa)N—N N@
__/ 7
R=H,CH; n=2,3,4 Z=H, 2-OCHjs, 3-CF3, 2-F, 4-F
—N
F
N
o0
Lo -0
(CH2)n—N N /
\_%,

Z=H, 2-OCHj3, 3-CF3

50



Suziki ve arkadaslari bir deniz singeri olan Dysidea sp.’den
izole  ettikleri  4-hidroksi-7-[1-(1-hidroksi-2-metilamino)etil]-2-okso-3H-
benzotiyazol yapisinin selektif [Bz-adrenoseptor agonisti oldugunu ve
bronkodilator etki gdsterdigini bildirmislerdir. *°

OH  NH-CHj4

S
>:O
N
OH

Bazi (2/4-substitue) benzaldehit (2-okso-3H-benzotiyazol-3-
illasetohidrazonlarin antikonvilsan aktiviteye sahip olduklar literatirde
bildirilmistir.®’

@Y

6-piperidino veya 6-piperazino-alkil-2-okso-3H-
benzotiyazollerin 0/5-HT1a ligandi olduklari bildirilmistir.?®

R C/Hs
Y—X)\ N
)\/N /@ =0
R >n S

n=2, 4 R=H, CHj; X=N, CH
Y= fenil, benzil, 2,4- veya 3,4-diklorobenzil
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2.7. Mikrodalga Destekli Kimyasal Sentez

2.7.1. Mikrodalga Teorisi

Mikrodalga radyasyonu 0,3-300 GHz frekans araligindaki
elektromanyetik radyasyondur ve bu da 1 cm ila 1 m arasindaki dalga
boyuna karsilik gelir. Bu nedenle, elektromanyetik spektrumun mikrodalga
bdlgesi, IR ve radyo frekanslari arasinda yer alir. 1-25 cm arasindaki
dalga boylari yogun olarak RADAR igin; geriye kalan dalga boyu araligi ise
telekomunikasyon icin kullanilir. Mutfaklarda kullanilan mikrodalga firinlari
ile kimyasal sentezlerde kullanilan mikrodalga reaktorlerinin tumda,
telekomunikasyonla ve cep telefonu frekanslari ile etkilesimden uzak
durmak igin 2,45 GHZ'lik bir frekansta calisirlar ve bu da 12,25 cm’lik bir
dalga boyuna karsilik gelir. Diger frekanslarda is géren mikrodalga 1sitma
aygitlari da bulunmaktadir fakat bunlar sentetik kimyada kullanilan
reaktorler degildir. Gercekten de, 2,45 GHzden farkh frekanslarda
mikrodalga ile gergeklesen organik sentezlere ait yayin ornekleri ¢ok
nadirdir.%>"%"

Tablo 5’te sunulan veriler incelendiginde, 2,45 GHz (0,0016
ev)'deki mikrodalga fotonunun enerjisinin, molekiler baglari kirmak igin
¢ok dusuk oldugu ve hatta Brownian hareketinden bile duguk oldugu
gorilmektedir. Bu sebeple mikrodalgalarin, ultraviyole ve gorunur
radyasyonda (fotokimya) oldugunun aksine, elektromanyetik enerjiyi
dogrudgg absorblayarak kimyasal reaksiyonlari indukleyemeyecekleri
aciktir.

Tablo 5 : Radyasyon tiplerinin ve bag enerjilerinin kar§|la§t|rllma5|99

Kuantum

Radyasyon Tipi  Frekans (MHz) Enerjisi (6V) Bag Tipi Bag(s\r})erjisi
Gama isinlari 3.0x 10" 1.24 x 10° CC tek bag 3.61
X-1sinlari 3.0x10" 1.24 x 10° CC cifte bag 6.35
Ultraviyole 1.0x 10° 4.1 CO tek bag 3.74
GOorunar 1g1k 6 x 10° 25 CO cifte bag 7.71
Infrared Isik 3.0x10° 0.012 CH bag 4.28
Mikrodalgalari 2450 0.0016 OH bagi 4.80
Radyofrekanslari 1 4.0x10° Hidrojen bagi 0.04-0.44
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Mikrodalga kimyasi, maddelerin “mikrodalga dielektrik
Isitma” etkileri kullanilarak, etkili bir sekilde 1sitilmasina dayanir.
Mikrodalga dielektrik i1sitmasi, belirli maddelerin (6rnegin bir solvan veya
reajan) mikrodalga enerjisini absorblayip, bu enerjiyi 1siya dénusturebilme
yeteneklerine baghdir. Mikrodalgalar, elektrik ve manyetik alan
bilesenlerinden olusan elektromanyetik dalgalardir. Mikrodalga sentezleri
ile ilgili birgok pratik amag icin, dalga-madde etkilesimlerinde 6nemi olan,
elektromanyetik alanin elektrik bilesenidir. Fakat bazi 6rneklerde, manyetik
alan etkilesimleri de (6rnegin gecis metal oksitleri ile) ayrica iligkili
olabilir.%®

Elektromanyetik alanin  elektrik  bilegeni, iki ana
mekanizmayla 1sinmaya neden olur: dipolar polarizasyon (kutuplasma) ve
iyonik iletim. %9101

Elektrik alan bileseninin matriks ile etkilesimi, dipolar
polarizasyon = mekanizmasi olarak adlandinlir.  Mikrodalga ile
Isinlandiginda, 1s1 Uretebilen bir madde dipol momente sahip olmalidir.
Mikrodalga frekanslarina maruz birakildiginda, o6rnege ait dipoller
uygulanan elektrik alanda siralanirlar. Uygulanan alan dalgalanma
gosterdiginde, dipol alan degisen elektrik alana gore yeniden duzenlenir
ve bu esnada, molekuler surtinme ve dielektrik kaybi yoluyla, enerji 1si
formuna doénuslr. Bu islem ile Uretilen isinin miktari, matriksin uygulanan
alanin frekansi ile kendini duzene sokma yetenegi ile dogru orantilidir.
Eger dipol, uygulanan alan ile yeniden siralanmak igin yeterli zamana
sahip degilse (yuksek frekansli isima) ya da ¢ok hizli siralaniyorsa (dusuk
frekansli 1s1ma) i1sinma gerceklesmeyecektir. Tum ticari sistemlerde
kullanilan 2,45 GHZ'lik frekans, bu iki u¢ arasinda yer alir ve molekuiler
dipole, alanda siralanmasi icin yetecek, fakat degisen alani takip etmesine
yetmeyecek kadar zaman verir. Bu nedenle dipol, elektrik alan ile kendini
siralamak i¢in yeniden duzenlendiginde, alan zaten degisecek ve dipol ile
alanin yonu arasinda bir faz farki olusacaktir. Bu faz farki, dipolden
molekuler surtinme ve c¢arpisma yoluyla enerji kaybina, dielektrik
Isinmasinda ise artisa neden olur. Ozet olarak, alan enerjisi ortama
transfer edilir; elektrik enerjisi de kinetik veya termal enerjiye ve en
sonunda da isltya donuasturular. Su vurgulanmahdir ki, mikrodalga 15131 ve
polar ¢6zliclu arasinda- i1simanin frekansi ile rotasyonel gevseme
surecindeki frekans yaklasik olarak eslestiginde olusan - etkilesim,
kuantum mekanik rezonans olgusu degildir. Kuantize rotasyonel bandlar
arasl| gegisler hesaba katilmaz ve enerji transferi spesifik bir maddenin
Ozelligi degildir, aksine tim yigini iceren kolektif bir olgunun sonucudur.
Isi, polar molekuller arasinda olusan surtinme kuvveti tarafindan uretilir.
Gazlar mikrodalga isimasi altinda isitilamazlar c¢lnki doénds yapan
molekuller arasindaki uzaklik ¢ok fazladir. Benzer bi¢cimde, buz ise

53



mikrodalga gecirgendir, c¢unkd su dipolleri kristal kafes iginde
hapsolmustur ve sivi fazdaki gibi rahat hareket edememektedirler. 9

Bir maddenin belli bir frekanstaki elektromanyetik enerjiyi 1si
enerjisine donusturebilme yetenegdi tan d=¢"/ € denklemi ile godsterilir. Bu
denklemde, © yayllma faktorudir, €” dielektrik kayip sabitidir ve
elektromanyetik radyasyonun isiya dontisme verimliligini gdsterir. €’ ise
dielektrik sabitidir ve bir molekulun bir elektrik alanda polarize olabilme
yetenegini Olger. Yuksek tan & degeri bir maddenin mikrodalga enerjisine
yuksek hassasiyet gosterdigini belirtir. tan & degerleri dielektrik sabiti ile
dogru orantihdir ve dielektrik sabiti ne kadar buylkse mikrodalga ile
etkilesim o kadar fazladir. Su, DMF, metanol, etil asetat, aseton,
kloroform, asetik asit ve diklorometan gibi solvanlar yuksek tan ©
degerlerine sahip olduklari i¢in, mikrodalga 1simasina maruz kaldiklarinda
hizlica isinirlar. Hekzan, toluen, dietil eter ve karbontetrakloriar gibi
solvanlar ise dusuk tan & degerine sahiptirler ve mikrodalga radyasyonu
altinda isitilamazlar.'%%°"

ikinci ana I1sitma mekanizmasi ise, iyonik iletim
mekanizmasidir. iyonik iletim boyunca, bir 6rnekteki ¢dziinmis yUkIi
parcaciklar (genellikle iyonlar), mikrodalga alaninin etkisi altinda ileri ve
geriye salinirken, komsu molekil veya atomlarla carpigirlar. Bu
carpismalar, sallanma veya harekete neden olarak isi olustururlar. Bu
nedenle, esit miktarlarda distile su ve musluk suyu tagiyan iki ornek,
sirayla sabit radyasyon gucunde mikrodalga igimasiyla isitilirsa, iyonik
iceriginden dolayr musluk suyu 6rneginde daha hizli iIsinma meydana
gelecektir. Benzer iyonik iletim etkileri, mikrodalga alanda iyonik sivilarin
Isitma davraniglari dikkate alindiginda oOzellikle 6énem arz etmektedir.
iletkenlik ilkesi, I1sI liretme kapasitesi dikkate alindiginda dipolar rotasyon
mekanizmasindan daha kuvvetli bir etkidir. %’

Mikrodalga isimasinin madde ile etkilesimi, Ug¢ farkl sureg ile
karakterizedir; emilim, iletim ve yansima. Polar organik solvanlar gibi
yuksek dielektrigi olan maddeler, mikrodalgalari guglu absorbe ederler ve
sonu¢ olarak ortam hizli bir sekilde 1sinir. Non-polar maddeler, penetre
olan mikrodalgalar ile sadece kuguk etkilesimler gosterirler ve bu nedenle
reaktorlerin yapi malzemeleri olarak kullanilabilirler. Eger mikrodalga
ISimasi, malzeme ylzeyi tarafindan yansitilirsa, sistemde enerji eslesmesi
ya ¢ok az olacaktir ya da hi¢ olmayacaktir. Malzemenin isisi ¢ok az
yiikselecektir. Yiiksek iletken metaller igin bu dikkate deger bir dzelliktir.%
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2.7.2. Mikrodalga Reaktorii Kullanilarak Gerceklestirilen Sentez Ornekleri

1970’lerin sonlarindan beri termal enerjiye alternatif olarak
kimyasal reaksiyonlarda mikrodalga radyasyonu kullaniimaktadir.
Mikrodalga teknolojisine duyulan ilginin sonucunda, mikrodalga kimyasi
gunumuzde artik her laboratuvarda yogun olarak kullanilan bir laboratuvar
teknigi haline gelmistir. '

Geleneksel termal isitma ile kiyaslandiginda, mikrodalga
radyasyonu daha hizli ve daha temiz reaksiyonlar saglar. Elde edilen
artnlerin verimi ylksektir ve genellikle daha basit purifikasyon prosedurleri
gerektirir. 1

Organik sentezde mikrodalga kullanimi ile ilgili ilk yayin 1986
yiinda Gedye ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Tetrahedron Letters
dergisinde yayimlanan c¢aligmada benzamitin hidrolizi hem mikrodalga ile
hem de termal 1s1 ile gerceklestiriimis ve iki yontem birbiri ile
kiyaslanmistir. Sonugta mikrodalga ile yapilan reaksia/onun daha kisa
siirede ve daha yiiksek verim ile yiiriidiigi bildirilmistir.'

NH, %20H,S0, oH

mikrodalga veya termal o

Termal= 1 saat, % 90 verim (geri ¢geviren sogutucu altinda)
Mikrodalga= 10 dk, % 99 verim

Gunumuzde mikrodalga kullanilarak gerceklestirilen organik
sentezlerle ilgili literaturde pek ¢ok Ornek bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda mikrodalga destekli sentezlerin reaksiyon suresini
kisaltmanin yani sira gogunlukla urtn verimini de arttirdigi belirtiimektedir.

Ornegin, mikrodalga reaktoriinde konjuge nitronun (1)
akrinonitril ile tepkimesinden 6 dakikada % 80 verimle istenen siklokatim
arinu (2) elde edilmistir. Ayni tepkime termal 1si ile gergeklestiginde 2-3
glin siirmekte ve (iriin % 66 verimle elde ediimektedir.'®
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Bir diger siklokatim reaksiyonunda konjuge kromon nitronu
(3) metil akrilat ile solvansiz olarak mikrodalga reaktdriinde tepkimeye
sokuldugunda, isoksazolidin (4) 6 dakikada % 85 verimle elde edilmistir.
Ayni reaksiyon geleneksel yontemlerle toluen iginde geri ¢eviren sogutucu
altinda yapildiginda % 50 verimle Urun elde edebilmek igin 2 gunluk
slireye ihtiyag duyulmaktadir.'®

CN

/O_
NN HZC/\CN 0
- X N
Mikrodalga, 6 dk, % 80 verim

o N-Q
S HzC/\COOCHa
cl)_ Mikrodalga, 6 dk, % 85 verim | COOCH
o o ’
Ar= 4-bromofenil
(3) (4)

Benziliden hidrazitin (5) tiyoglikolik asit ile mikrodalga
reaktorinde 540 W’ta kondensasyonu sonucu 6 dakikada elde edilen
tiyazoldin-4-on (6) bilesigi, geleneksel yontemler ile 120° C'de 10 saat
boyunca isitilarak % 36 verimle elde edilebilmektedir. Mikrodalga ile
gerceklestirilen sentezde urun veriminin geleneksel yonteme kiyasla daha
yiiksek oldugu bildirilmistir.'®
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NH \@ Mlkrodalga 6 dk

(5) (6)

Bir diger drnekte, geleneksel termal sartlarda etilendiklortr
icinde faz transfer katalizOri olarak tetrabutil amonyum hidrojen sulfat
kullanildidinda, %85 verimle trisiklik benzofuran (9) elde edebilmek icin 6-
8 saat boyunca 55-60° C’de isitma gereklidir. Ayni reaksiyon K;COs;
varhginda (7) ve (8)in kondensasyonu ile mikrodalga reaktdrinde
gerceklestirildiginde ise 300 W enerji kullanilarak 2 dk i¢cinde % 95 verimle
ayni Urinun elde edildigi bildirilmistir. Reaksiyonda faz transfer katalizoru
de kullanilmamistir. "%

0 CHj;
HO OH
+
HsC Br
)

o)

(7) (8)
K,CO3

Mikrodalga, 2 dk, % 95 verim
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Herhangi bir solvana ve katalizore ihtiya¢ duyulmaksizin
mikrodalga reaktdrinde etilasetoasetatin (10) esdeger mol benzaldehit ve
tiyoure (11) kullanilarak 800 W’daki reaksiyonu ile istenen
dihidrotiyopirimidon turevi (12) 2 dakikalik bir surede ve % 90 verimle elde
edilmigtir. Ayni reaksiyon gelenekesel yontemlerle (etanol, HCI, geri
geviren sogutucu) gerceklestirildiginde ise UrGn verimi yari yariya
azalmaktadir. "%

o 0 S benzaldehit
M + )k mikrodalga, 2 dk, % 90 verim  EtO,C
HsC OCH,CH,4 HoN NH, NH

HyC N S
H

(10) (11) (12)

2-hidroksikalkonun mikrodalga reaktérinde 400 W’'ta 5
dakika boyunca SeO, ve eser miktardaki dimetilsulfoksit (DMSO) ile
muamele edilmesi sonucu % 80 verimle beklenen flavon turevi sentez
edilmigtir. Reaksiyonda DMSO hem oksidasyon ajani hem de enerji
transfer araci olarak etkimektedir. DMSO kullaniimadiginda Grin % 10
daha az verimle elde edilmektedir. Reaksiyon yag banyosunda 107-109
°C’de gerceklestirildiginde ise verim % 46’lara digsmektedir ve reaksiyonun
tamamlanabilmesi igin 1 saatlik siire gerekmektedir. '

OH| O Se0,, S0,
DMSO, mikrodalga, 5 dk, % 80 verim

Khan ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢galismada, bir seri 2,5-
disubstitue-1,3,4-oksodiazol turevinin mikrodalga reaktorindeki sentez
sureleri ve urun verimleri, geleneksel yontemle gergeklestirilen sentezlerin
sure ve verimleri ile kiyaslandiginda asagidaki sonuglar elde edilmistir.'®
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/lk + /lk POCI4/Al,04 N '}'—'i‘
R NHNH, R' OH mikrodalga, 5-15 dk R/( )\R'

Tablo 6: 2,5-disiibstitiie-1,3,4-oksodiazoliin mikrodalga destekli sentezi ile
geleneksel yontemle yapilan sentezinin siire ve verim agisindan kar§|la§t|rllma5|1°3

Mikrodalga Geleneksel Yontem
R Sire (dk) | Verim (%) | S | Verim (%)
(saat)
CeHs 12 92 6 81
0-NO,CgH4 9 96 5 86
0-BrCgHg4 12 92 6 76
m-BrCgHj4 12 87 6 71
p-BrCsH4 12 85 6 68
3-piridinil 12 89 9 75
CH,CI 7 87 5 78
CHCl, 7 85 4 77
CCls; 6 91 4 76
p-CH3C6H4 13 81 7 69
3,4,5-tr|mgtok3| 15 79 9 63
benzoil
1-C1oH7 12 83 9 69
2-C1oH7 12 81 8 72

2.7.3. Tiyazol ve Benzotiyazol Halka Sistemlerinin Mikrodalga Reaktoru
Destekli Sentez Ornekleri

Tiyobenzamitler ile a-tosiloksisubstitie ketonlarin herhangi
bir solvana ihtiya¢ duymaksizin, asidik montmorillonit K-10 kili i¢indeki
reaksiyonundan 2 ,4-diariltiyazollerin elde edildigi literatlrde
bildiriimektedir. Bu sentez yonteminde mikrodalga reaktoru kullanildiginda
yiiksek verimde iriin elde edildigi bildirilmistir.>®

fe) + s K-10 kili, mikrodalga reaktéru
3-4 dk / rij
o ; S)\Q\
Cl

% 90
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cl
cl NH,

K-10 kili, mikrodalga reaktori
(0}
+ S 3-4 dk
N
oTs OCH;4 /o \
S
OCHgy

Benzotiyazoller, HCI veya polifosforik asit varlidinda
geleneksel isitma ile 13 gibi bir nukleofilin karboksilik asitlerle
kondensasyonundan elde edilebilmektedir. Mikrodalga enerijisinin
kullanimi ise bu tarz kondensasyon reaksiyonlari icin alternatif bir
kaynaktir ve reaksiyon suresini dugurerek, daha yuksek verimlerde ve
daha saf urun elde etmeyi saglar. 14 nolu orto-ester KSF kili varliginda 10
nolu bilesik ile mikrodalga reaktoriunde azot atmosferi altinda 60 W’da
reaksiyona sokuldugunda, 5 dk iginde %70 verimle sibstitiie benzotiyazol
(15) elde edilmigtir. Geleneksel isitma ile kiyaslandiginda (toluen, geri
ceviren sogutucu), KSF Kkili varliginda mikrodalga ile elde edilene yakin
verimde urun elde edebilmek ve reaksiyonu tamamlayabilmek igin 12
saate ihtiyac duyulmaktadir. '

NH
2 KSF kil HaC N
+  CHgC(OEt), \>_©
. . .
SH Mikrodalga, 5 dk, % 70 verim s

(13) (14) (15)

2.8. COX Enzimi inhibisyonunun in vitro Tayini

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin COX-1 ve COX-2'ye
kargi goreceli inhibitor aktivitelerini tanimlamak ve kiyaslamak igin ¢ok
sayida in vitro analiz gelistiriimistir. inhibitdr aktiviteler ICso degeri ile
belirtilmigtir. Segcicilik ise COX-1 ve COX-2’ye ait ICso degerlerinin birbirine
orani olarak ifade edilmistir.'?1%4

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin COX-2 selektivitesini
arastirmak igin gelistirilen ve en c¢ok kullanilan in vitro analiz sistemleri
Tablo 7’de 6zetlenmistir.
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Tablo 7 : NSAii’larin COX-2 Selektivitesini Arastirmak igin En Gok Kullanilan in vitro
Analiz Sistemleri'™

Siklooksijenaz-1 Siklooksijenaz-2

Okiiz aortik endotel hiicreleri LPS ile indiklenmis fare makrofajlari

Kog¢ seminal damari (saflastiriimis) Koyun plasentasi (saflastinimis)

insan yikanmis plateletleri IL-1 ile indlklenmis sican mesangiyal
hicreleri

Domuz makrofajlari (stimule edilmemis) Domuz makrofajlari (LPS)

Fare rekombinant enzimleri . . .
Fare rekombinant enzimleri
insan hiicre hatti

(histiositik lemfoma hiicreleri U-937) Insan hiicre hatt

(osteosarkom hucre hatti 143.98.2)

insan rekombinant enzimleri
(saflastinimis, mikrozomlar, batin
hicreler)

insan rekombinant enzimleri
(saflastinimis, mikrozomlar, bitin
hicreler)

Pihtilasmig insan tam kani

(plateletler) LPS ile indiklenmis insan tam kani

(monositler)

Insan gastrik mukoza parcalar LPS ile indiiklenmis insan monositleri

Insan kondrositler (stimiile edilmemis) IL-1 ile induklenmis insan kondrositleri

Insan sinoviyositleri (stimale edilmemis) IL-1 ile indUklenmis insan sinoviyositleri

Insan plateletleri IL-1 ile indUklenmis insan sinoviyositleri

Bu test sistemleri 3 grupta siniflandirilabilir'®*:

1- Hayvan enzimleri, hayvan hucreleri veya hayvan hucre hatlari kullanan
sistemler (ilk gelistirilen sistemler).

2- insan rekombinant enzimleri, insan hiicre hatlari veya insan kan
hacreleri (6zellikle plateletler ve monositler) kullanan analizler (bugunku
kullanilan standartlar).

3- insan gastrik mukoza hicreleri, kondrositler ve sinoviositler (non-
steroidal antienflamatuvar ilaglarin yan etkileri ve antienflamatuvar
etkilerinin goruldigu hedef insan hucrelerini kullanan yeni gelistirilen
modeller)
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in vitro test sistemlerinde, deney kosullari analize bagli
olarak farklilik gosterebilir. Kullanilan enzimler hayvan veya insan kaynakl
olabilir, dogal veya rekombinant olabilirler. Enzimler izole olarak
kullanilabildikleri gibi, mikrozomal preparatlar igcinde veya tam hcre
analizlerinde de kullanilabilirler. Deney kosullarinda baska farkliliklar da
bulunmaktadir'®:

Birincisi; aragidonik asitin kaynagidir. Prostaglandin sentezi
endojen olarak salinan arasidonik asitten veya eksojen olarak ortama
eklenen arasidonik asitten  @lcllebilir.  ikinci  durumda, farkl
laboratuvarlarda farkli konsantrasyonlar kullaniimaktadir.

ikincisi; rekombinant COX-1 ve COX-2 enzimlerinin gen
replikasyonu igin kullanilan gesitli ekspresyon sistemleri bulunmaktadir.
Ayrica, COX-1 veya COX-2 geni ile transfekte edilen hticrelerin kdkenleri
farkli olabilir.

Uclinclisti; COX-2 indlkleyici ajanin varhigi veya yoklugu
cesitlilik gosterebilir. Rekombinant enzimlerle transfekte olmus hucreler,
bu enzimi kendiliginden salarlar. Bu durum COX-2’nin indiklenmesi
gereken diger hucreler ile tezat olusturur. COX-2'nin induklenmesi
genellikle bakteriyel lipopolisakkarit veya interlokin-1, timor nekrozis faktor
gibi cesitli sitokinler tarafindan gergeklestirilir. Bu endotoksinler ve
sitokinler gesitli konsantrasyonlarda verilebilir.

Dorduncusu; ilagla, COX-2 indukleyici ajanla, veya
arasidonik asitle inkibasyonun slresi farkli laboratuvarlar arasinda
degismektedir. Bu durum COX-2 inhibisyonu zamana bagimli oldugu igin,
calisma sonuglarini etkileyebilir.

Besincisi; ortamdaki protein konsantrasyonlari farkhlik
gosterebilir. Bu, plazma proteinlerine kolay baglandigi bilinen non-steroidal
antienflamatuvar ilaglar i¢in hassas bir durumdur.
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ideal Bir Analizin Ozellikleri : '>'*

1- Analiz, tium hicrelerde bulunan dogal insan enzimlerini
kullanmalidir.

2- Kullanilan hadcreler, non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin,
antienflamatuvar etkileri ve yan etkileri i¢in hedef hicreler olmalidir.

3- COX-2 enzimi kendiliginden salinmamali, bunun yerine
indUklenerek olugsmalidir. Ancak bdylece enflamasyon sulreci taklit
edilmis olur.

4- Prostaglandin sentezi eksojen olarak eklenen arasidonik asitten
degil, endojenik kaynaklardan salinan arasidonik asitten
Olctimelidir.

5- Ortamdaki protein konsantrasyonu, proteinlere baglanan ilaci
hesaba katabilmek amaciyla, plazma protein konsantrasyonuna
oldukgca benzer olmalidir.

Ancak, bir test sistemini secerken sadece bahsedilen bu
Ozelliklerin hesaba katilmasi yeterli olmaz. Bunun yaninda, analizin pratik
yonu, yapilabilirligi ve uretkenligi de degerlendiriimelidir. Bu durum belki,
COX-1 i¢in ideal bir test sistemi olan insan gastrik mukoza dokusunun ve
COX-2 icin ideal bir sistem olan interldkin-1 ile indiklenmis insan sinoviyal
dokusunun, neden rutin kullanimlar igin onaylanmadigini agiklayabilir.'®*

Bir analiz sistemi secgerken, galismanin amacini belirlemek
ayrica 6nemlidir. Eger amag, bir ilag ile enzimin aktif bolgesi arasindaki
etkilesimi molekuler seviyede arastirmak ise, o zaman izole enzimler
kullanilmalidir. Yapi-aktivite iliskisi ve tarama calismalari icin, insan hucre
hatlari veya insan rekombinant enzimleri idealdir. Eger ¢calismanin amaci
selektif COX-2 inhibisyonunun klinik belirginligini incelemek ise, bu
durumda en yaygin kullanilan sistemler, tam hucre i¢inde bulunan insan
rekombinant enzimleri ve insan tam kan deneyidir. '

insan tam kan deneyinde, COX-1 aktivitesi igin pihtilasmis
insan tam kani, COX-2 aktivitesi iginse lipopolisakkarit ile indiklenen tam
kan kullanilir. insan tam kan deneyinin birgok avantaji vardir. Oncelikle,
intakt insan hucreleri kullanilir. Bu hicreler non-steroidal antienflamatuvar
ilaglarin antienflamatuvar etkileri (monositler) ve yan etkileri (plateletler)
icin hedef hlcrelerdir. Ayrica, tam kanda bulunan plazma proteinleri, non-
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steroidal antienflamatuvar ilaglarin in vivo etkilesimleri igin iyi bir temsil
sagdlar. Dahasi, her iki analiz icin de kullanilan tam kan, analiz sonuglarinin
dogru kiyaslanabilmesine imkan vermek igin ayni gonulliden ya da
hastadan ayni anda alinir. Son olarak, analiz daha 6nce non-steroidal
antienflamatuvar ilag kullanmig gonulli veya hastalardan alinan kan ile de
yaplilabilir (ex vivo analiz). Bdylece, in vitro bulgularin in vivo sonuglarla
kiyasi yapilabilir.'*

insan Tam Kan Deneyinin Baslica Dezavantajlari :

1- COX-2'nin induklenmesi gerektiginden, COX-1 ve COX-2 igin
farkli inkUibasyon sureleri kullaniimaktadir.

2- Non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin terapétik ve yan etkilerini
temsil etmek igin insan tam kan deneyinde platelet ve monositler
kullaniimaktadir. Oysa gastrik mukoza hucreleri ve sinoviyositler,
platelet ve monositlerden daha uygun hedef hiicreler olurlard.'?1%*

in vitro sistemler, aktivitenin tanimlanmasinda énemlidirler.
Ancak, verilen bir dozda, in vivo COX-1 ve COX-2 inhibisyonunun
seviyesi, sadece in vitro sonuglara bakarak tahmin edilemez. Her bir
bilesigin farmakokinetik o6zellikleri (plazma seviyeleri, dagilimi, plazma
proteinlerine baglanmalari gibi) hesaba katiimalidir.’®

Bu bilgiler 1siginda, COX-2 inhibitorlerinin aktivitelerini
degerlendirmek Uzere birgok arastirmaci farkh in vitro test sistemleri
gelistirmistir. Laufer ve arkadaslarinin calismalari da bunlardan biridir."®
Laufer, saflastiriimis enzim sistemleri, mikrozomal membranlar, kultare
edilmig intakt hucreler, insan kan tam deneyleri ve buna benzer daha 6nce
gelistirilen in vitro test sistemlerinin iyi is gormelerine kargin, bunyelerinde
bazi kusurlar tasidiklarini ve bu nedenle bu eksiklik ve kusurlardan uzak
yeni bir in vitro test sistemi gelistirmeyi hedeflediklerini belirtmistir. Laufer
ve arkadaslari bu calismalarinda, taze izole edilmis insan mononukleer
hicre ve plateletlerini kullandiklari bir test sistemi tasarlamiglardir.
Arastirmacilar geligtirdikleri bu sistemi, diger test sistemleri ile
kiyaslamiglar ve ¢ikan sonuglarin daha once bildirilen sonuglar ile ayni
oldugunu belirtmiglerdir.

Dannhardt ve Ulbrich’in yaptiklari bir bagka ¢alismada ise,
OkuUz aortik koroner endoteliyal hucreleri kullanilarak yeni bir test sistemi
geligtiriimeye calisiimistir. Bu galismada COX-1 kaynagdi olarak okuz aortik
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koroner endoteliyal hucreleri, COX-2 kaynagi olarak ise Aspirin ile
muamele edilip forbol miristat asetat ile aktive edilmis okiz aortik koroner
endoteliyal hacreleri kullaniimistir. COX-2 ekspresyonunun, bu hucrelerde
zamana ve konsantrasyona bagl indiksiyonu HPLC analizi ile
degerlendirilmis ve ayrica poliklonal antikorlar kullanilarak Western Blot
analizi ile de tespit edilmigtir. Sonug¢ olarak arastirmacilar geligtirilen
sistemin COX-1 ve COX-2 analizlerinin eksiklik ve problemlerine ¢6zum
oldugunu belirtmislerdir.'%

Patrignani ve arkadaslari ise, heparinize insan tam kan
orneklerini 24 saat boyunca 37 °C’de lipopolisakkarit ile inkibe edip, PGE>
miktarini radyoimmiinanaliz ile dlgmuslerdir.'®’

2.8.1. COX Enzimi inhibisyonunun Tayininde Kullanilan immiinanalizler

immiinanalizler antikorlarin essiz &zelliklerini  kullanan
hassas analitik testlerdir. Tip ve temel yasam bilimleri arastirmalari
alaninda, 20. yuzyildaki en verimli teknolojik katkilardan biri olarak kabul
edilmektedirler. immunolojik teknikler ve &zellikle de immdinanalizler,
kompleks molekullerin ¢ok kuguk konsantrasyonlarini incelemek igin
kullanilan teferruatli biyokimyasal araglardir.'®®

immiinanalizler essiz niteliklerini, antikorlarin G¢ ©&nemli
Ozelliginden alirlar;

1- Antikorlarin, dogal ve insan yapimi kimyasallara, biyomolekullere,
hicre ve virlslere son derece genis c¢aptaki baglanabilme
ozellikleri,

2- Antikorlarin baglandigi maddeye essiz 6zgullukleri,

3- Antikor ve hedefi arasindaki baglanmanin gicu

Bu ozelliklerinden dolay! immuananalizler, bi¥olojik sivilardaki
cok kiiclik konsantrasyonlar icin bile dogru sonuglar verir.'%®

imm_l'.]nanalizler ile ayrn ayri hem antikor hem de antijen
varhgi dlgulebilir. Immunanalizler, kompetetif veya nonkompetetif (sandvig)
ya da homojen veya heterojen olarak siniflandirilabilirler.'®"°
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Kompetetif immunanalizde, bilinmeyen Ornekteki antijen,
antikora baglanmak icin isaretli antijen ile yarisir. Daha sonra, antikora
baglanan igaretli antijenin miktari 6lgulir. Bu yontemde cevap, bilinmeyen
ornekteki antijen miktari ile ters orantihdir. Clanku, bilinmeyen 6rnek
icerisinde, isaretli antijen ile yarisacak ne kadar az antijen var ise, cevap o
kadar biiyiik olacaktir.'%1°

Sandvig analiz olarak ta bilinen  nonkompetetif
immuananalizde ise, bilinmeyen ornek icerisindeki antijen antikora baglanir.
Sonra, isaretli antikor antijene baglanir ve ortamdaki isaretli antikorun
miktari  olgulir. Kompetetif immunanalizin tersine, nonkompetetif
immunanalizde sonuglar, antijen konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Cunkul bilinmeyen 6rnek icerisinde antijen yok ise, isaretli antikor antijene
baglanamayacaktir.?®°

Heterojen immunanalizler, baglanmamis antikor veya antijeni
bdlgeden uzaklastirmak icin fazladan bir basamaga ihtiya¢ duyarlar ve
bunun icin genellikle bir kati faz reajani kullanirlar. Homojen
immunanalizler bu basamaga ihtiya¢ duymadiklarindan, kullanimlari daha
kolay ve daha hizlidir.9%11°

immiinanaliz sonuglari dogru, kesin, hassas ve 6zgiil olmak
zorundadir. Ozellikle dogruluk ve kesinlik, immunanalizlerin kullanimlari
acisindan vazgegilmez gerekliliklerdir. '"’

) Dogruluk, analizin gergek cevabi verdigi anlamina gelir.
Olgiilen analit miktari ile drnekte bulunan analit miktari ayni olmahdir. '

Kesinlik ise, analitin miktarini her defasinda tekrarlanabilir bir
sekilde lcebilmenin bir ifadesidir. "

Klinik hassaslik ve 6zgullik ise, dogruluk ve kesinligin alt
basliklari olarak dusunulebilir. Eger bir analiz, pozitif hata Gretmeyen
dogru ve tekrarlanabilir sonuglar verme 6zelligine sahipse, 6zgul bir analiz
olarak tanimlanabilir. Pozitif hatadan kasit, 6rnegin bir hepatit testinde kisi
hepatitli olmadig! halde, test sonucunun pozitif gikmasi yani kiginin hasta
oldugunun saptanmasidir. Hassaslik ise, bir analizin negatif hata
uretmeyen dogru ve tekrarlanabilir sonuglar verdigi anlamina gelir. Negatif
hata ile kastedilen, bir dnceki hepatit 6rneginden devam edilirse, hepatitli
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bir kisinin analiz sonucunun hasta oldugu halde saglkh olarak
ctkmasidir.""!
Immiinanaliz yontemleri kabaca su sekilde siniflandirilabilir;?

a- Radyoimmunanaliz

b- Enzim immiinanaliz

c- Fluoresans immiinanaliz

d- Kemiliiminesans immiinanaliz

e- Biyoliminesans immiinanaliz

f- Nefelometrik ve Tirbidimetrik immiinanaliz

COX enzimi inhibisyonunun tayininde bu yontemler
icerisinde en ¢ok kullanilanlardan biri enzim immunanaliz (EIA) yéntemidir.
EIA, butin ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) benzeri
analizleri tanimlamak igin kullanilan jenerik bir terimdir.""®

2.8.1.1. ELISA Testi (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Enzyme Linked Immunosorbent Assay veya ELISA, bir
ornekte antijen veya antikor varligini tespit eden ve immunolojide sikga
kullanilan biyokimyasal bir tekniktir. ELISA’da iki adet antikor kullanilir.
Biri, antijene spesifik olan antikordur. Digeri ise, antijen-antikor
kompleksine etki eder ve bir enzime baglidir. Testin isminde de gectigi
gibi, enzime bagl olan bu ikinci antikor, sinyal Ureten kromojenik veya
florojenik bir substrat da olusturabilir."™

ELISA, yuksek turnover sayisina sahip kolay analiz edilen bir
enzime bagl antikor veya antijenleri kullanmak suretiyle, basit enzim
analizlerinin hassashg ile antikorlarin 6zgulligini birlestirir.'™

ELISA’nin dort farkli tipi vardir;

1-Sandvi¢ ELISA (nonkompetetif ELISA)
2-Kompetetif ELISA

3-Direkt ELISA

4-indirekt ELISA
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2.8.1.1.1. Sandvig(Nonkompetetif) ELISA"">""

iki antikorlu “Sandvi¢ ELISA”, immiinanalizler icerinde en
kullanigli olan yontemlerden biridir. Bu analiz, bilinmeyen o6rneklerdeki
antijen konsantrasyonunu saptamak icin kullanilir. ELISA hizli ve dogru bir
analizdir ve eger saflastiriimis bir antijen standardi mevcutsa, ornekteki
net antijen miktarini da dlgebilir. Sandvi¢ ELISA’da, iki adet antikora ihtiyag
vardir. Antikorlar, antijenin birbiri ile 6rtismeyen farkl epitop bolgelerine
baglanmaktadir. Antijenin farkli kisimlari taniyabilen iki adet monoklonal
antikor veya bir grup afinite-saflastirlmis poliklonal antikor ile bu
saglanabilir.

Bu analizi uygulamak igin, bir antikor (capture antikor)
saflagtiriir ve tabla kuyucuklarinin dibine yapistiriimis olan kati faza
baglanir. Daha sonra antijen eklenir ve kati faza bagh olan antikor ile bir
kompleks olusturmalari saglanir. Baglanmamis Urunler yikanarak
uzaklastiriir ve isaretli ikinci bir antikor (belirleyici antikor), antijene
baglanmak icin ortama birakilir. BOylece sandvi¢ modeli olusmus olur.
Daha sonra, kolorimetrik bir substrat araciligi ile matrikse baglanan igaretli
ikinci antikorun miktari dlgulerek analiz sonlandirilir.

Bu teknigin baglica avantajlari, kullanim o6ncesi antijenin
saflastirlmasina gerek yoktur ve analizler oldukga spesifiktir. Yontemin en
blylUk dezavantaji ise, her antikorun bu yontemde kullanilamamasidir.
Sandvi¢g ELISA yonteminde eslenmis ciftler halinde olan monoklonal
antikor kombinasyonlari kullanilir. Eslenmis giftler halinde olan monoklonal
antikorlar, antijenin farkli epitop bolgelerini taniyarak, bu farkli bdlgelere
baglanirlar. Boylece birbirlerinin baglanma 6zelliklerini engellemezler.

Sandvig ELISA’nin hassasligi dort faktére dayanir;

1-Kati faza baglanan birinci antikorun molekul sayisi
2-Birinci antikorun antijene olan isteqi

3-ikinci antikorun antijene olan istegi

4-ikinci antikorun spesifik aktivitesi
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Sandvi¢ Format Kompetetif Format

il"":"t 125 Gm il"":"t 125
f?{;‘ﬂ\%b ;

 Faz /
S
Sekil 4 : Sandvig ve Kompetetif ELISA'"”
Sandvig ELISA

=E-8E-

Fuayaculs 1. antikorla Arti jen 2. artikor eklenir. SR e =Ty SubStrat eklenir.

EEE kaplanir. eklenir. eklenir. Foatit

Eantrol

Hegatit
. Kontral  Renk du;l]lir.
Oilzyonlar
Kompetetif ELISA
Standart ve drnekler  Emzim |5aret|| arti jan Substrat eklenir.

eklenir. eklenir. Po At
T T \ Kontrol . !
standart Efrl % R Hagatit
— Wiy eyt St Fontrol  Renk Sl

H]an |jn_gj|

Dil &z yonlar

Sekil 5 : Sandvig ve Kompetetif ELISA Uygulamasinin Sematik Gosterimi'"®
2.8.1.1.2. Kompetetif ELISA'>™"

Eger eslenmis ciftler halinde olan antikorlarin kullanimi hedef
icin uygun degilse (antijen kicukse ve sadece bir epitop iceriyorsa), bu
durumda diger bir segenek olarak Kompetetif ELISA kullanilabilir. Bu
yontemin  bir diger avantaj da saflastinilmamisg  antikorlarin
kullanilabilmesidir. Kompetetif ELISA’da genellikle antikor yerine antijen
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isaretlenir. Igaretli olmayan antijen ile isaretli antijen primer antikora
baglanmak icin yarisirlar.

Kompetetif ELISA’y1 uygulamak igin, teshis enzimi bir reajan
ile (6rnegin yabanturpu peroksidazi) konjuge edilmelidir. Enzim,
immunojen antikor veya primer antikordan herhangi birine baglanabilir.
Kompetetif ELISA’nin birgok farkli konfigirasyonu mevcuttur. Bazi
konfigurasyonlarda isaretli immunojen antikor yarigmaci antikor olarak
kullantlir.

Bu yontemde, mikrotitre tablanin 96 kuyucugunun her biri
isaretli olmayan saflastirilmis primer antikor ile kaplanir. Daha sonra bu
primer antikor yine isaretli olmayan standartlar ve bilinmeyenler (antijen)
ile inkibe edilir. Bu reaksiyon dengeye ulastiginda, ortama konjuge
(isaretli) immunojen ilave edilir. Bu konjugat, primer antikorlarin isaretli
olmayan antijen ile isgal edilmemis baglanma bdlgesine baglanir. Bu
nedenle 6rnek veya standartta ne kadar fazla immunojen varsa, konjuge
immunojenin baglanma miktar1 o kadar duguk olacaktir. Tablaya substrat
ilavesi ile reaksiyon tamamlanir ve olusan renk olgulerek analiz sonucu
yorumlanir.

2.8.1.1.3. Direkt ELISA'3116

1940’larda Coons ve arkadaslarinin doku antijenlerini tespit
etmek igin fluoresan etiket ile antikor isaretleme calismalari, direkt 6lgcim
yonteminin baslangicini teskil etmektedir. Bu teknikte, isaretli bir primer
antikor dogrudan antijen ile reaksiyona girer. Bu yontem ELISA’da ¢ok sik
kullaniimaz. Daha ¢ok hicre ve dokularin immunohistokimyasal
boyanmasinda kullaniimaktadir.

Direkt ELISA’nin Avantajlari,

e Tek bir antikor kullanildigr i¢in yontem hizhdr.
e Sekonder antikorlarin gapraz reaksiyonu elimine edilmistir.
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Direkt ELISA’'nin Dezavantajlart;

Primer antikorun immunoreaktivitesi, isaretlenme sonucu azalabilir.
Primer antikorlarin her birinin isaretlenmesi zaman kaybina neden
olur ve de pahalidir.

Bir deneyden digerine primer antikor isaretleme secgeneginde
esneklik yoktur.

Sinyal amplifikasyonu kuguktur.

y Substrat
o,
Substrat 'c ﬂ
r Sekonder
- .
Primer c G :g::l_-a:rm
antikor ) g
konjugati
— I Primer Antikor
A A
Direkt Analiz indirekt Analiz

Sekil 6 : Direkt ve indirekt ELISA'"®

2.8.1.1.4. Indirekt ELISA™">""®

iki basamakl indirekt yéntemde, tayin icin isaretli sekonder

bir antikor kullanilir. Bu yontem ilk olarak 1954 yilinda Weller ve Coons
tarafindan aciklanmigtir ve gunumuzde hala populer bir yontemdir.
Oncelikle primer antikor antijen ile inkiibe edilir. Daha sonra primer
antikoru taniyan isaretli sekonder antikor ile inkibasyona devam edilir.

indirekt ELISA'nin Avantajlari;

Genig gesitlilikteki isaretli sekonder antikorlar ticari olarak
mevcuttur.

Cok yonludur, birden fazla kullanim alani vardir. Birgok primer
antikor ayni cinste yaplilabilir ve ayni igaretli sekonder antikorlar
tayin icin kullanilabilir.

Primer antikorun immunoreaktivitesi isaretleme ile etkilenmez.

Her bir primer antikor, isaretli sekonder antikorun baglandigi ¢ok
saylda epitop icerdigi icin hassaslik artmistir. Bdylece sinyal
amplifikasyonu saglanir.

Ayni primer antikor ile farkli gértnttleme belirtecleri kullanilabilir.
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indirekt ELISA’nin Dezavantajlar;

e Sekonder antikorlarin non-spesifik sinyal ile sonuglanan c¢apraz
reaksiyonlari meydana gelebilir.
e Prosedurde fazladan bir inkibasyon basamag gereklidir.

2.8.2. COX Enzimi Inhibisyonunun Tayininde Kullanilan Diger in vitro
Yontemler

Arasidonik asit metabolitlerinin seviyelerini dlgmek igin birgok
analitik teknik gelistirilmigtir. imminanalizler, gaz kromotografisi-kiitle
spektroskopisi ve HPLC yontemleri bu tekniklerden birkagzldlr.118 Bunlar
disinda, COX aktivitesini 6lgmek uUzere farkh bazi analitik yontemler de
tanimlanmistir.®

2.8.2.1. Polarografik Yéntem (Oksigraf)'*®

Polarografi elektrokimyasal bir yontemdir. Bu yontem ile
siklooksijenaz aktivitesini dlgmek igin oksigrafa bagli bir oksijen elektrodu
vasitasiyla oksijen tuketimi izlenir. Reaksiyon karisimi EDTA, hematin,
fenol ve COX igeren Tris tampondan (pH 8,0) olugur. Reaksiyon
arasidonat ile baglatilir ve oksijen tuketim hizi grafik kagidina cizilir.

Yontemin avantajlari; dogrulugu, surekliligi ve siklooksijenaz
aktivitesini dogrudan o&lgmesidir. Detayli inhibitdr/enzim mekanistik
calismalari icin ¢ok uygun bir yontemdir.

Yuksek islem hacimli analizler igin uygun olmamasi, gerekli
teghizatin her laboratuvarda bulunmamasi, fazla miktarda enzime ihtiyag
duyulmasi bu yéntemin dezavantajlarini teskil eder.

72



Zaman

Sekil 7 : Polarografik Yéntem ile Olgiilen Oksijen Tiiketim Hizi'®
2.8.2.2. Peroksidaz Aktivitesinin Olgiilmesi' "

Siklooksijenazlar, hem siklooksijenaz hem de peroksidaz
aktivitesi sergileyen iki fonksiyonlu enzimlerdir. ikinci reaksiyonda,
hidroperoksiendoperoksit tirevi olan PGG2'nin ilgili alkol tdrevi olan
PGHy'ye reduksiyonu katalizlenir. Bu reaksiyon, hidroperoksit
reduklendiginde oksitlenen ikinci bir redikleyici substrata ihtiyag duyar.
COX aktivite testlerinde redukleyici olarak kullanilan substrat genellikle
fenoldur ancak baska oksitlenebilen aromatik halkalar da bu amacla
kullanilabilir. Segilen redukleyici substratlar, oksitlendiklerinde UV veya
[iminesans ile tayin edilebilen bir kromofor olustururlar. Bu durum, Gg
genel yontem ile siklooksijenazlarin peroksidaz aktivitesini tayin etmeyi
mumkuan kilar ;

1-Peroksidaz aktivitesinin kolorimetrik tayini, hidrojen peroksit veya
arasidonik asit substrat olarak kullanildiginda, N, N, N’, N’-
tetrametil-p-fenilendiaminin (TMPD) oksidasyonunu oOlcerek
saptanabilir. Reaksiyon karisimi hematin, TMPD ve COX igerir.
Reaksiyon substrat (hidrojen peroksit veya arasidonik asit) ile
baslatilir ve spektrofotometrede 611 nm’de absorbansta bir artis
kaydedilir. Peroksidaz aktivitesi, reduklenen 1 mol hidroperoksite
karsilik oksitlenen 2 mol TPMD’nin stokiyometrisine ve 12,200 M
cm™"lik tiilkenme katsayisina bagli olarak hesap edilir.
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UV/Vis Spektrofotometresi ile olgulebilmesi yontemin avantajidir.
Ancak bu yontem ile siklooksijenaz aktivitesi dogrudan olgulemez,
antioksidanlar analiz sonuglarini etkileyebilir.

\ /
2 /N N\ . 2H+

ROOH
) Peroksidaz
ROH

2- Redikleyici  substrat olarak luminol  kullanildiginda,
siklooksijenazlarin  peroksit aktivitesi IUminesans olusturur.
Reaksiyon hematin, Iiminol ve COX igerir, aragidonik asit ile
baslatilir. Olugan l[iminesans bir Iiminometrede kaydedilir.

Reaksiyon bir deney tipunde bile yapilabilir ve olduk¢a hassastir.
Bu avantajlara  ragmen siklooksijenaz aktivitesi dogrudan
Olgulemez, antioksidanlar analiz sonuglarini etkileyebilir. Ayrica
[iminometreler pahall aletlerdir, her laboratuvarda
bulunmayabilirler.

NHy O NH,

NH _ Peroksidaz _ COO0-
NH R-OOH v
COO-

+ Ny + H20
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3- Peroksidaz aktivitesi 5-fenil-4-pentil-hidroperoksitin (PPHP) ilgili
alkol olan 5-fenil-4-pentenil alkole (PPA) rediksiyonundan da
dogrudan olgulebilir. Reaksiyon karisimi EDTA, fenol ve COX
iceren Tris (pH 8.0) tamponundan olusur. Reaksiyon PPHP ile
baslatilir, 2 dakika inkube edilir. Daha sonra ortam asitlendirilerek
Cqs ters-faz kartusunda PPHP/PPA ekstrakte edilir. Filtre edilen
kisim Cqg ters faz kolonu ile dogrudan HPLC analizinde kullanilir.
252 nm’de goruntilenir. PPHP ve PPA konsantrasyonlari internal
standart referansi ile hesaplanir.

Peroksidaz aktivitesini dogrudan olgmesi ve i¢ kontroller kullanarak
analizi standardize etmesi, yontemin avantajlaridir. HPLC aletinin
bazi laboratuvarlarda bulunmayisi, yiksek islem hacimli analizlere
uyumlu olmamasi, orneklerin saflastiriilma gereklilikleri ve analizin
¢ok hassas olmayisi ise yontemin baslica dezavantajlaridir.

©/\/j Peroksidaz ©/\/j
HOO HO
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Kimyasal Caligmalar

3.1.1. Materyal ve Yontem

3.1.1.1. Kimyasal Bilegikler

Bu calismada, sentez baslangi¢c maddeleri olarak 2-amino-4-
klorotiyofenol (Merck), ure (Merck), 2-bromoasetik asit (Merck),
tiyobenzamit (Lancaster), 2-klorobenzamit (Aldrich), 4-klorobenzamit
(Aldrich), 4-metoksitiyobenzamit (Aldrich), 2-florobenzamit (Aldrich), 4-
florobenzamit (Aldrich), fosforpentasulfir (Merck), metalik sodyum (Merck)
kullaniimigtir.

Spektral analizlerde potasyum bromur (Merck),
dimetilsulfoksit-ds (DMSO-ds) (Aldrich) kullaniimistir.

Sentezlerde hareket maddesi olarak kullanilan 5-kloro-2-
okso-(3H)-benzotiyazol, 2-florotiyobenzamit, 2-klorotiyobenzamit, 4-
florotiyobenzamit, 4-klorobenzamit, 6-bromoasetil-5-kloro2-okso-(3H)-
benzotiyazol literatirde  kayith ~ yOntemlere  gore tarafimizdan
sentezlenmistir.

3.1.1.2. Yontem
3.1.1.2.1. 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol

15,95 g (0.1 mol) 2-amino-4-klorotiyofenol ve 12 g (0.2 mol)
ure balona alindi. Balonun merkezine Weflon magnet konuldu ve balon
mikro dalga reaktorine yerlestirildi. Balon icerigi, 300 Watt enerjide, 5 dk
icinde 130°C’ye getirildi ve sicaklik 4 dk boyunca 130°C’de sabit tutuldu.
Sure sonunda, balon igerigi sogutuldu ve buzlu su igine bosaltildi. Coken
madde suzuldi, kurutuldu ve asetik asit-su karisimindan kristalize edildi.
Verim 12 g'dir (% 32.34). Bilesigin erime noktasi 197-205 °C’dir. (Literatlr
e.n 192 °C )'%°

76



3.1.1.2.2. 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol

9,275 g (0.05 mol) 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol ve 8,34 g
(0.06 mol) bromoasetik asit balona alindi. Balona 100 ml polifosforik asit
(PFA) azar azar ilave edildi ve balon igerigi homojen bir karisim elde
edilinceye kadar karigtirildi. Balon mikro dalga reaktorine yerlestirildi.
Balon igerigi, 300 Watt enerjide, 30 dk icinde 145°C’ye getirildi ve 20 dk
boyunca ayni sicaklikta sabit tutuldu. Sdre sonunda, balon igerigi
sogutularak porsiyonlar halinde buzlu su i¢ine bosaltildi. Coken madde
suzuldd, kurutuldu ve elde edilen bilesik herhangi bir temizleme iglemi
yapilmaksizin sonraki basamakta kullanildi.

3.1.1.2.3. Tiyobenzamit TUrevlerinin Genel Sentez Ydntemleri

Uygun benzamit turevi ve fosforpentasulfur (P,Ss), 100 ml
benzen icinde 30 dk boyunca CaCl;, bashdi takilmis geri ¢eviren sogutucu
altinda 1sitildi. Sure sonunda balon igerigi baska bir balona dekante edildi
ve benzen rotavaporda kuruluga kadar uguruldu. Céken madde bir behere
alinarak aseton-petrol eteri karisimindan kristalize edildi.

3.1.1.2.4. 5-kloro-6(2-substitiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzotiyazol Turevlerinin Genel Sentez Yontemleri ( Bilesik 1-6 )

14 g (0.045 mol) 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol ve 0.0228 mol uygun tiyobenzamit turevi balona alindi.
Uzerine 80 ml dietilen glikol dimetil eter (diglim) ilave edildi. Balon 150°
C’de 1 saat boyunca isitiip karistirildi. Stire sonunda balon igerigi buzlu
suya bosaltildi. Céken madde slzlldl, kurutuldu ve bir behere alinarak
%10’luk NaOH c¢ozeltisi ile muamele edildi. Coken kati kisim suzildu, su
icinde homojenize edilerek derigik hidroklorik asit ile asitlendirildi ve
¢okturalda. Urinler bulgular kisminda agiklandigi sekilde elde edildikten
sonra uygun ¢ozucuden kristalize edildi.
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3.1.1.2.5. [5-kloro-6-(2-substituefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzotiyazol-3-il]Jasetik asit Turevlerinin Genel Sentez Ydntemleri
( Bilesik 7-12)

0.011 mol metalik sodyum tartilarak balona alindi. Uzerine 40 ml
absolu etanol konularak, ¢ozunene kadar oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra balon igerigi rotavaporda kuruluga kadar ugurularak sodyum etoksit
elde edildi. Balon igerigi sogutulduktan sonra tzerine 0.005 mol uygun 5-
kloro-6(2-substituefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzotiyazol turevi ilave
edildi. 50 ml dimetil formamit varliginda balon iceriginin ¢dézinmesi
saglandi ve uUzerine 0.005 mol bromoasetik asit ilave edildi. Balon
mikrodalga reaktorinde, geri ¢eviren sogutucu altinda 300 Watt enerjide,
5 dakika icinde 120°C’ye getirildi ve sicaklik 30 dakika boyunca 120°C’de
sabit tutuldu. Sidre sonunda, balon igerigi sogutuldu, ¢éken madde
suzulerek bir behere alindi. Su icinde homojenize edilerek, derigik
hidroklorik asit ile asitlendirildi ve c¢okturtldi. Coéken madde suzuldu,
kurutuldu. Urlnler, bulgular kisminda acgiklandigi sekilde elde edildikten
sonra uygun ¢ozucuden kristalize edildi.

3.2. Analitik Caligmalar

3.2.1. Erime Derecesi Tayini

Bilesiklerin erime dereceleri Electrothermal 9200 erime
derecesi tayini cihazinda saptandi.

3.2.2. ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

3.2.2.1. Materyal

Plaklar: Calismamizda Silikajel 60 F254 (Merck, Kat. No:
5554) hazir plaklari kullaniimistir.

Goziucu sistemleri: Bilesiklerin kromatografik o6zelliklerini
saptadigimiz ¢ozucu sistemleri asagida belirtilmistir.
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¢-1: Siklohekzan-Etil asetat ( 60 : 40 )
C-2: Benzen-Metanol (90:10)
C-3: Metanol-Amonyak (99 : 1)

3.2.2.2. Yontem

Surukleme  Sartlari:  Kromotografi  kiuvetlerine  taze
hazirlanmis ¢dzlcu sistemleri konulduktan sonra oda sicakhginda
doygunluk saglandi. Hazir plaklara sentez bilesikleri ile baslangig
maddelerinin uygun c¢ozucudeki c¢ozeltileri uygulanip, oda sicakhiginda
bildirilen ¢ézicu sistemlerinde surlklenerek Rf degerleri hesaplandi.

Lekelerin Belirlenmesi: Kromotogramlarda bilesikler ve
sentez baglangic maddelerine ait lekeler UV lambasi altinda 254 nm ve
366 nm’de, ayrica Dragendorf belirteci ile belirlendi.

3.2.3. Spektrometrik Kontroller

3.2.3.1. IR Spektrumlari

Spektrumlar, potasyum bromiir ile 10 ton/cm? basincta
hazirlanan yaklagik % 1 oraninda madde iceren diskler kullanilarak,
Bruker Vector 22 IR ( Opus Spectroscopic Software Version 2.0 )
spektrometresinde  kaydedildi. Dalga sayisi (cm™”) cinsinden
degerlendirildi.

3.2.3.2. "H-NMR Spektrumlari

Spektrumlar, maddelerin DMSO-ds icindeki c¢ozeltilerinden
yararlanilarak kayit edildi. Spektrumlarin alinmasinda Ankara Universitesi
Eczacilik Fakultesi Merkez Laboratuvarindaki Varian Mercury 400, 400
MHz High Performance Digital FT-NMR spektrometresinden yararlanildi.
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3.2.4. Elementel Analizler

Ankara Universitesi Eczacilik Fakultesi Merkez
Laboratuvarindaki CHNS-932 (LECO) Elementel Analiz Cihazinda
yaptiriimigtir.

3.3. Biyolojik Aktivite Caligmalari

3.3.1. COX-1 Enzimi inhibisyonunun Saptanmasi

COX-1 enziminin in vitro inhibitor aktivite testi, Tromboksan
B2 (TxB2) miktarinin Olgliimesine dayanan bir yontemdir. COX-1 enzimi,
trombositlerden Tromboksan A; (TxAz) salinimini indukler. TxA;
siklooksijenaz yolagindan elde edilen biyolojik olarak aktif bir arasidonik
asit metabolitidir ve platelet agregasyonu ile vazokonstriksiyonda rol alir.
Fizyolojik sartlar altinda TxA.'nin yari omru 37 saniyedir. TxA; tasidigi
dayaniksiz epoksit bagi nedeniyle hizla nonenzimatik olarak kendisinden
daha kararl fakat biyolojik olarak inaktif olan metaboliti TxB,'ye donusur.
in vivo TxA; Gretimi, TxB, ve 2,3-dindr TxB, olciimii ile saptanir.>* Bu
nedenle, COX-1 enziminin aktivitesi, olusan TxB, miktarina bagh olarak
degerlendirilir. COX-1 enziminin inhibisyonu arttik¢ca, olusan TxB, miktari
azalmaktadir.

TxB, miktari kompetetif ELISA yéntemi ile dl¢ilmektedir. Bu yontem ile
TxB2 nin kantitatif dlclimii yapilabilmektedir. %'

3.3.1.1. Materyal

Kan: Calismamizda son bir hafta igerisinde nonsteroidal
antienflamatuvar ilag almamig, goénulli ve saglikli kisiden antikoaguilan
icermeyen tuplere kan alinmistir.

Enzim Kiti: Calismamizda Assay Designs Correlate-EIA™
Thromboxane B, Enzyme Immunoassay Kit (Katalog No: 900-002) (96
Kuyucuklu) kullaniimistir.  Kit icerisinde bulunan materyal asagida
belirtilmigtir.
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- Kegi anti-Tavsan IgG Mikrotitre Tabla, 96 kuyucuklu, Katalog No:
80-0060 (Tavsan IgG’inin Fc kismina spesifik, ke¢i antikoru ile kaplanmis
kirilip ayrilabilen seritli tabla)

-TxB2 EIA Konjugati, 6 ml, Katalog No: 80-0005 (TxB; ile konjuge
edilmis mavi renkli alkalin fosfataz ¢ozeltisi)

- TxBz EIA Antikoru, 6 ml, Katalog No: 80-0006 (TxB,'ye karsi sari
renkli tavsan poliklonal antikor ¢ozeltisi)

-Analiz Tamponu, 30 ml, Katalog No: 80-0010 (Koruyucu olarak
proteinler ve sodyum azid i¢ceren Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi)

-Konsantre Yikama Tamponu, 30 ml, Katalog No: 80-1286
(Deterjan iceren Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi)

-Tromboksan B, Standarti, 0.5 ml, Katalog No: 80-0007 (TxB2'nin
100,000 pg/mL’lik ¢ozeltisi)

-pNpp Substrati, 20 ml, Katalog No: 80-0075 (Tampon iginde p-
nitrofenil fosfat ¢ozeltisi)

-Durdurma Cozeltisi, 5 ml, Katalog No: 80-0247 (Su iginde
trisodyum fosfat ¢ozeltisi)

-TxB; Test Plan Sayfasi, 1 adet, Katalog No: 30-0003

3.3.1.2. YOntem

3.3.1.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Tez calismamiz kapsaminda sentez edilen bilesiklerin
DMSO iginde 5,11 mM konsantrasyonda stok c¢ozeltileri hazirlanmigtir.
Son bir hafta icerisinde nonsteroidal antienflamatuvar ilagc almamis,
gonulli ve saglikli kisiden antikoagulan igermeyen tuplere alinan kandan
her bir epondorf tiptine 500 pl aktariimistir. Uzerine bilesiklerin stok
¢Ozeltisinden 1 pl eklenerek karistiriimis ve ornekler 1 saat boyunca 37
°C’lik su banyosunda inkiibasyona birakiimistir. Stire sonunda numuneler
buza alinmis ve 4 °C’'de 13000 rpm’de 5 dakika santrifuj edilmistir. Elde
edilen supernatantlar analiz tamponu ile uygun konsantrasyona dilue
edilmistir.
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3.3.1.2.2. Reajanlarin Hazirlanmasi

3.3.1.2.2.1. TxB, Standartlarinin Hazirlanmasi

100,000 pg/ml konsantrasyondaki TxB, standart ¢ozeltisi oda
sicakhgina getirilir. 7 adet epondorf tUplu hazirlanarak, analiz
tamponundan 1. tupe 900 pl, diger 6 tupe ise 666 pl konulur. 100,000
pg/ml konsantrasyondaki TxB; standart ¢ozeltisinden 1. tipe 100 ul ilave
edilerek vorteks ile karistirilir. 1. tipten 333 ul ¢ozelti alinarak 2. tupe ilave
edilir. 2. tUp de vorteks ile karistirilir. Bu sekilde her defasinda bir dnceki
tupten 333 pul ¢ozelti alinarak bir sonraki tupe ilave edilir ve tupler vorteks
ile karigtinlir. Boylece tuplerdeki TxB, konsantrasyonu 1. tupten 7. tlpe
dogru sirasiyla 10,000, 3,333, 1,111, 370, 123, 41.1 ve 13.7 pg/ml olmasi
saglanir.

3.3.1.2.2.2. Yikama Tamponunun Hazirlanmasi

Kit igerisinde bulunan konsantre yikkama tamponundan 5 ml
alinarak, 95 ml deiyonize su ile seyreltilir. Hazirlanan ¢ozelti oda
sicakliginda 3 ay boyunca saklanabilir.

3.3.1.2.3. Analiz Proseduru

Reajanlar kullaniimadan 30 dakika 6nce oda sicakligina
getirilmistir. TUm standart ve 6rnekler ¢ift calisiimistir.

islem basamaklari asagidaki gibidir ;

1-Analiz plan sayfasi kullanilarak orneklere ait kuyucuklarin yerleri
belirlenir.
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Tablo 8 : TxB, Test Plan Sayfasi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Kor | St1 st5 | Or. Or. |[Or. [Or. [Or. [Or. [Or. |Or. | Or.
B | SC St 1 st5 | Or. Or. |[Or. [Or. [Or. [Or. [Or. |Or. | Or.
C | SC St2 | ste | Or. Or. |Or. [Or. [Or. [Or. [Or. |Or. | Or.
D | TA St2 | ste | Or. Or. |Or. [Or. [Or. [Or. [Or. |Or. | Or.
E [NSB |St3 |St7 | Or. Or. |Or. [Or. [Or. [Or. [Or. |Or. | Or.
F [NSB |[St3 |St7 | Or. Or. |Or. [Or. [Or. [Or. [Or. |Or. | Or.
G | Bo St4 |Kan |[Kan' [Or. [Or. [Or. [Or. [Or. | Or. | Or. | Or.
H | Bo St4 |Kan |[Kan' [Or. [Or. [Or. [Or. [Or. | Or. | Or. | Or.

TA: Total Aktivite

NSB: Spesifik Olmayan Baglanma

Bo: En Fazla Baglanma

SC: Referans olarak Kullanilan Giiglii COX-1 inhibitérii ilag

2- NSB ve Bo (0 pg/ml standart) kuyucuklarina 100 ul analiz
tamponu ilave edilir.

3- Standart kuyucuklarina ilgili tiplerden 100 ul standart eklenir.
4- Uygun kuyucuklara érneklerden 100 pl eklenir.
5- NSB kuyucuklarina 50 pl analiz tamponu ilave edilir.

6- Total Aktivite (TA) ve Kor kuyucuklari disindaki her kuyucuga 50
Ml mavi konjugat eklenir.

7- Kor, TA ve NSB kuyucuklari digindaki her kuyucuga 50 pl sari
antikor ilave edilir.

Bu islemlerden sonra, Kor ve TA kuyucuklari bos olduklari igin
renksiz, NSB kuyucuklari mavi, kullanilan bitin diger kuyucuklar
ise yesil renkte olacaktir.

8- Plak, oda sicakhgdinda 2 saat boyunca 500 rpm’de galkalayicida
calkalanir.

9- Siure sonunda her kuyucuk 400 ul yikama c¢ozeltisi ile 3 kez
yikanir.

10- Son yikamadan sonra, kalan yikama ¢Ozeltisi bir kagit havlu ile
uzaklastirihr.

11- TA kuyucuklarina 5 pl mavi konjugat eklenir.
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12- Her kuyucuga 200 pl pNpp substrat ¢ozeltisi eklenir. Plak oda
sicakliginda 45 dk boyunca galkalamadan bekletilir.

13- Sure sonunda her kuyucuga 50 pl durdurma ¢ozeltisi ilave edilir
ve kuyucuklarin absorbansi 405 nm’de olgulur.

3.3.1.2.4. Sonuglarin Hesaplanmasi

1- Her bir standart ve 6rnek igin optik yodunluklarinin (OD) ortalamasi
hesaplanir. Bu ortalamalardan NSB kuyucuklarinin optik yogunluk
ortalamalari ¢ikartilir. Boylece ortalama net optik yogunluk bulunmus olur.

Ortalama Net OD= Standart veya Orneklerin OD Ortalamalari- NSB OD Ortalamasi

2- Yuzde baglanma hesabi igin, her bir standart kuyucuk i¢in bulunan Net
Ortalama Yogunluk Degeri, maksimum baglanma kuyucuklari olan Bo’nun
Net Ortalama Yogunluk Degerine bolinar ve sonug 100 ile garpilir.

% Baglanma = (Net OD/ Net Bo OD) x 100

3- Sigma Plot  programi kullanilarak, standartlarin  TxB;
konsantrasyonlarina kargi yuzde baglanmalarini gosteren logaritmik bir
egri cizilir. Bu egriden vyararlanarak orneklerin TxB, konsantrasyonu
saptanir.

4- Kandaki TxB; konsantrasyonu ile &6rneklerin TxB, konsantrasyonu
birbirine oranlandiginda, orneklerin % inhibisyon degerleri hesaplanabilir.

% Inhibisyon = (Kan TxB, konsantrasyonu-Ornek TxB, konsantrasyonu) x 100
Kan TxB, konsantrasyonu
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3.3.2. COX-2 Enzimi inhibisyonunun Saptanmasi

COX-2 enziminin in vitro inhibitor aktivite testi, Prostaglandin
E> (PGE2) miktarinin dlgulmesine dayanan bir yontemdir. Lipopolisakkarit
(LPS) gibi bir indUkleyici ajan varliginda, kandaki monositlerden COX-2
enzimi aracilhig! ile, PGE, sentezlenir. PGE,, siklooksijenaz yolagindan
elde edilen biyolojik olarak aktif bir arasidonik asit metabolitidir.
Vazodilatasyonda rol alir, anti ve pro-inflamatuvar etki gosterir. cAMP
seviyelerini duzenler, kemik rezorbsiyonunu indukler ve termaregulator
etkiye sahiptir.'?’

COX-2 enziminin aktivitesi, olusan PGE, miktarina bagh
olarak degerlendirilir. COX-2 enziminin inhibisyonu arttik¢a, olusan PGE;
miktari azalmaktadir.

PGE; miktari kompetetif ELISA yontemi ile dlgilmektedir. Bu
yontem ile PGE2 nin kantitatif dlgiimii yapilabilmektedir. "%

3.3.2.1. Materyal

Kan: Calismamizda son bir hafta igerisinde nonsteroidal
antienflamatuvar ilag almamis, génalli ve saglikh kisiden heparinli tlplere
kan alinmigtir.

Enzim Kiti: Calismamizda Assay Designs Correlate-EIA™
Prostaglandin E; Enzyme Immunoassay Kit (Katalog No: 900-001) (96
Kuyucuklu) kullaniimistir.  Kit icerisinde bulunan materyal asagida
belirtilmigtir.

- Kegi anti-Fare 1gG Mikrotitre Tabla, 96 kuyucuklu, Katalog No: 80-
0050 (Fare IgG’ine spesifik, kegi antikoru ile kaplanmis kirilip ayrilabilen
seritli tabla)

-PGE; EIA Konjugati, 6 ml, Katalog No: 80-0002 (PGE: ile konjuge
edilmis mavi renkli alkalin fosfataz ¢ozeltisi)

- PGE; EIA Antikoru, 6 ml, Katalog No: 80-0003 (PGE;'ye kars! sari
renkli monoklonal antikor ¢ozeltisi)
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-Analiz Tamponu, 30 ml, Katalog No: 80-0010 (Koruyucu olarak
proteinler ve sodyum azid i¢geren Tris tamponlu tuz ¢dzeltisi)

-Konsantre Yikama Tamponu, 30 ml, Katalog No: 80-1286
(Deterjan igeren Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi)

-Prostaglandin E, Standarti, 0.5 ml, Katalog No: 80-0004 (PGE2'nin
50,000 pg/mL’lik ¢dzeltisi)

-pNpp Substrati, 20 ml, Katalog No: 80-0075 (Tampon iginde p-
nitrofenil fosfat ¢ozeltisi)

-Durdurma Cozeltisi, 5 ml, Katalog No: 80-0247 (Su iginde
trisodyum fosfat ¢ozeltisi)

-PGE; Test Plan Sayfasi, 1 adet, Katalog No: 30-0002

3.3.2.2. YOntem

3.3.2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Tez calismamiz kapsaminda sentez edilen bilesiklerin
DMSO icinde 5,11 mM konsantrasyonda stok c¢ozeltileri hazirlanmigtir.
Son bir hafta icerisinde nonsteroidal antienflamatuvar ilagc almamis,
gonullt ve saglikh kisiden heparinli tiplere alinan kandan her bir epondorf
tipine 500 pl aktarilmistir. Uzerine 0.51 mg/ml konsantrasyonda
hazirlanmis olan stok lipopolisakkarit (LPS) c¢ozeltisinden 10 pl ve
bilegiklerin stok ¢ozeltisinden 1 ul eklenerek karistiriimig ve ornekler 24
saat boyunca 37 °C’lik su banyosunda inkiubasyona birakilmistir. Sire
sonunda numuneler buza alinmig ve 4 °C’de 13000 rpm’de 5 dakika
santrifij edilmistir. Elde edilen supernatantlar, kite ait analiz tamponu ile
uygun konsantrasyona dilue edilmigtir.

3.3.2.2.2. Reajanlarin Hazirlanmasi

3.3.2.2.2.1. PGE;, Standartlarinin Hazirlanmasi

50,000 pg/ml konsantrasyondaki PGE, standart ¢ozeltisi oda
sicakhgina getirilir. 7 adet epondorf tluplu hazirlanarak, analiz
tamponundan 1. tipe 995 pl, diger 6 tupe ise 500 pl konulur. 50,000 pg/ml
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konsantrasyondaki PGE; standart ¢ozeltisinden 1. tipe 50 pl ilave edilerek
vorteks ile karistirilir. 1. tipten 500 pl ¢ozelti alinarak 2. tlipe ilave edilir. 2.
tup de vorteks ile karistiriir. Bu sekilde her defasinda bir dnceki tupten
500 ul ¢ozelti alinarak bir sonraki tipe ilave edilir ve tupler vorteks ile
karigtirilir. Boylece tuplerdeki TxB; konsantrasyonu 1. tupten 7. tipe dogru
siraslyla 2,500, 1,250, 625, 313, 156, 78.1 ve 39.1 pg/ml olmasi saglanir.

3.3.2.2.2.2. Yikama Tamponunun Hazirlanmasi

Kit igerisinde bulunan konsantre yilkama tamponundan 5 ml
alinarak, 95 ml deiyonize su ile seyreltilir. Hazirlanan ¢ozelti oda
sicakhginda 3 ay boyunca saklanabilir.

3.3.2.2.3. Analiz Proseduru

Reajanlar kullaniimadan 30 dakika 6nce oda sicakligina
getirilmistir. TUm standart ve 6rnekler ¢ift calisiimistir.
islem basamaklari asagidaki gibidir ;

1-Analiz plan sayfasi kullanilarak orneklere ait kuyucuklarin yerleri
belirlenir.

Tablo 9 : PGE; Test Plan Sayfasi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Kér St 1 St5 | Or. Or. {Or. [Or. |Or. {Or. [Or. |Or. | Or.

Dup |St1 |St5 | Or. Or. {[Or. |[Or. [Or. |[Or. [Or. |Or. | Or.

Dup [St2 |[St6 |Or. Or. {[Or. |[Or. [Or. |[Or. [Or. |Or. | Or.

TA St2 | ste | Or. Or. {Or. [Or. |Or. {Or. [Or. |Or. | Or.

NSB | St3 |St7 | Or. Or. {Or. [Or. |Or. {Or. [Or. |Or. | Or.

NSB | St3 |St7 | Or. Or. {Or. [Or. |Or. {Or. [Or. |Or. | Or.

Bo St4 |Kan |Kan' [Or. |[Or. [Or. |[Or. [Or. [Or. | Or. | Or.

ITOTMMOOm@>

Bo St4 |Kan |Kan' [Or. |[Or. [Or. |[Or. [Or. [Or. | Or. | Or.

TA: Total Aktivite,

NSB: Spesifik Olmayan Baglanma,

Bo: En Fazla Baglanma

Dup: Referans olarak Kullanilan Giiglii COX-2 Inhibitéri ilag
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2- NSB ve Bo (0 pg/ml standart) kuyucuklarina 100 pl analiz
tamponu ilave edilir.

3- Standart kuyucuklarina ilgili ttplerden 100 ul standart eklenir.
4- Uygun kuyucuklara érneklerden 100 pl eklenir.
5- NSB kuyucuklarina 50 pl analiz tamponu ilave edilir.

6- Total Aktivite (TA) ve Kor kuyucuklar disindaki her kuyucuga 50
Ml mavi konjugat eklenir.

7- Kor, TA ve NSB kuyucuklari digindaki her kuyucuga 50 pl sari
antikor ilave edilir.

Bu islemlerden sonra, Kor ve TA kuyucuklari bos olduklari igin
renksiz, NSB kuyucuklari mavi, kullanilan bitlin diger kuyucuklar
ise yesil renkte olacaktir.

8- Plak, oda sicakhgdinda 2 saat boyunca 500 rpm’de ¢alkalayicida
calkalanir.

9- Siure sonunda her kuyucuk 400 ul yikama c¢ozeltisi ile 3 kez
yikanir.

10- Son ylkamadan sonra, kalan yikama ¢ozeltisi bir pecete ile
uzaklagtirilir.

11- TA kuyucuklarina 5 pl mavi konjugat eklenir.

12- Her kuyucuga 200 pl pNpp substrat ¢ozeltisi eklenir. Plak oda
sicakhginda 45 dk boyunca galkalamadan bekletilir.

13- Sure sonunda her kuyucuga 50 pl durdurma ¢ozeltisi ilave edilir
ve kuyucuklarin absorbansi 405 nm’de okunur.

3.3.2.2.4. Sonuglarin Hesaplanmasi

1- Her bir standart ve 6rnek igin optik yodunluklarinin (OD) ortalamasi
hesaplanir. Bu ortalamalardan NSB kuyucuklarinin optik yogunluk
ortalamalari ¢ikartilir. Boylece ortalama net optik yogunluk bulunmus olur.

Ortalama Net OD= Standart veya Orneklerin OD Ortalamalari- NSB OD Ortalamasi

88



2- Yuzde baglanma hesabi igin, her bir standart kuyucuk i¢in bulunan Net
Ortalama Yogunluk Degeri, maksimum baglanma kuyucuklari olan Bo’nun
Net Ortalama Yogunluk Degerine bolunur ve sonug 100 ile ¢arpilir.

% Baglanma = (Net OD/ Net Bo OD) x 100

3- Sigma Plot  programi kullanilarak,  standartlarin  PGE>
konsantrasyonlarina karsi yuzde baglanmalarini gosteren logaritmik bir
edri cizilir. Bu egriden yararlanarak orneklerin PGE; konsantrasyonu
saptanir.

4- Kandaki PGE; konsantrasyonu ile orneklerin PGE, konsantrasyonu
birbirine oranlandiginda, érneklerin % inhibisyon degerleri hesaplanabilir.

% Inhibisyon = (Kan PGE, konsantrasyonu-Ornek PGE, konsantrasyonu)  x 100
Kan PGE; konsantrasyonu
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Caligmalar

4 .1.1. 5-kloro-6-[(2-fenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol

(Bilesik 1)

Cl

14 g (0.04567 mol) 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol ve 3.12 g (0.02277 mol) tiyobenzamitten dietilen glikol dimetil
eter icinde genel sentez yontemi ile elde edildi. COken madde suzuldd,
kurutuldu. Etanolden kristalize edildi. Verim 3 g’dir. (%19)

Bilesigin erime noktasi 285 °C ‘dir. Suda, asetonitrilde
¢cozlinmez; aseton, dimetil formamit, dimetil sulfoksitte ¢cozundr.

ince tabaka kromotografisinde C-1, C-2 ve C-3 g¢oziicl
sistemlerinde Rrdegerleri sirasiyla 0.44, 0.72 ve 0.84’tur.

IR spektrumunda (KBr), 3132 (N-H gerilim, laktam, zayif),
3071 (C-H gerilim, aromatik, zayif), 1679 (C=0O gerilim, laktam, guglQ),
1601 (C=C gerilim, aromatik) cm™’de bandlar gorulir.
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'"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg), & 12.13 (s, 1H, NH),
8.20 (s, 1H, H'), 8.07 (s, 1H, te/azoIH 8.01-7.98 (m, 2H, fenil-H?, H®),
7.51-7.49 (m, 3H, fenil-H>, H*, H°), 7.23 (s, 1H, H*) ppm’de pikler gériiliir.

Elementel analiz
C16H9CIN2OS;, (M.A.= 344.83) igin:

%C  %H %S %N
Hesaplanan 55.73 2.63 18.60 8.12

Bulunan 5596 2.76 18.51 8.26
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4 .1.2. 5-kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyvazol-4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol

(Bilesik 2)

Cl

Cl

11 g (0.03588 mol) 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol ve 3.07 g (0.01790 mol) 2-klorotiyobenzamitten dietilen glikol
dimetil eter icinde genel sentez yontemi ile elde edildi. Coken madde
suzuldd, kurutuldu. Etanolden kristalize edildi. Verim 1,9 g’dir. (%14.00)

Bilesigin erime noktasi 264 °C ‘dir. Suda, asetonitril ve
metanolde ¢ozunmez; aseton, dimetil formamit, dimetil sulfoksitte ¢ozunur.

ince tabaka kromotografisinde C-1, C-2 ve C-3 g¢oziicl
sistemlerinde Rsdegerleri sirasiyla 0.39, 0.73 ve 0.83’tur.

IR spektrumunda 3421 (N-H gerilim, laktam, zayif), 3139 (C-
H gerilimi, aromatik, zayif), 1703 (C=0 gerilim, laktam, guglu), 1605 (C=C
gerilimi, aromatik, zayif) cm™ ‘de bandlar goérilir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 12.12 (s, 1H, NH),
8.30-8.27 (m, 1H, fenil-H*), 8.23 (s, 1H, H'), 8.21 (s, 1H, tiyazol-H), 7,66-
7,63 (m, 1H, fenil-H®), 7,51- 7,49 (m, 2H, fenil-H3, H5), 7.23 (s, 1H, H%)
ppm’de pikler goruldr.
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Elementel analiz

C16ch|2N2082 (M.A.= 37928) igin:

Hesaplanan

Bulunan

%C  %H %S %N

50.67 2.13 16.91 7.39

50.89 2.21 16.96 7.56
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4.1.3. 5-kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tiyvazol-4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol

(Bilesik 3)

Cl

LA
S @)

Cl

14 g (0.04567 mol) 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol ve 3.91 g (0.0228 mol) 4-klorotiyobenzamitten dietilen glikol
dimetil eter icinde genel sentez yontemi ile elde edildi. Coken madde
suzuldd, kurutuldu. Etanolden kristalize edildi. Verim 2.4 g’dir. (%14)

Bilesigin erime noktasi 308 °C ‘dir. Suda ¢6zunmez; aseton,
dimetil formamit, dimetil sulfoksitte ¢ézunur.

ince tabaka kromotografisinde C-1, C-2 ve C-3 ¢oziicl
sistemlerinde Rrdegerleri sirasiyla 0.37, 0.70 ve 0.85'tir.

IR spektrumunda 3134 (N-H gerilim, laktam, zayif), 3064 (C-
H gerilimi, aromatik, zayif), 1680(C=0 gerilim, laktam, glgli), 1601 (C=C
gerilimi, aromatik, zayif) cm™ de bandlar gériliir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 8.19 (s, 1H, H'), 8.10
(s, 1H, tiyazol-H), 8,03-8,01 (m, 2H, fenil-H? H°), 7.58- 7.56 (m, 2H, fenil-
H3, H°), 7.23 (s, 1H, H*) ppm’de pikler gériilir.
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Elementel analiz

C16ch|2N2082 (M.A.= 37928) igin:

Hesaplanan

Bulunan

%C  %H %S %N

50.67 2.13 16.91 7.39

50.33 2.25 16.71 7.30
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4 .1.4. 5-kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol

(Bilesik 4)
Cl
| NH
_ Ao
S_N
OCH 3

14 g (0.04567 mol) 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol ve 3.80 g (0.0228 mol) 4-metoksitiyobenzamitten dietilen
glikol dimetil eter iginde genel sentez yontemi ile elde edildi. Coken madde
stiziildii, kurutuldu. izopropil alkolden kristalize edildi. Verim 2.8 gdir.
(%17)

Bilesigin erime noktasi 257 °C ‘dir. Suda, etanolde,
metanolde ¢6ziinmez; aseton, dimetil formamit, dimetil stlfoksitte ¢ozundar.

ince tabaka kromotografisinde C-1, C-2 ve C-3 g¢oziicii
sistemlerinde Rfdegerleri sirasiyla 0.28, 0.68 ve 0.77°dir.

IR spektrumunda 3150 (N-H gerilim, laktam, zayif),
2972 (C-H gerilimi, alifatik, zayif), 1701 (C=0 gerilim, laktam, gug¢lu), 1605
(C=C gerilim, aromatik, zayif) cm"de bandlar goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 12.11 (s, 1H, NH), 8.18
(s, 1H, H'), 7.97 (s, 1H, tiyazol-H), 7.94-7.92 (m, 2H, fenil-H?, H®), 7.22 (s,
1H, H*) 7.06- 7.03 (m, 2H, fenil-H®, H°), 3.81 (s, 3H, OCH3) ppm’de pikler
goralur.
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Elementel analiz

C17H11C|N202Sz (M.A.= 37486) igin:

Hesaplanan

Bulunan

%C  %H %S %N

54.47 2.96 1711 7.47

54.49 3.05 17.19 7.64
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4 .1.5. 5-kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyvazol-4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol

(Bilesik 5)

Cl

14 g (0.04567 mol) 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol ve 3.534 g (0.0228 mol) 2-florotiyobenzamitten dietilen glikol
dimetil eter icinde genel sentez yontemi ile elde edildi. Coken madde
stiztildi, kurutuldu. izopropil alkolden kristalize edildi. Verim 3.5 g'dir.
(%21)

Bilesigin erime noktasi 262 °C ‘dir. Suda, etanolde,
metanolde ¢6zinmez; aseton, dimetil formamit, dimetil sulfoksitte ¢ézunur.

ince tabaka kromotografisinde C-1, C-2 ve C-3 ¢oziicl
sistemlerinde Rrdegerleri sirasiyla 0.35, 0.71 ve 0.83tur.

IR spektrumunda 3458 (N-H gerilim, laktam, zayif), 3070 (C-
H gerilimi, aromatik, zayif), 1713 (C=0 gerilim, laktam, gucli), 1607 (C=C
gerilim, aromatik, zayif) cm™de bandlar gériilir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 12.15 (s, 1H, NH),
8.34-8.30 (t, 1H, fenil-H*), 8.23 (s, 1H, H'), 8.20 (s, 1H, tiyazol-H), 7.58-
7.52 (m, 1H, fenil-H®), 7.46-7.35 (m, 2H, fenil-H® H°) 7.23 (s, 1H, H*)
ppm’de pikler goruldr.
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Elementel analiz

C16HgCIFN2OS, (M.A.= 362.82) igin:

Hesaplanan

Bulunan

%C  %H %S %N

52.96 2.22 17.67 7.72

53.18 2.42 17.61 7.83

99



4 .1.6. 5-kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyvazol-4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol

(Bilesik 6)

Cl

14 g (0.04567 mol) 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol ve 3.534 g (0.0228 mol) 4-florotiyobenzamitten dietilen glikol
dimetil eter icinde genel sentez yontemi ile elde edildi. Coken madde
suzuldu, kurutuldu. Etanolden kristalize edildi. Verim 2.4 g’dir. (%15)

Bilesigin erime noktasi 305 °C ‘dir. Suda, metanol, izopropil
alkolde ¢6zunmez; aseton, dimetil formamit, dimetil sulfoksitte ¢ozunur.

ince tabaka kromotografisinde C-1, C-2 ve C-3 g¢oziicl
sistemlerinde R;degerleri sirasiyla 0,36, 0.69 ve 0.82°dir.

IR spektrumunda 3132 (N-H gerilim, laktam, zayif), 3063 (C-
H gerilimi, aromatik, zayif), 1683 (C=0 gerilim, laktam, guglu), 1602 (C=C
gerilimi, aromatik, zayif) cm™ de bandlar gériiliir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 12.10 (s, 1H, NH), 8.19
(s, 1H, Hg 8,06-8,03 (m, 3H, tiyazol-H, fenil-H?, H®), 7.36- 7.32 (t, 2H,
fenil-H?, H°), 7. 22 (s, 1H, H*) ppm’de pikler goriilir.
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Elementel analiz

C16HgCIFN2OS, (M.A.= 362.82) igin:

%C  %H %S %N
Hesaplanan 52.96 2.22 17.67 7.72

Bulunan 52.99 2.36 17.51 7.70
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4 .1.7. [5-kloro-6-[(2-fenil)-1,3-tiyvazol-4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol-3-il]
asetik asit (Bilesik 7)

Cl

2 g (0.00579 mol) 5-kloro-6-[(2-fenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-
3H-benzotiyazol ve 0.80 g (0.00579 mol) bromoasetik asitten sodyum
etoksit varliginda dimetil formamit icinde genel sentez yontemi ile elde
edildi. Metanolden kristalize edildi. Verim 0.3 g'dir. (%13)

Bilesigin erime noktasi 244  °C ‘dir. Suda, etanolde
¢c6zinmez; dimetil sulfoksitte ¢ozundar.

ince tabaka kromotografisinde C-2 ve C-3 ¢oziicl
sistemlerinde Rsdegerleri sirasiyla 0.12 ve 0.88dir.

IR spektrumunda 3600-2550 (-OH gerilimi, karboksilik asit,
yayvan), 3064 (C-H gerilimi, aromatik, zayif), 2979 (C-H gerilimi, alifatik,
zayif), 1732 (C=O gerilim, alifatik karboksilik asit, gugli), 1660 (C=0O
gerilim, laktam, giiclii) cm™ de bandlar gériilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dsg, 5 8.41 (s, 1H, H"), 8.21
(s, 1H, tiyazol-H), 8.11-8.09 (m, 2H, fenil-H? H°), 7.79 (s, 1H, H*), 7.61-
7.60 (m, 3H, fenil-H3, H*, H®), 4.89 (s, 2H, CH,) ppm’de pikler gorilir.
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Elementel analiz

C18H11C|N20382 (M.A.= 40287) igin:
%C  %H %S %N
Hesaplanan 53.66 2.75 15.92 6.95

Bulunan 53.11 3.03 15.68 7.03
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4.1.8. [5-kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyvazol-4-il]- 2-okso-3H-benzotiyazol-
3-illasetik asit (Bilesik 8)

O
o NKU\OH
| /&
— S (0]
S /N
Cl

1.730 g (0.00456 mol) 5-kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-
4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol ve 0.6255 g (0.00456 mol) bromoasetik
asitten sodyum etoksit varliginda dimetil formamit igcinde genel sentez
yontemi ile elde edildi. Asetik asitten kristalize edildi. Verim 0.43 g’dir.
(%22)

Bilesigin erime noktasi 252 °C ‘dir. Suda, etanolde,
metanolde ¢ézinmez; dimetil stlfoksitte ¢ozundr.

ince tabaka kromotografisinde C-2 ve GC-3 ¢oziicl
sistemlerinde Rsdegerleri sirasiyla 0.10 ve 0.87°dir.

IR spektrumunda 3300-2800 (OH gerilimi, karboksilik asit,
yayvan), 3074 (C-H gerilimi, aromatik, zayif), 1737 (C=0 gerilim, alifatik
karboksilik asit, gliclii), 1629 (C=0 gerilim, laktam, giiclii) cm™de bandlar
goralur.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 8.32 (s, 1H, H'), 8.31-
8.29 (m, 1H, fenil-H*), 8.27 (s, 1H, tiyazol-H), 7.70 (s, 1H, H*), 7.66-7.64
(m, 1H, fenil-H®), 7.52- 7.49 (m, 2H, fenil-H3, H%), & 4,79 (s, 2H, CH,)
ppm’de pikler goralur.
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Elementel analiz

C18H10C|2N20382 (M.A.= 43731) igin:

%C  %H %S %N
Hesaplanan 4944 2.30 14.66 6.41

Bulunan 49.57 2.41 14.62 6.52
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4.1.9. [5-kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]- 2-okso-3H-benzotiyazol-
3-illasetik asit (Bilesik 9)

o [0

Cl

1.54 g (0.0040 mol) 5-kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-okso-3H-benzotiyazol ve 0.556 g (0.0040 mol) bromoasetik asitten
sodyum etoksit varliginda dimetil formamit iginde genel sentez yontemi ile
elde edildi. Asetik asitten kristalize edildi. Verim 0.245 g'dir. (%14)

Bilesigin erime noktasi 282 °C ‘dir. Suda, etanolde,
metanolde ¢6ziinmez; dimetil stlfoksitte ¢ozunar.

ince tabaka kromotografisinde C-2 ve C-3 goziici
sistemlerinde R¢degerleri sirasiyla 0.13 ve 0.89’dur.

IR spektrumunda 3620-2480 (-OH gerilimi, karboksilik asit,
yayvan), 3148 ( C-H gerilimi, aromatik, orta), 2933 (C-H gerilimi, alifatik,
zayif), 1746 (C=0O gerilim, alifatik karboksilik asit, guglu), 1650 (C=0O
gerilim, laktam, guiclii), 1567 (C=C gerilim, aromatik, zayif) cm™ de bandlar
goraldr.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 8.30 (s, 1H, H'), 8.14
(s, 1H, tiyazol-H), 8,03-8,01 (m, 2H, fenil-H?, H®), 7.69 (s, 1H, H*), 7.58-
7.56 (m, 2H, fenil-H>, H®), 4.78 (s, 1H, CH.) ppm’de pikler gorilir.
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Elementel analiz

C18H10C|2N20382 (M.A.= 43731) igin:

%C  %H %S %N
Hesaplanan 4944 2.30 14.66 6.41

Bulunan 49.49 251 14.58 6.51
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4.1.10.[5-kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-
benzotiyazol-3-illasetik asit (Bilesik 10)

OH
o A
| N
/&
— S O
S_ N
OCH 4

2 g (0.0053 mol) 5-kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-okso-3H-benzotiyazol ve 0.73 g (0.0053 mol) bromoasetik asitten
sodyum etoksit varliginda dimetil formamit iginde genel sentez yontemi ile
elde edildi. Metanolden kristalize edildi. Verim 0.210 g’dir. (% 9)

Bilesigin erime noktasi 207 °C ‘dir. Suda, etanolde
¢cozinmez; dimetil sulfoksitte ¢ozundar.

ince tabaka kromotografisinde C-2 ve C-3 ¢oziicl
sistemlerinde Rrdegerleri sirasiyla 0.13 ve 0.87°dir.

IR spektrumunda 3320-2400 (-OH gerilimi, karboksilik asit,
yayvan), 3003 (C-H gerilimi, aromatik, orta), 2962 (C-H gerilimi, alifatik,
zayif), 1721 (C=O gerilim, alifatik karboksilik asit, gugli), 1696 (C=0O
gerilim, laktam, giiclii), 1608 (C=C gerilim, aromatik, orta siddetli) cm™ de
bandlar goralur.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 8.30 (s, 1H, H’), 8.01
(s, 1H, tiyazol-H), 7.95-7.93 (m, 2H, fenil-H?, H°), 7.69 (s, 1H, H*) 7.06-
7.04 (m, 2H, fenil-H*, H%), 4,78 (s, 2H, CH, ), 3.81 (s, 3H, OCH3) ppm’de
pikler gorular.
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Elementel analiz

C19H13C|N20482 (M.A.= 43290) igin:

%C  %H %S %N
Hesaplanan 52.71 3.03 14.81 6.47

Bulunan 53.00 3.22 14.77 6.60
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4 .1.11. [5-kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-ill- 2-okso-3H-benzotiyazol-
3-illasetik asit (Bilesik 11)

L.
Cl

2.5 g (0.0068 mol) 5-kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-okso-3H-benzotiyazol ve 0.944 g (0.0068 mol) bromoasetik asitten
sodyum etoksit varliginda dimetil formamit iginde genel sentez yontemi ile
elde edildi. Metanolden kristalize edildi. Verim 0.240 g'dir. (% 8)

Bilesigin erime noktasi 249 °C ‘dir. Suda, etanolde
¢6zunmez; dimetil sulfoksitte ¢ozundar.

ince tabaka kromotografisinde C-2 ve GC-3 ¢oziicl
sistemlerinde Rrdegerleri sirasiyla 0.14 ve 0.88'dir.

IR spektrumunda 3340-2500 (-OH gerilimi, karboksilik asit,
yayvan), 3071 (C-H gerilimi, aromatik, zayif), 1719 (C=0 gerilim, alifatik
karboksilik asit, gugli), 1672 (C=0 gerilim, laktam, guglu), 1602 (C=C
gerilim, aromatik, zayif) cm™ de bandlar gérilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 8,37 (s, 1H, H" ), 8.36-
8.34 (m, 1H, fenil-H*), 8.27 (s, 1H, tiyazol-H), 7.73 (s, 1H, H*), 7.61-7.55
(m, 1H, fenil-H®), 7.49-7.38 (m, 2H, fenil-H>, H®), 4.81 (s, 2H, CH,) ppm’de
pikler gorular.
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Elementel analiz

C18H10C|FN20382 (M.A.= 42086) igin:

%C  %H %S %N
Hesaplanan 51.37 2.39 15.24 6.66

Bulunan 51.57 2.50 15.31 6.83
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4.1.12. [5-kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]- 2-okso-3H-benzotiyazol-
3-illasetik asit (Bilesik 12)

OH
o (M
| N
/&
— S (@]
S_ N
F

2 g (0.0055 mol) 5-kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-
okso-3H-benzotiyazol ve 0.764 g (0.0055 mol) bromoasetik asitten
sodyum etoksit varliginda dimetil formamit iginde genel sentez yontemi ile
elde edildi. Metanolden kristalize edildi. Verim 0.340 g'dir. (%15)

Bilesigin erime noktasi 271 °C ‘dir. Suda, etanolde
¢6zunmez; dimetil sulfoksitte ¢ozundar.

ince tabaka kromotografisinde C-2 ve GC-3 ¢oziicl
sistemlerinde Rrdegerleri sirasiyla 0.11 ve 0.85ir.

IR spektrumunda 3700-2750 (-OH gerilimi, karboksilik asit,
yayvan), 3135 (C-H gerilimi, aromatik, zayif), 1729 (C=0 gerilim, alifatik
karboksilik asit, gugli), 1690 (C=0 gerilim, laktam, gugla), 1599 (C=C
gerilimi, aromatik, zayif) cm™de bandlar gériiliir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) 5 8.31 (s, 1H, H'), 8.10
(s, 1H, tiyazol-H), 8,07-8,04 (m, 2H, fenil-H?, H®), 7.69 (s, 1H, H*), 7.37-
7.33 (t, 2H, fenil-H*, H®), 4.78 (s, 2H, CH,) ppm’de pikler gériilir.
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Elementel analiz

C18H10C|FN20382 (M.A.= 42086) igin:

%C  %H %S %N
Hesaplanan 51.37 2.39 15.24 6.66

Bulunan 51.26 2.50 15.14 6.66
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4.2. Biyolojik Aktivite Caligmasi

Sentezi gercgeklestirilen bilesiklerin COX-1 inhibitor aktivite
sonuglari Tablo 10°da, COX-2 inhibitor aktivite sonuglari ise Tablo 11°de
verilmigtir.

Tablo 10 : Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin COX-1 inhibitor aktivite testi

sonuglar
Rs
cl ,L
>:o
S/\,D[S
—N
Ry
Rz
Bilesik TxB, % COX-1
Ng Ri Ry Rs % BIB, pg/ml | inhibisyonu
1 H H H 5,581 6681 15,05
2 Cl H H 4,969 7790 2,69
3 H Cl H 5,084 7657 8,23
4 H OCHj; H 5,199 7354 8,23
5 F H H 5,619 6599 16,09
6 H F H 5,389 6942 11,73
7 H H CH,COOH | 4,663 8645 1,65
8 Cl H CH,COOH | 5,772 6270 20,27
9 H Cl CH,COOH | 5,198 7309 7,07
10 H OCH; | CH,COOH | 6,078 5995 23,77
11 F H CH,COOH | 5,504 6820 13,29
12 H F CH,COOH | 4,855 8069 1,65
SC-558 98,28 0 100
KAN 4,931 7865 0
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Tablo 11 :

Rz

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin COX-2 inhibitor aktivite testi sonuclar:

Bilesik PGE; % COX-2
Nc? Ri R Rs % BIB, pg/ml | inhibisyonu
1 H H H 4,766 4932 17,85
2 Cl H H 4,928 4998 24.02
3 H Cl H 3,696 0 0
4 H OCHg3 H 4,864 4061 25,96
5 F H H 5.253 3142 42,72
6 H F H 4,183 0 0
7 H H CH,COOH | 4,734 4562 16,83
8 Cl H CH,COOH | 4,799 4293 21,73
9 H Cl CH,COOH | 4,604 5264 4,03
10 H OCHj3; | CH,COOH | 4,669 4880 11,03
11 F H CH,COOH | 4,702 4896 12,98
12 H F CH,COOH | 5,253 3142 42,72
DuP-
697 50,486 0 100
KAN 4,572 5485 0
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5. TARTISMA

Calismamizda alti tanesi 5-kloro—6-(2-substituefenil-1,3-
tiyazol—4-il)-2-okso-3H-benzotiyazol yapisina sahip, alti tanesi ise [5-kloro-
6-(2-substituefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzotiyazol-3-ilJasetik  asit
yapisina sahip on iki adet bilesigin sentezi yapilmis ve in vitro enzim
deneyleri ile bu bilegiklerin COX inhibitor etkileri arastiriimistir. Tablo 12'de
sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilari, erime dereceleri ve % verimleri
yer almaktadir.

Tablo 12 : Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin kimyasal yapilari, erime dereceleri ve
% verimleri

Rz
o . Erime
B':‘f sik R R, R; Derecesi "%
o (°C) Verim

1 H H H 285 19
2 Cl H H 264 14
3 H Cl H 308 14
4 H OCHj3 H 257 17
5 F H H 262 21
6 H F H 305 15
7 H H CH,COOH 244 13
8 Cl H CH,COOH 252 22
9 H Cl CH,COOH 282 14
10 H OCH; | CH,COOH 207 9
11 F H CH,COOH 249 8
12 H F CH,COOH 271 15
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Baglangic maddesi 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol, 2-
amino-4-klorotiyofenol ile Urenin mikrodalga reaktdrinde herhangi bir
solvana ihtiyag duyulmaksizin isitiimasi ile elde edilmistir.

Cl\@NHQ i Mikrodalga _ Cl N
+ 9.dk, 130°C \©: =0
SH HoN"" “NH, s

5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol ve bromoasetik asitin PFA
varliginda mikrodalga reaktorunde isitiimasi sonucu ise 6-bromoasetil-5-
kloro-2-okso-3H-benzotiyazol elde edilmistir. Bu bilesigin geleneksel
olarak PFA igerisinde yag banyosunda sentezlenmesi igin uygulanan
yontemde basarili sonuglar alinamamistir.

H H

Cl N
cl N PFA =0
S>:O + BreH 00 odaiga, 50 dk, 145°C . BrCH, S

6]

5-kloro-6(2-substituefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzotiyazol turevlerine ulagsmak igin 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol ile uygun tiyobenzamit turevi, dietilen glikol dimetil eter
(diglim) varliginda dusuk 1sida karistiriimig, elde edilen madde seyreltik
NaOH ile muamele edilmis ve c¢Oken tuz su igcine alinarak derigik
hidroklorik asit ile ortam asitlendirilmigtir.

H
Cl N
H S /EO
cl N Diglim = s
—0 + NH, — = » s
BrCH, S =N

R1
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Tiyobenzamit  turevleri (2-klorotiyobenzamit, 2-
florotiyobenzamit, 4-klorotiyobenzamit, 4-florotiyobenzamit), ilgili benzamit
turevinin fosforpentasulfur (P,Ss) ile benzen icinde CaCl, baghgi takilmis
geri geviren sogutucu altinda 1sitilmasi ile elde edilmigtir.

NH benzen NH,
2 4 PySs

Y

5-kloro-6(2-substituefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzotiyazol tdrevlerinin dimetilformamit varliginda sodyum etoksit ve
bromoasetik asit ile geri ¢geviren sogutucu altinda mikrodalga reaktérinde
tepkimeye girmesi sonucu [5-kloro-6-(2-substitiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-
okso-3H-benzotiyazol-3-ilJasetik asit turevlerinin sentezi
gercgeklestirilmigtir.

CH,COOH
H /
cl N cl N
- »=o
> S s X S
S BrCH,COOH, NaOEt, DMF —N
Mikrodalga, 35 dk, 120 °C
R1 R‘l
R> R

Elde edilen bilesiklerin yapilari, IR, "H-NMR ve elementel
analiz verileri ile kanitlanmigtir.

5-kloro-6(2-substitiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzotiyazol turevlerinin IR spektrumlarinda, 3458-3132 cm™ arasi N-H
gerilim bandi, 3139-3063 cm™ arasi aromatik C-H gerilim bandi ve 1713-
1679 cm™ arasi C=0 gerilim bandi gézlenmistir.
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5-kloro-6(2-substituefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzotiyazol tlrevlerinin '"H-NMR spektrumlarinda, & 12.15-12.10 ppm
arasinda N-H, d 8.23-8.18 ppm arasi 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol H', &
8.21-7.97 ppm arasi tiyazol H ve & 8.34-7.22 ppm arasi 5-kloro-2-okso-
3H-benzotiyazol H* protonlarina ait sinyaller gériilmistiir.

[5-kloro-6-(2-sUbstitliefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzotiyazol-3-il]Jasetik asit turevlerinin IR spektrumlarinda, 3700-2400 cm’
' arasi O-H gerilim bandi, 3148-3003 cm™ arasi aromatik C-H gerilim
bandi, 2979-2933 cm™ arasi alifatik C-H gerilim bandi, 1746-1719 cm’”’
aras! karboksilik asite ait C=O gerilim bandi ve 1696-1629 cm™ arasi
laktam karboniline ait C=0O gerilim bandi gézlenmisgtir.

[5-kloro-6-(2-substituefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzotiyazol-3-ilJasetik asit tiirevlerinin "H-NMR spektrumlarinda, & 8.41-
8.30 ppm aras! 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol H’, & 8.27-8.01 ppm arasi
tiyazol H, & 7.79-7.69 ppm arasi 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol H* ve &
4.89-4.78 ppm arasi CH; protonlarina ait sinyaller géralmustar.

Bilesiklerin COX-1 enzimi Uzerindeki inhibitér aktivitesini
saptamak igin pihtilasmis insan tam kani ve Assay Designs Correlate-
EIA™ Thromboxane B, Enzyme Immunoassay Kiti kullaniimistir.
Bilesiklerin COX-2 enzimi Uzerindeki inhibitor aktivitesini test etmek igin ise
LPS ile 24 saat indiklenmis olan insan tam kani ve Assay Designs
Correlate-EIA™  Prostaglandine E, Enzyme Immunoassay Kiti
kullaniimistir. COX-1 ve COX-2 enzim deneylerinde standart olarak
sirasilyla COX-1 ve COX-2'nin selektif inhibitdrleri olan diaril yapisindaki
SC-558 ve DuP-697 kullaniimigtir. Bilesikler 10 uM konsantrasyonda test
edilmistir. inhibitdr etki sonuglari Tablo 13’te gdsterilmistir.
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Tablo 13 : Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin COX-1 ve COX-2 inhibitor aktivite
testi sonuglan

R
Bilesik R R R % COX-1 | % COX-2
No ! 2 3 inhibisyonu | inhibisyonu
1 H H H 15,05 17,85
2 Cl H H 2,69 24.02
3 H Cl H 8,23 0
4 H OCHjs H 8,23 25,96
5 F H H 16,09 42,72
6 H F H 11,73 0
7 H H CH,COOH 1,65 16,83
8 Cl H CH,COOH 20,27 21,73
9 H Cl CH,COOH 7,07 4,03
10 H OCH3 | CH,COOH 23,77 11,03
11 F H CH,COOH 13,29 12,98
12 H F CH,COOH 1,65 42,72
SC-558 100 -
DuP-
697 - 100
Bilesik 3 ve Bilesik 6'nin  COX-2 inhibisyonu

bulunmamaktadir.

1 nolu bilesik olan 5-kloro-6-[(2-fenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-
3H-benzotiyazol, % 15,05 oraninda COX-1 enzimini inhibe ederken, %
17,85 oraninda COX-2 enzimini inhibe etmektedir. COX enzimleri Uzerinde
herhangi bir secicilik gostermemektedir.

1 nolu bilesigin asetik asit tlrevidi olan 7 nolu bilesik ise, %
1, 65 oraninda COX-1 enzimini inhibe ederken, % 16,83 oraninda COX-
2'yi inhibe etmektedir. Yapiya asetik asit girdiginde, COX-2 inhibitor
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aktivitede anlamh bir degisiklik gozlenmemis ancak segicilikte artis
olmustur. 1 ve 7 nolu bilesiklerin COX-1 inhibitér aktiviteleri
kiyaslandiginda asetik asit trevininin inhibitor aktivitesinin belirgin sekilde
dustagu gorulmektedir.

2 nolu bilegik olan 5-kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-0kso-3H-benzotiyazol, % 2,69 oraninda COX-1 enzimini inhibe ederken,
% 24,02 oraninda COX-2 enzimini inhibe etmektedir. Bu turevin COX-2
seciciliginde artis gdzlenmektedir.

2 nolu bilesigin asetik asit turevidi olan 8 nolu bilesik ise, %
20,27 oraninda COX-1 enzimini inhibe ederken, % 21,73 oraninda COX-
2’yi inhibe etmektedir. Asetik asit tlrevinin 2 nolu bilesige kiyasla COX-1
inhibitor aktivitesi belirgin sekilde artmigtir. COX-2 inhibitor aktivitede ise
anlamh bir degisiklik gdzlenmemistir. Ancak 8 nolu bilesigin COX enzimleri
arasinda segiciligi yoktur.

3 nolu bilesik olan 5-kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-okso-3H-benzotiyazol, % 8,23 oraninda COX-1 enzimini inhibe etmekte,
COX-2 enzimini 10 yM konsantrasyonda inhibe etmemektedir. 9 nolu
bilesik 3 nolu bilesigin asetik asit turevidir. % 7,07 oraninda COX-1
enzimini inhibe ederken, % 4,03 oraninda COX-2'yi inhibe etmektedir.

4 nolu bilesik olan 5-kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-
ill-2-okso-3H-benzotiyazol, % 8,23 oraninda COX-1’i, % 25,96 oraninda
ise COX-2yi inhibe etmektedir. Bu bilesigin de COX-2 segiciliginde artis
gbzlenmektedir. 4 nolu bilesigin asetik asit turevi olan 10 nolu bilesik ise
COX-1 enzimine segicilik gostermekte, % 23.77 oraninda COX-1’i, 11.03
oraninda COX-2yi inhibe etmektedir.

5 nolu bilesik olan 5-kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-
okso-3H-benzotiyazolin de COX-2 seciciligi bulunmaktadir. 5 nolu bilesik,
% 16,09 oraninda COX-1i, % 42,72 oraninda ise COX-2yi inhibe
etmektedir.

11 nolu bilesik 5 nolu bilesigin asetik asit turevidir. % 13, 29
oraninda COX-1’i, % 12,98 oraninda ise COX-2’yi inhibe eden bilesigin iki
enzim arasinda bir segiciligi bulunmamaktadir. 2 nolu bilesige gore de
COX-2 inhibitor aktivitesinde duslts gézlenmektedir.
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6 nolu bilesik olan 5-kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-
okso-3H-benzotiyazol, % 11,73 oraninda COX-1 enzimini inhibe etmekte,
COX-2 enzimini 10 yM konsantrasyonda inhibe etmemektedir. 12 nolu
bilesik 6 nolu bilesigin asetik asit tlrevidir. 12 nolu bilesik, % 1,65 oraninda
COX-1 enzimini inhibe ederken, % 42,72 oraninda COX-2'yi inhibe
etmektedir. Bilesik COX-2 enzimine segicilik gdstermektedir.

Genel olarak bilesiklerin COX-1 ve COX-2 enzimleri
Uzerindeki inhibitor etkilerini karsilastirdigimizda, bilegsiklerin COX-2
inhibitor etkilerinin daha yuksek oldugu gorulmektedir.

Benzotiyazolon ve asetik asit tlrevlerini kargilastirdigimizda
ise genel olarak asetik asit tlrevlerinin COX-1 enzimi Uzerindeki inhibitor
aktivitelerinin arttigi gézlenmistir. Ancak, Bilesik 6'nin asetik asit tlrevi
olan Bilesik 12'nin COX-2 inhibitor etkisi asetik asit artigina bagh olarak %
O'dan % 42.72’ye yukselmigtir. Buna karsilik asetik asit artigi COX-1
inhibitdr etkiyi % 11.75ten % 1.65’e duglUrmustir.

Ancak, her iki durumda da ele alinan inhibisyon yuzdeleri
yuksek degerler degildir. Yaptigimiz calismada 6nemli dizeyde selektif
COX-2 inhibitoru bilegiklere ulasilamamigstir. Bilesik 12 bu konuda dikkat
cekicidir.

Hem COX-1 hem de TxA; sentaz enziminin in vitro aktivitesi
TxB2 Uzerinden degerlendiriimektedir. Bu nedenle sentezledigimiz asetik
asit turevleri benzotiyazolon turevlerine kiyasla daha yuksek ve anlamli
COX-1 inhibitor aktivite gosterseler idi, ortaya ¢ikan bu durumun COX-1
enzimi Uzerindeki inhibitor etkilerinden mi, yoksa TxA, sentaz enzimi
uzerindeki inhibitor etkilerinden mi kaynaklandigini anlayabilmek igin
plateletce zengin kanda in vitro TxA; sentaz inhibisyon testi yapilacakti.
Ancak, asetik asit turevlerinin COX-1 inhibisyonlarindaki artis yeterli
dizeyde bulunamadigindan, s6z konusu testi yapmaya gerek
duyulmamistir.

Her ne kadar COX-1 ve COX-2 enzimleri Uzerinde ylksek
duzeylerde % inhibisyon degerlerine sahip bilesiklere ulasilamamis ise de,
selektif COX-2 inhibitér etki acisindan bakildiginda bir asetik asit tlrevi
olan Bilesik 12 en o6nemli bilesik olarak degerlendirilebilir. Asetik asit
artiginin yapiya katilmasi ile COX-2 selektif inhibitor etki de artis sadece
bu bilegikte ortaya ¢ikmigtir.
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Hem selektif COX-2 inhibitor etkide artis hem de TxA; sentaz
inhibitor etki agisindan bakildiginda asetik asit tlrevi bilesiklerde COX-1
ve COX-2 inhibitor etkilerin her ikisinin de arttigr bilegiklerin
degerlendiriimesi gerekir. Bilesik 8 bu agidan dikkat gekmektedir. COX-1
inhibitor etki % 2.69'dan % 20.27’ye yukselmig, ayni zamanda COX-2
inhibitor etki de korunmustur. COX-1 inhibitor etki tayini yonteminde TxA,
sentaz inhibitor etki nedeni ile de TxB, miktarinda azalma olusabilecegi
dusundldugunden bu bilesigin hem TxA, sentaz inhibitdéri hem de selektif
COX-2 inhibitort etkiye sahip olacagi dusunulebilir. Ancak inhibitor etki
siddetindeki artis simdilik yeterli gorulmediginden bu bilesik igin selektif
TxAz sentaz inhibitor etki tayini calismasi yapiimamistir.

Bu calismamizin devami olarak, Bilesik 8’in yapisi g6z
onlnde bulundurulup, selektif COX-2 inhibitér etkisi daha yuksek, COX-1’i
inhibe etmeden TxA, sentazi inhibe edebilecek bilesiklerin tasarimi ve
inhibitdr etkilerinin (COX-1, COX-2, TxA; sentaz) ortaya konulmasi
¢alismalari dustunulmektedir.
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6. SONUC

Calismamizda alti tanesi 5-kloro—6-(2-substituefenil-1,3-
tiyazol—4-il)-2-okso-3H-benzotiyazol yapisina sahip, alti tanesi ise [5-kloro-
6-(2-substituefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzotiyazol-3-ilJasetik  asit
yapisina sahip on iki adet bilesigin sentezi yapilmis ve in vitro enzim
deneyleri ile bu bilesiklerin COX inhibitor etkileri arastiriimistir.

2-amino-4-klorotiyofenol ile Urenin mikrodalga reaktérindeki
tepkimesinden elde edilen 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol halkasinin,
bromoasetik asit ile PFA igindeki reaksiyonundan 6-bromoasetil tirevine
ulagilmistir. Daha sonra 6-bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazolin
ilgili tiyobenzamit turevleriyle tepkimesinden 5-kloro—6-(2-substittefenil-
1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzotiyazol turevleri elde edilmistir. Bu
tirevlerin 2-bromoasetik asit ile tepkimesinden ise, 5-kloro-2-okso-3H-
benzotiyazol halkasinin 3 numarali konumunda asetik asit substituenti
tasiyan [5-kloro-6-(2-substitlefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzotiyazol-3-illasetik asit turevlerine gegilmistir.

Bilesiklerin yapilar IR, '"H-NMR ve elementel analiz verileri
ile kanitlanmigtir.

Bilegiklerin 10 pyM konsantrasyonda, COX-1 ve COX-2
enzimi inhibitor aktivitesi aragtiriimigtir.

Bilesiklerden [5-kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-
okso-3H-benzotiyazol-3-ilJasetik asit yapisindaki (Bilesik 8) ve [5-kloro-6-
[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol-3-illasetik asit
yapisindaki (Bilesik 12) iki bilesigin COX-inhibitor etkileri dikkat cekici
bulunmustur. Birincisi asetik asit artiginin yapiya girmesi ile COX-1 ve
COX-2 inhibitér etkinin artisini ortaya koymus, ikinci bilesik ise COX-2
inhibitor selektivitenin de artisini ortaya koymustur.

Tablo 14’te sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapilari, erime
dereceleri, % verimleri ve COX enzimi inhibitor aktivite testi sonuglari yer
almaktadir.
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Tablo 14 : Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin kimyasal yapilari, erime dereceleri, %
verimleri, COX-1 ve COX-2 inhibisyon aktivite testi sonuglari

Cl

s X
—N
Ry
Rz
_— Erime
Bilesik . % % COX-1 % COX-2
No Ri Re Rs De{fcc)em Verim | inhibisyonu | inhibisyonu
1 H H H 285 19 15,05 17,85
2 Cl H H 264 14 2,69 24.02
3 H Cl H 308 14 8,23 0
4 H OCH3 H 257 17 8,23 25,96
5 F H H 262 21 16,09 42,72
6 H F H 305 15 11,73 0
7 H H CH,COOH 244 13 1,65 16,83
8 Cl H CH,COOH 252 22 20,27 21,73
9 H Cl CH,COOH 282 14 7,07 4,03
10 H OCH; | CH,COOH 207 9 23,77 11,03
1 F H CH,COOH 249 8 13,29 12,98
12 H F CH,COOH 271 15 1,65 42,72
DuP-
697 - 100
SC-558 100 ]

Bu cgalismamizin devami olarak, Bilesik 8’in yapisi g0z

onunde bulundurulup, selektif COX-2 inhibitdr etkisi daha yuksek, COX-1’i
inhibe etmeden TxA, sentazi inhibe edebilecek bilesiklerin tasarimi ve
inhibitor etkilerinin  (COX-1, COX-2, TxA; sentaz) ortaya konulmasi
calismalari dugunulmektedir.
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BAZI 5-KLORO-6-(TiYAZOL~4-IL)-2-OKSO-3H-BENZOTIYAZOL
TUREVLERININ SENTEZI VE COX iNHIBITOR ETKILERI UZERINDE
GALISMALAR

OZET

Bu yulksek lisans tezinin amaci COX-2 inhibitorl olabilecegi
dusundlen, ayni zamanda TxA; sentaz inhibitoru de olabilecek bilegiklerin
sentezini gergeklestirmek ve bu bilegiklerin in vitro enzim immunaliz
yontemi ile COX-2 selektivitelerini arastirmaktir.

Calismamizda merkezi halkasi tiyazol olan 1,3 diaril
yapisinda 12 adet bilesik tasarlanmis ve sentezlenmistir. Tasarlanan
bilesiklerin 6 tanesi ayni zamanda TxA; sentaz inhibitorlerinin farmakoforik
grubuna sahip oldugu i¢in, bu bilesiklerin TxA; sentaz inhibisyonu yaparak
antiplatelet aktivite gosterecedi de dusunulmustir. Tasarlanan bilesikler,
merkezi tiyazol halkasina meta konumlarindan baglanmig olan 5-kloro-2-
okso-3H-benzotiyazol ve fenil halkalarini icermektedir. Fenil halkasinin 2
ve 4 numaral konumlarina F, Cl, OCHs; gibi kiguk gruplarin substitisyonu
ile tirevlendirmeye gidilmigtir.

Elde edilen bilesiklerin yapilari IR, "H-NMR ve elementel
analiz verileri ile kanitlanmigtir. Bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda, COX-
1 ve COX-2 enzimi inhibitor aktivitesi arastiriimistir.

Bilesiklerden [5-kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-
okso-3H-benzotiyazol-3-ilJasetik asit yapisindaki (Bilesik 8) ve [5-kloro-6-
[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzotiyazol-3-illasetik asit
(Bilesik 12) yapisindaki iki bilesigin COX-inhibitor etkileri dikkat gekici
bulunmustur. Birincisi asetik asit artiginin yapiya girmesi ile COX-1 ve
COX-2 inhibitér etkinin artisini ortaya koymus, ikinci bilesik ise COX-2
inhibitor selektivitenin de artisini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Tiyazol, 5-kloro-2-okso-3H-benzotiyazol, COX-2
selektif inhibitorler, TxA, inhibitor aktivite
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STUDIES ON THE SYNTHESIS AND COX INHIBITORY EFFECTS OF
SOME 5-CHLORO-6-(THIAZOLE—4-YL)-2-OX0O-3H-BENZOTHIAZOLE
DERIVATIVES

SUMMARY

The aim of this master thesis is perform the synthesis of
compounds which may possess both COX-2 and TxA; inhibitory activities
and determine in vitro COX-2 selective inhibitory activities of these
compounds by in vitro enzyme immunoassay method.

In this study, twelve compounds which bear a central
thiazole ring and have 1,3 diaryl structure were designed and synthesized.
Since the six of the designed compounds have the structural features
needed to achieve TxA; inhibitory activity, these six compounds were also
expected to have antiplatelet activity. The designed compounds carry 5-
chloro-2-oxo0-3H-benzothiazole and phenyl moiety at meta positions of the
central thiazole ring. Derivatives carrying F, Cl, OCH3 groups at positions
meta or para of phenyl ring have synthesized.

The structure of the compounds have been elucidated by IR,
'H-NMR and elementary analysis data. The test for the COX-1 and COX-2
enzyme inhibitory activity has been performed at 10 uM concentration.

Two of the compounds which have the structure [5-chloro-6-
[2-(2-chlorophenyl)-1,3-thiazole-4-yl]-2-oxo-3H-benzothiazole-3-yl]acetic
acid (Compound 8) and [5-chloro-6-[2-(4-florophenyl)-1,3-thiazole-4-yl]-2-
oxo-3H-benzothiazole-3-yl]acetic acid (Compound 12) attracts attention.
First one exhibits increased COX-1 and COX-2 inhibitory activity and
second one exhibits increased COX-2 selective inhibitory activity.

Key Words: Thiazole, 5-chloro-2-oxo-3H-benzothiazole, COX-2
selective inhibitors, TxA, inhibitory activity
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