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1. GIRiS

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglar (NSAI),
antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik aktiviteleri nedeniyle ve akut ve
kronik enflamasyonlu rahatsizliklarda kullanimlariyla dinyada en fazla
recete edilen ila¢ grubudur. Binlerce yil 6ncesinde dahi agri, enflamasyon
ve ates tedavisinde salisilik asit iceren bitki ekstreleri kullaniliyordu. 1897
yilinda NSAI grubunun ilk tiyesi olan Aspirin®in kesfi ve 1971 yilinda Vane
ve arkadaglarinin, aspirin de dahil NSAI'in antienflamatuvar aktivitesi igin
molekuller hedeflerinin siklooksijenaz (COX) oldugunu ortaya koymasi, bu
grup ilaglar icin dénim noktasi niteliginde kesiflerdir. 2 COX,
prostaglandinleri (PG) de iceren cesitli biyoaktif lipitlerin yer aldigi
arasidonik asit yolaginin ilk iki basamagini katalizler. '

Membran  fosfolipitlerinden  olugsan  arasidonik  asit
siklooksijenazin aktivitesiyle prostaglandin G, (PGG2)’ye dénlsir ve bu da
dayanikli bir yapi olmadigindan prostaglandin H, (PGH>)'ye rediklenir.
PGH, ise damarlarlarda prostasikline (PGly), cesitli dokularda
prostaglandin D, (PGD.), prostaglandin E, (PGE,), prostaglandin Fy,
(PGFy) izomerlerine ve trombositlerde tromboksan A)ye (TxAy)
dénusmektedir. Prostaglandin tlrevi bu maddeler, bircok degisik fizyolojik
olayin diizenlenmesinde rol alirlar.’

PG’ler hem fizyolojik slregteki etkinliklerinden &turl yararl,
hem de patofizyolojik strecte yer almalarindan dolayi zararl etkilere sahip
mediatérlerdir. Prostanoidler fizyolojik kosullarda gastrik mukozada
sitoprotektif etkisiyle, hemostaz ve renal fonksiyonlarin ydratilmesinde
6nemli rol oynarken, enflamasyon, ates, agri ve kanser gibi farkli patolojik
durumlarda biyosentezleri indiklenir.* NSAI ile COX inhibisyonu tiim
PG’lerde ve ayni yolakta yer alan Tromboksan A, (TxAy) seviyelerinde
azalmaya neden oldugu icin antienflamatuvar ve analjezik etkilerinin
yanisira 6zellikle gastrointestinal (Gl) sistemde ciddi yan etkilere neden
olmaktadir.>®

Yillarca COX enziminin tim hdcrelerde tek tip bir formunun
oldugu dusinitlmustir. COX geninin 1988 yilinda G¢ ayri arastirma grubu
tarafindan klonlanmasinin ardindan 1991 vyilinda Needleman ve
Herschman, calismalariyla indiklenebilen, kisa édmarlG bir tipinin daha
oldugunu ortaya koymasi ile bu izoenzime COX-2, ilk bulunan izoenzime
COX-1 denilmigtir. Bu iki izoformun yaklasik % 60 amino asit homolojisine,
yaklasik ayni molekiler agirliga, uzunluga, benzer Uglncll yapilara ve
benzer aktif bélgelere sahip oldugu ortaya konulmusur.*>



COX-1, temel olarak tuim hicrelerde ve daha ylksek
seviyelerde plateletlerde, vaskller endotel hulcrelerinde, midede,
gastrointestinal (Gl) mukozada ve bdbreklerde toplayici kanallarda
sentezlenir ve saliverilir, ancak bazi hicrelerde hormon, blyime faktora
gibi uyaranlara cevap olarak sentez ve saliverimesinde en fazla 2-4 kat
artis olur. COX-1 Gl koruma, platelet agregasyonu, renal fonksiyonlar gibi
homeostatik dengenin devamliliginda &nemli role sahiptir.>® COX-2 ise,
aksine agirlikh olarak enflamatuvar hlcrelerde ve agri, enflamasyon, ates
ve karsinogenezis gibi PG sentezine bagimh patolojik sureclerde yer alir.
Enflamasyon (interldkin-18 [IL-1 B], timodr nekroze edici faktdr [TNFg],
lipopolisakkarit [LPS]), onkojenik ve mitojenik faktérler (serum forbol
esterleri), blyime faktorleri, sitokinler, bakteriyel endotoksin gibi diger
uyaranlara cevap olarak sentez ve saliveriimesi 10-20 kat artmaktadir.
COX-2 sentezi ve saliverilmesi timér istilasi (invazyon), anjiogenezis,
metastaz gibi onkojenik siirecleri hizlandirir.'>7%1

COX-3 enziminin varligina dair henliz netlesmis bir fikir
yoktur. Sican karregenan akciger zan iltihabiyla yapilan bir ¢alismada
COX-2 proteinlerinde 48. saatte proenflamatuvar prostanoidleri Creten
ikinci bir artis gdzlenmis ve enflamasyonun rezolisyon fazinda olusan bu
proteinin Uglinci bir COX izoformu olabilecegi fikri ortaya atilmistir.
Asetominofenin aktivitesi igin COX-3’nin mumkin bir y6re olabilecegi
diistinlilmils ancak bu izoformun varligi insanlarda ortaya konulmamustir.’

Bu farkh sentez, saliveriime ve doku dagihmi COX-1 aracili
PG’lerin fizyolojik fonksiyonlardan sorumlu iken, COX-2 aracili PG’lerin
patofizyolojik ve enflamasyonlu sireclerde yer aldigi hipotezinin geligsimine
neden olmustur. Bu hipotez, Gl yan etkilerden yoksun antienflamatuvar
aktivite i¢in asil molekuler hedefin COX-2 izoenzimi oldugu saviyla selektif
COX-2 inhibit6ru olarak bilinen yeni bir sinifa ¢igir agmistir. Hiz kazanan
calismalar ile COX-2'nin kegfinden ancak on yil sonra non-ulserojenik,
antienflamatuvar etkili selektif COX-2 inhibitdrii Selekoksib (Celebrex®
Pfizer) ve Rofekoksib (Vioxx® Merck) ilag piyasasindaki yerini almistir.

Selektif COX-2 inhibitéri  antienflamatuvar bilesiklere
ulasmak icin yapilan calismalarda; diaril yapisinda olan heterosiklik
bilesikler, (1,3-diaril'’ ve visinal diaril heterosiklikler'?) 1,2-diariletilen
tarevleri (cis stilben tarevleri), diaril veya aril/heteroaril eterler ve tiyoeter
tlrevleri, diaril ve aril/heteroaril ketonlar, antioksidan bilesikler ve COX-2
selektivitesi yluksek, modifiye edilmig bilinen nonsteroidal antienflamatuvar
ilaglardan toretilen bircok farkli kimyasal yapida bilesik sentezlenmigtir.
Diaril heterosiklik yapida olan bilesiklerde merkezi halka olarak; pirol,
furan, oksazol, pirazol, tiyofen, tiyazol kullaniimig, fenil halkasinin para
konumunda aminosulfonil veya metilstlfonil grubunun olmasinin ve diger
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halkada halojen bulunmasinin selektif COX-2 inhibitér aktivite icin énemli
oldugu  bildirilmistir.2'®'®'*  Tiyazol  halkasi  iceren  yapilarin
antienflamatuvar, analjezik, antipiretik aktivitesi oldugu da bildirilmistir.'®'®

Selektif olarak sadece patolojik slreclerde etkin olan enzimin
inhibisyonu ile aktivite gésteren bu grubun klasik NSAI'ye gére daha etkin
ve guvenli olmasi beklenmigtir. Ancak bu grubun daha etkin
antienflamatuvar ve klasik NSAi'ye gdére daha iyi tolere edildiginin
gbsteriimesine ragmen bazi bilesiklerde ilag glvenilirligi beklendigi gibi
olmamistir. COX-2 mRNA’sinin beyin, bdbrek, testis, vaskiler endotel ve
trakeada fizyolojik kosullarda varligi ve homeostatik dengede etkin roll
oldugu ortaya cikarilmistir.*®® Bu nedenle, inhibisyonunun da yan etkilere
neden olmasi sasirtici bir sonu¢ olmamistir. Selektif COX-2 inhibitérlerinin
kullanimiyla ortaya ¢ikan Ozellikle kardiyovaskdler sistemle ilgili ciddi yan
etkiler nedeniyle Merck & Co. goniillii olarak Vioxx®u piyasadan cektigini
ilan etmistir ', VIGOR (The Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research),
CLASS (Celecoxib Long-term Arthritis Safety Study) ve APPROVe
(Adenomatous Polyp Prevention on Vioxx) ¢alismalariyla edinilen geliskili
sonuglar bu kararda etkili olmus'®, Ardindan Celebrex® de ayni cekinceler
nedeniyle toplatiimistir.

Selektif COX-2 inhibitdrlerinin kardiyovaskuler yan etkileri
(izerindeki tartismalar halen siirmektedir. insan damar igi endotelinde
agirlikh olarak COX-2 ile etkinlesen dogal antitrombotik ajan olan PGly,
trombosit agregasyonunun inhibisyonu, vaskller diz kas hUcrelerinin
proliferasyonun engellenmesi ve vazodilatasyon ile gorevlidir.
Trombositlerde COX-1 metaboliti olan TxA, ise vazokonstriksiyon,
vaskuler diz kas hlcrelerinin proliferasyonu ve trombosit agregasyonunda
gbrevlidir. Bir teoriye gore, selektif COX-2 inhibisyonu ile prostasiklinin
etkinligi azalirken trombositlerde COX-1 aktivitesi inhibe olmadigi igin TxA:
etkinliginin devam etmesi, bu iki ajan arasindaki denge bozmakta ve
protrombotik ajan olan TxA; lehine kaydirmaktadir.*>*'® Ancak bu
etkileyici hipotez, klinik calismalardan edinilen bulgularla
dogrulanamamistir. Bu nedenle, COX-2 inhibitorleri ile kardiyovaskuiler
vakalar arasinda bir iligki varsa, bunu yalnizca COX-1 ve COX-2
inhibisyonu arasindaki dengesizlige dayandirmaktan daha kompleks bir
mekanizmaya ihtiyag duyuldugu gézlenmistir.'®

Ciddi periferik vaskiler rahatsizliklar, miyokard enfarktiisa,
stabil olmayan angina, gebelige bagh hipertansiyon, astma, lupus nefritis,
trombozis, koroner trombotik sendromlar gibi bir seri hastalikta hastalarin
idrar ve kaninda TxAs'nin metabolitleri olan TxB. ve 2,3-dinor TxB2'nin
arttigr  gordlmis ve bu hastaliklarda TxAg'nin asiri UOretildigi ortaya
citkmistir. Bu nedenle, TxAz'nin biyolojik etkilerini azaltan ilaglarin, TxA;
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dretiminin arttigr durumlarda terap6étik agidan yarar saglamasi beklenebilir.
Buna goére, Tromboksan sentaz enzimini inhibe etmek ya da TxAz'nin
etkilestigi TP reseptorlerini bloke etmek iki anahtar hedef olmustur.®

Bu Dbilgiler 1siginda, selektif COX-2 inhibisyonunun
enflamasyon tedavisindeki 6énemi anlasiimis olup kardiyovaskuiler yan
etkilerinin de dnldne gecebilmesi amaciyla antiplatelet aktivite gdstermesi
bakimindan tromboksan sentaz enzimini de inhibe edebilecek etkide
bilesiklerin sentezlenmesi ve aktivitelerinin incelenmesi disiniimis ve
onsekiz molekdl tasarlanmigtir. Tasarlanan bu bilesikler, 1,3-diaril
heterosiklik halka yapisinda olup merkez halka olarak tiyazol tagimaktadir
ve merkezi halkanin meta konumlarindan birinde antienflamatuvar
etkinlige katkisi olabilecek 2-okso-3H-benzoksazol ve digerine de 2 ve 4
numarah konumlarinda -F, -Cl, -OCHs gibi kig¢Uk gruplar tasiyan fenil
halkas! bulunmaktadir. Bu yapilari itibariyle, 1,3-diaril heterosiklikler olarak
bilinen selektif COX-2 inhibitdrlerinin yapilarina benzerlik géstermektedir.
Ayrica bu molekullerin 12 tanesinden Tx sentaz inhibitru etkili bilesikler ile
benzer farmakoforik grup tasimalarindan 6tiru antiplatelet aktivite de
beklenmektedir. Tasarlanan molekullerin - genel yapisi asagida
gOsterilmistir.

Ry =-H, -F, -Cl
Ry = -H, -F, -Cl, -OCH,

Rg = -H, -CH,COOH, -CH,COOCH,CHg
Ry

Ry



2. GENEL BILGILER

2.1 Enflamasyon Ve Arasidonik Asit Yolagi

Eikozanoidler, yirmi karbonlu yag asitlerinden tureyen ve
gUcll biyolojik etkinlik gbsteren endojen maddelerdir. “Eikozanoid” adi
Yunanca yirmi anlamina gelen “eicosa” dan gelir. Yirmi karbonlu yag asidi
iskeleti Uzerinde var olan yapi degisikliklerine gére, dogrudan biyolojik
etkinligi olan primer eikozanoidler degisik alt gruplarda toplanirlar. Bu alt
gruplardaki maddeler, dokularda arasidonik asit ve diger preklrsér yag
asitleri GUzerine COX, LOX ve sitokrom P450 monoksijenaz enzimlerinin
etkimesi sonucu olusurlar.'®

Arasidonik asit, fosfolipit hicre membraninda en ¢ok bulunan
coklu doymamis yag asitidir. Cesitli stimulanlarla fosfolipitlerden serbest
yag asitlerinin olusumu igin baglica yolak olan Fosfolipaz A, yolag! aktive
olur ve aragidonik asit membran fosfolipitlerinden serbestlestirilir.
Arasidonik asidin daha ileri metabolizasyonu sonucu prostanoidler,
I6kotrienler, proinflamatuvar mediyatérler olusur.®

Enflamasyon, cesitli fiziksel ve kimyasal etkilerin,
mikroorganizma ve parazit enfeksiyonlarinin neden oldugu ve damar kas
dokusu dahil bitin organlarda olugan bir tepki reaksiyonudur. Kizariklik,
6dem, agri, artmis sicaklik ve fonksiyon bozuklugu enflamasyonun
belirtileridir.?® Vazoaktif aminler, plazma faktorleri, platelet aktive eden
faktor (PAF), sitokinler, nitrik oksit ve oksijen kaynakli serbest radikaller,
lizozomal unsurlar ve arasidonik asidin COX ve LOX metabolitleri
enflamasyonun kimyasal mediyatérleridir.”’

Arasidonik  asitten COX  katalizérligt  ile  olusan
prostanoidler, doku hasari ve enflamasyon durumunda vlcut cevabina
aracilik ederler. PGE; ve PGl, enflamasyonda yer alan histamin, bradikinin
gibi diger otakoidlerle sinerji icinde hareket ederek kuvvetli vazodilator
olarak etkirler. Kapiller UGzerindeki kombine etkileriyle enflamasyonun
karakteristiklerinden biri olan kizarikliga katkida bulunurlar ve akut
enflamasyon bdélgesinde kan akisini artirirlar. Vaskuler permeabiliteyi
artirarak dokunun kabarikligina neden olurlar. Ayrica duyusal sinirlerin
periferik uglarinda hassasiyeti artirarak hiperaljezi meydana getirirler.
Dahasi, PGE, néronlar Uzerine etkiyerek ates, kirginlik ve a(;;rl gibi
enflamasyon gdstergelerine verilen sistemik yanita katkida bulunur.



Arasidonik asitin 5-LOX yolagindan ortaya ¢ikan mediyatori
|6kotrien A4 (LTAg4)'tar. LTALUn daha ileri enzimatik tepkimeleri sonucu
olusan Iékotrien B4, C4, D4 ve E4 parakrin hormonlar olup genis biyolojik
aktivite gosterirler. LTB4, enflamasyon hucreleri igin kemotaktik etkinlik
gosterir. Vazokonstriktif etkili LTB4, kapiler permeabiliteyi arttirir ve
hiperaljeziye neden olur.' Sisteinil I6kotrienler (LTC4, D4, E4) anaflaksinin
yavas etkiyen maddesinin (SRS-A) (¢ 6gesini olustururlar. Kuvvetli
vazokonstriktif ve bronkokonstriktif etkilidirler. LTC4 ve LTD4 ylksek
konsantrasyonlarda asit salgilanmasini tetikleyerek gastrik epitel
hucrelerinde hasara neden olurlar. Ayrica LTC4 ve LTD4; PGE, PGl, ve
TxAznin  sentezini  artinir.  Sisteinil  LT’ler, koroner arterlerde
vazokonstriksiyon da yaparlar.2?' Etkili biyolojik aktivilerine bagli olarak
LT’ler bronsiyal astma, psoriaris, Ulseratif ve diger enflamasyonlu kolon
hastaliklari, romatoit artrit, gut artriti gibi cok sayida enflamatuvar ve alerjik
hastalikta 6nemli mediyatérlerdir.’® Ek olarak, kanser gelisimi sirasinda
LT’ler dogrudan ya da biyume faktéri bagimh mitojenik yolakta hlcre
proliferasyonunu artirirlar.

2.1.1 Siklooksijenaz Uriinleri

Prostanoidler olarak adlandirilan COX UrUnleri eikozanoidler,
prostaglandinler (PG), prostasiklinler ve tromboksanlardir. COX enzimleri,
aragidonik asidin prostanoidlerin prekursoérleri olan PGG, ve PGH.'ye
déndsimand  katalize eder. Bu nedenle, COXun diger adi da
prostaglandin G/H sentaz (PGHS)’dir.

PG’ler karbon zincirinin ortasinda bir siklopentan halkasi
bulunan eikozanoidlerdir. Halka ya da ona bagh yan zincir Gzerinde okso
ve/veya hidroksil grubu icerirler; ayrica alifatik zincir Gzerinde bir, iki vaya
g cift bag bulunur. Hepsinde ortak olan, C-13 ve C-14 arasindaki trans
cift bagdir.

Siklopentan halkasindaki stbstitientlerin durumuna gére E,
F, D, A, B ve C diye gruplandirilirlar. Bu harfin yanina konulan sayi yan
zincirdeki doymamis bag sayisini g0Osterir. Halka Uzerinde iki hidroksil
iceren PGF’lerde ise bu sayinin yaninda stereoizomerlerini belirtmek
Uzere a / B simgeleri bulunur. PGl'ler, yapica PG’lere ¢ok benzemekle
birlikte kimyasal farki siklopentan halkasina ek olarak C-6 ve C-9
arasindaki oksijen atomu nedeniyle ikinci bir halka icermektedirler.
Vicuttaki ana PGl, prostasiklin adi verilen PGly'dir. Tromboksanlarda ise
siklopentan yerine 2,6-dioksabisiklo[3.1.1]heptan halkasi vardir.'®



2.1.2 Prostanoidlerin Biyokimyasi

COX, iki farkll katalitik aktiviteye sahiptir; siklooksijenaz aktif
bdlgesinde iki molekll oksijen kullanarak aragidonik asidi PGG.'ye
donustrdr, peroksidaz aktif bdlgesinde 15-S hidroperoksit yapisindaki
PGG.yi 15-S hidroksi yapisindaki PGH.'ye redikler. Bu iki enzimatik
aktivite, her bir izozim alt Gnitesinde bir adet mevcut olan hem grubuna
gereksinim duyar.® Ardindan dayaniksiz siklik endoperoksit olan PGH,
cesitli  doku-spesifik sentaz ve izomerazlarla diger prostanoidlere
katalizlenir.*® Hiicrelerde oldukga yaygin bulunan endoperoksit E-
izomeraz ile PGHz'den PGE; olusturulur. Bu da endoperoksit rediktaz ile
PGF2.'ya indirgenir.” insanda sadece mast hiicrelerinde ve trombositlerde
bulundugu gdsterilen endoperoksit D-izomeraz, bu hicrelerde PGHy'den
PGD; olusturulur.’ Esas olarak damar ve kilcallarda yerlesmis bulunan
prostasiklin sentaz PGHy'yi stabil olmayan PGly'ye cevirir. PGl, enzimatik
olmayan hidrolizle hizli bir sekilde 6-keto-PGFis'ya dénistirdlar.™
Trombositlerde bulunan tromboksan sentaz enzimi PGH.yi TxAJye
donustardr. TxA2'nin yari dmrl sulu ortamda 32 saniye kadardir, stabil
fakat biyolojik olarak inaktif tiirevi olan TxB'ye yikilir.®
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2.1.3 Prostanoidlerin Biyolojik Etkileri

Prostanoidler, hem otokrin hem de parakrin fonksiyonlara
sahip biyoaktif lipitler olduklari icin “lokal hormonlar” olarak da
disunulebilirler. Prostanoid olustuktan sonra hicreden ¢ikar ve bulundugu
hicrede veya komsu hucrede ikincil mesajcilarin seviyesini diizenlemek
lizere G protein-bagli reseptorler ile etkilesirler.* Prostanoidler genel kural
olarak damar diiz kaslarini gevsetirler, barsak, uterus gibi diger yapilarin
diiz kaslarini ise kasarlar.'®

Kardiyovaskiler sistem: PGD,, PGFE’ler ve PGl, gigli
vazodilatér etkinlik goésterir. Bltlin damar yataklarinda vazodilatasyon
yaparlar ve kan basincini disUrirler. PGl, blylk élcide damar endotel
hicrelerinde yapilir ve trombositlerin gerek damar endoteline
yapismalarini  (adezyon) ve gerekse Dbirbirlerine  yapismalarini
(agregasyon) Onleyerek damar icinde trombus olusumunu engelleyen en
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6nemli etkendir. Prostasiklin, tUm agonistlerce olusturulan vaskdiler diz
kas hicrelerinin proliferasyonu, vaskuller tonusu, |6kosit-endotel hicre
etkilesimlerini inhibe eder. In vitro ve in vivo g¢alismalar, insanlarda
endotelyal PGl, biyosentezinden sorumlu ana izoenzimin COX-2 oldugunu
g('jstermistir.4 Bu mekanizma, endotelden saliverilen nitrik oksit ile de
pekistirilir. >

TxA,, butin damar yataklarinda gucli vazokonstriksiyon
yapar. TxAp, dogrudan etkisiyle trombositleri aktive ederek onlarin
agregasyonuna ve adezyonlarina neden olur; bu yénlyle PGlyye zit
yonde etki yapar.>®'® TxA, vaskiller diiz kas kontraksiyonu ve
proliferasyonunun etkin bir tetikleyicisidir. Endotel gbc¢linin ve
angiogenezisin de mediyatéri oldugu gésterilmigtir.4 TxA, vaskuiler
permeabiliteyi artirarak deme neden olur.”>

Bu bulgulara dayanarak, trombosit fonksiyonunun cAMP
aracihgiyla etki yapan iki zit faktér (TxA, ve PGly) tarafindan dizenlendigi
ileri srtlmastar. Tromboz olayinin kontrol altinda tutulmasinda PGlo/TxA2
orani nemli rol oynar.®'®'®

PGE; ve PGE: kapiler permeabilitesini arttirir. Cilt icine
enjekte edilmeleri halinde histamin gibi Lewis’in ticlii cevabini olusturur.'®

Gastrointestinal Sistem: PGE+, PGE,, PGF2 ve PGl; insana
intraven6z enjekte edildiginde mide asit salgisini inhibe ederler, gerek
bazal salgilanmayi ve gerekse yemek, gastrik stimllasyon, kafein vb
uyaranlarla olugan salgilanmayi azaltirlar. PG’ler mide ve barsakta mukus
salgisini ve pankreasin dis salgisini artirirlar. PGE’lerin ve PGl>’nin mide
ve diger bazi dokularda saptanan bir etkisi de sitoprotektif (hicre
koruyucu) etkidir; mukus salgisinin artmasina, mukozal HCOj3™ salgisinin
artmasina, H* geri diflizyonunun azalmasina, mukozadan gegcen kan
akiginin artmasina, mukoza epitelyumunun rejeneratif kapasitesinin
gelismesine neden olurlar.®> Ayni etkinlik myokard, pankreas, karaciger,
beyin ve l6kositler icin de s6z konusudur ve bu dokular iskeminin
zedeleyici etkisine karsi koruyabilirler.'®

Uriner Sistem: PGl, bdbreklerde kan akimini arttirir ve su,
Na*, K* ve CI iyonlarinin atihmini fazlalastinr.>® PGl, PGE, ve PGD;
bobrekte  glcli  vazodilatdér  etki yaparlar. Bobreklerde  renin
saliveriimesinde rol oynayan faktdriin renal PG’lerden daha cok PGl,
oldugu goésteren kanitlar vardir. Gigli vazokonstrikiér olan TxA. ve




endoperoksit analoglari renal damar yatagini blzer, glomeruler filtrasyon
hizini, elektrolit ve su atimini azaltir.®'®

Bronslar: Akcigerlerde damar vyataginda olusan esas
prostanoid prostasiklin, bronslarda ise PG’lerdir. TxA, ve PGFyq
bronkokonstriktér etkiliyken, PGl, ve PGE; bronkodilatasyon yapar.®'®

Ureme Sistemi: insanda intravendz olarak verilen PGE’ler ve
PGF’ler uterusta oksitosik etki yapar, tonusu artirir ve ritmik kasiimalara
neden olurlar.®

Santral Sinir Sistemi: PGE+’in birgok tirde guclu piretik ajan
oldugu bulunmustur.®® Enfeksiyon hastaliklarinda olusan ateste,
bakterilerin salgiladidi pirojenin bazi sitokinlerin sentez ve salgilanmasini
artirdiklar, onlarin da hipotalamustaki termoregulatér merkezi PGE’lerin
olusumunu artirarak etkilediklerine inaniimaktadir. Beyinde en fazla PGE:
bulunur. PGl; serebrospinal sivida bulunur ve kaynagi damar endotelidir.
SSS’inde bulunan diger bir mediyatér olan PGD2'nin uykunun mediyatéri
oldugu konusunda bulgular mevcuttur.'®

HL
Prﬂﬂﬂﬂﬂld'ermlﬂ“ W| tj:w COOH mglbu

L Y * ¥ ¥
[TPa . TP, | |DPy s DP, | [EPy EP;  EPy, ERy| [FPa Py
Endotel, Plateletler, Mast hiicre- | |Beyin,bdbrek, | |Uterus, bronglar,
hiihrek, vaskiller diiz kas || leri, beyin, | |vaskiiler diiz | lvaskiiler diiz kas
plateletler, hiicreleri, bronglar kas hiicreleri, | hiicreleri, goz
heyin makrofajlar, plateletler
hibrek

Sekil 2: Prostanoidlerin Reseptorleri ve Doku Dagilimlari

2.1.4 Siklooksijenazin iki izoformu

1976 yilinda COX-1 cDNA’sI koyun, fare ve insandan izole
edilmistir. 25Kb  buyukligindeki gen insanda  9932-g33.3
kromozomlarinda yer almaktadir. Onbir ekson igerir ve 2,8 Kb’llk mRNA ve
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yaklasik 68 kDa molekller agirlikta protein Gretir. 1980’lerin sonlarina
kadar, COX sentezinin blylime faktérleri, timdér indikleyicileri, IL-1, LPS,
TNFa ile stimille edilebilecegine dair bircok rapor yaymlanmistir. ilging
sekilde, glukokortikoidler yapisal olarak hiicrelerde bulunan COX miktarini
degistirmedigi, cesitli uyaranlarla indiklenen bu proteinin indiksiyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir. Bu arastirmalar, Dan Simmons’un bu
enflamatuvar mediyatérlere cevap olarak artan PG’leri degerlendirirken, bu
induksiyonlarin COX aktivitesinin muhtemelen diger bir COX sentez ve
saliveriimesindeki artisa bagl olarak arttigina ve bunun nedeninin
indUklenebilir ve COX amino asit dizilisi ile homolog ayri bir gen olduguna
karar vermesiyle sonuglanmistir.”#*2*

COX-1 ve COX-2 birbirinden ayr iki gen tarafindan
taretilmektedir. COX-2 on ekson igeren, insanda 1925.2-925.3 lzerinde
bulunan 8 Kb bog/utunda bir gendir. 4,1 — 4,5 Kb’lik mRNA ve 68 kDa’luk
protein Gretir.”'%%® Ayrica COX-1 ve COX-2 mRNA stabilitesi ve arasidonik
asit substrat havuzunun kullanilmasi agisindan da birbirinden farklidir.” Bu
gbrece kuglk genomik boyutu ile COX-2, genis cesitililikte hicresel
uyarana karsi hizh ve gecici cevap olusturmak Utzere aktive olan bir gen
sinifinin karekteristik 6zelliklerinden birine sahiptir. Ayrica, NFkB, AP-2,
NF-IL-6 gibi coklu 5’ transkripsiyon faktérleri COX-2’de mevcutken, COX-
1’de yoktur. COX-1’de gen blydkliglu agir basarken, COX-2’”de mRNA
blyUkligu 6ne ¢ikmaktadir (COX-2 mRNA’si 4,1 Kb, COX-1 mRNA’sI 2,8
Kb). Bu boyut farkliigi, COX-2 mRNA’sI (izerinde daha genisce olan
translasyona ugramamis 3’ bdélgesinden kaynaklanmaktadir. Bunun gibi
dgeler COX-1 mRNA’sinda yoktur.®

COX-1’i COX-2den ayiran diger 6nemli fark COX-2'nin
kesfindeki esas dayanak olan, birgok uyarana karsi indiklenen gen sentez
ve salimina verdikleri cevaptir. COX-2 sentezi ve saliveriimesi birgok
hicre tipinde bakteryal endotoksin, IL-1, IL-17, TNFa gibi sitokinler,
epitelyal blylime faktért (EGF) gibi blyime faktérleri, forbol esterleri gibi
mitojenler ile indiklenir. COX-1in ise ¢esitli hicrelerde verdigi cevap %ok
zayif olmakla birlikte IL-1 ve forbol esterleriyle indtklendigi géralmagtar.

COX-2’nin kesfinden onbir yil sonra Daniel Simmons kdpek
beyninde COX-1 ve COX-2’den farkli olan ve parasetamol ile inhibisyona
duyarli bir COX enzimini tanimlamistir.?® Saflastirilmis COX-1 ve COX-
2'nin parasetamol ile inhibe olmasi igin in vivo inhibisyona kiyasla daha
ylUksek konsantrasyonun gerektigini fark etmisler ve bdylece enzimin
heniz kesfedilmemis baska izoformlarinin olabilecegi fikri glindeme
gelmistir. Apoptopik hiicre hatlarinda LPS ile indiklenmis COX-2'ye
kiyasla parasetamoliin daha duyarli oldugu farkhh COX-2 izoformlari
g6zlemlemigler, buna dayanarak COX-2'nin iki farkl katalitik formu
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olabilecegini ve COX-3’lin COX-2 tarafindan tiretilen bir protein oldugunu
one stirmuislerdir.2+2®

Bazi arastirmacilar da bu enzimin COX-1 ile ayni genden
tredigini 6éne surmdislerdir. Enflamasyonda salinan PG tirlerinin zaman
icerisinde degismesi, baslangic safhalarinda artan PGEz'nin COX-2
inhibitérleri ile azalmasi, ancak enflamasyonun zamanla kendiliginden
hafifledigi donemde PGD2'nin artmasi gézlemlerine dayanarak bu geg
asamadaki PG’in  COX-3’e bagh olarak sentezlendigi fikrini
savunmuslardir. COX-1 gibi membran bagli bir protein olan bu varyantin
siklooksijenaz aktivitesinin COX-1’e gbre %80 az oldugu ve kbpek beyni
ve kalbinde sentezi ve saliverilmesi bildirilmistir. COX-3’ten baska iki kisa
COX-1 varyanti daha tanimlanmis ve bunlara da PCOX-1a ve PCOX-1b
denmistir. Bu iki inaktif kisa COX-1 varyantinin fonksiyonlari bilinmiyor.
Bunlar  arasinda sadece COX-3'Un  siklooksijenaz  aktivitesi
belirlenmistir.?*2’

l E' | COoXA
%. iL *i vCOX-1

fya da COX3)

Katalitik halge

[

7 intron 1
. holgesi

Sekil 3: COX-1 varyantlan ¥

Sonu¢ olarak, COX-3 izozimi insanlarda saptanmamistir.
insanlarda COX-1 geninin dizilisi, kbpek COX-3'li ile karsilagtirildiginda, ilk
intronun ilave nlkleotid icerdigi goérlimuUstir. Képeklerde varlidina isaret
olabilecek hicbir calisma insanlara uyarlanabilecek gibi
gdzilkmemektedir.?’

2.1.4.1 Enzim Yapilari

COX enzimleri, endoplazmik retikulumda bulunan integral
membran enzimlerindendir ve endoplazmik retikulumun Iimenal y[]zeg/ine
yerlesmislerdir. COX-2 ayrica cekirdek kilifinda da vardir.>%#
Endoplazmik retikulumun posttranslasyonel sirecinin ardindan sinyal
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peptitte bélinme ve endoplazmik retikulum membranina yerlesmesiyle
COX-1 ve COX-2 sirasiyla 67000 ve 72000 Daltonluk agirliklarina ulagir.
Siklooksijenaz ve peroksidaz mekanizmalari, iki izozim icin hemen hemen
ayni olmakla birlikte yagd asitleri substrat tercihlerindeki kig¢ik farkliliklar
COX-2 aktif yodresinin COX-1’e kiyasla daha biyldk oldugunu
distnddrmustar. Her iki enzimde de amino asit dizilisleri cok benzerdir ve
bu iki enzim homodimerdir. COX’larin Gglncil ve dérdincll yapilar ise
hemen hemen ayni {i¢ katlanma bélgesinden olusmaktadir;>®°

= N-Terminal epitelyal biyime faktért (EGF) benzeri bdlge
» a- Heliks membran baglama bdlgesi
= COX aktif yoresini iceren C-terminal globdler katalitik bolge

2.1.4.1.1 COX-1 ve COX-2'nin Substrat ve inhibitdr ile Baglanmasindan
Sorumlu Yapilari

Koyun COX-1 enziminin ve fare ve insan COX-2 enziminin
yapilari X-isini analizleri ile ¢ézimlenmigstir. Her iki COX iskeleti de katalitik
merkezden membran baglama yoresinin dis ylzeyine kadar genigleyen bir
kanal ortaya koyar. Membrandan serbestlesen arasidonik asitin PGG.'ye
siklize olacagi bdlge olan COX aktif ybresine ya da kanala girigini
saglamak Uzere, COX-1 ve COX-2'nin membran baglama ydresi plazma
membraninin i¢ ylzeyinde birlesmistir. Birgok NSAI, COX akiif y6resine
baglanmak (zere arasidonik asit ile yarisir. Kanalda substrat/inhibitér
baglanmasinda sekiz amino asit kalintisinin etkin roll vardir. Browner aktif
ybreyi cevreleyen bu amino asitleri, inhibitérler ile dogrudan temas
edenleri birinci kabuk, inhibitérler ile dogrudan temas etmeyenleri ikinci
kabuk olarak tanimlamigtir. Amino asitlere verilen numaralar COX-1 ve
COX-2'de amino asit dizisindeki yerlerini belirtmek icindir.®
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COX-1 cox-2
4 Losin 489

4 Fenilalanin 503

3 Losin 384 5 Tirozin 371

5 Tirozin 385
3 Losin 384 2 Serin 530
2 Serin 530
! . 1 Arjinin 120 L
; | ,—6 izolisin 523 P 3 6 Valin 509
‘? — 7 Histidin 513

5 7 Arjinin 499
8 Tirozin 355

8 Tirozin 355

1 Arjinin 120

intraseliiler membran

) :
-
=l s../\/
Ll Br |
| j \-""\\J./;\
R =
- ﬂ
‘FHCOzH " go oH, — Hacimli grup
CHy
COX-1 inhibitorii COX-Z inhibitori
Flurhiprofen DuP 697

Sekil 4: COX-1 ve COX-2’nin aktif yoreleri ve baglanma yorelerinin sematik olarak
karsilastinimasi **

Katalitik Merkez: COX-1’deki tirozin 385 (COX-2'deki
homolog karsiligi tirozin 371) kanalin en Ust kismina yerlesmistir ve hem
grubu ile beraberce katalitik merkezi temsil ederler.®2*

Acilleme Yéresi: COX-1'de serin 530 hidroksili (COX-2'de
serin 516) agillemenin ve aspirin tarafindan geri dénisimsiz COX-1
inhibisyonunun hedef yéresidir.??* X-isini analizleriyle serin 530’un ilave
bir fonksiyonu aydinlatiimigtir. Bu polar amino asit, indometasin gibi
inhibitorlerle benzoil fonksiyonundan, diklofenak, meklofenamat gibi
inhibitorlerle amin grubunundan baglanir.

Yan Cep ve ilave Bosluk: COX-2'nin iki yapisal &zelligi
selektif COX-2 inhibitérlerinin baglanma duyarhliginin nedenidir. COX-1’de
izolésin 523 yerine COX-2'de daha kiglUk bir amino asit olan valin 509
varhdi merkez-COX kanalina komsu olan yan cebe girigse izin verir. EkK
olarak, COX-1’de histidin 513’0n COX-2’de arjinin 499 ile degismesi
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COX-2 inhibitérlerinin stlfon grubu ile hidrojen bagi yapmak igin bir yore
olusturur.>*24

Kanalin Ust kismina ait diger bir fark, ikinci kabuk amino
asitlerindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. COX-1’de fenilalanin 503’e
karsilik COX-2'de l6sin 489 vardir ve bu COX-2’deki daha kii¢ik amino
asit, birinci kabuk amino asiti I6sin 384’e COX-2 baglama bdlgesinin en Gst
kisminda ilave bir bosluk yaratir. Bdylece COX-2 aktif yéresinin COX-1’e
kiyasla % 25 buylk olmasi nedeniyle daha blyUk inhibitér bilesiklerin
baglanmasi mimkiin olur.*2*

lyonik Baglanma: Arjinin 120 (COX-2'de arjinin 106) aktif
ybredeki en az yuUklenen amino asitlerden birisidir. Arasidonik asit de
asidik COX inhibitorleri gibi karboksilat anyonuyla arjinin 120’nin
guanidinyum katyonuna baglanir. Bu baglanmalar COX-1 ve COX-2 igin
arasidonik  asit, flurbiprofen, indometasin ve tlrevleriyle X-igini
kristalografisinde gdsterilmistir.®

NSAI baglanmasinda COX-2'deki arjinin 106’nin rolii biraz
daha farkhlagsmistir. COX-2 selektif inhibitérlerden asidik sllfonamitler
(NS-398, flosulid) ve flurbiprofen arjinin 106’nin yokluguna duyarl iken,
ayni amino asitin yoklugundan DuP 697 gibi non-asidik inhibitérler, COX-2
selektif L-761,066, COX-1 selektif L-745,296, diklofenak, meklofenamat
etkilenmemistir.°

H3CO CN

=D
/] CHy

L-761,066 L-745,296

Hidrojen bagi yapma: COX-1'deki arjinin 120 (COX-2'de
arjinin 106), histidin 513 (COX-2'de arjinin 499) ve tirozin 355 (COX-2'de
tirozin 341), glutamik asit 524 (COX-2'de glutamik asit 510) hidrojen
baglanma bdlgesini olusturan iki amino asit grubudur. Glutamik asit 524,
tirozin 355, histidin 513 (arjinin 499) substrat ve inhibitérlerin baglanmasi
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esnasinda baskindir. Arjinin 120, glutamik asit 524 ve tirozin 355’inin
hidrojen bagi etkilesimlerinin ise geri dénisimslz substrat baglamasinda
baskin rol oynadigi 6ne saralmuastir. Ayrni bu iki hidrojen baglanma
grubunun COX enziminin allosterik aktivasyonundan sorumlu oldugu
distnulmistir. COX-2 inhibisyonunun zamana bagl olmasinin ve COX-2
selektif NSAP'nin allosterik enzim aktivasyonu ihtiyaci nedeniyle COX-1
aktivitesindeki azaligin bugine kadar yapilmis en iyi yapisal aciklamasi bu
hidrojen baglama bélgelerinin davranislariyla agiklanmistir.®

2.1.4.2 Doku Dagilimlari

Genel anlamda COX-1 enzimi Uretildigi hlcrelerde strekli
sentez edilmesi nedeniyle tim vicutta mevcutken, COX-2 sadece
enflamasyon yoreleri ve patolojik sartlarda bir uyaran etkisiyle ortaya
¢tkmaktadir. Bununla birlikte, birgok inceleme ile COX-1 ve COX-2
arasinda daha karmasik bir iliski oldugu saptanmisgtir; COX-2'nin patolojik
olaylara katkisi olan, COX-1’in ise fizyolojik homeostazin saglanmasindan
sorumlu oldugu gériisiiniin tam olarak dogru olmadig ileri stiriilmustir.8%*

COX-1, mide-barsak kanalinin epitel hlicrelerinde, damar
endotelinde, trombositlerde, bdébrek glomertl ve tubulus hiicrelerinde ve
vezikula seminaliste gbrece fazla miktarlarda bulunur. Bu yerlerde
koruyucu ve fizyolojik islev gorir.'®

COX-2 enziminin ve mRNA’sinin birgcok doku ve organda
surekli olarak bulundugu ve duruma gbre induklendigi belirlenmigtir.
Santral sinir sistemi, beyin, mide, vaskller endotel, pankreatik adacik
hicreleri, bébrek basta tubulus ve toplayici kanal hicreleri olmak Uzere
bazi hiicrelerde bazal durumda mevcut oldugu gériimustir.*”® Bobrekte
macula densa’da saptanmis ve tuz kisitlamasi oldugunda induiklendigi
gbrilmistiir.® Omurilikte bulundugu ve enflamasyon ve agrili uyaranlarla
indiiklendigi belirlenmistir.'®

Gastrointestinal kanal mukozasinda epitel diginda kalan
diger hlcreler COX-2 sentezledigi ve saliverdigi icin COX-2'nin de tipki
COX-1 gibi fizyolojik PG dretimine ve sitoprotektif etkiye katkida
bulundugu belirlenmistir. COX-2 tercihli ya da selektif inhibitérlerin daha az
Gl yan etkilere neden olduguna dair gug¢li kanitlar olmasina karsin, eger
Ulseratif ya da kolonik hasar mevcutsa, bu enflamatuvar lezyonun COX-2
sentez ve saliverilmesini arttirdigi, bu nedenle de selektif COX-2
inhibisyonunun  tipki  NSAI gibi lezyonda kétilesmeye ve vyara
iyilesmesinde gecikmeye neden oldugu da gérilmistir.” '
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COX-2, uterus epitelinde hamileligin cesitli dénemlerinde
sentezlenir ve saliverilir; hamileligin baslangicinda ovumun harekete
gecmesinde ve plasenta olugsumu icin gerekli anjiyogenezise katkida
bulunur ve hamilelik ddéneminin sonlanmasinda da dogum eyleminin
baslamasinda rol oynar.>®1°

COX-2 damar ¢eperinde antiaterojenik ve antitrombotik etkili
olan prostasiklinin olusumunu destekler.'®
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2.2 Non-Steroidal Antienflamatuvar ilaclar

Aspirin ve ilgili NSAI analjezik, antienflamatuvar ve antipiretik
etkileri nedeniyle romatoit artrit, osteoartrit, psoriaris, astma gibi akut ve
kronik enflamasyonlu hastaliklarda, dinyada en yaygin kullanima sahip
ilac gruplarindandir.’®

Gegen ylzyll boyunca NSAi ¢ok yaygin kullaniimasina
ragmen, 1971 yihinda Vane bu ilaglarin molekller hedefi olan COX
enzimini teshis edene kadar etki mekanizmalari tam olarak
anlasilamamistir.>”# 1971 vyilinda Vane, aspirinin antienflamatuvar,
antipiretik ve analjezik aktiviteye sahip olusunun nedenini agiklamisg,
aspirin ve diger NSAI'nin etkilerini enflamasyon, sislik, agri ve atese neden
olan PG’lerin olusumunu katalize eden ve ginimuzde siklooksijenaz
olarak bilinen bir enzimi inhibe ederek gdsterdiklerini bulmustur.”?

NSAI, zayif analjezik olarak tanimlansa da, enflamasyon
kaynakli agrilarda narkotik analjeziklerden daha iyi analjezik aktivite de
gbsterebilirler.” Prostasiklin ve diger PG'ler, en basta gelen hiperaljezik
agri mediyatorleridir ve NSAI higeraljezik komponenti baski altinda tutarak
agri kesici etkilerini gdsterirler.”#°

1899°da Aspirin romatoit hastaliklarini tedavi etmek Uzere
ortaya cikan ilk glcli ilactir.?®> 19407larda feniloutazon, 1950’lerde
fenamatlar, 1960’larda indometasin, 1970’lerde propiyonatlar ve
1980’lerde oksikamlar gelistirilmistir.2*

Cogu klasik NSAI asidiktir, kimyasal yapilarindaki cok cesitli
farkliliklara karsin, hepsinde arasidonik asitte oldugu gibi bir karboksilat
anyonu vardir ve COX aktif yoresinde alt kisimdaki arjinin 120 ile iyon ¢ifti
meydana getirirler. Bu sekilde COX aktif yoresiyle etkilesim geri
déntsimludir.*>? Aspirin ise farkli olarak COX'u geri déniisiimsiiz olarak
inhibe eder. COX-1 serin 530’unu asetilleyerek aragidonik asidin COX
kanalinin katalitik bdlgesine gecisini engeller. Aspirin ile COX-2 serin
516’sinin geri déndsimsiz asetilasyonu sonucu enzim arasidonik asidi
PGG.ye  dbénlUstiremezken, 15-R-hidroksieikozatetraenoik  aside
dénlistimi devam eder.*2

NSAI, klasik (nonspesifik) NSAI ve selektif COX-2
inhibitérleri olarak iki ana baglik altinda toplanabilir.5 Klasik NSAI kimyasal

yapilarina gére asagidaki gibi siniflandirilabilirler;>%2°
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1. Salisilatlar (aspirin ve sodyum salisilat)
2. para-aminofenol tirevleri (asetaminofen, fenasetin)

Pirazolon turevleri (aminopirin, dipiron, feniloutazon,
oksifenbutazon)

. N-Arilantranilik asit tirevleri ( [=fenamatlar] mefenamik asit,
flufenamik asit, etofenamat)

. Aril, heteroarilasetik asit ve propanoik asit tlrevleri

e indolasetik asit tiirevleri (indometasin, etodolak, sulindak)
e Pirolasetik asit tlrevleri (zomepirak, klopirak, tolmetin)

e Fenilasetik asit turevleri (diklofenak)

¢ Fenilpropiyonik asit tarevleri (ibuprofen, ketoprofen )

¢ Naftalenpiropiyonik asit tirevleri (naproksen)

. Enolik asit - Oksikamlar (piroksikam, tenoksikam)
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Tablo 1: Bazi klasik nonsteroidal antienflamatuvar ilag 6rnekleri

1. Salisilik E COOH
asit trevleri GHg
F OH o 0
COOH
Diflunisal Aspirin
2. para- NHCOCH3 NHCOCH;,
Aminofenol
tarevleri
OH OCH,CHjy
Parasetamol Fenasetin
3. Pi I CH
irazolon R 3 /CH3
tarevleri — R= — N\ Aminofenazon
CHs

¢ N/ N\CHs

HaC
R= —N—CH,—SO,Na Dipiron
R
— Cy4Hg Fenilbutazon
— Hy,C—H,C—S Sulfinpirazon
i
o]
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Tablo 1’ in devami.

4, COCH
R Ry R,
Fenamatlar
—CHg —CHg —H Mefenamik Asit
NH
R, R H 3 H Flufenamik Asit
—Cl — CHy —Cl Meklofenamik Asit
Ry
5. Aril, F
CH,COOH
heteroaril U
(0]
asetik asit \ CHj
ve CH,COOH ‘
H3CH,C H3CH,C 2
propanoik o Sulindak
e . Etodolak \\
asit trevleri S
HaC
Cl
HSC\ CH
NH CH,COOH CH — H,C CHCOOH
/
HyC
Gl lbuprofen
Diklofenak
iklofenal (I:Hs
CHCOOH
Hy,C—O
Naproksen
i (0]
6. Enolik OH e} N OH N
asitler X NH@ S X NH—</:\>
N /L —
~
/s/ “SoH //S\\/ CHy
o~ o o~ "o
Piroksikam Tenoksikam
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NSAI, COX enzimlerini birbirinden ayri, cogu geri déniisimli
yarismali tipte bircok mekanizma ile inhibe eder. Cesitli COX
inhibitérleriyle yapilan kinetik profil analizlerinde Gierse ve arkadaslan
enzim inhibisyon tipleri igin dort ayri model tanimlamislardir;

= basit kompetitif inhibisyon (ibuprofen),

= zamana bagli, zayif baglanma ile inhibisyon (naproksen ve
oksikamlar),

= zamana bagli, siki baglanma ile inhibisyon (indometasin),

= geri donusumsiz kovalent baglanma ile inhibisyon (aspirin)
seklindedir.**

Tum klasik NSAI, ayni terapétik 6zellikleri paylasirlar ve
hepsi PG’lerin sentezindeki anahtar enzimi inhibe ederek mide
mukozasinin korunmasinda, bobrek fonksiyonlarinin devamlihinda ve
gerektiginde plateletlerin agregasyonunda fizyolojik olarak gerekli PG’lerin
dretimini de inhibe ettikleri igin yUksek dozda erozyon, Ulserasyon,
kanama hatta 6limle sonuglanabilen Gl ve renal toksisiteye neden olur.
Bu sonug, aspirin benzeri ilaglarin hem terapétik hem de yan etkileri igin
ortak bir agiklama saglar.>*® Bu nedenle, gigclii antienflamatuvar ve
analjezik etkiyi koruyacak ve Gl yan etkileri en aza indirgenmis yeni bir
sinif olan selektif COX-2 inhibitérlerin  gelisimi  tetiklenmistir.>”’
indiiklenebilen izoform kavramiyla tanigilmadan &nce, bu sinifin ilk
Ornekleri hayvan modellerinden gelmistir. Nimesulid, meloksikam ve
etodolak, artmis givenlik profiline sahip ilk NSAi'dir. Bu maddeler tizerine
yapilan calismalar ile, etkilerini indUklenen ikinci izoforma &éncelikli bir
inhibisyon yaparak g0sterdikleri bulunmustur. Ginimuze kadar 500U
askin selektif COX-2 inhibitéri tasarlanmistir.”
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2.3 Selektif COX-2 inhibitorleri

COX-2’nin enflamasyonda yaygin enzim olarak dustnilmesi
bu enzimin inhibisyonunun NSAI icin hedef olabilecegi fikrini dogurmustur.
NSAI'de goriilen ciddi yan etkiler COX-1’e baglanip, “COX-2 inhibisyonu
iyi - COX-1 inhibisyonu kétl” hipotezi gelismistir. Ancak ayri ayri COX-2 ve
COX-1 enzimleri olmayan farelerde yapilan calismalarda sonuglar
beklendigi gibi olmamigtir. COX-1'den yoksun farede Ulser meydana
gelmemis ve indometasin ile olusturulan Ulser, normal farelerdekine gére
daha az gdzlenmigtir. COX-2'den yoksun farelerde de, enflamasyonda
baskin enzimin COX-2 olmasiyla celiskili sekilde normal bir enflamatuvar
cevap gelismistir.?*

1990 yilinda henlz COX-2 kesfedilmemisken, DuP 697
ulserojenik 6zellikleri indirgenmis etkili bir antienflamatuvar ajan olarak
yayilanmistir.?*?® Gl yan etki acisindan bu giivenilirlik, ilk dnce cogu
karboksilik asit fonksiyonu tasiyan diger COX inhibitérlerinden farkli
farmakokinetik 6zellik kazandiracagr dusincesiyle molekllin tasidig
tiyofen halka yapisina baglanmistir. Benzer disinceler, NS 398 ve flosulid
(CGP28238) icin de ileri slrllmistir.?* Ancak COX-2'nin kesfi ile bu
maddelerin etkilerini baskin olarak COX-2 izoenzimini inhibe ederek
gOsterdikleri kisa sire igerisinde ortaya koyulmustur. Daha sonra yapilan
arastirmalarda DuP 697 ve NS 398 1992°'de selektif COX-2 inhibitori
olarak tanimlanmislar ve selektif COX-2 inhibitérii olarak tanimlanan
ilaglar igin baslangic noktasini olusturmuslardir.?*

O S CH, ij
=0 ©
PN

() by

DuP 697 NS 398
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Flosulid

Bu calismalarin 1siginda, selektif COX-2 inhibitéri ilag
gelistirmek icin ilk yapilan caligmalar, pirazol halkasinin 1 ve 5
konumlarinda, para konumunda sudlfonamit ve metilstlfonil fonksiyonu
tasiyan fenil slbstitle tirevler zerinde baslatiimistir.?* Daha sonraki
yillarda, 1,5-diarilstbstitliepirazol tirevleri selektif COX-2 inhibitéri bilesik
gelistirmek igin galisilan en dnemli yapilar olmustur.?'%%

SC 58635 in vitro analizler sonucunda yiksek COX-2 selektif
inhibitér aktivite gdstermis ve Klinik 6ncesi calismalar ile rodentlerde
enflamasyon, agr ve ates tedavisinde yiksek etkinlikte bulunmustur.?*
insanlarda osteoartrit, romatoit artrit ve ameliyat sonrasi ortaya cikan
agrilarda plasebo ya da naproksen, ibuprofen, diklofenak gibi NSAi'ye
kargl test edildiginde elde edilen sonuclar bu aktiviteyi dogrulamistir.
Platelet ve gastrointestinal yan etkiler Gzerindeki insidansin azaldigi da
dogrulandiktan sonra 2000 yilinda Ingiltere'de “selekoksib” adiyla
osteoartrit ve romatoit artrit tedavisi i¢in ruhsatini almigtir. 2001 yilinda da
Merck metilsulfonilfenil serisinden MK 0966 kodlu maddeye “Rofekoksib”
adiyla ruhsat almistir®* Bu maddeler, tam kanda yapilan in vitro
degerlendirmede COX-1/COX-2 1Cso degerleri selekoksib icin 30,
rofekoksib igin 272 olarak hesaplanmistir (Sekil 5).
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H3C

Selekoksib Rofekoksib

COX-2 enziminin sirrinin ¢dzilmesinden 6nce yaklasik ayni
zamanlarda enolkarboksamit yapisinda meloksikam, tetrahidropiranoindol
yapisinda etodolak Uzerinde arastirmalar yapilmigtir. Bu ilaglar yUksek
gastrointestinal toleranslariyla diger NSAPden farkhdirlar. In vitro
calismalar ile de meloksikam ve etodolakin COX-1/COX-2 selektivitesi
yeni ajanlar kadar yilksek bulunmustur.?*

o 0
N on
v 8
\ 0
NH S
\( CHa
HyCH,C HyGH,G  CHeCOOH Lol A /

Etodolak Meloksikam

Koksibler Uzerinde devam eden calismalar ile selektivitesi
daha yUksek etorikoksib, valdekoksib, parekoksib (valdekoksibin 6n ilaci)
ve lumirakoksib  gelistiriimistir. Bu ilaglar, farmakodinamik ve
farmakokinetik Ozellikleri ile diger ilaglardan farklidirlar. Valdekoksib,
platelet COX-1’ini ve monosit COX-2’sini inhibe eder. Selekoksibe oranla
yaklasik iki kat yiksek selektivite gbsterir. Parekoksib, valdekoksibin suda
¢OzUnebilir inaktif 6n ilacidir, hepatik enzimatik hidroliz ile aktif COX-2
inhibitériine déner ve ayni farmakokinetik 6zellikleri paylasir. Etorikoksib
de ylksek selektivite gbsteren bir ilactir. Lumirakoksib en ylksek COX-2
selektivite ve en kisa yari 6mir (3-6 saat) ile diger koksiblere goére
beklemeyen farmakokinetik ve farmakodinamik Ozellikler gbsterir.
Kimyasal yapisi da trisiklik olmamasi ile digerlerinden farklidir, fenilasetik
asit grubu tasimasi ile diklofenaka benzer.
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COX-2 selektivite

Sekil 5: COX inhibitorii maddelerin in vitro tam kan analiz sonuglari 4

Cesitli klinik calismalar sonucu tim koksibler osteoartrit,
romatoit artrit, akut agri (primer dismenore, cerrahi operasyon sonrasi
dental agrilar gibi) tedavisinde nonselektif NSAi'ye gére daha etkin
bulunmustur. Etorikoksib, bel agrilari ve akut gut artriti icin de FDA’dan
onay almistir. Selekoksib de ailesel adenomatoz polipozis i¢in onayl tek
koksib ttrevidir.*

Selektif COX-2 inhibitérleri kimyasal yapilarina gére alti
sinifta incelenebilir. Bu bilesiklerin bircogu COX-2’yi zamana bagh ve
yarismall olarak inhibe eder. Bu inhibitérler, COX-2 enzimine siki fakat
kovalent olmayan baglarla baglanirlar ve enzim yapisinda konformasyonel
degisiklik yaparlar. COX-2 inhibitoéri bilesiklerde enzimin yan cebine
sulfonamit gibi hacimli gruplarin baglanmasinin sonucu olarak geri
déniisiimsiiz zamana bagll mekanizma ile gerceklesir.?* Rofekoksib ve
selekoksib yavas ve siki baglanma kinetigi géstermektedir.*
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1- Diaril Heterosiklik Yapida Olan Selektif COX-2 inhibitorleri

2,3-diariltiyofen iskeleti tasiyan DuP-697 kodlu maddenin
non-Ulserojenik antienflamatuvar etkisinin saptanmasindan ve etkinin
selektif COX-2 inhibisyonuyla iligkili oldugunun anlasiimasindan sonra bu
iskeleti tagilyan maddelerin tasarimi hiz kazanmigtir. Bu sinifin iki temel
dyesi olan selekoksib ve rofekoksibin FDA’dan onay almasi ile, bu
stratejinin dogrulugu desteklenmistir.?

DiarilsUbstitlie heterosiklik ana yapisini tasiyan selekitif
COX-2 inhibitérlerinin tek baglik altinda toplanamayacak kadar farkli
kimyasal yapilari icermesi nedeni ile, literatirlerde asagidaki sekilde
gruplandirmalardan bahsedilmektedir;>'%2

a) Orto-diaril (visinal diaril) heterosiklik ya da karbosiklikler

b) Meta-diaril heterosiklikler

c) Heteroatom kdprisu tasiyan diarilheterosiklikler

d) Diarilheterosiklik yapida dual COX-2/5-LOX inhibitérleri
)

e) Diarilbisikloheterosiklikler

a) Visinal Diaril Heterosiklik Ve Karbosiklik Yapida Olan Selektif COX-2
[nhibitérleri

COX-2 inhibitérlerinin en gbzde sinift olan bu grup,
merkezde bir heterosiklik/karbosiklik halka ve bu halkaya visinal
konumlardan baglanmis iki fenil stbstitlenti tagimasi ile karakterizedir.
Heterosiklik yapr 0¢ boyutlu olarak aromatik halkalara uygun
oryantasyonun saglanmasindan ve enzime baglanmadan sorumludur.
Heterosiklik halka olarak pirol, furan, tiyofen, imidazol, oksazol, izoksazol,
tiyazol, pirimidin olabilir. Bu 6zelliklere sahip iki bilesik bu grupta éne cikar;
1,5-diarilpirazol tiirevi selekoksib ve 3,4-diarilfuranon tiirevi rofekoksibtir.2
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H,C
Selekoksib Rofekoksib
ICs0 (COX-2) = 0,04 uM ICs0 (COX-2) = 0,5 uM 2
ICs0 (COX-1) = 13 yM ICs0 (COX-1) = 19 pM
HQN\S//O
/7
T O
S
= O \ Br
~/ /
F
Valdekoksib DuP 697

ICs0 (COX-2) = 0,005 uM
ICs0 (COX-1) = 140 uM

Bu visinal halkalardan birisinin para konumunda metilstlfonil
ya da silfonamit grubu tasimasi COX-2 selektivitesi icin dnemlidir. Bu
para-sulfonil grubunun suOlfoksit ya da silfite rediklenmesi izoenzim
selektivitesini tersine c¢evirmektedir. Aminosulfonil/stlfonamit tagimayan
ikinci halka doymus olabilmektedir.?
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HyC—R
Cl
N

\ N
S
HyC—O O
R= SO, (SC 8092) R= S (SC 8076)
ICso (COX-2) = 0,06 uM ICso (COX-2) = 100 uM
ICso (COX-1) > 100 uM ICso (COX-1) = 0,1 uM

Merkez halkanin C-3 konumunda aromatik/heterosiklik halka
tagiyan tdrevler de sentezlenmistir. 3-(2-Metoksitetrahidrofuran-2-il)-
pirazol tarevleri arasinda en aktif bilegik fenilin 4. konumunda metil grubu
bulunmasiyla selekoksibe yapica en fazla benzerlik gdsteren tiirevdir.?®

ICso (COX-2) = 1,2 uM
ICs0 (COX-1) > 100 uM

Silfonamit grubu tasiyan bilesiklerde metilsilfonil grubu
tasiyanlara gbre COX-2 selektivitesi azalirken oral biyoyararlanim
artmistir. Bu siniftaki maddelerin ¢ogu, diger aromatik halkada flor, klor
gibi halojen bulundururlar. Halojenlerin metilstlfonil grubu ile ayni halkada
oldugu maddeler de aktivite acisindan denenmistir.?
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JTE-522
ICs0 (COX-2) = 0,3 uM

ICs0 (COX-1) =100 yM

Bu siniftaki bilesiklerin bir kisminda visinal halkalar ile
merkez halka arasinda doymusluk vardir ve bu cifte bagdan 6tart cis
stilben iskeleti tasiyan/tagsimayan seklinde de kendi icinde
siniflandirilabilirler.

Merkez halka Gzerinde de bir ya da birden fazla stbstitisyon
olabilir ya da spirolakton analogu olabilir.?

HyCO,S

R1=R2= H R1=R2= CH3
|C5o (COX'Z) = 0,5 HM R1=R2= OCH3
ICs0 (COX-1) = 19 uM
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Visinal halkalardan aminosulfonil/stilfonamit tagsimayan ikinci
halkanin (fenil) yerine daha blyUk bir grup olan benzotiyazol halkasi ile
degistiriimesi selektivitede artis ile sonuglanmistir.?

R,0,S =

QN\S
A

NS

z—=

CHF,

ICso (COX-2) = 0,012 uM
ICs0 (COX-1) > 100 yM

Bu kimyasal siniftaki COX-2 inhibitdrlerinin selektivitesi ve
potensi kigik modifikasyonlara duyarlidir ve bu durum yalnizca sterik ya
da elektronik etkiler ile agiklanamamistir.?

b) Meta Diarilheterosiklik Tirevi Selektif COX-2 inhibitérleri

Sikloalkan halkasi ile kaynasmis pirazol halkasina 1,3-diaril
substitisyonunun yapildigi tirevlerin selektif COX-2 inhibitér etkili oldugu
bilinmektedir.2%3' Sikloheptan halkasi (n=3) ile kaynasmis tiirevler en etkin
COX-2 inhibitéri bulunmustur, ardindan da siklohekzan halkasi tasiyan
tirevler gelmektedir. A halkasinin 4. konumdan klor ile stbstitie edilmesi
ile elde edilen bilesik, COX-2 inhibitér aktivitede dnemli bir degisiklik
yapmamis (1b, e, i), buna ilaveten B’de de ayni substitlisyonun yapilmasi
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aktiviteyi ortadan kaldirmigtir (1c, j). Visinal diarilheterosiklik yapisindaki
selektif COX-2 inhibitéri bilesiklerde merkez halkaya sibstitlie olan
aromatik/heterosiklik halkalarin para konumlarindaki klor, stlfonilmetil
veya flor, sulfonilmetil seklindeki substitisyonlar aktiviteyi arttirirken, 1,3-
diaril bilesiklerde bu fonksiyonel yapilar ile sUbstitisyon yapildiginda
aktivite ortadan kalkmistir (1f, g, n). X'in klor, Y’nin metil ya da metoksi
grubu oldugu bilesiklerde (1k ve 1m) ylksek COX-2 inhibitér aktivite ve

orta derecede secicilik s6z konusudur.

Hicbir dihidropirazol

tdrevi

maddede aktivite gérilmemistir, bu sonuglara gére halkalarin dizlemselligi

de aktivitede 6nemlidir.?

(n

Tablo 2: Bazi diarilsikloalkanopirazol tiirevlerinin COX-2 ve COX-1 IC5, degerleri

Bilesik | X Y n COX-2 COX-1
IC50 (MM) | 1Cs0 (M)

1a H H 1 6,20 >10
1b Cl H 1 2,59 10
1c |o| c | 1 >10 >10
1d H H 2 0,57 0,49
1e Cl H 2 0,62 10
1f Cl | SO,Me 2 >10 >10
19 | F|SOMe| 2 >10 >10
1h H H 3 0,17 0,12
1i |c| H 3 0,14 1
1j |c| o 3 10 >10
1k Cl Me 3 0,64 >10
im Cl| OMe 3 1,56 >10
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Tablo 2’ in devami.

1n Cl SO.Me 3 >10 10

1p OMe H 3 1,24 10

Kaynasmis halkanin siklohekzan oldugu tirevlerde halkada
flor sUbstitienti aktivitede artis yapmamis, flor atomunun yerini hidroksil
grubunun almasi ise COX-2'ye karsl aktiviteyi arttirmis ve bu da
selektiviteyi saglamistir.®?

Tablo 3: Bazi siklohekzanopirazol tiirevlerinin COX-2 ve COX-1 IC5, degerleri

X | v R cox-2 | COX-1
ICs0 (UM) | IC50 (UM)

cl | OMe H 156 | >10

Gl | OMe - 210 | 10

G| OMe | on oas | 10

Cl | OMe | NoHAc| 240 >10

Cl | OMe | NHoac | >10 >10

Bu yapilar ile 1,3-diaril iskeletine sahip bilesiklerin 1,2-
diarillere alternatif bir farmakoforik model oldugu sonucuna varilmistir.®?

2-Okso-3H-benzoksazol, 3(2H)-piridazinonun analjezik ve
antienflamatuvar etkilerinden 6ttru tercih edildigi bir calismada, 2-okso-
3H-benzoksazol aril stbstittentlerinden birisi olarak yerlestiriimis ve 1,3-
diarilsUbstitlie piridazinon halkasinin selektif COX-2 inhibitér etkisi
arastiriimistir.®’
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Bu iki tdrevin inhibisyon oranlari in vitro tam kanda ELISA
testi yapilarak R=H iken COX-1 i¢in %59, COX-2 i¢in %37; R=Cl iken
COX-1 igin %61, COX-2 i¢in %28 bulunmustur. Ayrica bu iki bilesik 100
mg/kg, tek doz farelere uygulanmis ve p-benzokinon ile olusturulan
kivranma testi ve karragenin ile olusturulan pence &6demi testleriyle
siraslyla analjezik ve antienflamatuvar aktivitesi in vivo degerlendirilmigtir.
Aspirine esit ya da daha gug¢li analjezik etkili ve karragenin ile olugturulan
6demin ikinci fazinda kayda deger Olcide antienflamatuvar etkili
bulunmustur.®!

Asagidaki 1,3-diarilpirazol iskeleti tasiyan maddeler de ise,
R= 4-florofenilpiperazinil, fenilpiperazinil, 2-piridilpiperazinil, oktilamino, 4-
metoksifenilamino iken p-benzokinon ile olusturulan kivranma testinde
aspirinden daha analjezik etkili bulunmusgtur. Ayni tarevler, 100mg/kg
dozda karragenin ile olusturulan pence 6édemi testinde indometasin kadar
etkin, N-oktilamin tlrevi ise indometasinden daha etkin antienflamatuvar
bulunmustur. Ancak in vivo aktif bulunan bu maddelerin higbiri in vitro 10
MM konsantrasyonda insan tam kaninda yapilan ELISA testinde COX-1 ve
COX-2yi inhibe etmemistir. Bu sonug, bu maddelerin analjezik ve
antienflamatuvar etkilerini COX inhibisyonundan farkli bir yolak ile
gosterdigini dustindiirmektedir.®
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c) Heteroatom Koprisu Tasiyan Diaril Heterosiklik Tarevi Selektif COX-2
Inhibitdrleri

Merkezi halka ile metilstlfonil fonksiyonu tasimayan fenil
grubu arasinda oksijen, kikOrt atomu ya da karbonil grubu tasiyan
bilesikler de COX-2 selektivitesi gbsterirler ve bu sinif altinda
incelenebilirler. Ariloksi grubu yerine alkiloksi oldugunda da etkili
bilesiklere ulasilabilmektedir.?

HsCO,S
HyCO,S

X=0 ICsy (COX-2) = 0,02 uM ICs0 (COX-2) = 0,14 uM
ICs0 (COX-1) > 50 uM IC50 (COX-1) > 100 uM

X=S |Cso (COX-2) = 0,07 }JM
ICs0 (COX-1) > 50 uM

X=COICs, (COX-2) = 0,6 uM
ICs0 (COX-1) > 50 uM
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d) Diaril Heterosiklik Yapida Dual COX-2/5-LOX inhibitérleri

Diarilheterosiklikler sinifinda olan bazi bilegikler Gzerinde
dual inhibitér yaratmaya ydnelik bir cesitleme yapilmis ve arasidonik asit
metabolizmasindaki diger bir enzim olan 5-LOX'un inhibisyonundan
sorumlu fonksiyonel gruplar ile tlrevlendirilerek, selektif COX-2 inhibitéri
etkileri mevcut 5-LOX’u da inhibe etme yeteneginde olan bilesikler elde
edilmistir. 1,5-Diarilpirazol tdrevi ve 4,5-diariloksazol tirevi bilesikler
sirasiyla 3 ve 2. konumlarindan 5-LOX’a spesifik farmakoforlar olan
hidroksamat, tiyoeter ve piran gruplari ile stibstitiie edilmistir.?

LT ve PG'lerin proenflamatuvar &zellikleri g6z 6ndne
alindiginda, her iki eikozanoid sentezinin de inhibisyonu ile gastointestinal
hasara ve alerjik reaksiyolara neden olmayan, antienflamatuvar etkili yeni
ilaclarin gelistiriimesi amaclanmaktadir.®

HyCO,S
0

[\ |
@)ﬁ ~ I~

F

H;C—O HsC—O (0]
R= R=
—0 —0 F

H,CO,S

ICs0 (COX-2) = 0,1 uM ICsp (COX-2) = 0,1 uM
ICso (COX-1) = 38 uM ICso (COX-1) > 100 uM
ICs0 (5-LO) = 0,15 uM ICs0 (5-LO) = 0,02 uM

HO\
R= N—CHj
CH3
—s o” S
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ICso (COX-2) = 0,1 uM ICso (COX-2) = 5,1 uM
ICso (COX-1) = 38 uM ICso (COX-1) > 100 pM
ICso (5-LOX) = 0,15 uM ICso (5-LOX) = 0,05 uM

Dual COX-2/5-LOX inhibitérii molekdller, bu 6rnekler ile
sinirh degildir. Di-ter-batilfenol tlrevi molekiller de dual inhibitdér olup
antioksidan etkili bilesikler baglgi altinda verilecektir.

e) Diaril Bisikloheterosiklik Yapida Selektif COX-2 inhibitorleri:

Bes veya alti Gyeli heterosiklik ya da karbosiklik yapilarin
disinda bisiklik ya da kaynasmis halkalarin merkezi halka olarak
kullanildidi yapilar da selektif COX-2 inhibitéri etkilidirler. Ancak bu
bilesikler farmakokinetik 6zellikler agisindan zayiftir, 6zellikle yetersiz oral
biyoyararlanim problemleri vardir. Oral aktiviteye sahip bilesiklerde merkez
halka olarak imidazotiyazol, tiyazolotriazol vardir. Oral aktiviteyi arttirmak
amaciyla  yapilan calismalar ile bisiklolakton, benzindazol,
benzopiranopirazol, imidazo[1,2-a]azin tiirevi bilesikler arastiriimistir.?

H3CO,S H3CO,S
N
(2
L)
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H2N023©\ H2NOZS\©\
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N N/

\ CHF, \ CFg
S —
(i L
HyC—0O HyC—O -
|C50 (COX-2) < 0,1 }JM |C50 (COX-2) < 0,1 }JM
ICso (COX-1) = 0,8 uM ICso (COX-1) > 100 pM

Ranatunge ve arkadaslari  pirazolo[5,1-b]Joksazolidin
trevlerini sentezlemigler ve 5. konumun aktivitede énemli oldugunu ortaya
koymuslardir. R grubu siklohekzil iken selektif COX-2 inhibisyonu
gbstermis ancak fenil grubu oldugunda COX-2 inhibisyonu degismezken
COX-1 inhibitdér etkinlikte artis olmustur. Ayni konuma benzil grubu
getirildiginde ise COX-1 ve COX-2 aktivite tamamen ortadan kalkmistir. (R
= siklohekzil iken ICsp (COX-2) =1,3 uM ve ICsp (COX-1) > 100 pM).*

Tablo 4: Bazi bisiklik pirazol tiirevlerinin insan tam kaninda yapilan in vitro analiz

sonuglari
R N insan tam kaninin % inhibisyonu
— \
N COX-2 COX-1
A
5 R 100 pM 10 pM
H3CO,S
Siklohekzil 25 90
Fenil 40 90
Benzil 0 0
RGN
\

N
S J Siklohekzil 35 25
(@]

HyCO,S
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Tablo 4’ (in devami.

N . .
= \N Hidrojen 65 80
_ j Aseti 20 10
N Metil 0 38
[
R
HzCO,S
N
Z0N
N
\
R| Metil 0 12,5
(e}
R
H3CO,S

Bisiklik halkanin altt Oyeli olmasiyla meydana gelen
pirazolo[5,1-bJoksazin tirevlerinde énemli élcide COX-2 inhibisyonunda
azalma goérdlmustir. Bu sonug, COX-2 aktivitesinde kaynasmis altih
halkalarin uygun olmadigini géstermistir.3®

Pirazolo[5,1-b]oksazolidin  tlrevlerinde azot atomunun
oksijen atomuyla dedgistiriimesiyle imidazolidino[1,2-d]pirazoller elde
edilmigstir. R hidrojen iken 10 yM’da iyi COX-2 inhibitér aktivite gbsterirken,
N-metil ve N-acil oldugunda her iki COX icin de aktivitede kayip oldugu
bildirilmistir.%?

En aktif bilesik olan 5-sikloheksil-pirazolo[5,1-b]oksazolidin
tirevinin bisiklik halkasinda yapilan iki metil grubu sdbstitisyonunun
inhibitdr 6zelligi ortadan kaldirdigr bildirilmistir.>

40



_2- Diaril ya da Aril/Heteroaril Eter ve Tiyoeter Tlrevi Selektif COX-2
Inhibitorleri

Bu sinif (zerinde yapilan caligmalar, NS-398’in selektif
COX-2 inhibitéri oldugu bulunduktan sonra hiz kazanmistir. Bu bilesik,
enflamasyonlu hiicrelerde PG sentezini inhibe etmis hayvan modellerinde
istenmeyen gastrointestinal etkller %ostermemlstlr Ayrica boébrek ve
midede PG (retimini etkilememistir."°

Nimesulid ve flosulid de bu sinifa dahil bilesiklerdendir.
Yapisal olarak benzerlik gbsteren iki bilesik metansilfonamit yapisi ve
sirasiyla diarileter ve tiyoeter kdprisuni tasirlar. Bu sinifta én plana ¢ikan
yapisal 06zellk aromatik halkanin orto konumundan eter/tiyoeter
kdpruslyle sUbstitle olmasi ve para konumunda elektron c¢ekici grup
tasimasidir. Ayrica bu bilegiklerin timuinde sudlfonamit yapisi bulunmasi
nedeniyle siilfamoil asidik yapisinin bulunmasi gerekliligi bildirilmistir.2

P o

7
S\@

NS 398 N
Flosulid R=0

\\/
Q
D

NH F

Nimesulid R- L 745 377 R=s

Flosulid’deki oksijen atomunun kikart ile yer degistirmesi
antienflamatuvar potenste ve gastrointestinal guvenilirlikte artisa neden
olmaktadir. insan rekombinant COX-1 ve COX-2 enzimleri ile yapilan in
vitro ¢calismalar oksijen ve kukUrt analoglarinin benzer aktivite gosterdigi
ancak, kokurtli bilesigin oral biyoyararlaniminin daha iyi oldugu
ybnindedir. L-745,337’deki diflorofenil halkasinin 4-sibstitlietiyazol ile
degistirildigi bilesiklerde antienflamatuvar aktivitede artis meydana geldigi
bildirilmistir.'®2
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R= CH,
R=0

Bu grup altinda degerlendirilecek bir¢ok bilesik sentezlenmis
ve aktivitesi degerlendirilmistir. Aromatik halkalarin para konumunda
elektron ¢ekici grubun fizyolojik aktivite icin gerekli oldugu ve siyano ve
asetil stibstitientleri ile optimum aktivite saglandigr bildirilmistir.'®2

;3— Cis-1,2-Diarilstilben ve 1,1-Diarilalken Tilrevi Selektif COX-2
Inhibitérleri

Yap! aktivite calismalari iki visinal fenil grubu ile merkezi
halka tasiyan yapilarin uzaysal yéneliminin énemini ortaya koysa da, 1,2-
diaril stilben tirevleri nanomolar diizeylerde COX-2 inhibisyonu ve >100
selektivite orani gbstermigstir. Bu tirevlerde merkez halka eksik olmasina
ragmen, merkezi halka tagiyan selektif inhibitdrlerde oldugu gibi cis-stilben
iskeletinin varhiginin aktiviteden sorumlu olabilecegi belirtilmistir.?

H3CO,S

HsCO,S HsCO,S
O O CHj
OH Hy

OH
0 |O (0]
F F
F F

1,1-Diariletenil tUrevlerinde de selektif COX-2 inhibitor
aktivite gorulmustir. Tetrasutbstitie olefinik bu yapilarda, geminal diaril
grubu ve yapinin kalaninda da farkli kimyasal fonksiyonlar vardir, érnegin
heterosiklik ya da karbosiklik bir halkanin parcasi olabilmektedirler. Diaril
heterosiklikler ile  karsilastinldiginda, bu bilesiklerin in  vivo

42



antienflamatuvar aktivite agisindan daha dusik potens gosterdikleri
bildirilmistir.2

H3C0,S HyCO,S
OH
= CHg

)

Cl

4- Diaril ve Aril/Heteroaril Keton Tiirevi Selektif COX-2 inhibitérleri

iki aril halkasinin ya da aril/heteroaril halkalarinin birbirine
keton grubu ile bagh oldugu antienflamatuvar ilaglar eskiden beri
kullaniimaktadir. Bu sinifa dahil COX-1 inhibitéri zomepirakin, karboksilik
asit kisminin oksopiridazinilmetil grubu ile degistiriimesi ile selektif COX-2
inhibitéri bir bilesik elde edilmistir.?°

0 CHs

| N

N a_ Z SN

J R

cl HaC "o

Zomepirak R=COOH
ICsp (COX-2) =2 uM ICs (COX-2) = 0,7 uM
ICs0 (COX-1) = 0,3 pM ICs0 (COX-1) > 1000 pM
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5- Antioksidatif Grup Tasiyan Selektif COX-2 inhibitorleri

Bu bilesikler, etkilerini antioksidan mekanizma ile gdsterirler.
COX enzimi katalizi radikal ara Grtnleri de icerdiginden di-ter-bitilfenol gibi
radikal yakalayici ¢ekirdekler siklooksijenaz aktivitesini engellerler.8 Fenol
yapisinin tiyazolon, oksazolon, tiyadiazol ve oksadiazol tlrevleriyle
birlestiriimesi antienflamatuvar etkili, tlsere neden olmayan yeni COX-2
inhibitérlerini tiretmistir.2®

Benzilidenoksazol, benzilidentiyazol, tiyazol, imidazol
tdrevlerinin COX/ 5-LOX dual inhibitér etkisi vardir. 2-hidroksi, 2-merkapto,
2-iminotiyazol ve oksazollere ditersiyerbditilfenol baglanmis ve
hayvanlarda oral aktivitesi gdzlenmistir.”® S-2472 icin klinik calismalar
surdurtimektedir.

S-2474

Bu sinifin asagida yapisi verilen en etkili bilesiklerinden biri
tiyadiazol tdrevidir. Saflagtiriimis enzim sistemlerinde yapilan analizler ile
ICs0 (COX-1) >100 uM ICso (COX-2) =0,14 uM bulunmustur.?®

N—N
O / \>\s/\ CHy
s

HaC

H3C CHs

CHy

ICs0 (COX-2) =0,14 uM
ICs0 (COX-1) > 100 uM
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Tebufelon’'un metaboliti dihidrodimetilbenzofuran (DHDMBF)
fenolik hidroksil tasimamasina ragmen dual COX/5-LOX etkili
bulunmustur.? Bu metabolitten haraketle sentezlenen molekiillerde
selektivite, non selektif inhibisyondan belirgin derecede COX-2 lehine
kaymistir.

HaC

Tebufelon

R=— R= i j R=H

ICso (COX-2) = 0,02 pM  Csp (COX-2) = 0,22 uM ICs (COX-2) = 0,09 uM
ICso (COX-1) = 0,06 M ICs0 (COX-1) =7 M ICs (COX-1) = 10 uM

6- Bilinen NSAiI Uzerinde Yapllarj Calismalarla Elde edilen ve Farkli
Kimyasal Yapilarda Selektif COX-2 Inhibitorleri

NSAI'nin karboksilat kisminin nétralizasyonu ile ya da
biyoizosteri olan yapilarla degistiriimesiyle elde edilen bilesiklerle selektif
COX-2 inhibisyonu saglamak genel bir yéntem olarak uygulanmaktadir.?

indometasin nonselektif COX inhibitérii bir bilesikken, azota
bagl 4-klorobenzoil grubunun 2,4,6-triklorobenzoil ve 4-bromobenzil grubu
ile degistirilmesi selektiviteyi ortadan kaldirmaktadir.?

COOH
HaC—O

CHj

n—2=2 /

Cl

\O No CH,—
R=
Cl al cl Br
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indometasin
ICso (COX-2) = 0,01 uM  ICso (COX-2) = 0,5 pM ICs5(COX-2) = 0,009 UM
ICs (COX-1) = 0,006 uM ICso (COX-1) > 100 uM ICso(COX-1) = 41 uM

indometasin tirevlerinde asetik asit artigi yerine dallanmis
ya da uzun zincirli karboksilik asitlerin getirilmesi, karboksilik asidin ester
ya da amit grubu ile nétralizasyonu, karboksilik asit biyoizosteri olan
iminoksi, sUbstitle tiyazol ile degistiriimesi selektiviteyi COX-2'ye
kaydirmistir.?

CHy
H,C—O0 S HC—O k /
‘ CHa ‘ CHg
N N
0
Br
Br Cl
ICs0 (COX-2) = 0,07 uM ICs0 (COX-2) = 0,0003 uM
ICs0 (COX-1) = 52 uM ICs0 (COX-1) > 100 uM

COX-2’nin COX-1’e gbre daha genis aktif bdlgesinin oldugu
kristalografik galismalar ve amino asitlerin degisimiyle yapilan analizler ile
saptanmasindan sonra bilinen NSAi'ye sterik etki yapacak gruplarin
takilmasi COX-2 inhibitor etkileri Uzerinde degisiklik olmaksizin COX-1
inhibitdér aktiviteyi azaltmistir. Bu strateji, diklofenak ve flurbiprofen
Uzerinde basarili sonuglar vermistir. Diklofenakin arilasetik asit grubu
tagsiyan halkasinin meta konumuna metil ve flurbiprofende 4-fenil
halkasinda orto konumlara etoksi grubunun sibstitisyonu enzim
spesifitesini ortadan kaldirmistir.?
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Cl COOH
NH
R R
Cl R l E

HaC COOH
Diklofenak R=H Flurbiprofen R=H
R= CH; IG5 (COX-2) = 0,007 uM ICs0 (COX-2) = 0,01 uM
ICs0 (COX-1) > 10 pM ICs0 (COX-1) = 0,01 uM
R= OCzHs

ICso (COX-2) = 0,1 uM
ICs0 (COX-1) = 7,7 uM

NSAI arasinda COX izozimlerini kovalent baglanarak inhibe
eden tek molekdl olan aspirin Uzerinde de COX-2 selektif bilesik yaratma
calismalari yapiimistir. Karboksilat kismina metilsilfit, heptilstlfit, hept-2-
inil gruplar getirilerek selektivitede degisiklik saglanmistir. Hept-2-inil
grubunun sibstitisyonuyla elde edilen molekdl, aspirin gibi, serin 530
hidroksil grubunu asetilleyerek aktivite gdstermektedir.?

/C'Q R= MCHB

—S

o o
R

Aspirin R =-COOH ICs0 (COX-2) = 0,08 uM

ICso (COX-2) = 66 uM ICso (COX-1) > 17 uM

ICs0 (COX-1) =12 uM

R = -SCH

ICs0 (COX-2) = 250 uM
ICso (COX-1) > 5000 uM
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Mukozal bitdnligin korunmasinda tipki PG’ler gibi édnemli
fonksiyonu olan nitrik oksit (NO), mide ve diger bazi organlarda
sitoprotektif etkilidir. PG’ler gibi mukus sekresyonunun uyariimasindan ve
mukozal kan akiminin saglanmasinda &énemi vardir.’ Bu 6zellikleri
nedeniyle NO salabilen aspirin tlrevleri tasarlanmis ve PG'lerin
inhibisyonuna bagh olarak gbzlenen gastrointestinal toksisitenin de bu
sekilde dengelenebilecegi diistiniilmistir. 2023

CH,ONO,

COO(CH,),ONO,
[elele)
OCOCH,
OCOCH,4

indometasin ve sillindak yapilarindan NSAiPde COX
inhibisyonunda anahtar kisim olan alkanoik asidin c¢ikarildigi ve
diarilheterosiklik yapilarda bulunan COX-2 selektivitesinde 6nemli olan
metilstlfon grubunun konuldugu yeni bilesikler 1limli COX-2 selektivitesi
gOsterirken, aroilnaftalen ve kromen analoglari, diarilheterosiklik ttrevi
COX-2 inhibitorleri ile karsilastirilabilir dizeyde COX-2 inhibitérl aktivite
gOstermistir. Bu yapilardaki karboksilat ve triflorometil fonksiyonel
gruplarinin COX inhibisyonu igin, piran halkasindaki heteroatomun ise
COX-2 selektivitesi igin énemli oldugu vyapi-aktivite calismalari ile
gosterilmistir.?

0 0
HsC—S al
ml\% b .
o CF, R X CF3

ICs0 (COX-2) < 0,1 pM R= t-butil, X= O

ICso (COX-1) = 78 uM ICso (COX-2) < 0,1 uM
ICs0 (COX-1) = 61 uyM
R=CI, X=S

ICs0 (COX-2) < 0,1 uM
|C5o (COX-1) =0,8 HM
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Bilgisayar destekli ve kombinatoryal kimya caligmalarinin
kullanilarak gelistirilen fenotiyazin tirevi bilesik, mikromolar dizeyde elli
kat daha selektif COX-2 inhibitéri aktivite gostermistir. Bu bilesik,
arilstilfonamit tipi selektif COX-2 inhibitérlerinden farkli yeni bir seri igin
lider bilesik olabilir. Geminal dimetil stbstitisyonlarinin ve halobenzen
halkasinin aktivitede énemli oldugu ve COX-2 aktif bélgesinde arjinin 120
ve membran igerisinde dort amfifilik heliks kismi ile etkilestidi
diistinilmektedir. ™

cl
HsC_ CHs
NH
K\/ o

COX-2’nin enflamasyon bdélgesiyle sinirh  olmadiginin
anlasiimasiyla, bulundugu vyerlerdeki fizyolojik islevlerinden &tarl
inhibisyonu sonucunda hipertansiyon, sivi tutulumu, kardiyovaskiler ve
hatta gastrointestinal sistem U(zerinde yan etkilere sahip olacagdi
6ngorulebilir hale gelmistir. Ancak, arastiricilar tarafindan bu ilaglarin
terap6tik etkilerinin  COX-2 inhibisyonundan, yan etkilerinin COX-1
inhibisyonundan kaynaklandigi genel dislncesi halen gecerliligini
korumakta ve selektif COX-2 inhibitérleri Gzerine yapilan galismalar devam
etmektedir.*

49



2.3.1 Selektif COX-2 inhibitdrlerinin Kardiyovaskiiler Etkileri

Koksiblerin Gl sistem toksisitesinin NSAl'ye gére az
oldugunu gosteren bircok ¢alisma yapilmigtir. Ayni amagla yapiimis olan
iki uzun dénem calismasinin beklenmedik bir sekilde sonuclanmasi,
arastirmacilan bu grubun kardiyovaskiler yan etkileri Uzerine
yogunlastirmistir. VIGOR (the Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research
Study) calismasinda, romatoit artritli 8076 hastada 50 mg/ giin rofekoksib
ve 500 mg naproksenin giinde 2 kez kullanimi 9 ay boyunca izlenmis,
diger NSAP'nin kullanimina izin veriimemistir. Rofekoksib grubunda Gl
delinme, dUlser ve kanama komplikasyonlari, naproksen grubunda
gbzlenenin yarisindan da azdir. Ancak rofekoksib naproksene kiyasla
miyokard enfarktlsu agisindan bes kat riskli bulunmustur. CLASS (the
Celecoxib Long-term Arthritis Safety Study) ¢alismasi ise 8059 osteoartritli
hastadan olusan deney grubuna ginde iki kez 400 mg selekoksib ve
kontrol grubunda giinde ¢ kez 800 mg ibuprofen ya da ginde iki kez 75
mg diklofenak verilmis ayrica gunlik <325 mg dozda aspirin kullanimina
musaade edilmistir. Calismanin ilk alti aylik kisminda, deneye son verme
bulgusu olan komplike dlser insidansinda iki grup arasinda bir fark
g6zlenmemis ancak ikinci sonlandirma bulgusu olan semptomatik Ulser
insidans! diklofenak ile farkli degilken, ibuprofene kiyasla selekoksibte
6nemli derecede dusuktir. Kardiyovaskiler olaylar acgisindan
degerlendirildiginde ise, selekoksib ile NSAI arasinda anlamli bir farklilik
olmadigi sonucuna varilmistir. Selektivite agisindan selekoksib ile benzer
dlzeyde olan diklofenakin kardi)/ovaski]ler risk tasidigi da epidemiyolojik
calismalar ile kanitlanmigtir.#22:2434

Rofekoksibin kardiyovaskdiler risk agisindan daha kapsaml
incelenmesine olanak veren APPROVe (Adenomatous Polyp Prevention
on VIOXX) calismasinda 2600 hastada 25 mg/giin rofekoksib kullaniminin
tekrarlayan kolon polipleri Gzerindeki etkisi plaseboya kargi test edilmigtir.
Kan basincindaki yuUkselis rofekoksib grubunda erken ddénemde
gb6zlenirken, MI ve trombotik inme insidansinda bir yildan sonra artis
gbstermistir. Rofekoksib grubunda tromboembolik ciddi yan etkiler
plaseboya gére 1,9 kat daha fazla olarak belirlenmistir. Bu sonuglarin
duyurulmasinin ardindan 30 Eylil 2004’te Vioxx®un Ureticisi olan Merck
ilaci génallii olarak piyasadan ¢cekmistir.*'’

Vioxx’un piyasadan cekilmesi arastirmacilari benzer bir
calisma ile koksiblerin kardiyovaskuller guvenilirligini yeniden test etmeye
ybnlendirmistir. APC (the Adenoma Prevention with Celecoxib) isimli
calismada gunde iki kez 200 ya da 400 mg selekoksib kullaniimig ve
kardiyovaskiiler olaylarin ti¢ misli artti§i sonucuna variimistir.*
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Bir sdredir aspirin kullanan koroner arter bypass gecirecek
hastalarda valdekoksib ve parekoksib kullaniimig ve artmig
kardiyovaskuler insidans gd6zlenmistir. Valdekoksibin Ureticisi Pfizer ilaci
7 Nisan 2005'te piyasadan toplatmistir.*

TARGET (Therapeutic Arthritis Research and
Gastrointestinal Event Trial) ¢calismasi 400 mg/ gin lumirakoksib, giinde
iki kez 500 mg naproksen ya da gunde U¢ kez 400 mg ibuprofen kullanan
osteoartritli 18325 hastay! kardiyovaskuler givenilirlik agisindan bir yil
boyunca birbiriyle kargilastirilmistir. Ayrica hastalarin bir kisminda disik
doz aspirin kullanimina izin verilmigtir. U¢ grup arasinda vaskuler risk
acisindan 6nemli bir fark bulunmamistir ve gbzlenen vaka sayisi da
dasdktar. Aspirin_kullanan hastalar, kullanmayanlara gére 1,47 kat riskli
bulunmustur.*22%

Gl guvenilirik agisindan etorikoksib ve diklofenakin
karsilastinldigi EDGE (Etoricoxib Diclofenac Gastrointestinal Evaluation)
adlh arastirmada karsilastirilabilir dlzeyde veriler elde edilmigtir.
Hipertansiyon iligkili yan etkilerden dolayi ilaca devam edememe olayi
etorikoksib grubunda diklofenaka kiyasla daha fazladir.* COX-2
selektivitesi yuksek iki ilagla yaratilen MEDAL (Multinational Etoricoxib
and Diclofenac Arthritis Long-term) programinda hem kardiyovaskuler
hem de gastrointestinal komplikasyonlar agisindan 6nemli derecede
farklilk  bulunmamistir.  Yine de etorikoksibde kalp yetmezligi,
hipertansiyon gibi kardiyovaskuler nedenler agirlikta iken, diklofenakta Gl
olaylar baskindir. COX inhibisyonuyla iligskisi anlagilamamakla beraber
hepatik disfonksiyon ve ilaca devam edememe durumu diklofenakta daha
yaygindir. Sekil 6’da, ylkselen COX-2 selektivitesi artmis KV risk ile,
yikselen COX-1 selektivitesi artmig Gl risk ile iligkilendirilmigtir.
Yuvarlaklarin gérece buyUklUkleri calismalardaki deneklerin cesitliligini
gbstermektedir. “ETORIOVER” adi etorikoksibin faz Il ve Ill denemelerine
genel bir bakisa atfen kullanilmistir.??
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Selektivite derecesi

Sekil 6: VIGOR, CLASS, MEDAL, TARGET, ETORIOVER deneylerinin
kardiyovaskiiler ve gastrointestinal risk acisindan karsilagtiriimasi

Koksib kullaniminin kardiyovaskuler risk artisi yaptigina dair
olan caligmalar incelendiginde g6z 6ninde bulundurulmasi gereken
noktalar vardir. VIGOR'da rofekoksibe kargl grup olarak secilen naproksen
aspirine yakin derecede kardiyoprotektif etkilidir.?? Ayrica olusturulan
denek grubu yiksek kardiyovaskiiler risk tagiyan hastalardan secilmistir.
CLASS calismasinda da distk doz aspirin kullanimina izin verilmesi
ilaglarin kardiyovaskiler yan etkileri agisindan guvenilir bir degerlendirme
yapmay! engellemistir. Genel olarak tim programlarda COX selektiviteleri
¢ok ug¢ noktalarda olan molekullerin karsilastiriimasi, yan etki profilini
genigletmigtir, kardiyovaskuler yan etkiler MI, inme, konjestif kalp
yetmezligine; gastrointestinal yan etkiler de mide kanamalarina kadar
varabilmektedir. Karsilastirilan molekdllerin farkl fizikokimyasal 6zelliklere
sahip olmasi da sonuglardaki farkliiga katkida bulunan bir etmen olabilir.
Ozellikle rofekoksibin sulfon grubu ile zayif doku dagihmi gésterirken (25
mg igin dagiim hacmi 80 L), selekoksibteki stlfonamit fizyolojik pH'da
yUKIU olabilir ve genig doku dagilimi gdsterir (200 mg igin dagilim hacmi
400 L)." Bu kimyasal farkliliklar, vaskiiler risk agisindan anahtar gdsterge
olan endotel fonksiyonlar Gzerinde bu ajanlarin gosterdigi birbirinden ayri
etkilerin nedeni olabilir.®* Deneklerin bazi programlarda yilksek, bazi
programlarda  dusuk kardiyovaskuler risk tasiyan hastalardan
olusturulmasi da sonuglar arasi tutarsizliga neden olan etmenlerdendir.??
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Hem klasik NSAI, hem de selektif COX-2 inhibitdrlerinin
kardiyovaskuler acidan olusturdugu tehditleri kapsayan bir hipotez, bu yan
etkilerin COX-2 tlUrevi olan PGly’nin ve bir miktar da PGE2nin
baskilanmasindan kaynaklandididir. PGl trombozisi, hipertansiyonu,
aterogenezisi artiran endojen uyarlyr kontrol altinda tutan bir
mediyatdérdir. Bu uyaranlardan en o&nemlisi platelet COX-1’inin
drbnlerinden TxAZ2dir. Olay “iki mediyatér arasinda bozulan denge”
seklinde nitelendirilecek kadar basit degildir; karmasik bir biyolojik
sistemde yer alan bu dengeyi koruyan bagka mediyatérler de
vardir.*®>®18% By nedenle, disiik doz aspirin ile platelet TxAy'sinin
supresyonu bu mekanizma ile olugan kardiyovaskuler tehlikeyi tam olarak
ortadan kaldiramaz, sadece zayiflatir.??

Selektiviteleri birbirinden hayli farkli olmasina ragmen
rofekoksib ve selekoksib, MI insidansi bakimindan ¢ok benzer
bulunmustur. Bu durum, ilaglarin COX-1 mediyatéri olan TxAg'yi farkli
derecelerde etkilemeleri ile agiklanabilir. Valdekoksib, etorikoksib ve
rofekoksib gibi platelet fonksiyonlari Uzerinde etkisiz olmasi beklenen
selekoksib ve diklofenak, platelet COX-1’ini orta derecede (%20-30) inhibe
ettigi icin plateletlerin  TxA, Uretme kapasitesinin ve platelet
aktivasyonunun inhibisyonu arasindaki iliski dogrusal degildir. Platelet gibi
6zel durumu olan hicreler disinda, PG olusumunun ve PG-bagimli
fonksiyonlarin inhibisyonu arasindaki iliski diger hiicrelerde dogrusaldir.??

COX-2 inhibitérleri ile gdzlenen trombotik olaylarin bir sinif
etkisi oldugu agiktir. Aslinda tim NSAI PGly'yi, TxA, ve benzer ydnde etki
eden mediyatorleri etkilemeksizin inhibe ederler. Kardiyovaskuler riskin
doza bagli olabilecegi de dustiniimektedir. ilacin yari émri, dozlama
araligi da ayrica 6nemlidir.* Rofekoksib ve selekoksibte goriilen
kardiyovaskuler yan etkiler iki ilacin yUksek dozlari ve uzun yari émdarleri
ile iligkili olabilir (sirasiyla 14 ve 11 saat). Rofekoksibin doz bagimli
toksisitesine dair kanitlar mevcuttur. DisUk dozlarda kullanilan selektif
COX-2 ilaglarin en az klasik NSAI kadar etkin olmasi ve énemli artmig
kardiyovaskuller yan etki gbdstermeksizin azalmis Ulser komplikasyonlari
insidansi, bu ilaglar ylUksek dozla ortaya c¢ikan bir risk tasidigini
gbstermektedir. Bu hipoteze gbre, COX enzimlerini 24 saat boyunca
inhibe eden uzun yan dmre sahip ilaglarin, kisa 6mre sahip ilaglara gére
daha yuUksek oranlarda toksik etkilere neden oldugu tahmin ediliyor. ty,o=
13 saat olan naproksen selekoksib ve rofekoksibe benzerken, ibuprofen
ve diklofenakin tio= ~2 saattir. E§er doz ve yari é6mir selektif COX-2
inhibitérlerinin VIGOR ve CLASS’ta gbzlenen artan toksisitelerinin cevabi
ise, bu sinif ilaglarin yararlihdini devam ettirir.’® Clnkii bu yan etkiler,
sadece COX-2 selektivitesine baglanacak kadar basit bir mekanizmaya
sahip degildir.
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Kardiyovaskuler yan etkiler i¢cin dustnulen diger bir hipotez
de, yapisinda sulfon grubu iceren rofekoksibin aterotrombotik olaylarda
artisa sebep olmasi ve ayni risk durumunun silfonamit tasiyan selekoksib
icin gosterilememesi, rofekoksib ile gorilen bu yan etkinin enzimatik
olmayan bir mekanizma ile ilgili olabilecegi fikrine dayanmaktadir. Bu
hipotezi test etmek igin aterosklerotik kardiyovaskuler hastaliklarin énemli
bir géstergesi olan LDL’nin (low-density lipoprotein) oksidasyonu Uzerinde
stlfon tlrevi COX-2 inhibitérlerinin (rofekoksib, etorikoksib), sllfonamit
tirevlerinin (selekoksib ve valdekoksib) ve klasik NSAI'nin (ibuprofen,
naproksen, diklofenak) etkisi incelenmistir. LDL oksidasyonunun endotel
disfonksiyon ve enflamasyon mekanizmalarina katkida bulunan
aterosklerotik plak dayaniksizligina neden olan bir etmen olugu
bilinmektedir. Olgim sonuglari, oksidasyonu arttiran iki ajanin rofekoksib
ve etorikoksib oldugunu gdéstermektedir. LDL’nin oksidasyonu sonucu
olusan malondialdehit miktari da rofekoksib ve etorikoksib ile yikselmistir.
Ayni bulgular, silfon tagiyan iki ayr bilesik (metilfenilsilfon ve dimetil
sulfon) ile ortaya ¢ikmamistir. Bu sonuglar, silfon koksiblerinin enzimatik
olmayan bir mekanizma ile LDL'de serbest radikal olusumunu artirarak
oksidasyona destek verdiklerini gdstermektedir.®*

izoprostanlar, aragidonik  asitten  serbest radikal
modifikasyonu ile nonenzimatik olarak olusan PG izomerleridir. COX-2
inhibitérleri arasinda izoprostan olusumundaki farkhliklar élctilmus ve yine
rofekoksib ve etorikoksibin izoprostan seviyelerini arttirdigi, selekoksibin
ise yliksek konsantrasyonlarda dahi etkisiz oldugu goriimistir.3*

Sdlfon tirevi COX-2 inhibitérlerinin  oksidasyonu artirici
etkilerinin mekanizmasi, molekullerin fizikokimyasal 0Ozelliklerine bagh
olarak membrani olusturan lipit tabakasinin fosfolipit molekulleri ile spesifik
etkilesimleriyle aciklanmaktadir. ilag molekiilleri ile muamele edilmis
fosfolipit tabakasinin dar agil X-i1sini difraksiyonu yéntemi kullanilarak bu
molekullerin membran yapisi tzerine etkileri izlenmigtir. Sulfonlu ajanin
kullanimini  takiben fosfolipit agil zincirinin molekller dizenlemesinin
bozulmasi sonucu, membrandan serbest radikallerin difizyonunda artig
meydana gelir. Biyolojik membranlarin  yapisini  olusturan lipit
tabakasindaki degisikliklere ila¢ molekullerinin kimyasal &zelliklerinin
katkisini incelemek igin sdlfon tdrevleriyle (metil fenil silfon ve dimetil
sulfon) vyapilan calismalarda bu sulfon tlrevlerinin etkisiz olmasi,
rofekoksib ve etorikoksibin oksidasyonu arttirici aktivitelerinin stlfon
grubuyla iligkili elektron transferi ile degil de, lipit yapisinda meydana
getirdigi fizikokimyasal degisiklikler ile iligkili oldugunu g('jstermektedir.34

EMEA (European Medicines Agency) ila¢ piyasasinda olan
selekoksib, etorikoksib ve parekoksibin kullanimina kisitlama getirilmesini
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Onermistir. Bu ilaglar iskemik kalp hastaliklari ve/veya serebrovaskuiler
hastalik (inme), periferik arter hastaligi olan kisilerde kontrendikedir.
Hipertansiyon, hiperlipidemi, diabet ve sigara kullanimi gibi Kkalp
hastaliklarina dair risk faktérine sahip kigilerde de dikkatli kullaniimahdir.
Tedavi, mimk(n olan en dlsik etkin dozda ve en kisa kullanim siresinde
tamamlanmalidir.  Klasik NSAP'nin  kardiyovaskiiler yan etkilerinin
degerlendirildigi uzun sureli, prospektif, kontrolli caligsmalar olmamasina
ragmen MI insidansinin yiksek olduguna iliskin veriler mevcuttur ve FDA
(Food and Drug Administration), bu ilaglarla ilgili olarak benzer kisitlamalar
getirmistir.* Selektif COX-2 inhibitérli bir maddeye onay sarti olarak
simdiye kadar bilinen vyararlarindan farkli olan baska bir etkinin
tanitilmasini istemektedir.?

AHA (American Heart Association) kardiyovaskuler
rahatsizliklari olan hastalarda NSAI kullanirken aspirin, asetaminofen,
asetillenmemis salisilatlardan baslayip, tadaviden cevap alinmadik¢a
COX-2 selektivitesi ylikselen ilaglara gegmeyi dnermistir.?

Selektif COX-2 inhibitérleriyle ilgili galismalar dogrultusunda
klasik NSAl'ye cevap vermeyen ya da gastrointestinal acgidan riskli olan
hastalarda koksiblerin kullanimi kisiye 06zgU ila¢ rejiminin bir Ornegi
olacaktir. Selektif COX-2 inhibitérleri yliksek gastrointestinal toksisite ve
diistk kardiyovaskiller risk tasiyan hastalar icin hala en uygun tercihtir.*
Sonug olarak, tim tartismali yanlarin ragmen bu konunun Uzerinde
yapilan caligmalar NSAi’ye ¢ok yol aldirmistir, en dnemlisi klasik NSAI'ye
gbre daha iyi tolere edilebilen yeni bir sinifin dogusu gerceklesmistir.
EQgilimli hastalar agisindan kardiyovaskuler risk tagidiginin alti cizilmesine
ragmen COX-2 halen arastirmacilarin ilgisini ceken bir konudur.*?*

2.3.2 COX-2 inhibitdrleri ile Yeni Terapotik Hedefler

COX-2 inhibitérleri ile son yillarda yapilan galismalar, kanser
ve Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklar i¢in yeni terapétik yaklasimlar
dogurmustur.>52426

Olgun kan damarlari COX-1 (retirken, yeni anjiyogenik
hiicreler indiklenebilir COX-2 sentezler ve saliverirler. COX-2 Uriini olan
PGE2'nin reseptdériyle baglanmasiyla hicre proliferasyonu, g6c¢a,
apoptozis ve anjiyogenezisi kontrol eden sinyal yolaklari aktiflesir ve bu
sekilde timér gelisimini ilerletebilir.’” Biyime faktdri kokenli timérin
COX-2 urinu PGE2'nin Uretimini indiklenmesiyle anjiogenezisi artirdigina
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dair bir hipotez vardir. Bu hipotez, PG’lerin proanjiyogenik 6&zellikte
maddeler olmasi ve timor hicresinin beslenmesi icin gerekli yeni kan
damarlarinin olusumunu indikleyerek timaér bluylimesine yardimci oldugu
bulgusuyla desteklenmektedir.?® Normalde pasif olan COX-2 geninin asiri
sentezlenmrsi ve saliverilmesi, COX-2’nin artan dretimi, PG’lerin ylkselmis
dretimleri  malign  timér  gelisiminin  karakteristik ~ &zellikleridir.
Karsinogenezis; mutajenezis (organizmanin  genetik materyalinin
degismesi), mitojenezis (mitozun indUklenmesi), transkripsiyon (DNA'dan
RNA’ya genetik bilginin aktarimi), translasyon (mRNA‘lardaki koda uygun
olarak ribozomlarda protein sentezlenmesi), anjiyogenezis (tumd&rin inaktif
durumdan malign duruma gegisi ve yeni kan damarlarinin yapimi),
metastazda artis (orijinlendigi yerden diger dokulara gecis), apoptoziste
azalisin (proglanmis hicre 6limi) oldugu ¢ok basamakl bir sirectir.
COX-2’nin blokaji ve regulasyonunun azaltilmasi karsinogenezisin birgok
basamagini inhibe eder ve kanser riskini azaltir.%®

Son yillarda yirditilen caligmalar ile, NSAI'nin kolon, akciger,
prostat, mide, meme, 6zofagal neoplazi gibi birgok kanser tipinin geligsimini
engelledigi ortaya koyulmustur.®®"*® Retrospektif analizlerle diizenli
aspirin kullanan hastalarda kolorektal kanser gelisiminde %40-50 risk
azalmasi oldugu saptanmistir.” Diisiik dozlarda diizenli klasik NSAI’nin
kullanimi (her gin 325 mg aspirin, 200 mg ibuprofen) kolon, akciger,
prostat ve meme dokusunda kanser riskini azaltmigtir. Antienflamatuvar
amagla kullanilan dozlara gére diisiik olan bu dozlar NSAI'nin neden
oldugu 6zellikle Gl Uzerindeki yan etkileri de azaltmaktadir. Bu bulgular,
NSAI'nin antienflamatuvar aktiviteleri disinda antikanser aktiviteye sahip
olduguna da isaret etmektedir.?3"*

COX ya da metabolitlerinin kolorektal tumorigeneziste (yeni
timdr olugsumu) 6nemli rold olduguna dair hipotez, hayvan modelleriyle
yurGtdlen calismalarda COX inhibitérlerinin timor gelisimini inhibe ettigini
gbsteren sonuclar ile desteklenmektedir. Farelerle yapilan bir ¢calismada
olusturulan kolorektal adenoma ve adenokarsinomanin selekoksib ile
%93, nimesulid ile %68 ve sulindak sulfit ile % 62 oraninda inhibe edildidi
bildirilmistir.? Klinik calismalar ile kolonda polip olusumu ve ailesel
adenomatéz 9polipozis sendromu olanlarda timér gelisimini engelledigi
gbrilmustar.®

imminohistokimyasal analizler, insanlarda epitel kokenli
kanserlerde COX-2’nin yapisal olarak Uretildigini gostermistir. COX-2
sentezi ve saliveriimesi birgok timor tipinde neoplaztik hicrelerin
toplaminin %40-80’inde tespit edilmistir. Kolon, meme, akciger, prostat,
mesane, 6zofagus, pankreatik, deri, mide kanserlerinde COX-2 sentezi ve
saliveriimesinde artis bildirilmistir.” Bu sonuglar COX-2'nin, hiperproliferatif
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hastaliklarin erken ddéneminden invaziv karsinoma ve metastazin gec¢
safhalarina kadar kanser gelisiminin cogu asamasinda énemli role sahip
oldugu gdriisiiniin kuvvetlenmesine neden olmustur.?

Daniels ve arkadaslarinin bir ¢calismasi sonucu, TxAz'nin de
anjiyogenezisin 6nemli mediyatdrlerinden oldugu 6ne surdlmagstir. TxA:
reseptdr antagonistlerinin antianjiyogenik; TxA. reseptdér agonistlerinin
proanjiyogenik aktivite gdstermesi de bu bulguyu desteklemektedir.?

COX-2 gibi 5-LOX enziminin de apoptozis, proliferasyon,
anjiyogenezis, invazyon ve metastazin indiklenmesinde énemli bir role
aracilik ettigi biliniyor.** Aragidonik asitten 5-LOX katalizérligiinde
sentezlenen l6kotrienler dogrudan ya da biyume faktérleri aracili mitojenik
yolakta ara Urln olarak hlcre proiferasyonunu arttirmaktadir. Prostat,
kolon, pankreas, akciger kanserlerinde de LOX yolagl enzimlerinin
ve/lveya LTlerin asir dretimi  gésterilmistir® Bu nedenle zaten
antienflamatuvar etkinlikleri ile ilgi duyulan COX-2/5-LOX dual
inhibitérlerinden kanserde de hem koruyucu hem de tedavi edici olarak
kullanilabilecek yeni ajanlar yaratmak Uzerinde c¢alismalar devam
etmektedir.*°

Alzheimer hastaligindan korunmada ve tedavisinde
antienflamatuvar ajanlarin kullanilabilecegi gérasu, Alzheimer hastaliginin
patolojik gbstergeleri olan senil plak ve nérofibril dagimlerdeki
karakteristik lezyonlarin aktive olmus mikroglia hucreleriyle baglantili
oldugunun ortaya konulmasindan kaynaklanmaktadir. Senil plak, B-amiloid
proteinlerin ekstraselller agregasyonu ile olusur ve beyinde enflamasyon
bblgelerinde B-amiloid birikintileri gérilmustar. Kimelenmis B-amiloid
proteinleri tim sistem icin ¢ok gugcli bir aktivatérdir. Aktive olan
mikroglialarin  PG’ler, sitokinler, kemokinler, proteazlar, adezyon
molekulleri ve serbert radikaller gibi birgok néroenflamatuvar mediyatorleri
uyardigr ve néronal hicrelerin 6limdne neden oldugu in vitro ¢alismalar ile
gbsterilmistir.”*' Bu néroenflamatuvar mediyatdrlerin de Alzheimer'dan
etkilenen beyin bélgelerinde arttigi bilinmektedir.*'*? In vitro calismalar ile
NSAI'nin  mikroglia hlcrelerinde  néroenflamatuvar ~ mediyatérlerin
aktivasyonunu azalttigi gosterilmistir. Ayrica dizenli NSAI kullananlarin
6lim sonrasi beyinleri incelendiginde kullanmayanlara gére 6nemli
derecede az aktive olmus mikroglia hiicresi saptanmistir.*?

COX-2 sentezi ve saliverilmesinin piramidal tabaklarda artisi
ile demansin orta asamadan ileri asamaya gegisi arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur. COX-2’nin yapisal olarak beyinde ylksek miktarlarda varligi
gosterilmistir, ancak néronlardaki fonksiyonlari bilinmemektedir. COX-2
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inhibitérlerinin uzun sdre kullanimi ile bu fonksiyonlarin inhibe olmasina
bagl olarak ortaya cikacak fizyolojik etkiler net degildir. COX-2'nin cesitli
norotoksik uyarilarla ndronlarda, astrositlerde ve glia hlcrelerinde
indlklendigine isaret eden calismalar vardir. Artmig COX-2'nin néronal PG
sentezinde artisa neden olmasi astroglial hucrelerden Uretilen diger
proenflamatuvar ajanlarln seviyelerinde artigi harekete gecirir ve néronal
6lime neden olur.”!

COX-1 ve COX-2, Alzheimer hastaliginin patojenezinde
farkh hlcresel slreglerde yer almaktadir. COX-1 beyinde bazal durumda
bulunmazken, Alzheimer hastaliginda COX-1 sentez ve saliveriimesinde
artis oldugu 6ne slrllmastir. COX-1 sentez ve saliveriimesinin sadece
mikroglia hucrelerinde, COX-2'nin ise mikroglialarda hi¢ artigi olmaksizin
néronal hlcrelerde ve Alzheimer'in patolojisinde zayif noktalar olan
piramidal néronlarda sentezi ve saliverimesinde artis olduguna dair
bulgular vardir. Ayrica COX-2'nin Alzheimer hastalidinin enflamatuvar
néromediyatorleri ile indiklenmedigi gériimustir. Alzheimer’li beyinde,
COX-1 pozitif mikroglial hiicreler, amiloid plaklar ile birincil derecede iligkili
gorulmastar. Ayrica Alzheimer’li beynin igsi gérinimla korteksinde COX-1
immanopozitif mikroglialarin  yogunlugunda artis bulunmustur. In vivo
analizlerde ise astrositlerde COX sentezi ve saliveriimesine dair bulgular
saptanmamigtir. Bu sonuclara goére bazi arastirmacilar, Alzheimer
hastalig icin yeni terapétik yaklasimlarinin COX-1 inhibisyonunu hedef
almasi gerektigini, COX-2 inhibisyonunun bu slregte yer almadigini
savunmaktadir.”*?

Noéropatik, epidemiyolojik ve transjenik hayvan modellerinde
yapilan calismalar NSAP'nin Alzheimer hastaligina karsi koruyucu ve
tedavisinde de yarar sagladigini géstermektedir. Ancak bu sonug¢ klinik
calismalar ile dogrulanmamistir. Klinik olarak sadece iki pilot ¢calismada
indometasin ve diklofenak igin umut verici sonuglar bulunmusgtur.
Nimesulid, selekoksib ve rofekoksib ile yapilan dért klinik ¢calismadan da
hicbir sonug alinamamistir. Bu durum, ele alinan teorinin bastan yanlhs
oldugu, NSAI'nin sadece uzun dénem kullanimda koruyucu etki yarattigi
veya secilen ilagc ve dozun uygun olmadidi konusundaki sorulari akla
getirmektedir.*?

Sonug olarak, Alzheimer kronik enflamatuvar bir hastalik
oldugu icin NSAI'nin tedavideki yeri Uzerine yapilan arastirmalar devam
etmektedir.”*?
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2.4 Tromboksan ve Antiplatelet Aktivite

Koagullasyonun (pithtilasma) damar diginda gerceklesmesi
durumu hemostaz ve damar icinde meydana gelmesi olayr tromboz
(damar icinde pihtt ve trombus olusumu); olus sekilleri bakimindan
birbirine benzeyen ancak ilki fizyolojik, ikincisi ise istenmeyen ve patolojik
bir siirectir.**

Arterlerin ve venlerin ¢eperinde trombus ve gelismesini
inhibe eden ilaglara (antikoagllan ve antiplatelet) ve olusmus pihtiyi eriten
ilaglara (trombolitik) “antitrombotik ilaglar” denir.** Antikoagiilan ilaglar
kanin koagulasyonu Uzerine etkiyerek damar ici pihtilasmay! engellerken,
antiplatelet etkili ilaglar trombositlerin (platelet) adezyon ve/veya
agregasyonunu engelleyerek ayni amag igin kullanihr. Antiplatelet ilaglar
Ozellikle koroner arter hastaliklarinda koruyucu etkilerinden dolayr son
yillarda yogun arastirma yapilan bir ilag grubudur.*® Antikoagiilan ilaglarin
kan damarlarinda 72 saatten daha 6nce olusan trombus Ulzerine etkileri
yoktur. Trombolitikler (fibrinolitik olarak da bilinir) damar iginde olusan
trombusu eriten ilaclardir.*®

Trombositlerin tromboz olugsumu ile ilgili temel iki fonksiyonu,
ancak aktive edildikleri zaman damar lezyonu olan bdlgeye yapismalari ve
birbirlerine tutunarak kimelenmeleridir. Kimelesen trombositlerin diger
trombositleri uyarmada kullandiklari bir mekanizma da, siklooksijenaz
yolaginda deginildigi gibi aktive olmus plateletlerde ve makrofajlarda
arasidonik asitten COX-1 ile siklik endoperoksit PGHx'nin olusmasi ve
bundan da tromboksan sentaz ile gigli bir trombosit uyaricisi olan TxAz'yi
sentezlenmesidir.*

TxAz2nin  platelet agregasyonu, vazokonstriksiyon ve
bronkokonstriksiyonu da igeren platelet stimilasyonu ve diz kas
kontraksiyonu olarak iki ana fonksiyonu vardir. TxA2'nin biyosentetik
prekirsorl olan PGH, de ayni reseptdrler Gzerinden platelet ve diz kaslar
(izerinde agonist etkisi gdsterir.*’

Ciddi periferik vaskuller rahatsizliklar, miyokard enfarktusd,
stabil olmayan angina, gebelige bagll hipertansiyon, astma, lupus nefritis,
trombozis, koroner trombotik sendromlar gibi bir seri hastalikta, hastalarin
idrar ve kaninda TxA2'nin metabolitleri olan sirasiyla 2,3-dinor TxB, ve
TxB2'nin artisina bagh olarak, bu hastaliklarda TxAz'nin asir dretildigi
gosterilmistir.  Bu  klinik durumlarin  ¢gogunda ve Ozellikle portal
hipertansiyon, preeklamsi ve iskemik kalp rahatsizliklarinda artmis TxA:
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biyosentezine PGl.'nin artigi da eslik eder. Bu metabolit de vaskiler ve
brongiyal endotelde PGH.'de prostasiklin sentaz ile olugsur. PGl, platelet
agregasyonu ve vaskuler ve brongiyal diiz kas kontraksiyonunun en gigla
fizyolojik inhibitérlerinden  birisi  oldugu igin, TxA2'nin fonksiyonel
antagonisti oldugu kabul edilmistir.6*’

Selektif COX-2 inhibitérlerinin kardiyovaskiler sistem ile
iligkili problemlerine dair hipotezlerden birisi insan damar i¢i endotelinde
agirhkli olarak COX-2 aktivitesi ile etkinlesen PGly'nin selektif COX-2
inhibisyondan 6tlri  azalirken, trombositlerde COX-1 ile etkinlesen
TxA2'nin etkinliginin devam etmesiydi. Bu hipotez dogruysa COX-2 inhibe
edildiginde yikselmis kan basinci, hizlanmis aterogenezis ve artmis
trombotik cevapla karsilasmak olasidir.**:18:3

Bu nedenle, prostasiklinin olusumunu ya da fonksiyonlarini
etkilemeksizin TxA2'nin biyolojik etkilerini azaltan ilaglarin, TxA, Uretimin
arttigi durumlarda terapétik acidan yarar saglamasi beklenebilir. Bu
sonugtan hareketle, Tromboksan A, sentaz enzimini inhibe etmek ya da
TxAznin etkilestigi TP reseptdrlerini bloke etmek iki anahtar hedeftir.® Bu
amagla tromboksan sentaz inhibitdrleri, TxAy/PGH, reseptdr antagonistleri,
dual etkili bilesikler (tromboksan sentaz inhibitori/TxA; reseptor
antagonisti) ve prostasiklin agonistleri sinifina ait bircok bilesik sentez
edilmigtir.®*

Arasgidonik asit I

‘ COX-1
Ccox-2
M CoX
PTGZ inhibitérleri A
M Trombeksan
PGH4 sentaz o)
izomerazlar . : Prostasiklin \ % Tromboksan
e C sahtaz TxAz sentaz
> YY inhibitérleri
PGF2 alfa a2 @
PGD2 ® %
PGEs Prost:asikli_n TxAo reseptér
] % agonistleri Y antagonistleri c
IP reseptérleri D TP reseptérieri

Sekil 7: TxA, olusum ve etkilerini azaltan ilaclar 6
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A: Siklooksijenaz inhibitorleri

B: Tromboksan sentaz inhibitorleri

C: TxA; reseptor antagonistleri

B ve C: Dual etkili Tromboksan sentez inhibitorleri / TxA, reseptér antagonistleri

D: PGl agonistleri

Tromboksan sentaz inhibitérleri (TxSI) segici olarak TxA;
biyosentezini inhibe ederler. Dazoksiben (UK 37248), dazmagrel (UK
38485), pirmagrel (CGS 13080), OKY 1581, ozagrel (OKY 046), isobogrel
(CV 4151), furegrelat (U63557A) ve CS-518 gibi bircok tromboksan
sentaz inhibitéri cesitli anjina tipleri, periferik vaskuler rahatsizliklar,
Raynaud’s sendromu, pulmoner hipertansiyon ve ameliyat sonrasi
serebral vazospazm gibi c¢esitli kardiyovaskiler rahatsizligi olan
hastalarda ve saglikli génillilerde klinik olarak test edilmistir.®*’

' ()
o COCH
COOH
Dazoksiben Ozagrel
—_—
N N
N:§v/ AN COCH

HOOC

Dazmagrel Pirmagrel
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isobogrel

Simdiye kadar bu amagla sentezlenmis molekullerin birgogu
degismeyen imidazol-1-il veya pridin-3-il ¢ekirdegi icerdigi icin yapisal
olarak iki farkli sinif tanimlanmigstir; imidazolden ve piridinden tireyen
TxSl'ler. Yapi-etki iligkileri Uzerine yapilan ¢alismalarda, TxSI'larin gerekli
yapisal ézellikleri temel bir azot atomu (3 numarali konumdan substitlie
edilmis piridin ya da N-sUbstitlie imidazol) ve azot atomundan 0.85 -1 nm
uzaklkta bulunan bir karboksilik asit grubudur. Bu heterosiklik halkalardaki
azot atomunun Tromboksan sentaz enziminin katalitik bdlgesindeki hem
grubunun demir atomu ile bir kompleks olusturdugu diistiniilmektedir.®

d=0.85-1 nm
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Piridinik TxSI’'ndan isobogrelin (CV4151) 6nci bilesik oldugu
kabul edilmis ve inhibitdér aktivitesinin stereoizomerizmine bagli oldugu
bulunmustur. Gergekten de isobogrelin E izomeri, Z izomerinden ¢ok daha
etkindir. Bu durum E izomerde piridin halkasinin N atomu ile karboksilik
asit karbonu arasindaki mesafenin 8.92 A° iken, Z izomerinde yalnizca
4.92 A°olmasi ile agiklanmistir.®

COOH

\_/ \

AN

COOH

(E) izomer: d= 0.892 nm (£) izomer: d=0.492nm
isobogrel (CV-4151)

Klinik caligmalarda, bu bilesikler kronik stabil anjina ve
vazospastik anjinada etkin bulunmamis, sadece stabil olmayan anjina
hastalarinda semptomatik yarar saglamistir. Bu sonug, ilaglarin kullanildigi
dozda tromboksan sentazi yetersiz inhibe etmesi ve TxSI'nin kimyasal
olarak daha stabil ve TxA; ile ayni reseptdrler Gzerinden benzer biyolojik
etkileri gésteren PGH_'nin birikimine neden olmasi ile aciklanabilmektedir.
Bu nedenle dual etkili TxA, reseptdr antagonistleri/tromboksan sentaz
inhibitérlerin kullanimi ¢6ziim olabilir.%®

TxAz reseptor antagonistleri (TxRA), TxAz ve PGH. etkilerini
reseptdr seviyesinde engeller. TxSI'nin aksine, TxRA prostasiklin ve diger
PG’lerin sentezini etkilemez. Klinikte astma ve c¢esitli kardiyovaskuler
hastaliklarin  tedavisinde kullanilir.  Kimyasal olarak iki sinifta
incelenebilirler;
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= TP reseptdr ligandlari ile iligkili prostanoid TxRA,

= Fenilstlfonamido fonksiyonu ile karakterize non-
prostanoid TxRA.*’

ifetroban Sulotroban

TxSI ve TxRA birlikte kullanildigi gibi iki etkiyi ayni molekilde
birlestirmeye yonelik calismalar da vardir. Ridogrel, pikotamit, terbogrel bu
dislnceden ortaya c¢ikan bilesiklerdir. Pikotamit, antitrombotik ve
antiplatelet ajan olarak kullanilmaktadir.*’

a
CONHCH,—I N
X
0
X NA \v/\\/ﬁ\cooH [:j::l\ __ﬂ::::j
CONHGH3 N
N/

OCH,

Ridogrel Pikotamit
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Terbogrel
ICs0 TXSI = 0,004 uM *®
ICs0 TXRA = 0,011 pM

Farmakoforik fonksiyonlari belirlemek Uzere yapilan (¢
boyutlu bir ¢calismada dual aktivite i¢in iki hidrojen bagdi akseptér bdlgesi,
bir aromatik halka, bir negatif iyonize olabilen grup ve bir hidrofobik grubun
dnemli oldugu ortaya konulmustur.*®
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2.5 Tiyazol

Yaygin olarak tiyazol olarak adlandinlan heterosiklik
halkanin IUPAC kurallarinca adi 1,3-tiyazoldir. Numaralandiriimasi
asagidaki formiil tizerinde gdsterilmistir.*°

4 N3
Y.
S
1
Tiyazol

Tiyazol kaynama noktasi 118,2 °C olan renksiz bir sividir.
Termal stabilitesi ylksektir, 530 °C’de bozunur. Hidroklorir tuzunun erime
derecesi 138 °C’dir ve su ve birgok solvanda ¢dzundr. Tiyazol:su,
0,28:0,72 mol oraninda azeotrop yapar ve denge sicakhdi 65 °C’dir.
Piridinden daha zayif bazdir, birgok metal tuzuyla kompleks yapar.*®

Tiyazolin elektronik yapisi farkli yontemlerle belirlenmis ve
kOkartin net 1T yUki pozitif, net o yuki bazen pozitif bazen negatif; azotun
toplam net yUki negatif; C-2 atomunun pozitif ancak sifira ¢ok yakin ve
halkanin toplam net 1 yUki negatif olarak hesaplanmigtir. Net o yUkleri
esas alinarak da halka protonlarinin asiditesi Hs < Hs < H, seklinde
siralanmaktadir.*?

Tiyazolin aromatik karakteri tiyofen ve piridin arasindadir.
'H-NMR’da (CDCl3) 8.89 (H2), 7.99 (H4), 7.43 (Hs) ppm’de pik verir. Kiitle
spekirumunda da halkanin aromatik karakterini ifade eden kuvvetli bir
molekler pik verir.*°

Tiyazol tdrevlerinin  reaktivitesi, kuantum  kimyasal
hesaplamalari ile elektrofilik reaksiyonlar i¢in C-2 < C-4 < C-5, nUkleofilik
reaksiyonlar igin C-2 < C-4 < C-5 ve radikalik reaksiyonlar igin C-4 < C-5 <
C-2 seklinde bulunmustur.*

a-Halokarbonil bilegiklerinin  tiyoture ile tepkimesinden
tiyazoli elde eden Hantzsch, bilinen ilk tiyazol sentezini gerceklestiren
arastirmacidir.*
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HyC HyC

o]
NH Z
N 2 Etanol / &\
5 s/ NH, NH,
r

H S

Dogada tiyazolin kendisi bulunmamasina ragmen alkoloid
ve siklopeptit gibi birgok dogal Griinde tiyazol halkasi vardir. Bu Uriinlerden
bazilarinin antifungal ve antibiyotik aktivitesi vardir. Deniz Grlnlerinden
izole edilen tiyazol turevlerinin de antineoplastik ve sitotoksik aktivitesi
saptanmigtir. Ayrica tiyazol ve dihidrotiyazol iceren siklopeptitlerin
sitotoksik aktivitesi bulunmustur. Bu yapilarla iligkili dogal Grinlerin hiicre
bilylimesini gliclii sekilde inhibe ettigi gdsterilmistir.*

Tiyazol iceren en 6énemli dogal Urtn tiamindir (vitamin B1).
Penisilin antibiyotiklerde indirgenmis tiyazol halkasi igerir. Daha birgok
ilacta tiyazol halkasi bulunmaktadir.*’

Tiamin

2.5.1 Tiyazol Halkasinin Genel Sentez Yontemleri

N-viniliminlerin imino grubunun a-karbonuna bagl ve vinil
kismininin B- karbonuna bagli halojen tagiyan turevlerinin kukdrt verici bir
ajanla tiyazol halkasi olusturduklari bildirilmistir.*°

(H5Cg)20P

(H5Ce)20P N / ’i
N \ DMF ClZ

+ NasH ——— S
¢l cl
% 91
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2,5-Disubstitlie-4-klorotiyazol tdrevlerinin N-
(polikloroalkil)imidoil klortrlerin elementel kikuirt ile 200 °C’nin (zerinde
Isitiimasiyla elde edildigi kayithdir.*®

Cl

cl cl
N S, 200 - 220 °C N
cl N\ . ;/ \
cl
o d S
% 91
a-Acilaminoketonlar ve a-acilaminoesterler, fosfor

pentasdlfir gibi kilkiirt verici bilesiklerle tiyazol halkasi kapatirlar.*®

NH N
< > ; ; : : PsSio / \
5 4 170 °C S
% 50

a- Karbonunda halojen bulunan karboksilik asit tirevleri ile
tiyobenzamit, tiyazol-4(5H)-on tiirevlerini vermektedir.*®

NH,

o OC,Hs o
V% T\ N
+ S piridin/toluen, 80 °C \
HC CH, 2 saat HsC s

% 81

a-Haloketonlarin tiyobenzamit ile tepkimesinden de tiyazol
elde edilir. a-bromoketon tepkimeleri a-kloroketona gére daha ylksek
verimle yaradiga bildirilmistir.*?
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©j )\© absoli EtOH / s

Br

% 80

NH,
H3C (@] / H3C
+ S NaOAc, EtOH / N
100 °C \
HaC cl HsC S
% 65
2,4-Diariltiyazollerin, a-tosiloksi-stbstitlieketonlar ve

tiyobenzamitlerden mikrodalga reaktérinde solvansiz ortamda 3-4
dakikada sentezledigi bildirilmigtir.*®

Asidik K- 10 kili, mlkrodalga
;=H,R,=Cl %90
R, R =ClL,R,=OMe %96 S

a-Tiyoagilamino  ketonlardan asit katalizli halkalagsma
reaksiyonu ile tiyazol elde edildigi kayitlidir.*

CH,—NH
/
HC _— >
KD < >
H5C,0  OCyH5

% 50
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2.6 2-Okso-3H-benzoksazol

2.6.1 2-Okso-3H-benzoksazol ile ilgili Genel Bilgiler

2-Okso-3H-benzoksazol, benzen ve  2-oksazolinon
halkalarinin kaynasmasindan olusmus heterosiklik bir bilesiktir. 2-
Benzoksazolinon ve 2(3H)-benzoksazolon olarak da adlandiriimigtir.
Numaralandiriimasi asagida gésterildigi gibidir.>

4 H
5 N3
| e
2
6 o
7 1

2-Okso-3H-benzoksazol erime derecesi 139-140 °C olan
beyaz renkli bir bilesiktir. Sulu ¢dzeltilerinde pH < 5te noniyonize, pH >
11,5'te iyonize halde bulunur.®

2-Okso-3H-benzoksazoliin, 2-okso-3H-benzoksazol ve 2-
hidroksibenzoksazol seklinde iki totomerik formu vardir. Hartley ve
arkadaslari spektral ve kimyasal bulgulara dag/anarak bu totomer dengenin
laktam formu lehine oldugunu bildirmislerdir.®

- — -

2.6.2 2-Okso-3H-benzoksazol Bilesiginin Genel Sentez Yoéntemleri

2-Okso-3H-benzoksazol ilk kez 1876’da Groenvik tarafindan
etil N-o-hidroksifenilkarbamattan hareketle sentezlenmistir.*

H
°  -oH N
B —
t ‘ >_O
OEt
OH 0
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1887 yilinda von Chelmicki, o-aminofenoliin kuvvetli bazik
ortamda fosgenle tepkimesinden 2-okso-3H-benzoksazoll distk verimle
elde etmistir.>* Von Meyer o-aminofenolii piridin icinde fosgenle muamele
ederek % 82 verimle sentezlemistir.>® Close ve arkadaslari ise o-
aminofenol ve fosgenden hareketle, etilasetat icerisinde ve susuz
potasyum asetat varliginda % 90 verimle 2-okso-3H-benzoksazoll elde
etmistir.%®

NH, e} H
o A O
OH cl cl ©

2-Okso-3H-benzoksazol sentezini  o-aminofenol veya
tuzlarinin dre ile tepkimeye sokarak gerceklestiren ilk arastirmaci
Sandmeyer'dir.”’

NH, 0 N
| g >
OH HoN NHe o

2-Okso-3H-benzoksazol, 2-aminobenzoksazolln asit
ortamda®®, 2-klorobenzoksazoliin sulu ortamda® sitiimalariyla elde
edildigi bildirilmistir.

e £ Ol O

Graebe ve Rostovzeff, salisilamitten hareketle Hofmann
tepkimesi sartlarinda olusturulan izosiyanat tlrevi Uzerinden 2-okso-3H-
benzoksazol elde edilebilecegini belirtmislerdir.®
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ONa
CONH, N
@[ NaOCl @5\,? @i \o\
_— — >
o
Cl
OH OH OH

L

Ostaszynski ve arkadaslari, salisilhidroksamik asit ve etil
kloroformat ile Lossen gevrilmesi sonucu 2-okso-3H-benzoksazol elde
etmislerdir.®’

CONH,
CONHOCO,CH,CH
@[ + CICOOCH,CH, KOH / CH,OH 2¥2~s
_—
OH t

OH

H N
N o
0 OH

Curtius tepkimesi sartlarinda, salisilhidrazitten hareketle 2-
okso-3H-benzoksazol hazirlanabilmektedir.*
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CONHNH, | N
N3 Xc
AN
_— . \O
OH OH OH
H
N
=
o]

1996'da Khajavi ve arkadaslari tarafindan 2-okso-3H-
benzoksazolln mikrodalga enerjisiyle 3mL N,N-dimetilasetamit i¢erisinde
0,02 mol 2-aminofenol ve 0,022 mol Ureden hareketle %89 verimle iki
basamak seklinde sentezlendigi belirlenmistir.®® 1. basamakta 210 Watt
enerji 11 dakika uygulanmis, oda sicakhgina kadar sogumasi beklendikten
sonra 2. basamakta 2,5 dakika sureyle 385 Watt enerji verilmistir.

H
NH, ﬁ N
g
O:OH HoN NH, C[O

1. basamak = 210 watt, 1 dk
2. basamak = 385 watt, 2,5 dk

2.6.3 2-Okso-3H-benzoksazoliin Kimyasal Tepkimeleri

2-Okso-3H-benzoksazolln hidroliz ajanlarina karsi dayanikli
oldugu, fakat derisik alkali hidroksit®® ve derisik asit®* ¢ozeltileriyle uzun
sure 1sitilmakla o-aminofenol tirevlerine déntstigu bildirilmistir.

NH—R

R
i, OH, t
veya nétrallestirme
| =0 ——
g H,O", t oH
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2-Okso-3H-benzoksazol ¢ numarali konumundan katim ve
substitisyon tepkimelerine girebilir. Alkil (2-okso-3H-benzoksazol-3-
il)alkanoat tGrevlerinin sentezinde genel olarak kullanilan yéntem, 2-okso-
3H-benzoksazolin sodyum tuzunun olusturulmasi ve daha sonra bu tuzun
haloalkanoik asit esterleri ile uygun ¢6zlicl icerisinde tepkimeye
sokulmasidir.®®

(CH,)nCOOR;
N Na N
CI(CHo)NnCOOR; =
R ‘ —O > R ‘ —0
o) A o)
R =Cl, Br R = H, CHg, C,Hs

(2-Okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoik asit tlrevleri, 2-okso-
3H-benzoksazolin sodyum tuzunun haloalkanoik asit tlrevlerinin sodyum
tuzlar ile tepkimeye sokulmasiyla elde edilebilir.®®

»)NCOONa

(?H)
N\Na CI(CH,)NCOONa N
R ‘ >:0 R ‘ —0
0 o
J Hy0"

((|:H2)nCOOH
N
Y
(0]
(2-Okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoik asit threvleri,

haloalkanoik asit esterleri ve 2-okso-3H-benzoksazolin sodyum tuzunun
tepkimesinden elde edilen (2-okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoik asit
esterlerinin hidrolizinden de elde edilir.?®
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CH )NCOOR,

NNa CI(CH,)NCOOR,
R ‘ >:O >—
o

R=Cl, Br
.
R, = alkil H30 veya

1. OH

2. ndtr

»)nCOOH

{I%

2-Okso-3H-benzoksazoliin  Michael katimi  sartlarinda
akrilonitril ile tepkimesinden 2-okso-3-(2-siyanoetil)-3H-benzoksazol elde
edilir. Bu Grin0n de derisik hidroklorik asit ile isitilmasi 3-(2-okso-3H-
benzoksazol-3-il)propanoik asit elde edilmistir.®’

<|:H20H2CN
CHa=CHON N
> T CHoN
R=Cl,Br J Mot
CH20HZCOOH

-0

2-Okso-3H-benzoksazol, klasik elektrofilik sUbstitlisyon
reaksiyonlarina ilgi gésterir. Friedel Crafts agilleme sartlarinda (PPA iginde
karboksilli asitlerle veya AlICl3/ DMF veya AICIs/CS; iginde asit klorlr ya da
anhidritlerle) 6. konumdan agillenir.%%°

RCOCI veya (RCO,)

H
N
AICl, - DMF
‘ %O }
o veya RCOCH, PPA R
R = alkil yada aril

)
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2-Okso0-3H-benzoksazollin acillenmesi, Friedel-Crafts
acilleme tepkimesinden baska ¢6zlclU ve katalizor olarak polifosforik asit
(PPA) kullanilarak da gerg;ekleg,tirilmektedir.69 PPA polimer bir yapiya
sahiptir, organik maddeler icin iyi bir ¢dzlcudar, aromatik slbstitisyon
tepkimelerine girme egilimi gdéstermez. Akigkanligi az oldugu i¢in 90 °C’nin
altinda gahligilmasi zordur ve tepkime sonrasinda hidrolizi gtgtir. Kullanim
zorluguna neden olan bu Ozelliklerine ragmen PPA acilleme
tepkimelerinde c¢ok tercih edilen bir ¢dztcudar. Alifatik, aromatik ve
arilalifatik karboksilli asitlerle Xapnan acilleme tepkimeleri PPA icerisinde
yliksek verimle yiriimektedir.”

Liacha ve arkadaglari, 1999 yilinda yaptiklari bir ¢calismada
3-metil-2-okso-3H-benzoksazol ve benzoik asitten hareketle, mikrodalga
enerjisini kullanarak 275 Wattta 2,5 dakika sonunda %65 verimle 6-
benzoil-3-metil-2-okso-3H-benzoksazol elde etmislerdir.”’

Hy

Z2—Q

.
C,H,COOH, PPA N
(L e L
5 275 W, 2, 5 dk 5
O

2.6.4 Analjezik ve Antienflamatuvar Etkili 2-Okso-3H-benzoksazol
Yapisindaki Bilesikler

2-Okso-3H-benzoksazolin analjezik etkinlikleri Uzerine
yapilan arastirmalar, Close ve arkadaglar tarafindan sentezlenen (g
numarah konumda alkil, aril, asetil, bes numarali konumda alkil, metoksi
ve 6 numarall konumda alkil ve halojen ile sUbstitle edilmis 2-okso-3H-
benzoksazol turevlerinin aspirine esdegder ya da daha etkin analjezik etkili
oldugunun belirlenmesi ile baslamistir.*®

3-(2-,4-Piridinil)-2-okso-3H-benzoksazol tlrevlerinin analjezik
etkinlikleri aspirinden oldukga yiksek bulunmustur. Antienflamatuvar
etkinlikleri de karagenin ile olusturulan pence 6demi testinde yUksek
bulunmustur.”
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CH,-CH,Ar
Ar = 2-, 4-piridinil
‘ >=0 R, =H, Cl
o

Azot atomu Uzerinde piperazinilalkil ve piperidinilmetil grubu
tagsiyan 2-okso-3H-benzoksazol bilegiklerinin analjezik etkinlik gdsterdigi

bildirilmistir.”
R
N
R, 'L /\:><R3 R,=H,Cl
\CE >:O R, = H, OH
o R, = fenil, benzil

1985 yilinda yapilan bir ¢calismada sentezlenen 6-benzoil-5-
kloro-3-alkil-2-okso-3H-benzoksazol tlrevlerinin  antienflamatuvar ve
antitrombotik etkinlige sahip oldugu belirtiimektedir.”

R
al !
O | %O R = H, alkil
@)
)

6-Benzoil-3-piridiniletil-2-okso-3H-benzoksazol yapisini
iceren bilesiklerin ¢ogunun yuksek analjezik ve antienflamatuvar etki
gosterdigi bildirilmistir. Tlrevlerin hemen hemen hepsi aspirinden daha
yuksek analjezik etkiye sahipken, antienflamatuvar etkileri de
indometasinden 2-3 kat fazla bulunmustur.”

H,C

Ar =2 -, 4 - piridinil
R,=H,Cl
R, =Cl
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Renard ve arkadaglarn, 1980 yilinda 6-agil-2-okso-3H-
benzoksazol tlrevleri yaninda (6-acil-2-okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoik
asit tUrevlerini sentezlemiglerdir. 6-Agil-2-okso-3H-benzoksazol tirevleri
yuksek analjezik etki gosterirken, alkanoik asit tdrevlerinin
antienflamatuvar etkinliginin  ketoprofenden daha ylUksek oldugu
bildirilmistir.®®

R,—COOH

H |
N N
‘ >=O ‘ %O
R, o R, o
) 0]

Ry = CgHs, 2(Cl)CgHy, 4(CH30)CgH,, 2-tiyenil

R, = CH,, CH,CH,, CHCH,

6-Acil-2-okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoik asit tirevlerinden
sonra esterleri de analjezik ve antienflamatuvar aktivite agisindan
degerlendiriimis ve alkanoik asit tlrevlerinin bu asitlerin etil esterlerinden
daha aktif oldugu bildirilmistir.®

Alti numarali konumunda benzoil grubu igeren (2-okso-3H-
benzoksazol-3-il)asetamit ve asetonitril tirevlerinin analjezik etkinliklerinin
oldugu bildirilmistir.”

R, =H, Cl
R, = 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 2-F, 3-F, 4-F
R, = CONH,, CN
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N-(2-piridil)-2-(2-okso-3H-benzoksazol-3-il)asetamit ve N-(1-
pirolidinil)-2-(2-okso-3H-benzoksazol-3-il)asetamit tlrevlerinin aspirine egit
ya da daha kuvvetli analjezik etkinlik gdsterdigi bulunmustur.®"

CH,COR;
R, =H,Cl

‘ >_o R, = fenil
Rz o R, = OH, OCH,, morfolinil, pirolidinil, N- piridinil
(0]

20083 yilinda yapilan bir diger ¢calismada 6-benzoil-(5-kloro-2-
okso-3H-benzoksazol-3-il)propanoik  asitin  ylksek analjezik ve
antienflamatuvar etki gésterdigi belirtilmistir.””

CH,CH,COOH

o [
O \ =
(@)

Cl le}
2005 vyilinda vyayinlanan bir calismada  5-metil-3-
substitlepiperazinometil-2—okso-3H-benzoksazol tlrevlerini sentezlenmis
ve analjezik, antienflamatuvar etkilerini degerlendirmislerdir. Elektron

cekici gruplar ile paradan substitie fenil tlrevleri en iyi aktiviteyi gdsteren
bilesiklerdir.”®

L
\CE >£O R=F, Cl, COCH,
(0]
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2.7 Mikrodalga Sentezleri

2.7.1 Mikrodalga Sentezleri ve Medisinal Kimya

llag endistrisinin en dnemli hizmetlerinden biri de arastirma-
gelistirme verimliligini arttirmaktir. Gelecek on yilda endustri, bircok ilacin
patent siresinin doldugunu gérecektir. Endustri, yarisini strdirmek igin,
ekonomisini  dengeleyecek, hisselerinin  degerini  ve kurulugunun
blylmesini arttiracak stratejilerini strdirme ihtiyaci duyacaktir. Genomiks
ve proteomiks Uzerinde yapilan ¢alismalar, ilag hedeflerinin sayisinda bir
patlama yaratmistir. GinimUz ilag terapisi yaklasik 500 civarinda biyolojik
hedefe dayanirken, 10 yil icerisinde bu hedeflerin sayisi 10000’e ulagabilir.
Farmasotik kuruluslar potansiyel ila¢ adaylarinin  sayisini - arttirmak
amaciyla, proteomiks ve genomiks arastirmalarina hiz vermekte, biyolojik
goruntileme ve kombinatoryal kimya tekniklerine yatirrm yapmaktadirlar.
Ancak, ilac kesfetme sirecinde, lider bilesik optimizasyonunda medisinal
kimyanin darbogazi siirmektedir. istenen biyolojik 6zelliklere sahip molekdl
gelisimi zaman alici ve pahalidir. Bu nedenlerden 6tard, hizli senteze
olanak saglayan teknolojilere ve kimyasal maddenin fonksiyonel
niteliklerini belirleyen gérintuleme tekniklerine ilgi artmaktadir.

Geleneksel sentezlerdeki zorluk, istenen Grind, istenen
verim ve saflikta sentezlemek ve sentez sartlarini optimize edebilmektedir.
Bir sentez esnasinda en az bir ya da daha fazla basamakta isitma
gerektigi icin, reaksiyon kosullarinin oturtulmasi genelde zor ve zaman
alicidir. Kontrolli kosullar altinda mikrodalga destekli isitma ile, ¢arpici
sekilde reaksiyon suresinin glnlerden saatlere, dakikalara, hatta
saniyelere dismesi medisinal kimya ve ilag kesfetme uygulamalari igin
mikrodalga enerjisinin ¢ok degerli bir uygulama oldugunu goéstermistir.
Bircok reaksiyon parametresi, birka¢c saat icinde uygun kimyay! optimize
etmek Uzere degerlendirilebilir ve bu yeni, etkili teknoloji kullanilarak
paralel ya da basamaklar halinde sentezi gerceklestirilebilir. Ayrica,
mikrodalga ile sentez, genel olarak kimyanin geniglemesine, 6zellikle de
biyolojik agidan yararli medisinal kimyanin g7eli§mesine olanak verecek
yeni reaksiyon yollari kesfetme olanagi saglar.”
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2.7.2 Mikrodalga Enerjisi Destekli Organik Sentezler

Tarihge;

Bunsen beklerinin reaksiyon kaplarina uygulanmasi, Robert
Bunsen’in 1855 yilindaki icadi ile sentetik kimyadaki yerini almigti. Bunsen
beklerinin yerini ilerleyen yillarda yag banyolari, mantolu isiticilar ve sicak
tablalar almistir. Gegtigimiz birkag yil igerisinde de bilim ¢evresinde
kimyasal reaksiyonlarin isitiimasi ve ylrutilmesinde mikrodalga enerjisinin
kullanimi populer bir konu olmustur.

Mikrodalga enerjisi, ilk olarak 1940’larda Percy Spencer
tarafindan gida maddelerinin isitilmasi igin kullanildi. 1950’lere kadar
Ozellikle gida-igsleme, kurutma, polimer endustrisi basta olmak Gzere birgok
teknik uygulamada kimya ve diger ilgili endUstrilerde kullanim bulmustur.
llerleyen yillarda analitk kimyadan, biyokimya (protein hidrolizi,
sterilizasyon), patoloji (doku isleme, doku fiksasyonu) ve medikal
tedavilere (diyatermi) kadar varan genis bir alanda kullaniimistir. Sasirtic
sekilde, mikrodalganin organik sentezlere uygulanmasi 1980’lerin
ortalarint  bulmustur. Mikrodalga ile 1sitmanin organik kimyasal
transformasyonlari hizlandirmasinda kullanimina ait ilk calisma 1986
yillinda yayinlanan R. Gedye, R. J. Giguere ve G. Mejetich’e aittir. O
gunlerde ilk denemeler, sicaklik ya da basing¢ kontroli olmaksizin, ev tipi
mikrodalga firinlarda kapali teflon ya da cam kap i¢inde yapilmigtir. Zaman
zaman kapali kap ortaminda kontrolstiz 1sinan organik solvanlar yizinden
siddetli patlamalar meydana gelmistir. 1990’larda bircok arastirma grubu
patlama tehlikesini ortadan kaldirmak i¢in solvansiz mikrodalga kimyasi
Uzerinde durmaya baglamislardir. Burada, reajanlar ya mikrodalga
gecirgen bir madde (silika, alumina, kil) ya da kuvvetli absorblayici
inorganik bir destek (grafit gibi) Gzerine dnceden adsorbe ettirilirler. Kuru
ortamda gerceklestirilen bircok reaksiyon literatiirlere konu olurken,
homojen olmayan i1sitma ve karigtirma, reaksiyon sicakliginin tam olarak
saptanamamasi gibi teknik sorunlar ve bu sorunlardan dolayi
gerceklestiriliemeyen Grin ¢ogaltma ¢ézimsiz kalmistir.

Alternatif olarak, mikrodalga destekli sentezler agik kapta
standart organik solvanlar kullanilarak da gerceklestirilir. Eger solvanlar
aclk kapta atmosferik basingta mikrodalga radyasyonu kullanilarak
Isitilirsa, reaksiyonun ulasabilece@i en ylksek sicakligi solvanin kaynama
noktas! belirler. Yiksek reaksiyon hizlarina ulagmak icgin, acik kap
mikrodalga sentezlerinde kaynama noktasi yiksek ve mikrodalga
enerjisini absorblayan solvanlar kullanilir. Ancak bu nitelikteki solvanlarin
kullanimi, UrGnUn izolasyonu ve solvanin geri kazanimi konusunda sorun
yaratmistir. 1990’larin ortalarinda Christopher R. Strauss’un modern
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mikrodalga reaktérlerinde sicaklik ve basincin goérintilenmesini saglayan
teknigi ile, standart solvanlarla kapali kap mikrodalga sentezi sorun
olmaktan ¢ikmigtir. Kapali kap teknolojisi ile mikrodalga kullanarak hizh
Isitmanin  kombinasyonu mikrodalga destekli organik sentezlerin
gerceklestiriimesinde, laboratuvarlarda siklikla tercih edilen bir ydntem
olacaktir.

1980’lerin sonlari ve 1990’lari da kapsayan zaman igerisinde
bu teknolojinin yavas yukselisinin nedeni, ydntemin kontrol edilebilirligi ve
tekrarlanabilirligindeki yetersizlik ve mikrodalganin dielektrik i1sitmasinin
temellerinin tam kavranamamis olmasindandi. Mikrodalga radyasyonuyla
organik solvanlarin alev alabilme riski ve uygun sicaklk ve basinci kontrol
etme olanagdi veren ileri teknoloji mikrodalga reaktdrlerinin olmamasi temel
kaygilardi. Ancak reaktorlerde yapilan yenilikler ile, zaman, sicaklik ve
basing kontrol edilebiliyor, tekrarlanabilir sentez prosedurleri oturtulabiliyor
ve Urln arttirma gergeklestiriliyor. Mikrodalga enerjisi sadece reaksiyon
suresini kisaltmakla kalmiyor, yan reaksiyonlarin azalmasina, Urln
veriminin artmasina ve yuksek tekrarlanabilirlige de imkan taniyor.
2001°den bu yana, mikrodalga enerjisi destekli organik sentezler ile ilgili
yayinlarda ¢arpici sekilde artis s6z konusudur ve birkag yil igerisinde gogu
kimyaci bu teknolojiyi kullaniyor olacaktir.”

2.7.3 Mikrodalga Teorisi

2.7.3.1 Mikrodalga Radyasyonu

Mikrodalga radyasyonu 0,3-300 GHz frekans araligindaki
elektromanyetik radyasyondur ve bu da 1 cm ile 1 m arasindaki dalga
boyuna kargilik gelir. Bu nedenle, elekiromanyetik spektrumun mikrodalga
bblgesi, IR ve radyo frekanslan arasinda yer alir. 1-25 cm arasindaki
dalga boylar yogun olarak RADAR (Radio Detection and Ranging) icin;
geriye kalan dalga boyu arahgi ise telekominikasyon icin kullanihr.
Mutfaklarda kullanilan mikrodalga firinlari ile kimyasal sentezlerde
kullanilan mikrodalga reaktérlerinin timd, telekomUnikasyonla ve cep
telefonu frekanslar ile etkilesime girmemek icin 2,45 GHZ'lik bir frekansta
calisirlar ve bu da 12,25 cm’lik bir dalga boyuna karsilik gelir. Diger
frekanslarda da kullanilan mikrodalga isitma uygulamalar vardir, fakat
bunlar sentetik kimyada kullanilan reaktérlerde olmamaktadir.®’ Gergekten
de 2,45 GHz'den farkli frekanslarda mikrodalga isitmasi ile gerceklesen
organik sentezlere ait yayin érnekleri cok nadirdir.®’
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Tabloda sunulan veriler

Sekil 8: Elektromanyetik spektrum

karsilastinldiginda, 2,45 GHz

(0,0016 eV)'deki mikrodalga fotonunun enerjisinin, molekiler baglari
kirmak igin ¢ok dusutk oldugu, bu nedenle mikrodalgalarin, ultraviyole ve
elektromanyetik  enerjiyi

g6ranar

aciktir.”®

radyasyonda oldugunun
dogrudan absorblayarak kimyasal

aksine,
reaksiyonlari

indikleyemeyecekleri

Tablo 5: Radyasyon tiplerinin ve bag enerjilerinin karsilastiriimasi *

Radyasyon Tipi Frekans (MHz) Kuantum Enerjisi Bag Tipi Bag Enerijisi (eV)
(eV)

Gama isinlari 3.0x 10" 1.24 x 10° CC tek bag 3.61
X-1sinlari 3.0x 10" 1.24 x10° CC cifte bag 6.35
Ultraviyole 1.0x10° 41 CO tek bag 3.74

Gorandr 11k 6 x 108 25 CO cifte bag 7.71

Infrared Isik 3.0x 10° 0.012 CH bagi 4.28

Mikrodalgalari 2450 0.0016 OH bagi 4.80
Radyofrekanslari 1 40x10° Hidrojen bagi 0.04-0.44
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2.7.3.2 Mikrodalganin Dielektrik Isitmasi

Mikrodalga kimyasi, “mikrodalga dielektrik 1sitma” etkileri
kullanilarak, maddelerin etkin bir sekilde isitiimasina dayanlr.82 Mikrodalga
dielektrik 1sitmasi, belirli maddelerin (6rnegin bir solvan veya reajan)
mikrodalga enerjisini absorblayip, bu enerjiyi 1siya dénustirebilme
yeteneklerine baghdir. Mikrodalgalar, elekirik ve manyetik alan
bilesenlerinden olusan elektromanyetik dalgalardir. Mikrodalga sentezleri
ile ilgili birgok pratik amag i¢in, dalga-madde etkilesimlerinde 6nemi olan,
elektromanyetik alanin elektrik bilesenidir. Fakat bazi érneklerde, manyetik
alan etkilesimleri de (6rnegin gecis metal oksitleri ile) ayrica iligkili
olabilir.”

elalktrik bilegeni
'y £ = elektrik alan

H = manyetik alan
c = 15k hiz
2. = dalga boyu

marnyetil
bilegeni

th

-
-

W%g,.
245 GHz=12.25cm
Sekil 9: Mikrodalganin elektrik ve manyetik alan bilesenleri
Elektromanyetik alanin  elektrik  bileseni, iki ana

mekanizmayla 1sinmaya neden olur: dipolar polarizasyon (kutuplagsma) ve
iyonik iletim. Elektrik alan bileseninin matriks ile etkilesimi, dipolar
polarizasyon mekanizmasi olarak adlandirilir.?®  Mikrodalga ile
Isinlandidinda, 1sI Uretebilen bir madde dipol momente sahip olmalidir.
Mikrodalga frekanslarina maruz birakildidinda, &érnege ait dipoller
uygulanan elektrik alanda siralanirlar. Uygulanan alan dalgalanma
gbsterdiginde (salinim yaptiginda), dipol alan degisen elektrik alana gére
yeniden duzenlenir ve bu esnada, molekdler strtinme ve dielektrik kaybi
yoluyla enerji i1s1 formuna dénlUsir. Bu islem ile dretilen 1sinin miktari,
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matriksin uygulanan alanin frekansi ile kendini dizene sokma yetenegi ile
dogru orantihdir. Eger dipol, uygulanan alan ile yeniden siralanmak icin
yeterli zamana sahip degilse (yUksek frekansl 1sima) ya da cok hizli
siralaniyorsa (dusik frekansh 1sima) i1sinma gergeklesmez. Tum ticari
sistemlerde kullanilan 2,45 GHZ'lik frekans, bu iki u¢ arasinda yer alir ve
molekller dipole, alanda siralanmasi icin yetecek, fakat degisen alani
takip etmesine yetmeyecek kadar zaman verir. Bu nedenle dipol, elektrik
alan ile kendini siralamak icin yeniden dizenlendiginde, alan zaten
degdisecek ve dipol ile alanin yénU arasinda bir faz farki olusacaktir. Bu faz
farki, dipolden molekiler sirtiinme ve carpisma yoluyla enerji kaybina,
dielektrik 1sinmasinda ise artisa neden olur. Ozet olarak, alan enerjisi
ortama transfer edilir; elektrik enerjisi de kinetik veya termal enerjiye ve en
sonunda da isiya doénastrdlar. Isi, polar molekiller arasinda olusan
surtinme kuvveti tarafindan Uretilir. Gazlar mikrodalga 1gimasi altinda
Isitilamazlar ¢lnkl dénls yapan molekuller arasindaki uzaklik ¢ok
fazladir. Benzer bicimde, buz ise mikrodalga gecirgendir, ¢inki su
dipolleri kristal kafes icinde hapsolmustur ve sivi fazdaki gibi rahat hareket
edememektedirler.”

ikinci ana isitma mekanizmasi ise, iyonik iletim
mekanizmasidir.® lyonik iletim boyunca, bir érnekteki ¢dziinmis yikli
parcaciklar (genellikle iyonlar), mikrodalga alaninin etkisi altinda ileri ve
geriye salinirken, komsu molekil veya atomlarla carpisirlar. Bu
carpismalar, sallanma veya harekete neden olarak isi olugtururlar. Bu
nedenle, esit miktarlarda distile su ve musluk suyu tagiyan iki 6rnek,
sirayla sabit radyasyon gicinde mikrodalga isimasiyla isitilirsa, iyonik
iceriginden dolayr musluk suyu 6rneginde daha hizli 1Isinma meydana
gelecektir. Benzer iyonik iletim etkileri, mikrodalga alanda iyonik sivilarin
1sitma davraniglari dikkate alindiginda 6zellikle 6nemlidir. iletkenlik ilkesi,
ISl Uretme  kapasitesi dikkate alindiginda dipolar rotasyon
mekanizmasindan daha kuvvetli bir etkidir.”

Mikrodalga i1sitma sistemi dért temel bélim ile yapiimaktadir,
bunlar glc¢ uygulayici, mikrodalgay! Ureten vakum tlpleri —magnetron
olarak adlandirilir-, hedef malzemenin isitilmasi i¢in aplikatér (6rnegin
firin), jenaratdrden gelen mikrodalgalari aplikatére ileten dalga rehberidir.®
Mikrodalga enerjisi 2,45 GHz i¢in yaklasik %50’lik bir dénisim verimiyle
elektrik enerjisinden elde edilir. Magnetron elektrik enerjisini mikrodalgaya
dénistarar.
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2.7.3.3 Maddelerin Dielektrik Ozellikleri

Belirli bir materyalin (6rnegin bir ¢6zlcl), mikrodalga 1sima
sartlari altindaki 1sinma 6zelligi, o maddenin dielektrik 6zelliklerine
baghdir. Belirli bir maddenin, elektromanyetik enerjiyi verilen frekans ve
sicaklikta 1siya donistirme yetenedi, kayip tanjant, tan & tarafindan

belirlenir. Kayip faktdr(, tan d=¢"/¢’ orani ile ifade edilir. ¢, dielektrik
kaybidir, elektromanyetik radyasyonun isiya dénistmindeki verimin

gostergesidir. € ise dielektrik sabitidir, elektrik alandaki molekiillerin
kutuplanabilirligini tarif eder ve malzemenin mikrodalga enerjisinin
icerisinden gecmesi esnasinda alikoyma yeteneginin bir 6lctisiidir.3*#°
Yiksek tan ol bir reaksiyon ortami, etkili bir absorbsiyon ve sonugta hizli
Isitma igin gereklidir. Su gibi ylksek dielektrik sabiti olan maddeler (25

°C’'deki € =80.4), yilksek tan & degerine sahip olmayabilirler. Aslinda,
etanol daha dusuk dielektrik sabitine sahip olmasina karsin (25 °C’deki

£ =24.3), ylksek kayip tanjant degerinden dolayi, mikrodalga alanda
sudan daha hizli isinir (tan o etanol= 0.941, tan & su= 0.123). Belli bazi
solvanlar igin kayip tanjant degerleri tablo 6’da 6zetlenmistir. Genel olarak
solvanlar yiksek (tan ¢6>0.5), orta (tan ¢ 0.1-0.5), dusiuk (tan 6<0.1)
mikrodalga absorblayici olarak siniflandirilabilirler. Strekli dipol momenti
olmayan karbon tetraklorar, benzen ve dioksan gibi diger solvanlar, az ya
da cok mikrodalga gecirgendir. Su vurgulanmalidir ki, diisik tan & degeri,
belirli bir solvanin mikrodalga i1sitmali reaksiyonlarda kullaniimasina engel
olmaz. Substratlardan veya reajan/katalizérlerden herhangi biri
muhtemelen polar olacagindan, reaksiyon ortaminin toplam dielektrik
Ozellikleri, birgok durumda mikrodalga ile etkili bir isinmaya izin verecekiir.
Ayrica, alkol veya iyonik sivilar gibi polar katkilar, disik absorbsiyon
yapan reaksiyon karisimlarina, ortamin absorbans seviyesini yikseltmek
icin eklenebilir.”

Tablo 6: Cesitli solvanlarin kayip tanjant degerleri (2,45 GHz, 20 2C)

Solvan tan & solvan tan &
Dimetilsulfoksit 0.825 Su 0.123
Metanol 0.659 Asetonitril 0.062
2-Propanol 0.799 Kloroform 0.091
1-Butanol 0.571 Etil asetat 0.059
Asetik asit 0.174 Aseton 0.054
Toluen 0.040 Hekzan 0.020
Etanol 0.941 N,N-Dimetilformamit 0.161
1-Metil-2-pirolidon 0.275 Formik Asit 0.722
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Mikrodalga 1simasinin madde ile etkilesimi, G¢ farkli sireg ile
karakterizedir; emilim, iletim ve yansima. Polar organik solvanlar gibi
yUksek dielektrigi olan maddeler, mikrodalgalari gugli absorbe ederler ve
sonug olarak ortam hizli bir sekilde 1sinir. Non-polar maddeler, mikrodalga
enerjisi ile sadece klcuk etkilesimler gbsterirler ve bu nedenle reaktdrlerin
yap! malzemeleri olarak kullanilabilirler. Cam, plastik, kagit, porselen gibi
materyaller mikrodalga gecirgendir. Metaller ise mikrodalgayi yansitirlar.
Eger mikrodalga 1s1masi, malzeme yUzeyi tarafindan yansitilirsa, sistemde
enerji eslesmesi ya ¢ok az olacaktir ya da hi¢ olmayacaktir. Malzemenin
IsisI ok az yukselecektir. Ylksek iletken metaller icin bu dikkate deger bir
dzelliktir.”

2.7.4 Mikrodalga Etkileri

Mikrodalga destekli kimya (zerine yapilan kapsamli
calismalar ve yayinlar mevcutken ve yuksek frekansl elektromanyetik
radyasyon ve mikrodalga-madde etkilesimlerinin temel prensipleri
anlasilmis olmasina ragmen mikrodalga enerjisinin kimyasal prosesleri
nasil gelistirdigi tam olarak anlasilamamistir. Bu nedenle birgok arastirma
grubu tarafindan mikrodalga etkileri diye anilan bir durumun varhgi
distniimistir.® Bu mikrodalga etkileri, aktivasyon enerjisinde diisiise
neden olan spesifik dalga-madde etkilesimlerinin ya da polar maddelerin
mikrodalga alanda ydnelme etkilerinden &tari  Arrhenius esitliginin
preeksponansiyel faktdrli A'daki artisin sonucu olabilir.%® Diger bir
arastirma grubunun gérisU ise 1sisal olmayan etkilerin varliginin olmadigi
ybnindedir ve tim hiz artiglarini mikrodalga ile saglanan hizli 1sitma ve
yiksek sicakliklara ulasma, mikroskobik ya da makroskobik sicak
noktalarin olusmasi ve reaksiyon karisiminda tek bir bilesenin selekitif
olarak isinmasi gibi nedenlere baglanmaktadir.”

Mikrodalga sentezlerinin ilk kullanimlarindan bu yana
g6zlenen bu hiz artiglarn ve bazen de degisen Urin dagilimlar
mikrodalganin isisal olmayan/ 6zel etkileri seklinde degerlendirilmisti. Bu
fikir klasik 1sitma yéntemleri ya da mikrodalga isitmasi kullanilarak yapilan
bir reaksiyonda sicaklik ayni iken sentez sonuglarinin farkli olmasi gibi
g6zlemler sonucunda ortaya atilmisti. Bu duruma 6rnek tegkil eden bir
tepkime Saufiauni ve arkadaslarinin yiriittigi bir calismadir.®’ Bir seri 1,5-
diazepin-2-on tdrevini, uygun o-arildiamin turevleri ve [B-ketoesterler ile
ksilen icinde reflaks sicakhidinda ev tipi mikrodalga firin kullanarak agik
kapta, 10 dakikada ylksek verimle sentezlemislerdir. Deney klasik 1sitma
yontemleri kullanilarak tekrarlandiginda ayni sicakliga erisiimesine
ragmen reaksiyon yUrimemigtir. Calismanin yayininda yazar, gbzlenen
urin ve verimi agiklamak icin 6zel etkilerin -ki mutlaka 1sisal olmasi
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gerekmez- gerekliligini vurgulamistir. Bu sonuglar 6zel mikrodalga
etkilerine kanit olarak alinabilir. Ancak Gedye ve Wei adli arastirmacilar
ise ayni reaksiyonu klasik 1sitma yéntemleriyle ve mlkrodalga enerjisiyle
isittiklarinda  benzer Griin verimliligini  gdzlemlemislerdir.®’ Literattirler
spesifik/isisal olmayan mikrodalga etkilerinin var ya da yok oldugu
konusunda celiskili durumlara isaret eden 6rneklerle doludur. Bu nedenle
mikrodalga, Uzerinde kapsamli calismalarin yapilmasi gereken dikkate
deger bir calisma alanidir.

—O

Et\ - ksilen, acgik kap
MW /1s1, 10 dk
R

MW : %80-98 (11 6rnek)
A %0 (11 6rnek)

O

Mikrodalga destekli k|myasa| reaksiyonlarda gozlenen hiz
artislari igin mantiksal G yaklasim;"®%

= Termal etkiler (Kinetik)
= Spesifik mikrodalga etkileri

= |sisal olmayan (nontermal) mikrodalga etkileridir.

2.7.4.1 Termal Etkiler (Kinetik)

GUnumUzde birgcok bilim adami, mikrodalga ile yapilan
reaksiyonlarda gbézlenen ani hiz artiglarinin  nedenlerinin  sadece
termal/kinetik etkilere dayandigini disintyor. Orta derecede mikrodalga
absorblayici bir solvan olan 1-metil-2-pirolidon (NMP K.N. 202-204 °C tan
0=0.275 ) mikrodalga ile hizla isitilabilir (mikrodalganin ani isitmasi). NMP
magnetronun maksimum giicii ile 200 °C’ye 40 saniye iginde ¢ikabilir.%°
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Mikrodalga destekli organik sentezlerde son zamanlardaki
bir yaklagim, reaksiyonlari kapali kapta single mode denen ve tek bir
sentezin  gerceklestirilecegi  sekilde dizayn edilmis  mikrodalga
reaktérlerinde yliksek siddette enerjiyle yiriitmektir.®® Bu kapall kap
kosullarinda, disik kaynama noktali ve ylksek mikrodalga absorblayici
polar solvanlar (6rnegin metanol tand= 0.650) hizla kendi kaynama
noktalarini da asan sicakliklara (=100 °C) cikabilirler. Cok ylUksek kayip
tanjant degerine sahip iyonik solvanlar birkac saniye icinde 200 °C’lik
sigramalar yapabilirler.

Arrheniuss esitligini (k= A.e =’ RT) esas alan Mingos ve
Baghurst adh iki arastirmaci, 27 °C’de 68 giinde %90 verimle yirlyen bir
tepkimeyi 227 °C’de 1.61 saniyede ayni verimle gergeklestirmislerdir.®?
Mikrodalga kimyasinda kisa surede c¢ok ylUksek sicakliklara ulagmak
mumkadn oldugu icin, rapor edilen birgok hiz artisinin nedeni termal/ kinetik
etkilere baglanabilir. Herhangi bir spesifik ya da isisal olmayan etkinin
olmadigi durumda, reaksiyon mikrodalga veya klasik isitma ydntemi
kullanilarak, agik kap, reflaks kosullarinda ytratildiginde, ayni reaksiyon
hizina ulasiimistir.?” Termal etki icin vurgulamak gerekirse, Arrhenius
denklemindeki pre-eksponansiyonel faktori (A) ve aktivasyon enerijisi (Ea)
degismezken, sadece sicaklik degismektedir.

Tablo 7: Tipik 1. derece reaksiyon igin sicakhigin zamanla iliskisi (A= 4x10'mol's™,
E.= 100 kj mol™") #

Sicaklik °C Hiz sabiti, k (s™) Zaman (%90 cevrilme)
27 1,55 x 107 68 giin
77 4,76 x 10° 13,4 saat
127 3,49 x 107 11,4 dk
177 9,86 x 107 23,4s
227 1,43 1,61s

2.7.4.2 Ozel (Spesifik) Mikrodalga Etkileri

Mikrodalganin termal/kinetik etkilerinden baska, dielektrik
Isitma mekanizmasinin dogasindan kaynaklanan etkiler de disunalmelidir.
Bu etkiler “6zel mikrodalga etkileri” olarak anilmakta ve konvasiyonel
Isitma yobntemleriyle basarilamayan ya da tekrarlanamayan kimyasal
transformasyonlardaki ivmelenme olarak tanimlanmaktadir. Mikrodalga
Isitmasi uygulanacak sivinin kaynama noktasi, mikrodalga ile isitmada
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kargl karslya kalinan temel sorunlardan birisidir. Mikrodalga ve klasik
Isitma kosullarinda gaz fazina gecisin entalpisinin ayni oldugu birgok
arastirmaci tarafindan goésterilmigtir. Bu ¢alismalar ile ayrica, ara ylzeyde
sivi ve buhar fazin sicakhginin yani sira, buharlagsma oraninin da giddetli
sekilde deney kosullarina bagh oldugu goésterilmigtir. 1992 yilinda
Baghurst ve Mingos, mikrodalga ile 1sitilan sivilarin atmosferik basinctaki
denge kaynama noktalarindan yilksekte kaynadigini gdstermislerdir.*°
Bircok solvan icin, bu stper 1sinma sicakliklari klasik kaynama noktalarini
40 °C’nin de izerinde agabilir.’’ Bu durum, mikrodalga enerijisinin solvanin
tamamina yayilabilmesindendir. Termal enerjinin asirisini kaybetmenin
baslica yolu kaynama iledir. Mikrodalga 1sitmali sistemde bu sadece sivi-
gaz araylzeyinde gb6zlenirken, klasik 1sitmada cam kabin yiizeyinde oyuk,
cizik vb kisimlarda olur.*® Mikrodalga uygulanmasiyla kaynayan solvanin
sicakligl; solvanin fiziksel 6zellikleri, reaktdér geometrisi, kitle akisi, 1si
akisi, elektrik alan dagilimi gibi birgok faktére baglidir. Ancak siper 1sitma
kaynama tasi ya da karistirma ile engellenebilir.’’ Sekil 10’da etanoliin
aclk kap mikrodalga 1sitmasi grafiklendirilmistir. Baslangicta sicaklik AB
boyunca yukselir, etonoliin kaynama noktasini (78 °C) asar, C noktasina
ulastiktan sonra gaz/sivi araylzeyinde kaynamaya baslar. D noktasinda
bir platoya ulasir ve bu sicaklikta (+ 1 °C) saatlerce kalabilir. E noktasinda
reaksiyon kabina bir kaynama tasi ilavesiyle sicaklik normal kaynama
noktasina déner (FG). Onemli bir nokta da, sUper isinma sicaklig
civarinda, homojen organik reaksiyonlarin  kinetiginin  Arrhenius
davranisindan pozitife saptigidir.’’ Béylece, normalde sadece basing
altinda mumkin olabilecek 10 — 100 kat hizli reaksiyon hizlarina
ulasilabilir.

90



1001 o® D T~ 88°C =
90 T o c“3‘cu:><:~c)00c:@oo':>r:noooooooo oooooooooo. F i
80 T— e — — — — — — —_————— — — — — —‘30000000000.
70+ , B
60 T
50T
401 °
30
27
1071

TR ot [ [ O, AR SR RN R (OICPL U RN AN ot Ll i R
Olllllllrvlll 1 } : {

0 100 200 300 400 500 600

Zaman (s)

KN.=78°C

~ Sicaklk (°C)

Sekil 10: Etanoliin acik kap mikrodalga isitmasi *'

Atmosferik basing altindaki super 1sitma, duvar etkileri
denilen bir konu ile yakindan iligkilidir. Mikrodalga isitmasinda ener;ji
sivinin igine yayildigi igin duvar ylzeyi genelde 1sinmaz. Bu nedenle,
reaktdr duvarinin i¢ yuzeyinin sicakligi, sivinin sicakhgindan dasiktdr.
Klasik bir yag banyosu isitmasinda sicakliga duyarli reajanlar 6rnegin
katalizorler sicak reaktor yuzeyinden 6turl dekompoze olabilirler (Duvar
etkisi). Bu etkinin ortadan kaldiriimasi katalizoriin émrinde artisa ve
dolayisiyla konvensiyonel isitmaya gére daha ylksek verime neden olur.

Mikrodalganin dielektrik 1sitmasinin  karakteristiklerinden
birisi de kutlesel isitmadir, yani tim reaksiyon karigimini hizli ve ani
Isitmasidir (volumetrik 1sinma). Bu etkinin %osterildigi bir tepkime 6rnegi,
(irenin siyanurik asite dekompozisyonudur.®* Siyanurik asit trenin 250 °C
civarina 1sitiimasi tepkimesiyle elde edilir. Klasik 1sitma kosullarinda
reaksiyon ¢ok yavas ve verim yan urin cesitliliginden 6ttri disdktor.
Bunun nedeni, siyanurik asitin isindik¢ga reaktor duvarini kaplayan bir
katlya déndsmesi ve reaksiyon karigiminin geri kalanina isi transferini
engelleyen yalitkan bir kabuk olusturmasidir (Siyanurik asit 300 °C’de
erimeksizin dekompoze olur). Yag banyosu duzeneginde duvar
sicakhgimnin artmasi kismi dekompozisyon ile sonuglanir ve siyanurik asit
veriminde énemli bir gelisme olmaz. Buna karsilik volumetrik mikrodalga
Isitmasi ile, %83 gibi ylksek verimle iki dakikada Ure ya da bilre yan
dranleri olusmaksizin siyanurik asit elde edilir.
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Spesifik mikrodalga etkilerinin - muhtemel en &nemli
sonuglarindan birisi de zayif polar reaksiyon ortaminda gugli mikrodalga
absorblayici katalizér ya da reajanlarin selektif 1sinmasidir. Selektif
Isinma, birden fazla bilesen igeren reaksiyon ortaminda, bir reajanin
mikrodalga enerjisi ile eslesip sec¢imli olarak 1sinmasidir. Mikrodalgayi
absorblamayan nonpolar maddeler dogrudan Isinmazlar, Isinan
maddelerden isI transferi ile 1sinirlar. Mikrodalga gecirgen bir solvan iginde
polar reajanlardan olusan reaksiyon karigsimi gibi sivi-sivi karigimlarindan
olusan homojen sistemlerde gecgerli olmak Uzere, mikrodalga enerjisinin
mikrodalga absorblayici solvan ya da reajanlar ile spesifik etkilesimleriyle
“‘molekiler radyatérler” in olustugu (mikroskobik sicak noktalar) bazi
calismacilarin kurguladigi bir teoridir. Bu molekdler radyatérlerin varligini
deneysel olarak ispatlamak zordur. Diger yandan, biyUk bir molekdlin
polar fonksiyonel gruplarini secimli olarak aktive etmek mumkin degildir.
Bu polar gruplarn iceren molekillerin mikrodalga dielektrik 1sitmasi,
reaksiyon hizinda artigla sonuclanabilir. Fakat dielektrik 1sitma prosesi, bu
polar gruplardan komsu molekillere hizla enerji transferini icerir ve
enerjinin moleklln bir kisminda depolamasi mimkiin degildir.”

Kati-sivi heterojen karnigimlarin —6rnegin Paladyum/ kémur
(Pd/C) katalizériini iceren organik solvan karisimi- mikrodalga destekli
tranformasyonlari organik ve medisinal kimyacilarin sik calistiklan
reaksiyon ortamlarindan birisidir. Katalizér mikrodalgay!r gugli sekilde
absorbe ettigi icin, 6zellikle de dislk tan 6 degerine sahip bir solvan
secildiyse, katalizér ylzeyininin sicakhdi reaksiyon karigiminin toplamda
sicakligindan 6nemli Olclide ylksek olur. Kati-sivi karigimlarda secici
Isitma ile ilgili bir calisma asagida goérulmektedir. Primer ve sekonder
alkoller krom dioksit (CrO,) ile mikrodalga kosularinda oksitlenmigtir.
Yalniz CrO2'in iki dk slre ile mikrodalga maruziyeti sonucunda ylzey
sicakligr 360 °C’ye ulasirken, zayif mikrodalga absorblayici toluen iginde
suspande edildiginde reaksiyon sicakligi 140 °C’de kalmistir. Dikkat ¢ceken
bir nokta da, kati maddenin sicakliginin toluenin kaynama noktasini
asmasina ragmen, reaksiyon kabinda kaynamanin gézlenmemesidir.*?
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Bu sonuclar, heterojen sistemlerde mikrodalga destekli
organik sentezlerde selektif 1sitma etkilerinin var olduguna dair agik
kanitlardir. Ancak su da vurgulanmalidir ki, IR pirometresi ile kabin dis
ylzeyinden, fiber-optik prop ile icerden sicakligin tespiti, sadece solvanin
ortalama sicakligini verir; kati reajanin ylzeyindeki reaksiyon sicakligini
dogru sekilde vermez.

Sivi-sivi sistemlerdeki selektif isitma, Strauss ve arkadaslari
tarafindan iki faz su/kloroform sisteminde bir Hofmann eliminasyon
tepkimesi Uizerinde calisiimistir.®* Asagida su/kloroform karisiminin selektif
dielektrik 1sitmasi goésterilmistir. Solvanlarin farkli dielektrik ézelliklerinden
6tdrd, sulu ve organik fazin sicakhgi sirasiyla 110 °C ve 55°C 6lgulmustar.
Bu sicaklik farklihgi trinin dekompozisyonunu engellemistir.

0
Su, 110 °C
N Meg 1~
HsCo—O
-NH*Me, I~
0
CHCl3, 55 °C
_CH,
HsC,—O
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2.7.4.3 Mikrodalga Isisal olmayan (Nontermal) Eikileri

Isisal olmayan mikrodalga etkileri,  mikrodalganin
termal/kinetik ya da Ozel etkileri ile agiklanamayan, kimyasal
transformasyonlardaki ivmelenmesi olarak tanimlanabilir. Ozlinde cogu
nontermal etki, reaksiyon ortaminda elektrik alan ile 6zel bazi molekdllerin
etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Dipolar molekullerin  ydnelmesini
etkileyen elektrik alanin varhdr ve bu nedenle Arrhenius esitligindeki
preeksponansiyel faktdéri A’nin ve aktivasyon enerjisinin degisimi gibi
konularin Gzerinde durulmustur. Ayrica benzer bir etki, polaritenin temel
halden yuUksek enerjili gecis basamagina gecerken arttigi ve bunun
sonucunda aktivasyon enerjisinin azalip reaktivitenin arttigi  polar
reaksiyon ~mekanizmalarinda da g06zlenebilir. Birgcok arastirmaci
mikrodalga ile yUruttlen reaksiyonlarin sonuglarini agiklamak icin bu ve
benzeri gérisleri kullanmistir.®® Loupy ve arkadaslarinin yGrittiga bir
calismada bu nokta lzerinde durulmustur.®® ki geri déniisimsiiz Diels-
Alder siklokatim tepkimesi karsilastiriimis ve birinci tepkimede klasik ve
mikrodalga 1sitmali sartlarda gergeklestirildiginde Urin ve selektivite
acisindan fark bulunmamistir. Siklokatimin detayli hesaplamalari ortaya
konuldugunda tepkimenin es zamanl oldugu ve gecis basamagina
yukselirken yUk artisinin  olmadigi bir mekanizma ile yGradugu
saptanmigtir. Diger yandan, ikinci tepkimede Urin veriminde &6nemli
derecede farkhlik gdézlenmistir. Bu tepkimenin gecis basamaginin
geometrisi ve dipol momenti hesaplandiginda, temel halden gecis
basamagina geciste 6nemli o6lcide yUk artigi oldugu goéralmustar.
Calismacilar bu deneysel sonuclari, polar molekdiller ile elektrik alanin
etkilesimlerinden kaynaklanan isisal olmayan mikrodalga etkilesimlerine
delil niteliginde gérmlgler ve bu durumun gegis basamaginin
stabilizasyonuna ve dolayisiyla aktivasyon enerjisinde azalmaya neden
oldugu sonucuna varmislardir.*®
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Mikrodalga 1sitmali reaksiyon 6&rneklerinin pek cogunda,
klasik 1sitma yo6ntemleri ile Kkarsilastirildiginda regioselektivite,
kemoselektivite ve stereoselektivitede degisim goérllmustir. Loupy ve
arkadaslarr  2,2’,4’-trikloroasetofenon  ile  1,2,4-triazolin  selektif
alkilasyonunda solvanin etkisini arastirmislardir (Tablo 8).%

ATOCH,C, cl
N N N—N NE
(e o - D0 1Y - 0
H le) N T N
CHCOAr CH,COAr CH,COAr
Ar = 2’,4’-C|-CGH3 N1 N4 N1,4
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Tablo 8: Mikrodalga destekli sentezlerde solvan etkisi. Radyasyon kosullari

20 dk, 140 °C

Solvan Isitma Cevrilme % N1/ N/ Njq?
Pentanol MW 90 95/5/0

A 90 95/5/0
DMF MW 90 95/5/0

A 90 95/5/0
o-ksilen MW 82 100/0/0

A 95 32/28/40
Solvansiz MW 92 100/0/0

A 100 32/27/27

2 GC ve 'H-NMR ile belirlenmistir

Polar solvanlar ile (DMF, pentanol) isitma ydnteminin bir
etkisi olmadigi gézlenirken, nonpolar olan ksilende regioselektivite dnemli
derecede etkilenmistir. Reaksiyon mikrodalga ile isitildiginda hem ksilen
ile hem de solvansiz oldugu sartlarda regioselektif hale gelmistir.%

Isisal olmayan ya da 6zel mikrodalga etkileri ile iligkili son
zamanlardaki bir yaklagim da, reaksiyon karisimini mikrodalga ile 1sitirken
es zamanli olarak dig ylizeyden sogutmadir. Bunu saglamak icin kabin dis
yUzeyi basingh hava ile sogutulur. Bu sayede, reaksiyona ylksek seviyede
mikrodalga radyasyonu dogrudan uygulanirken, devamli olarak latent
sicakhgin uzaklastiriimasi ile sicakhgin asilmasi engellenir. Arastirmacilar
tarafindan tartisilan bir konu da, mikrodalga enerjisinin numuneye
transferinin, molekdlin kinetik gevsemesinin (bosaliminin) meydana
gelisinden daha hizli olmasi ve bu nedenle reaksiyonda denge kosullarinin
saglanamamasidir. Buna gére, ne kadar siddetli mikrodalga uygulanirsa, o
kadar yiiksek ani sicaklik elde edilecektir.”

Es zamanli sogutmanin uygulanmasina dair yayimlanmig
calismalar nadirdir. Asagida gorilen 6rnekte, calismacilar dig sogutma
varken ve yokken mikrodalga isitmasi ile ydritilen kondensasyon
tepkimesinin  sonuglarini  karsilastirmiglardir.  Birinci basamakta dis
sogutma yapilmaksizin sabit 100 Watt radyasyon uygulanmis (6lgllen
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sicakllk 150 °C) ve 0riin elde edilememistir. ikinci basamakta ise
mikrodalga ile es zamanli olarak dis sogutma yapilmis (6lctlen sicaklik
100 °C) ve (riin %69 verimle elde edilmistir.®”

CN

/O
cl susuz N
+ Mikrodalga, 100W, 1 dk d

i J CaCO,/H,0

. o Mikrodalga, 60 W, 2 dk
sogutma sogutma

yokken varken

1. basamak Tmax 150 °C 100 °C
2. basamak Tmax 195 °C 180 °C % NH
O

Mikrodalga sentezlerinde ilginc diger bir konu da Ley ve
arkadaslari tarafindan ortaya konmustur. Birgok érnekle ayni sire kesintili
olarak mikrodalga radasyonunun, devamli uygulanan mikrodalgaya gére
daha yuksek verim ile sonuclandigini bulmuslardir. Asagdida gorulen
Claisen rearanjmaninda 220 °C’de 15er dakikallk UG¢ mikrodalga
uygulamasi (aralikli sogutma ile), 45 dakikalik strekli isitmaya gére daha
yi verimle yuramustar (bmimPF6=1-bUtil-3-metilimidazolium
hekzaflorofosfat).®

O CH
< j@\ bmim PF;, toluen Oji:(\/ s
CH i Y <
o O/\/ > Mikrodalga, 220 °C, 3 x 15 dk o on
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MW (220 °C) Verim %

3x 15dk 97
30 dk devamli 78
45 dk devamli 86

24+2+2+1+1+15+15+15 85

Mikrodalga etkileri, halen acikliga kavusmamig ve celigkili
noktalariyla dikkate deger bir tartisma konusudur. Bilim dinyasi,
mikrodalga etkilerinin reaksiyondaki roline dair ortak bir fikre
varamamistir.”®
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2.8 COX Enzimleri inhibisyonunun In Vitro Analizi

Nonsteroidal antienflamatuvar ilaglarin COX-1 ve COX-2
inhibitér aktivitelerini tayin etmek igin birgok in vitro analiz ydntemi
gelistirilmistir. inhibitér aktiviteleri, ICso degeri (aktiviteyi %50 oraninda
inhibe eden konsantrasyon) seklinde; selektiviteleri ise COX-1 ve COX-2
icin 1Cso degerlerinin orani seklinde ifade edilir. 1Csy COX-1/ICs9 COX-2
orani arttikca selektivite COX-2 lehine artar, oran distikce ise COX-1
selektivitesi artar. Burada 6nemli olan, oranin ancak COX-1 ve COX-2 igin
doz-cevap egrileri paralel iken hesaplanacagidir. Ancak bu pratikte her
zaman miimkiin degildir.®® Ayrica, doz - cevap egrisi paralel dahi olsa,
egrinin egimine bagl olarak, selektivite oranlarn ayniyken, farkli biyolojik
degerlendirmelere sahip olabilir. Dik egime sahip olanlar, yatay egime
sahip olanlara gére COX-1 ve COX-2 inhibisyonu arasinda daha iyi ayirim
saglar (Sekil 11B, 11D). Bu nedenle, COX-2/COX-1 orani sadece tahmini
bir fikir vermesi agisindan kullanilir ve in vivo analizler icin COX-1 ve
COX-2 inhibisyon seviyesini tahmin etmede yetersiz bir veridir. Sekil 11’de
A COX-1 ve COX-2 inhibisyonu igin doz—cevap edgrisidir. Egrinin lineer
kismi ICsy degerlerini hesaplamak i¢in kullanilir(B). Selektivite oraninin
hesaplanmasi igin egriler paralel olmalidir (B ve C’yi karsilastiriniz).
Selektivite oranlart COX-1 1Csy degerinin  COX-2 1Cso degerlerine
bdlimyle elde edilir (B ya da D).'®
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Sekil 11: COX-1 ve COX-2 inhibisyonu i¢cin doz—cevap egrisi

Tam hlcrede insan rekombinant enzimi ya da insan tam kan
deneyi kullanilarak elde edilen analiz sonuglarina gére, NSAI nonselektif,
tercihen COX-2 inhibitér ya da COX-2 selektif inhibitér olarak

siniflandirilabilir.

2.8.1 COX Inhibitdér Etki Tayini icin In vitro Test Sistemleri

NSAiI'nin COX-2 selektivitelerini arastirmak Uzere cesitli in
vitro analizler gelistirilmistir. Kullanilan test sistemlerini cesitlendiren
deneysel kosullardaki farklilasmadir (Tablo 9).° Kullanilan enzimin
kaynag! (insan ya da hayvan), enzimin hazirlanma sekli (saflastiriimis
enzime karsi dogal, rekombinant enzime kargi tam hulcre), arasidonik
asitin kaynagi ve konsantasyonu (endojen ya da eksojen), kullanilan hiicre
cesidi (intakt normal hlcre, hiicre hatlar, transfekte hicreler), kullanilan
COX-2 indUkleyicisi ajan (lipopolisakkarit, interel6kin-1, forbol miristat
asetat ve bagka sitokinler), analiz edilen maddenin COX-2 indukleyicisi ile
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ve aragidonik asit ile inklbasyon siresi, ortamin protein konsantrasyonu
gibi etmenlerdeki farkliliklar analiz tirlerini cesitlendirmektedir.%

Tablo 9: NSAI’nin COX-1 ve COX-2 inhibitér aktivitelerini degerlendirmekte
kullanilan in vitro analizler

COX-1

COX-2

Kog¢ seminal kesesi

Koyun plasentasi

Sigir aort endotel hiicreleri

LPS ile uyariimig fare makrofajlar

insan yikanmis plateletleri

IL-1 ile uyaniimig sigan mesangiyal
hicreleri

Uyariimamis domuz makofajlari

LPS ile uyariimig fare makrofajlar

Fare rekombinant enzimi

Fare rekombinant enzimi

insan hiicre
lemfoma hucreleri)

hatlari(histiositik

insan hiicre hatlari (osteokarsoma
hicre hatti 143.98.2)

insan rekombinant enzimi:
saflastiriimig/mikrozomal/homojenize
edilmis/ tam hlcre

insan rekombinant enzimi:
saflastiriimig/mikrozomal/homojeni
ze edilmig/ tam hlcre

insan gastrik mukosa parcalari

LPS ile uyariimig insan monositleri

izole insan plateletleri

LPS ile uyariimig insan monositleri

Pihtilagsmig insan tam kani

LPS ile uyarilmis insan tam kani
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Koc seminal kesesi / koyun plasentasi:

Seminal kese, prostaglandin sentezinin gergeklestigi yer
olmasi yodnuayle tarihsel 6neme sahiptir. Bu modelin baslica dezavantaji
secilen ortamin insan degil hayvan kaynakli olmasi ve tam hicre yerine
saflastinlmis hdcrelerin - kullaniimasidir.  Analizin  yapildigi  organlar
NSAI'nin antienflamatuvar etkileri ve yan etkileri icin hedef organlar
degildir. Ayrica, COX-2'nin koyun plasentasinda inhibisyonu, 6zellikle
ilacla inkibasyon slresi ve arasidonik asit konsantrasyonu gibi faktorler
bakimindan deneysel kosullara ylksek oranda baglidir. Bu deneysel
farkliliklar 1Cso degerlerinde ve selektivite oranlarinda énemli &lglide
farkhiliklara neden olabilir. Buna ragmen, bu test sistemi NS-398,
meloksikam, nimesulid, flosulid gibi selekitif 9ya da tercihli COX-2
inhibitérlerin analizinde basarili sonuglar vermistir.*®

Sigir aortik endotel hiicreleri / LPS- uyariilmis fare makrofajlari:

Bu modelin avantaji, ilag ve arasidonik asit ile hem COX-1
hem de COX-2 icin inkilbasyon siresinin ayni olmasidir. inkiilbasyon
surelerinin esitligi COX-2 inhibisyonu zamana bagimli oldugu igin 6zellikle
o6nemlidir. Basglica olumsuz yani ise, insan hucreleri degil hayvan
hicrelerinin  kullaniimasidir. Buna ragmen, bu modelden elde edilen
degerler ile insan hdcrelerinin  kullanildigi  analizlerin ~ degerleri
karsilastirildiginda birka¢ farkli sonu¢ disinda paralel sonuglar elde
edilmistir. Ancak bu modelde oksikamlarin COX-1 (izerine olan etkileri
oldugundan fazla bulunmustur.®

Mitchell ve arkadaslari gergeklestirdikleri bir in vitro analiz ile
sigir aortik endotel hicrelerinin baskin olarak COX-1, endotoksin ile
uyariimis fare makrofajlarinin ise baskin olarak COX-2 icerdigini
gostermisler ve bu hicreleri (i¢ farkli sekilde kullanarak NSAi'nin COX-1
ve COX-2 inhibitdr aktivitelerini arastirmiglardir. Calismay! intakt htcre,
parcalanmis hicre ve saflastirlmis enzim preparatlari (koyun seminal
kesesini COX-1 kaynag! olarak, koyun plasentasini COX-2 kaynag!
olarak) kullanarak planlamiglardir. Bu G¢ farkli ortam arasinda hem
hayvanlar hem de insanlar igin biyolojik aktivite ile en uyumlu olanin intakt
hicrelerle  mUmkin oldugu ve saflastirimis enzimlerle c¢alismanin
antienflamatuvar  aktivitenin  degerlendiriimesinde sadece tarama
calismalarinda kullanilabilecek mantikli bir baslangi¢ noktasi olabilecedi
sonucuna varmislardir.’’
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Yikanmis insan plateletleri / IL-1 ile uyariimis sican mesangiyal hiicreleri:

insan plateletlerinin sadece COX-1 eksprese ettigi bircok
calisma ile gOsterilmisti. COX-2 de bdbreklerde makrofaj benzeri
fonksiyonlari olan mesangiyal hiicrelerde IL-18 ile uyarilabilir. insan
plateletleri ve IL-1 ile uyarilmis sican mesangiyal hucreleri flosulidin
COX-2 selektivitesinin analizinde kullanilmigtir. Bu modelin baslica
sakincasi iki farkh tdre ait htcrelerin kullaniimasidir. Ayrica bu test sistemi
ile diklofenak icin COX-2/COX-1 oraninin 0,07 bulunmasi COX-2'ye,
COX-1’e nazaran daha duyarl olduguna isarettir.*

Uyarilmamis / LPS ile uyariimis domuz makrofajlari:

Uyariimamig domuz makrofajlari COX-1 igin, LPS ile
uyarilmig domuz makrofajlari ise COX-2 aktivitesi icin kullanilimistir. iki
aktivite icin de ayni kokenli intakt hicrelerin kullaniimasi ve esit
inkUbasyon surelerinin olmasi sonuglarin gavenilirligi agisindan olumlu bir
dzelliktir, ancak sonug olarak hiicreler insan degil hayvan hiicresidir.*

Fare rekombinant enzimleri:

Bu modelde COX-1 ve COX-2 igin ayni sentez ve saliveriime
sistemleri ve esit inklbasyon sureleri uygulanir. Transfekte hicrelerde
COX-2 temel olarak eksprese edildigi icin, bir indUksiyon fazina gerek
yoktur. Bu ydntemdeki olumsuzluklar ise insan yerine fare rekombinant
enzimlerinin kullaniimasi ve ilacin hlcreye penetrasyonu ve dagiliminin
g6z Onlne alinamamasidir. Ayrica bu model farkh laboratuvarlarda
uygulandiginda, protein konsantrasyonunda genis bir heterojenlik s6z
konusudur. Bu da NSAI gibi plazma proteinlerine yilksek oranda baglanan
molekdller igin kritik bir durumdur.

Genel olarak ele alindiginda, rekombinant fare enzimleri ile
yapilan analiz sonuglar uyumlu gézilkmektedir. Standart NSAi COX-1
Uzerinde daha akitiftir, nimesulid COX-2 U(zeride biraz daha etkin
bulunmustur, NS-398 ve SC-58125 agikga COX-2 selektiftir, tek sipheye
disUren sonug¢ nabumetonun aktif metaboliti olan 6-metoksinaftilasetik asit
(6-MNA) icin bulunmustur; COX-2 selektif etkili bulunan bu madde igin
ayni sonug diger analiz sistemleri ile dogrulanmamistir.?®
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insan hiicre hatlari:

Histiositik lenfoma hucreleri U-937 ve megakaryositik hiicre
hattt DAMI COX-1 aktivitesi icin, osteosarkoma hiicre hatti 143.98.2 ve
monositik hiicre hatti Mono Mac 6 COX-2 aktivitesi igin kullaniimistir. Bu
modelde insan tam htcreleri kullaniimaktadir. Fakat 6élumsuzlestiriimis
hicrelerin kullaniimasi ilag penetrasyonu ve dagihmi gibi birgok konuda
normal hlcrelere gére farkl sonuclar dogurabilir. Bu test modeli COX-1’e
kiyasla COX-2'ye daha duyarhdir.%

insan rekombinant enzimleri:

insan rekombinant enzimleriyle yapilan analizlerde, insan
enzimlerinin kullaniimasi ve COX-1 ve COX-2 igin ayni sentez ve
saliveriime sistemlerinin  uygulanmasi yéntemin olumlu &zelligidir.
Dezavantaj olarak soéylenebilecek iki husus da, dogal enzimlerin degil
rekombinant enzimlerin kullaniimasi ve COX-2'nin indiklenmemesi,
yapisal olarak senezlenmesi ve saliveriimesidir. ilave olarak, gen sentezi
ve saliveriimesiu icin kullanilan hiicrelerin  NSAi’'nin antienflamatuvar
advers etkilerini hedef alan hiicreler olmamasi, normal hicrelerden farkl
niteliklere sahip hicre hatlar olmasi da eklenebilir. Bunlara ragmen
uygulanabilirligi yiksek bir analizdir ve bu analiz ile farkli laboratuvarlardan
edinilen sonuglar birbiriyle uyumludur.'®

insan gastrik mukoza parcalari / LPS-uyariimis insan monositleri:

insan gastrik mukoza parcalari ve LPS ile uyariimis insan
|6kositleri sirasiyla COX-1 ve COX-2 aktiviteleri icin kullaniimistir. Bu
modelde inkUbasyon sireleri COX-1 (30 dk) ve COX-2 (24 saat) igin
farkhdir. Buna bagl olarak, o6n-ilaglarin COX-2 inhibitér aktiviteleri,
oldugundan daha yiksek ¢ikma egilimindedir. Ek olarak, |6kosit testlerinde
protein olmadigi igin, test bilesikleri oldugundan daha aktif COX-2
inhibitérd  bulunur.  Test  bilesikleri mUimkin olan en dislk
konsantrasyonlarda kullanildiginda dahi %70 COX-2 inhibitér aktivite
bulundugu icgin, saglikli bir COX-2 1Csy degeri hesaplanamamistir. Bu
model NSAI'nin terap6tik ve temel yan etkileri icin hedef hiicreler ile
analizleri kombine ederek yeni in vitro modellerin gelisiminde farkli
yonelimlere yol agmaktadir.*
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izole insan plateletleri / LPS-uyarilmis insan monositleri:

Bu analizde normal insan hacreleri kullanilir. Ancak ortamda
bir protein olmadigi igin ilag-protein baglanmasi ihmal edilmis olur. COX-1
icin plateletleri, COX-2 igin LPS ile uyarnimis monositleri kullanan tam kan
modeli ile izole hlcreden elde edilen sonuglar karsilastinldiginda tam
kanin plazma icermesi gibi énemli bir Ustinlugine bagh olarak ¢ok farkli
sonuglar elde edilmistir. Ortamda proteinin olmadigi izole hicrelerde
calisildiginda tim NSAi'nin COX-2 aktivitesi COX-1’e kiyasla daha ylksek
ctkmistir. Indometasin yilksek COX-2 selektif, diklofenak da standart
selektif COX-2 inhibit6ri olan flosulid ve NS-398'den daha selektif COX-2
inhibitér bulunmustur.®®

Laufer ve arkadaglart insan kanindan izole edilmis
mononikleer hiicreleri kullanarak cesitli NSAI'nin COX-1 ve COX-2
inhibitér aktivitelerini arastirmislardir. Bu hiicreler 18 saati asan sirelerde
LPS ile inklibe edilmis ve COX-2 sentezi ve saliveriimesini gstermek igin
RT-PCR kullanarak (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)
COX-2 mRNA olusumuna bakmiglardir ve COX-2 proteininin varhgini
goérmek icin de Western blot kullanmislardir. COX-1 aktivitesi icin ise
izolasyon ve saflastirma islemlerinin ardindan insan plateletleri kullaniimig
ve COX-1 stimllasyonu icin 10 uM kalsiyum iyonofor A23187 ilave edilmis
ve uygun bir immUn analiz ile aktivite élctlmuagstir. Bu calismada hem
COX-1 hem de COX-2 aktivitesine ayni kaynakh hicrelerde bakilmis, bu
sayede farkli turlerle galismanin getirdigi olumsuzluklardan kaginiimistir.
Ayrica elde edilen sonuclar, yiksek tekrarlanabilirlige sahip ve in vivo
biyolojik aktivite sonuglari ile de uyumludur.'®

insan tam kan analizi:

Bu modelde pihtilasmis tam kan COX-1 aktivitesi ve LPS ile
indiklenmis tam kan COX-2 aktivitesi igin kullanilir. Calismaya gbre
deneysel kosullar gesitlilik gosterir. COX-1 i¢cin en dnemli farkliliklar, tam
kan ilag ile inkube edilebilir / edilmeyebilir ve pihtilagsma kendiliginden ya
da bir uyaranla yapilabilir. COX-2 i¢in, LPS’nin farkli konsantrasyonlari
kullanilir ve ilag/LPS ile inklbasyon siresi 5-24 saat arasinda cesitlilik
gbsterir. Ayrica, aspirinin geriye kalan COX-1 aktivitesini bloke etmek igin
eklendigi calismalar da mevcuttur.”®

_ insan tam kan deneyinin birgok avantaji vardir; éncelikle tam
kan NSAI'nin antienflamatuvar etkileri igin monositleri, yan etkileri igin de
plateletleri igerir. Ikincisi, plazma proteinleri tam kanda mevcut oldugu igin
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NSAi’nin__ in vivo etkilesimlerini incelemek icin daha iyi bir temsili ortam
saglar. Uglncusl, her iki aktivite analizi i¢in kullanilacak tam kan ayni
gonilliiden/hastadan, ayni anda alinir. Bir digeri de, analiz énceden NSAI
almis gonulliden/hastadan alinan kanla yaplldlglnda (ex vivo), in vivo ve
in vitro bulgularin karsilastirlmasina imkan verir.

Dezavantaj olarak degerlendirilebilecek iki husus da,
COX-2’nin indiklenmesi gerektigi icin COX-1 ve COX-2’nin inkibasyon
surelerinin farklilasmasi ve monosit ve plateletlere gére NSAI'nin yararli ve
zararl etkilerini tespit etmede daha iyi bir temsili ortami saglayacak gastrik
mukoza hicreleri ve sinoviyositlerin kullaniimamasidir.

Brideau ve arkadaslarinin yGrittiga bir ¢calismada, LPS ile
stimile edilmis tam kandan PGE,, kendi haline pihtilagsmaya birakiimig
tam kandan da TxB, seviyesi sirasiyla COX-2 ve COX-1 aktivitesini
degerlendirmek izere dlgiilmistir.'® Deneyin yapilisinda COX-1 igin tam
kan antikoagllan igcermeyen tlplere alinir ve pihtilagsmaya terk edildigi
zaman olusan pthti yumagindan sari renkli sivi ayrilir. Buna gére COX-1
aktivitesi i¢cin serumla calisiimis olur. COX-2 aktivitesi arastirilirken ise
plazma ile galisilir; tam kan heparinize tuplere alinir, bdylece pihtilasmasi
engellenmis kandan santifGjle ayrilan sivi plazmadir ve basta fibrinojen
olmak Uzere pihtilagsmada etkin proteinleri igerir.

Yapilan analizde COX-2 bazal kosullar altinda tam kanda
tespit edilememigtir ve bu nedenle aktivite ¢calismasinin yapilabilmesi igin
indiklenmelidir. Hazirhk niteligindeki 6n calismalarda en uygun LPS
konsantrasyonu 100 pg/mL olarak belirlemislerdir. Daha duisik
konsantrasyonlardaki LPS daha az miktarda PGEyyi indiklemis ve bu
durumda da COX inhibitérlerinin etkilerini ¢ahsmak icin uygun
konsantrasyon saglanmamistir (Sekil 12). Sekilde ayni zamanda LPS’nin
zamana bagli cevabi da goriilmektedir. ilging sekilde LPS (100 pg/mL) ya
da PBS (phosphate buffered saline) ile inklibe edilen plazmadaki serbest
arasidonik asit miktari 2-12 saat sonrasinda ihmli bir artis géstermistir. 24
saatlik inkibasyon sonunda serbest arasidonik asitteki artis on kati
bulmustur. LPS’ye cevap olarak dretilen PGEx'nin zamanla degisimi
aragidonik asit ile benzerdir. PBS hicbir zaman PGE, Uretiminde artig
meydana getirmemistir. Bu durumda 6rnekler icindeki serbest arasidonik
asitin PGE2’ye cevrildigi dusuntlmastir. Karsilastirmak agisindan, PBS ile
muamele gérmls tam kanda ylUksek miktarlarda serbest arasidonik asit
mevcutken, PGE, seviyesinde hicbir sekilde artis olmamistir. LPS ile
inklbasyon COX-1'de de artisa neden olmamaktadir. Bu durumda PGE:
uretimi baskin olarak COX-2 izoformuna baglanabilir. Bu da neden COX-2
aktivitesi icin tam kanda PGEZ'nin él¢ildigini agiklar.'®
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PGE, Aragidonik asit
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Sekil 12: insan tam kaninda LPS (100 pg/mL) inkiibasyonunu takiben PGE, ve
serbert arasidonat saliminin zamanla degisimi.

COX-1 aktivitesinin incelendigi tam kan ile test bilesiklerinin
inklbasyon sdresi icin 1 saat uygun bulunmustur. Clnki TxB. seviyesi
koagulasyonun birinci saatinde platoya ulasmaktadir, bu da test
bilegioglerinin platelet COX-1'i ile etkilesmesi igin yeterli bir stredir (Sekil
13).
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Sekil 13: Koagiilasyonu takiben insan tam kaninda TxB, iretimi.
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Ayni caligmada ex vivo tam kan deneyi ile 25 mg'lk
indometasin dozunun saglikh génullilerdeki in vitro COX-2 etkinligi
izlenmis ve bu sonuglar in vivo COX-2 aktivitesi ile karsilagtiriimistir. ilacin
verilisinden 1,5 saat sonra plazmada indometasin dozu 3,3 uM olarak
tespit edilmistir ve bu dozla ex vivo analiz ile %87 PGE: inhibisyonu
Olcilirken, ayni doz ile in vitro COX-2 inhibisyonu %90 bulunmustur. Bu
calisma icin bu sonuglar, in vitro ve ex vivo sonuglarin birbiriyle uyumlu ve
paralel oldugu seklinde yorumlanabilir.

2.8.1.1 ideal Bir In vitro Analizin Tasimasi Gereken Nitelikler

v Analiz tam hiicrelerde bulunan dogal enzimler ile yapiimahdir.

v NSAI'nin antienflamatuvar etki ve yan etkilerinin hedefledigi
hucreler kullaniimalidir.

v' COX-2 enzimi kendiliginden salinmamali, bunun vyerine
indUklenerek olusturulmalidir. Bu sekilde enflamasyon silreci taklit
edilmis olur.

v Prostaglandin sentezi eksojen olarak eklenen arasidonik asit yerine,
endojen depolardan salinan arasidonik asitin ¢evrilmesinden
Olctimelidir.

v Ortamin protein konsantrasyonu ilag—protein etkilesimlerini géz ardi
etmemek icin plazma protein konsantrasyonunu taklit edecek
diizeyde olmalidir.®'®

2.8.1.2 Uyqgun Analizin Secimi

Kullanilacak test sistemini secgerken, yalnizca ideal bir
analizin tasimasi gereken nitelikleri disinmek yeterli degildir; analiz
uygulanabilirlik, tekrarlanabilirlik gibi pratik ydnlerden de duistntlmelidir.
Bu durum neden COX-1 i¢in insan gastrik mukoza dokusu, COX-2 icin de
IL-1 ile stimdle edilmis insan sinoviyal dokusu gibi ideal test sistemlerinin
rutin kullanimlar igin valide edilemedigini agiklamaktadir.
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Analiz seciminde, calismanin amacinin saptanmasi da
O6nemlidir. Eger amag, ilag¢ ve enzim aktif sahasi arasindaki iligkiyi
molekiler dizeyde incelemekse, saflastiriimis enzimlerin kullanildidi bir
yontem tercih edilmelidir. Tarama ya da yapi-aktivite iligskileri calismalan
icin, insan hiicre hatlari (COX-1 ya da COX-2’yi yapisal olarak eksprese
eden) ya da insan rekombinant enzimleri uygundur. Eger amag, selektif
COX-2 inhibisyonunun klinik uygunlugunu belirlemekse, tam hicrelerde
insan rekombinant enzimleri ve insan tam kan modelleri kullanilir.®'%

2.8.2 COX Enziminin inhibisyonunun Tayininde Kullanilan immiinolojik
Teknikler

imminolojik teknikler, antijen-antikor etkilesmesine dayanan
analiz yontemleridir. Bu yéntemlerde bilinen bir antijen oldugunda 6rnek
materyal icerisinde 6zgul antikor veya bilinen bir antikor oldugunda 6rnek
materyal icerisinde 6zgul antijen saptanabilir. Ayrica O6rnek materyal
icerisindeki 6zgul antijen veya antikor miktarlari niceliksel testlerle
hesaplanabilir.

2.8.2.1 Immin Analizlere Giris

immiin analiz, dlglebilir bir sonug olusturmak yoluyla antikor
ya da antijen komplekslerini kullanan bir testtir. Antijen ve antikor
bulusunca meydana gelen antikor:antijen kompleksi, “immun-kompleks”
olarak da bilinir.'**

2.8.2.1.1 Antikor- Antijen Kavramlari

Organizmaya girdiginde, kendisine karsi bir bagisik yanit
olusmasina yol agan ve bu cevap sonucunda olugan Uriin ile 6zgul olarak
birlesebilen maddelere antijen denir. Antijenler "Ag" seklinde gdsterilirler.
immiinojen sdzcligil de antijen ile es anlamli olarak kullanilir. Antijen
molekUll yUzeyinde bulunan ve 6zgul antikoru ile birlesmeyi saglayan
kimyasal uglara epitop denir.'®

Imminglobulinler (antikorlar), olusmalarina neden olan
antijenlerle 6zgul olarak birlesebilme, reaksiyonlara yol agabilme
dzelliginde olan glikoprotein yapisinda molekllerdir. imminglobulinler
total plazma proteinlerinin % 20’sini olustururlar.’®
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Bir Ig molekilt elektron mikroskobunda incelendiginde Y

harfi seklinde go6ralir. Y’nin her iki kisa kolunun ucunda olmak Uzere
birbirinin ayni iki antijen baglama bdlgesi (ABB) bulunur (Sekil 14).

-

s Fab bdlgesi: Antijlen badlama
bélgesini icenr.
< Antikorlar arasinda
farklilk gdsterir

> Fe
Fec bélgesi: Bir antikor sinifiigin

dedismez olan kisimdir.

Sekil 14: Antikor yapisi ve fonksiyonel kisimlari '*

2.8.2.1.2 Antikor- Antijen Birlesmesinin Ozellikleri

> Antijen - antikor birlesmesi 6zgulddr. Bir antijen, sadece olusumuna

neden oldugu antikor ile birlesebilir. Ozgiilliik nedeniyle antijen veya
antikordan biri mevcutken, digerini arastirmak, tanimak ve
saptamak mumkin olabilir.

» Antijen - antikor birlesmesi, antijen ylzeyindeki epitop ile antikorun

Fab kismindaki degisken bdlge (V bdlgesi) arasinda olur.

Ag - Ab birlesmesi kimyasal bir olaydir. Ancak bu birlesmede ¢ok
kuvvetli olmayan, digstk enerjili baglar rol oynar ve olay geri
donebilir 6zelliktedir.

Bir antijende ¢ok sayida epitop bulundugu icin bu epitoplar, baska
antijenlerin epitoplariyla benzesebilir ve bu durumda bir antijen igin
olusmus antikorlar bagka antijenin epitoplariyla da baglanabilir
(Capraz Reaksiyon). Ancak, bu baglanma &6zgul antijen ile oldugu
kadar kuvvetli bir baglanma degildir.'%
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2.8.2.1.3 Poliklonal ve Monoklonal Antikorlar

Ticari olarak bulunan enzim setlerinde mevcut olan antikor
reajanlari, poliklonal ya da monoklonal antikorlardan hazirlanir. Poliklonal
antiserum (istenen antikorlari igeren kandan ayrilan) 6zellikle koyun, kegi
ve fare gibi hayvanlardan Uretilir. Hayvanlar bu antiserumu, anijene maruz
birakildiklarinda bir savunma mekanizmasi olarak Uretirler. Antiserum,
farkli ABB’lerini taniyan antikorlar karigimidir.'®

Multivalan ant!jen Paoliklonal Antikorlar Antikor - Antijen
kompleksi Kompleksi

Sekil 15: Poliklonal antikorlarin ¢coklu antijen spesifiteleri

Monoklonal antikorlar, multivalan bir antijen Gzerindeki tek bir
epitopa ylksek selektivite gdbstermeleriyle poliklonal antikorlardan
farkhlasirlar. Tek tip bir hicre hattindan, hibridoma teknolojisini ve fare
miyeloma hiicre hatlarini kullanarak dretilirler.'®
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Multivalan Antijen Monoklonal Antikor Antiker - Antijen
Kompleksi

Sekil 16: Monoklonal antikorlarin tek tip spesifiteleri

Fare istenen antijen ile imminize edildikten sonra antikor
Ureten B hicreleri dalagindan izole edilir ve B hicreler bir miyeloma hicre
hattiyla flizyona sokulur. iki hiicrenin flizyonu sonucunda 6limstiiz, stirekli
cogalma yetenegdinde olan hibrit hlicreler olusur. Bu sekilde tek bir antijen
epitopunu taniyan cok sayida antikor elde edilmis olur.'”’
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- % HKanserli plaz-

Antikor tire-
ma hiicreleri

ten plazma
hiicreleri

Hiicreler i
hibritlegmek iizere
flzyon edilir.

Hibridoma hiicreleri
kiiltiircle biiyiitiiliir,

ﬂzgijn hilari-
doma hiicreleri |
kKlonlamir.

Klonlar, istenen antikor

igin test edilir.
istenen

antikorlar kiiltiir

Hilirit hiicre-
leri fare iginde edilir ve
canl kalir. dondurulur.

Monoklonal antikorlar saflagtinhir, rI'A*

Sekil 17: Monoklonal antikorlarin eldesi
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2.8.2.2 Immiin Analizlerin Cesitleri

immiin analizler, dért kategoride incelenebilir; kompetitif,
nonkompetitif, homojen ve heterojen immiin analizler.'®*

Tom immUn analizlerde, antikor ya da antijen olusum
miktarini dlgcebilmek igin isaretli materyal kullamimi gerekir. isaretli reajan,
analizin bir asamasinda kullanilan ve kan:reajan solusyonunda o6lgulebilir
bir sinyal olusturan molekuldir. Bu isaretli molekdl radyoaktif bir madde
(RIA: Radio Immun Assay), floresan bir madde (FPIA:Fluorescence
Polarization Immun Assay), kemiluminesan bir madde (CLIA:
ChemiLuminescent Immun Assay), substratinin ilavesiyle renk degisimi,
ISIk emisyonu gibi sinyaller verecek bir enzim (EIA: Enzyme Immun Assay)
olabilir. Isaret antikor ya da antijen Uzerine konabilir. immin analiz
teknolojisinde bagli antijen-antikor kompleksini isaretli serbest reajandan
ayirmak igin farkli ydntemler kullanilir.'%

2.8.2.2.1 Kompetitif Immin Analizler

Kompetitif uygulamada, test edilen numune igindeki
isaretlenmemis analitin (cogunlukla antijen), isaretli antijen ile yarisma
yetenegi Olgulir. Isaretlenmemis antijen, antikorlarin ABB’lerini isgal
ederek isaretli antijenin baglanma yetenegini bloke eder. Kompetitif immun
analizlerde olcllen isaretli antijen miktarinin az olmasi test érneginde
isaretlenmemis antijenin daha c¢ok oldugu anlamina gelir, yani bu
basamakta olusan Orinidn miktarn, test &rnegindeki  antijenin
konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Tek basamakta uygulanan kompetitif analizde, hem igaretli
antijen (Ag*) hem de numune icindeki analit sinirli antikor icin yarisir.

Ab-Ag Ab-Ag*

%+GD+*GD—>GE%+*GD%

Sekil 18: Tek basamakl kompetitif immiin analiz
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iki basamakta uygulanan kompetitif analizde, antijen
konsantrasyonuna kiyasla reaksiyon solusyonunda antikor
konsantrasyonunun asirisi vardir. Antikor reajani, ilk asamada ilgilenilen
antijeni iceren numune ile inkiibe edilir, ardindan ikinci basamakta isaretli
antijen eklenir. Bu sekilde iki basamakli uygulama, analizin hassasiyetini
katlarca kez artirir.'%

1. basamak
Ab (aginsi) Ab-Ag Ab
>==>= + GD *G% + S
2. basamak

Ab-Ag Ab-Ag*
L +>— +*<:D »d%wﬂ%

Sekil 19: iki basamakli kompetitif immiin analiz

2.8.2.2.2 Non-Kompetitif Immin Analizler (Sandvic yontemi)

Nonkompetitif analiz en ylUksek dizeyde hassasiyet ve
6zgullik saglayan yoéntemdir. Sandvi¢ ybntemi olarak da anilir, ¢lnku
analit iki antikor reajani arasinda baglidir.

Analitle sandvig
formu olugturan
iki antikor

Sekil 20: Nonkompetitif (sandvig¢) analiz
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Bu ybntem de, kompetitif analizde oldugu gibi tek ya da iki
basamakta uygulanabilir. iki basamakli uygulamada sandvi¢ formunu
ayiracak ve kalan baglanmamig isaretsiz reajanlan ve diger maddeleri
uzaklastirmayi saglayacak bir yikama basamagi vardir.

Nonkompetitif analizde, kompetitif immuUn analizin tersine
isaretli analitin miktari (genellikle antikor), 6rnek igindeki antijen miktari ile
dogru orantihdir. Clnkl bilinmeyen 6érnek icerisinde antijen yok ise, isaretli
antikor antijene baglanamayacaktir.'®

2.8.2.2.3 Homojen ve Heterojen Immiin Analizler

Baglh Ab-Ag* kompleksini ayrimak icin fazladan bir
basamaga ihtiyac duyan ydntem heterojen immin analiz olarak bilinir.
Homojen immun analizde Ab—Ag* kompleksini serbest Ag*’den ayirmak
gerekmedigi icin uygulamasi daha kolay ve hizlidir.

Reaksiyon
kiiveti
Antikor )
Kati faz H ien Metot
; omojen Meto
reajani Ab- Ag Kompleksinin
(]-Ab) ] Ab Olglimii
Numune > ; T
(Ag) Ag Heterojen Metot ]-Ab-Ag-Ab* kompleksinin
ayrilmasi ve yikanmasi
| o %55—*/
Isaretli £
antikor e

(Ab*)
Reajan _/ U

Sekil 21: Homojen ve heterojen immiin analizler

&

Antijen-antikor kompleksini kantitatif olarak 6lgmenin ¢ok
cesitli yollari vardir;'%
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1- Radyo immiinanaliz

2- Enzim immuinanaliz

3- Fluoresans immiinanaliz

4- Kemiliiminesans immi{inanaliz

5- Biyoliiminesans immiinanaliz

6- Nefelometrik ve Tlrbidimetrik immuinanaliz

7- Aglutinasyon

8- Turbidimetri ve Nefelometri

9-Western Blotting

Bu yoOntemler arasinda en yaygin kullanilanlarindan biri
enzim immun analizin (EIA) bir cesidi olan ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay)’dir.

ELISA’'nin

111

gbsterilmigtir.

110

baslica dort

avantajl

ELISA

| Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Uygulamal bilimlerde
kullanihr.

Gok yonli
kullanima uygun

Reajanlannin birgok
sistemde farkh
kombinasyonlarda
kullamilmasi miimkiin

Kati faza
dayanikh tutunma

Yikama hasamad ile

al s ve hagl
materyalin aynm kolay

Cok gozli tabla
kullanilir.

Set uygulamasi
kolay

Sekil 22: ELISA’nin avantajlari

| MNedenELISA?

Sekil 22

Kati faz heterojen
analiz

Enzim katalizli sinyal
gliglendirme

Tani igin uygun
aralikta hassas
sohug

Gozle
okunabilir

Uzerinde

kullanilabilir.

Cesitli spektrofotometreler

Yeri saklanabilir.

istatistiksel analiz
yapilabilir.
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2.8.2.3 Immiin Analizler Arasindan: ELISA

ELISA ybntemi, &zgul antijen-antikor baglanmasinin
antikorlara alkalen fosfataz veya yabanturpu peroksidazi gibi bir enzim
baglanmasi ve bu enzim substratinin renkli Grlnlere dénUstlrilmesi
suretiyle gbsterilmesi esasina dayali immunokimyasal 6lgim teknigidir.

ELISA ydnteminde 6zgll antikor kullanilarak &rnekteki
antijenin miktari, 6zgul antijen kullanarak &rnekteki antikorun miktar
Olgulebilir.

ELISA; peptit, protein, antikor ve hormonlarin kalitatif ve
kantitatif tayini igin geligtiriimistir.

ELISA uygulamasi 96 kuyucuklu polistiren plastik tablalarda
yapilir. Antijen/antikor bu tabakaya immobilize edilmistir. Bu, analizde
baglanmis materyal ile baglanmamiglari birbirinden ayirmayi saglayan ve
analizi kolaylastiran baslica faktérdlr. Ardindan isaretleme hangi enzim ile
yapilmigsa onun substrati olan bir maddenin ilavesi ile saptanabilir bir Grin
meydana getirilir. Tespitin guvenilirligini saglayan en 6nemli etken de,
ylksek dzgilliige sahip antijen-antikor etkilesimidir.''

Olgiilebilir bir 0riin yaratacak enzim primer antikora
dogrudan bagl olabilir ya da primer antikoru taniyacak sekonder antikoru
taniyabilir. Ayrica enzim, primer antikor biotin ile isaretliyse streptavidin
gibi bir proteine de baglanabilir. Bu analiz igin en ¢ok kullanilan enzimler
yabanturpu peroksidazi ve alkalin fosfatazdir. B- galaktozidaz, asetil
kolinesteraz, katalaz gibi diger baska enzimler de kullaniimaktadir, ancak
sinirli substrat seceneklerinden dolayr yaygin kabul gdérmemiglerdir.
Yabanturpu peroksidazi ve alkalin fosfatazin ELISA’da isaret olarak
tercinen kullaniimasi substrat cesitliliginden ve meydana gelen &lgulebilir
maddenin  spekirofotometre, florometre, luminometre gibi bir¢cok
enstriimanla tayin edilebilmesinden ileri gelmektedir."'?
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ELISA'nin temelini olusturan dért ana yéntem vardir;' "

1- Dogrudan ELISA
2- Dolayll ELISA
3- Sandvi¢ ELISA
4- Kompetitif ELISA

Ancak uygulamada bu ydntemler birbirleriyle kombine halde
kullanilir, érnedin kompetitif dolayli, kompetitif sandvi¢, dogrudan sandvig
kompetitif, dolayh sandvi¢ kompetitif gibi.

2.8.2.3.1 Dogrudan ELISA

Dogrudan ELISA’da, plastik tabla hedef antijen ile
kaplanmigtir ve isaretli antikorun ilavesiyle olusan baglanma miktari
Olgllebilir. Bu yéntemde sekonder antikorun kullaniimamasi islemi bir
basamak azalttigi icin gérece daha hizlidir ve sekonder antikorun antijen
iceren numunedeki komponentlerle c¢apraz-reaksiyon vermesine dair
potansiyel problemler de s6z konusu degildir.'"-''3

Dogrudan ELISA’da kullanilan her bir antikorun isaretlenmesi
gerekliligi, bu yéntemi zaman alici ve yuksek maliyetli bir yéntem yapar.
Ayrica her antikor da isaretlenmeye uygun olmayabilir. Sekonder antikorun
kullanilmasiyla mumkin olan sinyal ylUkseltmesi de bu ydntem igin
mamkan degildir.''113

Yontem, basamaklar halinde asagidaki sekilde uygulanir;
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a) Antijen plastik tabladaki her bir kuyucuga dayanikli sekilde adsorbe
ettirilir. Bir sUre inkibasyonun sonunda baglanmayan proteinler
yikama ile uzaklastirilir (Sekil 23).

Tampon iginde proteinik Baglanmayan antijenlerin Antijen kapl tabla
antijenlerin eklenmesi uzaklagtiriimasi

@@ e®
X B 08

Sekil 23: Dogrudan ELISA’nin uygulanisinda a basamagi

b) Enzimle kovalent baglanmis antikorlar (konjugat olarak bahsedilir),
inert proteinler ve antikorun plastik kuyucuklara non-spesifik
baglanmalarini  engelleyecek bir solusyon icinde eklenir.
inkilbasyonun ardindan baglanmayan konjugatlar yikama ile
uzaklastirilir (Sekil 24).

Enzim igaretli Baglanmayan konjugatin Kati faz Gzerinde Antijen / konjugat
antikorlarin ilavesi uzaklagtinimasi {antikor”) kompleksi

& Y ‘I

%A-J .
5

£ by

Sekil 24: Dogrudan ELISA’nin uygulanisinda b basamagi

P
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c) Substrat ve kromojen, boya c¢oézeltisi icinde eklenir. Enzim ile
substrati bir renk reaksiyonu verir. Reaksiyon durdurulur ve
spektrofotometrede siddeti dlculir (Sekil 25).

Substrat ve kromojenin ilavesi
inkiibasyon Zamanla renklenme olur.

Sekil 25: Dogrudan ELISA’nin uygulaniginda ¢ basamag

2.8.2.3.2 Dolayl ELISA

Dolayli ELISA isaretlenmemis primer antikorlarla birlikte
isaretli sekonder antikorlari kullanir. isaretli sekonder antikor elde edildigi
tirdeki tim antikorlari taniyabildigi igin (6rnegin anti-fare), genis cesitlilikte
primer antikor ile kulanilabilir (6rnegin, tim fare monoklonal
antikorlarr)."""113

Sekonder antikor kullanimi ilave bir basamak demek oldugu
icin, sinyalde yukselme ve analiz hassaslidinda artis demektir.

Dolayli ELISA basamak basamak sekil 26'daki gibi
uygulanir;
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a) Antijen inkiibasyonla kat| faza adsorbe
ettirilir.

b) Antikorlar ilave edilir ve inkilbasyon
sonunda kati faza adorbe edilmis
antijen ile spesifik olarak baglanir.

Arta kalan ya da bafjlanmayanlar yikama
ile uzaklagtinihr.

¢) Primer antikotlari taniyacak enzimle
isaretli sekonder antikorlar ilave edilir,
Sekonder antikor, primer antikorlarnin elde
edildigi tilre kars) tretilmislerdir.

d) Konjugatin asinsi belli sire
inkiibasyonun ardindan yikama ile
uzaklastirilir.

e) Substrat / kromofor ilave edilir ve
enzim reaksiyonu sonucu renk olusur.
Reaksivon durdurulur ve renk siddeti
spektrofotometre ile okunur.

Sekil 26: Dolayli ELISA’nin uygulamasi
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2.8.2.3.3 Sandvic ELISA

Sandvi¢ ELISA, hizli ve hassas 6l¢ciime imkan saglayan bir
yontemdir. Eger saflastinimis antijen standardi varsa, bilinmeyen numune
icindeki antijen miktari tam olarak O&lgulebilir. Sandvig ELISA’da ayni
antijen Uzerinde cakismayacak iki antijene ihtiya¢ vardir. Bunun igin ya
antikorun iki farkli epitopunu taniyacak iki monoklonal antikor ya da bir
grup afinite-saflastiriimig poliklonal antikor kullanilir.

Bu analizde bir antikor (yakalayici antikor), tablanin tababina
adsorbe ettirilir. ilave edilen numune igindeki antijen tabandaki antikor ile
kompleks yapar. Baglanmayanlar yikama ile uzaklastirildiktan sonra,
isaretli ikinci antikor (tayin antikoru) eklenir. Matrikse baglanan isaretli
ikinci antikorun miktar kolorimetrik bir substrat kullanilarak él¢alar.

Yontemin ana avantaji, Ol¢llecek antijenin analizde
kullaniimadan 6nce saflagtirlmasinin  gerekmemesi ve analizin
6zgulliginin  yiksek olmasidir. Dezavantaji ise, her antikorun
kullanilamamasidir. Sadece egslesmis ciftler halinde olan monoklonal
antikorlar kullanilabilir, bu antikorlar ayni antikor Gzerinde farkh kisimlari
tanidiklari icin birbirlerine engel olmazlar.'"
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Sandvic ELISA

—
LL\_\_\- =S %
E g
Buyucuk 1. antikorla Ardi jar 2. antikor ekenir,
kaplarr, eklanir.
‘ﬁ‘% [ et
- - . -
= |
| e
L Auntijen (o) — Dilisyordar

Kompetitif ELISA

- —h@—i

Standart ve Grneler  Enzim igzretli antijen Subsrsd eklenir.
ekdenir, eklemir, Poziif

Sekil 27: Kompetitif ve sandvi¢ ELISA

2.8.2.3.4 Kompetitif ELISA

Eslesmis ciftler halinde olan antikorlarin kullanimi hedef i¢gin
uygun degilse kompetitif ELISA kullanilabilir. Kompetitif ELISA’da
saflastinlmamis primer antikorlar kullanilabilir ve analiz pek c¢ok farkl
konfiglrasyonda yapilabilir.

Kompetitif ELISA’da, bir reajan yabanturpu peroksidazi gibi
bir enzimle konjuge edilir. Enzim immulnojene ya da primer antikora
baglanabilir. Ancak bircok uygulamada antijen isaretlenmistir. isaretli
olmayan antijen ile isaretli antijen primer antikora baglanmak icin yarigirlar.

isaretli olmayan saflastinlmig primer antikor tablanin
tabanina kaplanir. Bu primer antikor isaretlenmemis standartla ve
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bilinmeyen numune (antijen igeriyor) ile inklbe edilir. Reaksiyon dengeye
geldikten sonra enzimle konjuge edilmis imminojen ilave edilir. Bu
konjugat, primer antikorlarin isaretlenmemis immunojen ile igsgal edilmeyen
kisimlarina baglanir. Bu nedenle, érnek ya da standarita ne kadar ¢ok
immadnojen varsa, konjuge imminojenin baglanan miktari o kadar disik
olacaktir. Tablaya substratin ilavesinini ardindan olusan renk siddeti
Olguldr.

Kompetitif ELISA’da ters orantili bir grafik elde edilir. CUnku
O6rnek ya da standart icindeki antijen miktari ne kadar fazla ise, renk
degisim miktari o dlglide azdir."""*
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kimyasal Calismalar

3.1.1 Materyal ve Yéntem

3.1.1.1 Kimyasal Bilesikler

Yapilan sentez c¢alismalarinda baslangi¢c maddesi olarak 2-
aminofenol (Merck), Ure (Merck), 2-bromoasetik asit (Merck), tiyobenzamit
(Lancaster), 2-klorobenzamit (Aldrich), 2-florobenzamit (Aldrich), 4-
klorobenzamit (Aldrich), 4-florobenzamit (Aldrich), 4-metoksitiyobenzamit
(Aldrich), fosforpentasuilfir (Merck), etil bromoasetat (Acros), metalik
sodyum (Merck) kullaniimigtir.

Spektral analizler igin  potasyum bromir (Merck),
dimetilstlfoksit-dg (Aldrich), tetrametil silan(TMS) (Merck); ince tabaka
kromatografisi icin ise Silikajel 60 Fos4 (Merck, Kat. No: 5554) hazir plaklar
kullantimistir.

3.1.1.2 Yontem

3.1.1.2.1 2-Okso-3H-benzoksazol

43,652 gr (0,4 mol) 2-aminofenol ve 48,05 gr (0,8 mol) Ure
500 ml’lik balona konuldu ve icine weflon magnet atildiktan sonra
Milestone Microsynth mikrodalga organik sentez reaktdriine yerlestirildi.
Balon icerigi 400 watt enerji verilerek 5 dakikalik sireg icinde 140 °C’ye
getirildi ve sicaklik 10 dakika boyunca sabit tutuldu. Stire sonunda balon
icerigi buzlu suya doékuldi ve ¢okelek stzulerek alindi. Verim 46,18 grdir
(%85,5). Bilesigin erime noktasi 140 °C’dir.®?

3.1.1.2.2 6-(2-Bromoasetil)-2-okso-3H-benzoksazol

13,5 gr (0,1 mol) 2-okso-3H-benzoksazol ve 16,68 gr (0,12
mol) bromosetik asit 250 mL’lik bir balona alindi ve (zerine balonun
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yarisina kadar (yaklasik 200 gr) polifosforik asit (PPA) ilave edildi.
Mikrodalga reaktdrine yerlestirilen balon 300 Watt enerji uygulanarak 35
dakikada 110 °C’ye 1isitildi ve bu sicaklik sabitlenip 25 dakika daha
reaksiyona devam edildi. Sire sonunda balon icerigi buzlu suya
porsiyonlar halinde dékuldi. Elde edilen cokelek stzllerek alindi,
kurutuldu ve etanol ile yikanarak temizlendi. Daha ileri temizlemeye
gidilmeden diger bilesiklerin sentezi i¢in kullanildi.

3.1.1.2.3 Tiyobenzamit Tlrevlerinin Genel Sentez Yb&ntemi

0,0128 mol uygun benzamit tdrevi ve 0,0034 mol fosfor
pentasalfir 20 ml kurutulmus benzen icinde, kalsiyum klortr baghgi
takilmis geri geviren sogutucuda 30 dakika isitildi. Stre sonunda balon
icerigi baska bir balona dekante edildi ve benzen ucuruldu. Balon icerigine
su ilave edildi. Céken madde siizillerek alindi ve kurutuldu.'™

3.1.1.2.4 6-(2-Substittefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol
TUrevlerinin Genel Sentez Yoéntemi (Bilesik 1-6)

0,01 mol (2,56 gr) 6-(2-bromoasetil)-2-okso-3H-benzoksazol
ve 0,011 mol uygun tiyobenzamit tlrevi yaklasik 25 mL dietilenglikol
dimetil eter (diglim) ile 100mL’lik bir balon icerisinde ¢6zildi. Oda
sicakliginda magnetik karistirici ile kati madde olusumu gdzlenene kadar
kanistirldi. ince tabaka kromatografisiyle baslangic maddesinin bittigi
gorildikten sonra reaksiyon sonlandirildi. Sonu¢ Uriin su ilavesiyle
tamamen ¢oOktOrildi ve siUzulerek izole edildi. Uygun ¢6zicuden
kristallendirildi.

6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3 H-benzoksazol
(Bilesik 4) ve 6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol
(Bilesik 6) Scifinder Scholar taramalari sonucunda sirasiyla 876863-98-8
ve 924472-45-7 numaralari ile kayith bulunmustur. Aurora Screening
Library, Enamine Screening Library ve Ambinter Stock Screening
Collection firmalari tarafindan satildigi tespit edilmekle beraber
tarafimizdan sentezlenmistir.
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3.1.1.2.5 Etil 2-[6-(2-sUbstitlefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-Okso-3H-
Benzoksazol-3-ilJasetat Tlrevlerinin Sentez Yontemi (Bilesik 7-

12)

istenen (riine gdre 0,005 mol 6-(2-slbstitliefenil-1,3-tiyazol-
4-il)-2-okso-3H-benzoksazol turevi, 0,0055 mol metalik sodyum ve susuz
etanolden elde edilen sodyum etoksit ¢ozeltisine eklendi. 0,01 mol etil
bromoasetatin ilavesinden sonra balon igerigi geri g¢eviren sogutucu
altinda 1sitildi. Reaksiyon ITK ile takip edildi. Su ilavesiyle (iriin ¢oktrdldii
ve suzilerek alindi. Uygun kristalizasyon ¢6zicusu ile kristallendirilerek
temizlendi.

3.1.1.2.6 2-[6-(2-Substitlefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-
illasetik asit Tlrevlerinin Genel Sentez Yontemi (Bilesik 13-18)

1. Yéntem: istenen sonug driine uygun olan 0,002 mol etil 2-
[6-(2-sUbstitlefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-il|Jasetat
tlrevi bir balona alindi ve yaklasik 30 mL %37’lik HCI ilavesinden sonra
geri geviren sogutucu altinda i1sitildi. Berrak olan reaksiyon ortaminda kati
madde meydana gelmesi ile (riin olusumu belirlendi, ITK ile kontrol
edilerek reaksiyon sonlandirildi. Su ilavesiyle ¢ékmenin tamamlanmasi
saglandi ve ham drin suzilerek alindi. Uygun ¢dzictden kristallendirildi.

2. Yontem: 0,033 mol metalik sodyum susuz etanol iginde
¢6zuldl, elde edilen sodyum etoksit ¢bzeltisinden etanol kuruluga kadar
uguruldu, sodyum etoksit 25 mL N,N-dimetilformamit (DMF) igerisinde
¢6zuldU. Uzerine 0,01 mol 6-(2-substitiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol tdrevi ve 0,02 mol bromoasetik asit eklendi. Mikrodalga
reaktériine yerlestirildi. 300 watt enerji verilerek 125 °C’ye 2 dakikada
ulastirildi, 30 dakika bu sicaklikta reaksiyona devam edildi. Reaksiyon
ortaminda olusan c¢okelek sizildi, DMF ile yikandi. Cdkelek su igine
alinip asitlendirilerek Grin ¢oktaraldi. Uygun ¢bzicuden kristallendirildi.
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3.2 Analitik Kontroller

3.2.1 Erime Derecesi Tayini

Bilesiklerin erime dereceleri “Thomas-Hoover Melting Point
Apparatus 9200” erime derecesi tayin cihazinda saptandi.

3.2.2 ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

3.2.2.1 Materyal

Plaklar: Calismamizda Silikajel 60 Fasq hazir plaklar
kullaniimigtir.

G6zicl sistemleri: Sentezledigimiz bilesiklerin kromatografik
Ozelliklerini saptadigimiz ¢bzici sistemleri asagida belirtilmistir.

CG-1: Siklohekzan-Etil asetat (60:40)
G-2: Benzen-Metanol (90:10)
C-3: Metanol-Amonyak (99:1)

3.2.2.2 Yontem

Sarlkleme sartlari:  Kromatografi  kuvetlerine  ¢ézicu
sistemleri konulduktan sonra oda sicakliginda 24 saat doygunluk saglandi.
Hazir plaklara sentezlenen bilesikler ile baslangi¢ maddelerinin uygun
cbzlcudeki cozeltileri tatbik edilip, oda sicakhginda yukarida belirtilen
¢6zucu sistemlerinde surtklenerek Ry degerleri belirlendi.

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

129



3.2.3 Spektrometrik Kontroller

3.2.3.1 IR Spektrumlari

Spektrumlar, potasyum bromir ile 10 ton/cm? basingta
hazirlanan yaklasik %1 oraninda madde igeren diskler kullanilarak, Bruker
Vector 22 IR (Opus Spectroscopic Software Version 2.0)
spektrometresinde  alindi  ve dalga sayisi (cm’')  cinsinden
degerlendirilmistir.

3.2.3.2 'H-NMR Spektrumlari

Spektrumlar,  bilegiklerin  dimetilstlfoksit-ds  (DMSO-Ds)
icerisindeki ¢ozeltilerinden, Ankara Universitesi Eczacilik Fakuiltesi Merkez
Laboratuvarindaki Varian Mercury 400, 400 MHz High Performance Digital
FT-NMR spektrometresinden yararlaniimistir.

3.2.4 Elementel Analizler

) Bilesiklerin C, H ve N elementlerinin analizleri Ankara
Universitesi Eczacihk Fakuiltesi Merkez Laboratuvar’nda CHNS-932
(Leco) elementel analiz tayin cihazinda yaptiriimistir.
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3.3 Biyolojik Etkinlik Caligsmalari

3.3.1 COX-1 Enzimi inhibitdr Aktivite Testi

Bir hafta nonsteroidal antienflamatuvar ilag kullanmamig
saghkli génallulerin kanlari antikoagilan icermeyen tiplere alinir. Kan test
bilesikleri ile 37 °C’de 1 saat inkiibe edilir. Kendi haline birakilmis kanda,
pihtilagma igin salinan trombin, trombositlerden COX-1 aracildi ile TxA,
salinimini inddkler ve TxAz de hizla biyolojik olarak inaktif ancak stabil bir
metabolit olan TxB'ye dénisir.”®*” Bu yéntemde COX-1 inhibisyonunu
tespit etmek Uzere immunolojik bir teknik olan ELISA kullanilarak kandaki
TxB, miktari él¢tlir. ELISA ydntemi, 6zgul antijen-antikor baglanmasinin
antikorlara ya da antijenlere alkalen fosfataz, yabanturpu peroksidazi gibi
bir enzimin baglanmasi ve bu enzimin substrati olan bir maddenin
ilavesinin ardindan renkli bir Griin elde edilmesi ve olusan bu renk
siddetinin 6lgllmesi esasina dayali immunokimyasal 6lgim teknigidir.

COX-1 inhibitér aktivitesi icin pihtilasmis tam kandan elde
edilen serum kullanilir. Kan antikoagilan icermeyen tiplerde pihtilasmaya
terk edildigi zaman olugan pihtt yumagindan ayrilan sari renkli sivi
serumdur. Buna gére serumda kanin pihtilasmasinda goérevli pihtilasma
faktorleri ve proteinleri ve 6zellikle fibrinojen yoktur. Bu sebeple seruma
fibrinojensiz plazma da denir. inkibasyon siresi icin 1 saat uygun
bulunmustur. Clnkl TxB, seviyesi koagllasyonun birinci saatinde platoya
ulasmaktadir, bu da test bilesiklerinin platelet COX-1’i ile etkilesmesi igin
yeterli bir siiredir.'®

Yéntemde, ticari olarak piyasada mevcut olan bir enzim seti
kullaniimistir. Sette mevcut bulunan enzim ile isaretli TxB,* ve kanda
pihtilasmanin indUklemesi sonucu agiga c¢ikan ve test bilegiklerinin
inhibitér aktivitesine gore salinan TxB,, yine sette mevcut bulunan TxB;
monoklonal antikorlarina baglanmak icin yangirlar. Antikor-TxB, ve
antikor-TxB>* immun kompleksleri olusur. Kandaki serbest TxB2'nin
afinitesi daha fazla oldugundan, o6ncelikle inhibisyon oraninca kanda
mevcut TxB, baglanacak ve kalan antikorlara da isaretli TxBy*
baglanacaktir. isaretli TxB,*'ye uygun bir substratin ilavesinin ardindan
olusan renk siddeti Versamax microplate okuyucusu (Molecular Devices®)
UV spektrometresi ile 6lctlir. Degisik konsantrasyonlarda TxB. iceren
standartlarla numunenin renk siddeti karsilastirilarak TxBg'nin miktari
hesaplanir ve bu miktar inhibe olmamis enzim miktariyla iligkilidir.
Kandaki toplam TxB, miktarindan UV 6lcimU sonucu hesaplanan TxB;
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miktarinin ¢ikarilmasi ve kandaki toplam TxB, miktarina oranlanmasi da
% inhibisyon degerini verir.'"®

3.3.1.1 Materyal

COX-1 inhibitér ~ aktivitenin ~ tayini  igin  “Assay
Designs’Correlate-EIA™ Thromboxane B, Enzyme Immunoassay Kit
(Katalog No: 900-002)” kullanilmistir. 18 bilesik cift kontrolli olarak ayni
set ile degerlendiriimistir. Set igerisindeki tUm materyaller kullanilacag:
ana kadar saklama kosullarina uygun olarak 4 °C’de, isaretli TxBy* ve
standartlarin hazirlanmasinda kullanilan TxB, -20 °C’de saklanmis,
kullanilmadan 30 dakika énce oda sicakligina getirilmistir. Set icerisinde
bulunanlar asagida verilmistir.''®

- Keg¢i anti-tavsan 1gG Mikrotitre Tabla, 96 kuyucuklu,
Katalog No 80-0050: Tavsan Ig G’ye karsi elde edilmis kec¢i sekonder
antikorlari ile kaph bir plastik tabladir. Sekonder antikorlar, tavsan primer
antikorlarinin kegiyi immunize etmesiyle elde edilirler. Tavsandaki tim
antijen tlrevlerini tanirlar. Ayrica bir enzim ile konjuge edilerek uygun
substrat ilavesiyle olusturulan renk reaksiyonundan Kkantitatif analiz
yapilmasina olanak verirler.

- Alkalin fosfataz ile konjuge edilmis TxB,, 6 ml, Katalog No:
80-0005 (Konjugat olarak bahsedilir, mavi renklidir.)

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

- Analiz tamponu, 30 ml, Katalog No: 80-0010 (Koruyucu
olarak protein ve sodyum azid iceren Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi)

- Konsantre ylkama tamponu, 30 ml, Katalog No: 80-1286
(Deterjan iceren Tris tamponlu tuz ¢dzeltisi)

- TxB, standarti, 0.5 ml, Katalog No: 80-0007 (TxBg'nin
100.000 pg/mLlik ¢bzeltisi)
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- pNpp substrat, 20 ml, Katalog No: 80-0075 (Tampon iginde
p-nitrofenilfosfat ¢ozeltisi)

-Durdurma ¢dzeltisi, 5 ml, Katalog No: 80-0247 (Trisodyum
fosfatin sudaki ¢ozeltisi)

- Tabla Gzerine numune ve standartlarin tatbik ddzenini
gOsteren test plan sayfasi, Katalog No: 30-0003

3.3.1.2 YoOntem

3.3.1.2.1 Numunelerin Hazirlanmasi

Sentezlenen test bilesiklerinin DMSO igerisinde 5,11 mM
konsantrasyonda c¢ozeltileri hazirlanir. Bir hafta &ncesine kadar
nonsteroidal antienflamatuvar ilag kullanmamis saglikhi génualliden
heparinsiz tiplere alinan kan deney tlplerine 500 uL miktarlarda konulur.
Uzerlerine test bilegiklerinin 5 mM'lik stok cbézeltilerinden 1 pL tlplere
konur ve COX-1 indUksiyonunu saglamak Uzere su banyosunda 37 °C’de
1 saat inkllbasyona birakilir. inkiibasyon sonunda numuneler buza alinir
ve ardindan tupler 13.000 rpm 4 °C’de 5 dakika ultrasantrifGjlenir. Ayrilan
stupernatanttan 10 pL alinir ve final konsantrasyonu saglayacak miktarda
analiz tamponu ile tamamlanarak tabla kuyucuklarina konulacak sonug
numuneler elde edilir. Bu ¢ézeltilerde 10 pM test maddesi vardir. Setin
kullanma  kilavuzundaki  talimatlar = tamamlandiktan sonra UV
spektrometresi ile renk siddeti élguldr.

3.3.1.2.2 Set icindeki Reajanlarin Hazirlanmasi

3.3.1.2.2.1 TxB» Standartlarinin Hazirlanmasi

Setten ¢lkan TxBg ¢Ozeltisi 100.000 pg/mL
konsantrasyondadir.  Standartlarin  hazirlanacagr 7 adet  tlp
numaralandirilir. Birincisine 900, kalan alti tipe ise 666 pL analiz tamponu
konur. ik tipe 100.000 pg/mL konsantrasyondaki TxB, ¢6zeltisinden 100
uL konur ve vortekslenir. Bu tipten 333 pL alinir ve 2. tipe konur,
vortekslenir. Ayni sekilde bu tipten 333 pL alinir ve 3. tipe konur,
ardindan vortekslenir. Bu iglem 7. tOpe kadar yapilir. Bu durumda
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tiplerdeki TxB, konsantrasyonu 1. tlpten 7.ye dogru sirasiyla 10.000;
3.333; 1.111; 370; 1283; 41,1 ve 13,7 pg/ml olmasi saglanir. Standartlar 60
dakika icinde kullaniimalidir.'"®

3.3.1.2.2.2 Yikama Tamponunun Hazirlanmasi

5 mL konsantre ylkama tamponu 95 mL deiyonize suyla
seyreltilerek yikama ¢ézeltisi hazirlanir.’'®

3.3.1.2.3 Analiz Prosedirl

1-Set icerisindeki reajanlar kullanmadan 30 dakika 6nce oda sicakligina
getirilir. Standartlar tek dilisyon, cift kuyucuk; test bilesikleri ¢ift dilisyon, 4
kuyucuk calisilmistir.’®

Tablo 10: TxB, Test Plan Sayfasi

A |Kér |St1 |[St5 |Or. |Or. |Or. |Or. [Or. |[Or. |Or. | Or. | Or.

B |sC |st1 [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 | st6 |[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-560: Referans olarak kullanilan gii¢liit COX-1 inhibitérii madde
Or: Ornek
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2- 100 pL analiz tamponu NSB ve Bo kuyucuklarina konur. (0 pg/mL
standart)

3- 7 adet standart 100 pyL miktarda uygun kuyucuklara konur.

4- Numuneler 100 pL miktarinda uygun kuyucuklara konur.

5- 50 pL analiz tamponu NSB kuyucuguna konur.

6- 50 uL mavi konjugat (alkalin fosfataz ile isaretli TxB,* ¢dzeltisi) TA ve
kor digindaki tim kuyucuklara konur.

7- Kor, TA ve NSB haricindeki tim kuyucuklara 50 pL sari renkli antikor
(TxB2'ye 6zgul monoklonal antikor) konur.

Bu asamada kér ve TA kuyucugu renksiz, NSB mavi, diger kuyucuklar
ise yesil renktedir.

8- Tabla oda sicakhgdinda 2 saat boyunca 500 rpm de ¢alkalanir.

9- Slre sonunda yikama ¢ozeltisi ile her kuyucuk 3 kez yikanir.

10- Son yikamanin ardindan tabla tam olarak suyundan arindirilir.

11- 5 pL mavi renkli konjugat TA kuyucuguna konur.

12- 200 pL pNpp substrati tim kuyucuklara konur ve oda sicakhgdinda 45
dakika bekletilir.

13- Her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozelisi konur ve hemen 405 nm’de
kore karsi okuma yapilir.
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3.3.1.2.4 Hesaplamalar

1-Her standart ve numunenin 6l¢tlen optik dansitelerinin ortalamasi alinir.
Bu ortalama degerlerden NSB kuyucugununun ortalamasi cikarilarak her
standart ve numune igin Net Optik Dansite (Net OD) bulunur.

Ortalama Net OD=Standart/numunelerin Ortalama OD degeri — NSB Ortalama OD
degeri

2- En fazla baglanmanin oldugu Bo kuyucugunun net optik dansitesinin
bulunmasi igin okunan OD degerlerinin ortalamasinin hesaplanmasi ve
bu dederden NSB kuyucugunun ortalama OD’sinin ¢ikariimasi gerekir.

Net Bo = Bo Ortalama OD — NSB Ortalama OD

3- ik iki iglem ile bulunan degerler birbirine oranlanip 100 ile
carpildiginda yizde baglanma degeri elde edilir.

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

4- Sigma plot programi kullanilarak  standartlarin TxB>
konsantrasyonlarina karsi % B/Bo degerleri grafige gecirilir ve logaritmik
bir egri ¢izilir. Bu egri yardimiyla numunelerin pg/ mL olarak TxB, miktari
bulunur.

5- Sigma plot programinda yalniz kan plazmasini iceren kuyucuktaki TxB;
miktari da hesaplanmistir. Bu deger, inhibisyon yokken sadece
pihtilasmanin  indiklemesiyle salinan TxByyi gdstermektedir. Bu
degerden numunelerin TxB, miktarini ¢ikarip, kandaki degere oranlayarak
bilegiklerin ne kadar inhibisyon yaptidi bulunur.

% inhibisyon = Kan TxB,kons. — Numune TxB, kons. X 100
Kan TxB; kons.
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3.3.2 COX-2 Enzimi inhibitdr Aktivite Testi

Son bir hafta non steroidal antienflamatuvar ila¢ kullanmamis
saglikh goéndllilerin  kanlan antikoagulan iceren tuplere alinir. Kan
lipopolisakkarit (LPS) ve test bilesikleri ile 37 °C’de 24 saat inkibe
edilir.'%1"7  COX-2'nin LPS ile indiiklenmesi sonucu salinan PGE,
miktari, immunolojik bir teknik olan ELISA ile 6lgulur.

Yoéntemde, ticari olarak piyasada mevcut olan bir enzim seti
kullanilmigtir. Sette mevcut bulunan enzim ile isaretli PGE>* ve kanda LPS
indiksiyonundan sonra agida c¢ikan ve test bilesiklerinin inhibitdr
aktivitesine gbére salinan PGEp, yine sette mevcut bulunan PGE;
monoklonal antikorlarina baglanmak icin vyarisirlar. Antikor-PGE, ve
antikor-PGEz* immun kompleksleri olusur. Kandaki serbest PGE2’nin
afinitesi daha fazla oldugundan, o6ncelikle inhibisyon oraninca kanda
mevcut PGE, baglanacak ve kalan antikorlara da isaretli PGE>*
baglanacaktir. isaretli PGE>*ye uygun bir substratin ilavesinin ardindan
olusan renk siddeti Versamax microplate okuyucusu (Molecular Devices®)
UV spektrometresi ile élciltr. Degisik konsantrasyonlarda PGE; iceren
standartlarla numunenin renk siddeti karsilastirilarak PGE2'nin miktar
hesaplanir ve bu miktar inhibe olmamis enzim miktariyla iligkilidir. Kandaki
toplam PGE. miktarindan UV 6lcimi sonucu hesaplanan PGE, miktarinin
¢ikarilmasi ve kandaki toplam PGE, miktarina oranlanmasi da %
inhibisyon degerini verir."'®

3.3.2.1 Materyal

COX-2  inhibitér  aktivitenin  tayini icin “Assay
Designs’Correlate-EIA™ Prostaglandin E» (PGEy) katalog no: 900-001”
kullanilmigtir. 18 bilesik ¢ift kontroll olarak ayni set ile degerlendirilmistir.
Set icerisindeki tim materyaller kullanilacagi ana kadar saklama
kosullarina uygun olarak 4 °C’de, isaretli PGEy* ve standartlarin
hazirlanmasinda kullanilan PGE, -20 °C’de saklanmis, kullaniimadan 30
dakika dnce oda sicakligina getirilmistir. Set icerisinde bulunanlar asagida
verilmistir.''®

- Keg¢i anti-Fare 1gG Mikrotitre Tabla, 96 kuyucuklu, Katalog
No 80-0050: Fare Ig G’ye karsi elde edilmis ke¢i sekonder antikorlari ile
kapl bir plastik tabladir. Sekonder antikorlar, fare primer antikorlarinin
keciyi immunize etmesiyle elde edilirler. Faredeki tim antijen trevlerini
tanirlar. Ayrica bir enzim ile konjuge edilerek uygun substrat ilavesiyle
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olusturulan renk reaksiyonundan kantitatif analiz yapilmasina olanak
verirler.

- Alkalin fosfataz ile konjuge edilmis PGE,, 6 ml, Katalog
No: 80-0002 (Konjugat olarak bahsedilir, mavi renklidir.)

- PGE; EIA Antikoru, 6 ml, Katalog No: 80-0003 (PGE.ye
6zgul monoklonal antikor)

- Analiz tamponu, 30 ml, Katalog No: 80-0010 (Koruyucu
olarak protein ve sodyum azid iceren Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi)

- Konsantre yilkama tamponu, 30 ml, Katalog No: 80-1286
(Deterjan iceren Tris tamponlu tuz ¢dzeltisi)

- PGE; standarti, 0,5 ml, Katalog No: 80-0004 (PGE2'nin
50.000 pg/mL’lik ¢ozeltisi)

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

- Durdurma c¢ézeltisi, 5 ml, Katalog No: 80-0247 (Trisodyum
fosfatin sudaki ¢ozeltisi)

- Tabla Gzerine numune ve standartlarin tatbik ddzenini
gOsteren test plan sayfasi, Katalog No: 30-0002

3.3.2.2 Ybntem

3.3.2.2.1 Numunelerin Hazirlanmasi

Sentezlenen test bilesiklerinin DMSO igerisinde 5,11 mM
konsantrasyonda c¢ozeltileri hazirlanir.  Bir hafta &ncesine kadar
nonsteroidal antienflamatuvar ilag kullanmamis saglikh goénudlliden
heparinli tiplere alinan kan deney tiplerine 500 pyL miktarlarda konulur.
COX-2 indiksiyonunu saglamak igin 0,51 mg/mL konsantrasyonda
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hazirlanmis stok LPS cb6zeltisinden 10 pL ve test bilesiklerinin 5 mM’hk
stok ¢ozeltilerinden 1 pL tlplere konur ve su banyosunda 37 °C’de 24
saat inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonuda numuneler buza alinir ve
ardindan tipler 13000 rpm 4 °C’de 5 dakika ultrasantrifiijlenir. Ayrilan
supernatanttan 10 pL alinir ve final konsantrasyonu saglayacak miktarda
analiz tamponu ile tamamlanarak tabla kuyucuklarina konulacak sonug
numuneler elde edilir. Bu g¢ézeltilerde 10 puM test maddesi vardir. Setin
kullanma  kilavuzundaki talimatlar tamamlandiktan sonra UV
spektrometresi ile renk siddeti élguldr.

3.3.2.2.2 Set icindeki Reajanlarin Hazirlanmasi

3.3.2.2.2.1 PGE; Standartlarinin Hazirlanmasi

Setten ¢tkan PGE; cOzeltisi 50.000 pg/mL
konsantrasyondadir. ~ Standartlarin  hazirlanacagr 7 adet tip
numaralandinlir. Birincisine 950, kalan alti tipe ise 500 pL analiz
tamponu konur. ik tiipe 50.000 pg/mL konsantrasyondaki PGE;
¢Ozeltisinden 50 pL konur ve vortekslenir. Bu tipten 500 pyL alinir ve 2.
tUpe konur, vortekslenir. Ayni sekilde bu tipten 500 pL alnir ve 3. tipe
konur, ardindan vortekslenir. Bu iglem 7. tipe kadar yapilir. Bu durumda
tiplerdeki PGE, konsantrasyonu 1. tUpten 7.ye dogru sirasiyla 2.500;
1.250; 625; 313; 156; 78,1 ve 39,1 pg/mL olur. Standartlar 60 dakika
icinde kullaniimalidir.’®

3.3.2.2.2.2Y1kama Tamponunun Hazirlanmasi

5 mL konsantre yikama tamponu 95 mL deiyonize suyla
seyreltilerek yikama ¢ozeltisi hazirlanir.''®

3.3.2.2.3 Analiz Prosedirl

1- Set icerisindeki reajanlar kullanmadan 30 dakika énce oda sicakligina
getirilir. Standartlar tek dilisyon, cift kuyucuk; test bilesikleri ¢ift dillisyon,
dért kuyucuk calisiimistir.’®
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Tablo 11: PGE; Test Plan Sayfasi

A | Kor | St1 | st5|Or. |Or. |Or. |Or. |[Or. |Or. |Or. | Or. | Or

B |Dup |St1 [St5|Or. |Or. |[Or. [Or. |Or. |Or. |Or. | Or. | Or.

C |Dup [St2 |Ste |Or. |Or. |Or. |Or. |Or. |Or. | Or. | Or. | Or.

D|TA |[sSt2 [st6 |[Or. |Or. |Or. |Or. |Or. | Or. | Or. | Or. | Or.

E NSB [St3 [St7 [Or. |Or. |Or. |Or. | Or. | Or. | Or. | Or. | Or.

F INSB [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

DuP-697: Referans olarak kullanilan gli¢liit COX-2 inhibitorii madde
Or: Ornek

2- 100 pL analiz tamponu NSB ve Bo kuyucuklarina konur. (0 pg/mL
standart)

3- 7 adet standart 100 pyL miktarda uygun kuyucuklara konur.

4- Numuneler 100 pL miktarinda uygun kuyucuklara konur.

5- 50 pL analiz tamponu NSB kuyucuguna konur.

6- 50 uL mavi konjugat (alkalin fosfataz ile isaretli PGE>* ¢bzeltisi) TA ve
kor digindaki tim kuyucuklara konur.

7- Kor, TA ve NSB haricindeki tim kuyucuklara 50 pL sari renkli antikor
(PGE2’ye 6zgul monoklonal antikor) konur.
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Bu asamada kor ve TA kuyucugu renksiz, NSB mavi, diger kuyucuklar ise
yesil renktedir.

8- Tabla oda sicakhgdinda 2 saat boyunca 500 rpm de c¢alkalanir.

9- Yikama ¢ozeltisi ile her kuyucuk 3 kez yikanir.

10- Son yikamanin ardindan tabla tam olarak suyundan arindirilir.

11- 5 pL mavi renkli konjugat TA kuyucuguna konur.

12- 200 pL pNpp substrati tim kuyucuklara konur ve oda sicakliginda 45
dakika bekletilir.

13- Her kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozelisi konur ve hemen 405 nm’de
kore karsi okuma yapilir.

3.3.2.2.4. Hesaplamalar

1-Her standart ve numunenin 6l¢tlen optik dansitelerinin ortalamasi alinir.
Bu ortalama degerlerden NSB kuyucugununun ortalamasi cikarilarak her
standart ve numune igin Net Optik Dansite (Net OD) bulunur.

Ortalama Net OD = Standart / numunelerin Ortalama OD degeri — NSB Ortalama OD
degeri

2- En fazla baglanmanin oldugu Bo kuyucugunun net optik dansitesinin
bulunmasi igin okunan OD degerlerinin ortalamasinin hesaplanmasi ve
bu dederden NSB kuyucugunun ortalama OD’sinin ¢ikariimasi gerekir.

Net Bo = Bo Ortalama OD — NSB Ortalama OD

3- ik iki iglem ile bulunan degerler birbirine oranlanip 100 ile
carpildiginda ylizde baglanma degeri elde edilir.
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% Baglanma (%B/Bo) = (Net OD / Net Bo OD) x 100

4- Sigma plot  programi kullanilarak  standartlarin PGE:
konsantrasyonlarina karsi % B/Bo degerleri grafige gecirilir ve logaritmik
bir egri ¢izilir. Bu egri yardimiyla numunelerin pg/ mL olarak PGE> miktar
bulunur.

5- Sigma plot programinda yalniz kan plazmasini igeren kuyucuktaki
PGE; miktari da hesaplanmigstir. Bu deger, inhibisyon yokken sadece LPS
stimilasyonu ile salinan PGEyyi gdstermektedir. Bu degerden
numunelerin  PGE, miktarini ¢ikarip, kandaki dedere oranlayarak
bilegiklerin ne kadar inhibisyon yaptidi bulunur.

% inhibisyon = Kan PGE, kons. — Numune PGE, kons. X 100
Kan PGE:; kons.
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4. BULGULAR

4.1 Kimyasal Calismalar

4.1.1 6-(2-Fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol (Bilesik 1)
H
N
-
AN (6}
S
—N

2,56 gr (0,01 mol) 6-(2-bromoasetil)-2-okso-3H-benzoksazol
ve 1,38 gr (0,011 mol) tiyobenzamitten 25 ml diglim icinde genel sentez
yontemlerinde verildigi sekilde sentezlendi. Reaksiyon slresi 30 dakikadir.
Urln etanolden kristallendirildi. Kristal verimi 0,41g’dir (%27,9).

Pembemsi renkte, toz seklinde kristallerdir. Erime noktasi
266 °C’dir. Kloroformda ¢6ziinmez, asetonitrilde ¢ézunUr, etanol, aseton
ve diglimde sicakta ¢6ézindr.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, C-2, C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,26; 0,54; 0,87'dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gézlenir. Dragendorf belirteci ile sari
zeminde koyu yesil renk verir.

IR spektrumunda 3173 (N-H gerilim, laktam), 3102 (C-H
gerilim, aromatik), 1749 (C=0 gerilim, laktam), 1480 (C=N gerilim, tiyazol)
cm"’de bandlar gérilir.

1H-NI\_/IR spektrumunda, (DMSO-ds) 5 11,8 (s, 1H, -NH), 8,10
(s, 1H, tiyazol H®), 8,03 - 7,96 (m, 2H, fenil H*, H®), 7,92 (s, 1H,
benzoksazol H’), 7,87 (d, 1H, benzoksazol H® Js 4= 8,4 Hz), 7,56 - 7,46 (m,
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3H, fenil H*, H*, H®), 7,15 (d, 1H, benzoksazol H* J45= 7,6 Hz) ppm’'de
pikleri goraldr.

Elementel analiz  C1gH1gN>0O>S M.A. 294,33

%C Y%H %N %S
Hesaplanan 65,29 3,42 9,52 10,89
Bulunan 65,35 3,56 9,57 10,88

4.1.2 6-[2-(2-Florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol (Bilesik 2)

H
N
=
= (0]
S
—N

2,56 gr (0,01 mol) 6-(2-bromoasetil)-2-okso-3H-benzoksazol
ve 1,706 gr (0,011 mol) 2-florotiyobenzamitten 25 ml diglim icinde genel
sentez ybntemlerinde verildigi sekilde sentezlendi. Reaksiyon siresi Ug¢
saattir. Metanol-2-propanolden kristalendirildi. Kristal verimi 1,2 g'dir
(%38,4).

Pembemsi renkli igne seklinde kristallerdir. Erime derecesi
249 °C’dir. Aseton, etanol, metanol, 2-propanol ile sicakta ¢ézindr.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, C-2, C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,25; 0,50; 0,88'dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gézlenir. Dragendorf belirteci ile sari
zeminde koyu yesil renk verir.
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IR spektrumunda 3436 (N-H gerilim, laktam), 3199, 3121 (C-
H gerilim, aromatik), 1755 (C=0O gerilim, laktam), 1475, (C=N gerilim,
tiyazol) cm™"de bandlar gérilir.

'H-NMR spektrumunda, (DMSO-dg) 8 11,8 (s, 1H, -NH), 8,40
(t, 1H, fenil H*), 8,285 (s, 1H, tiyazol H®), 7,99 (d, 1H, benzoksazol H’
J7s5= 1,2 Hz), 7,93 (dd, 1H, benzoksazol H® Js4= 7,6 Hz ve Js57= 1,6 Hz),
7,61 7,54 (m, 1H, fenil H%), 7,5-7,4 (m, 2H, fenil H*, H*), 7,19 (d, 1H,
benzoksazol H* J4 5= 8 Hz) ppm’de pikler gériiliir.

Elementel analiz  CigHgFN-O-S M.A. 312,32

%G Y%H %N %S
Hesaplanan 61,53 2,90 8,97 10,27
Bulunan 61,17 2,90 8,99 10,22

4.1.3 6-[2-(2-Klorofenil)-1,3-tivazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol (Bilesik3)

H
N
e
A (6]
S
—N

Cl

2,56 gr (0,01 mol) 6-(2-bromoasetil)-2-okso-3H-benzoksazol
ve 1,886 gr (0,011 mol) 2-klorotiyobenzamitten 25 ml diglim icinde genel
sentez yontemlerinde verildigi sekilde sentezlendi. Bir saat sonunda Grin
reaksiyon ortaminda ¢oktl. Su ilavesiyle gokme tamamlandi ve siizilerek
alindi. Uriin benzenden kristallendirildi. Kristal verimi 1,086 g’dir. (%33).

Pembe renkli, pamuksu go6rinimlt kristallerdir. Erime
noktasi 241 °C’dir. Kloroform ve benzende az ¢6zinlr. Etanol, metanol,
aseton, 2-propanol ve etil asetatta sicakta ¢ézindar.
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ince tabaka kromatografisinde, C-1, C-2, C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,27; 0,52; 0,87°dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gézlenir. Dragendorf belirteci ile sari
zeminde siyah renk verir.

IR spektrumunda 3215 (N-H gerilim, laktam), 3089 (C-H
gerilim, aromatik), 1749 (C=0 gerilim, laktam), 1473 (C=N gerilim, tiyazol)
cm’de bandlar gérilir.

'H-NMR spektrumunda, (DMSO-ds) & 11,79 (s, 1H, -NH),
8,38- 8,32 (m, 1H, fenil H*), 8,31 (s, 1H, tiyazol °), 7,98 (s, 1H,
benzoksazol H” J;s= 0,8), 7,92 (dd, 1H, benzoksazol H® Js4= 8,4 Hz ve
Js7= 1,6 Hz), 7,7 — 7,642 (m, 1H, fenil H® ), 7,58 — 7,51 (m, 2H, fenil H%,

»,

H*), 7,19 (d, 1H, benzoksazol H* J45= 8 Hz) ppm’de pikler gériilir.

Elementel analiz  CisHgCIN2.O>S M.A. 328,77

%C Y%oH %N %S
Hesaplanan 58,45 2,76 8,52 9,75
Bulunan 58,29 2,72 8,56 9,74

4.1.4 6-[2-(4-Florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol (Bilesik 4)

H
N
s
= (6]
S
—N

2,56 gr (0,01 mol) 6-(2-bromoasetil)-2-okso-3H-benzoksazol
ve 1,706 gr (0,011 mol) 2-florotiyobenzamitten 25 ml diglim icinde genel
sentez yontemlerinde verildigi sekilde sentezlendi. Reaksiyon siresi bir
saattir. SUre sonunda su ilavesiyle madde tamamen c¢okturildu ve
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suzulerek alindi. Metanol/2-propanol karigimindan kristallendirildi. Kristal
verimi 0,79 g'dir (%25,5).

Turuncu renkli toz seklinde kristallerdir. Erime derecesi 268
°C’dir. Petrol eteri, n-hekzanda ¢éziinmez. Metanolde az ¢6zindr, etanol,
2-propanol ile sicakta ¢dzunur. Asetonda ¢6zundr.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, G-2, C-3 ¢6zici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,26; 0,49; 0,89'dur. UV 1si1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde g6zlenir. Dragendorf belirtegi ile sar
zeminde koyu yesil renk verir.

IR spektrumunda 3224 (N-H gerilim, laktam), 3110, 3079 (C-
H gerilim, aromatik), 1722 (C=0O gerilim, laktam), 1479 (C=N gerilim,
tiyazol) cm™de bandlar gérilir.

'"H-NMR spektrumunda, (DMSO-ds) & 11,8 (s, 1H, -NH),
8,14 (s, 1H, tiyazol H®), 8,12 — 8,06 (m, 2H, fenil H*, H%), 7,96 (d, 1H,
benzoksazol H’ J;5=1,6 Hz), 7,9 (dd, 1H, benzoksazol H® Js4= 8 Hz ve
Js7= 1,6 Hz), 7,42 — 7,34 (m, 2H, fenil H*, H*), 7,18 (d, 1H, benzoksazol
H* Ja 5= 8 Hz) ppm’de pikleri gorallr.

Elementel analiz  C1gHgFN-O>S M.A. 312,32

%C %H %N %S
Hesaplanan 61,53 2,90 8,97 10,27
Bulunan 61,29 2,94 9,02 10,30
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4.1.5 6-[2-(4-Klorofenil)-1.3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol (Bilesik

5)
H
N
=
AN (6]
S
—N

Cl

2,56 gr (0,01 mol) 6-(2-bromoasetil)-2-okso-3H-benzoksazol
ve 1,886 gr (0,011 mol) 4-klorotiyobenzamitten 25 ml diglim icinde genel
sentez ybntemlerinde verildigi sekilde sentezlendi. Reaksiyon siresi Ug¢
saattir. Etanolden kristallendirilerek temizlendi. Kristal verimi 1,84 g'dir
(%56).

Kremrengi parlak toz seklinde kristallerdir. Erime derecesi
210 °C’dir. Kloroform ile az ¢6zunur. Etanol ve asetonda sicakta ¢ézinur.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, C-2, C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,26; 0,52; 0,88'dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gézlenir. Dragendorf belirteci ile sari
zeminde koyu yesil renk verir.

IR spektrumunda 3222 (N-H gerilim, laktam), 3109, 3079 (C-
H gerilim, aromatik), 1723 (C=0 gerilim, laktam), 1475 (C=N gerilim,
tiyazol) cm™’de bandlar gérilir.

'H-NMR spekirumunda, (DMSO-ds) 8,173 (s, 1H, tiyazol H®),
8,06 (d, 2H, fenil H*, H), 7,95 (d, 1H, benzoksazol H” J75= 1,6 Hz), 7,90
(dd, 1H, benzoksazol H® Js 4= 7,6 Hz ve Js 7= 1,6 Hz), 7,60 (d, 2H, fenil H?,
H®), 7,18 (d, 1H, benzoksazol H* J4 5= 8,4 Hz) ppm’de pikleri gériilir.
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Elementel analiz  C1gHgsCIN-O-S M.A. 328,77

%C %H %N %S
Hesaplanan 58,45 2,76 8,52 9,75
Bulunan 58,36 2,79 8,62 9,63

41.6 6-[2-(4-Metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol (Bilesik
6)

CH3

2,56 gr (0,01 mol) 6-(2-bromoasetil) -2-okso-3H-benzoksazol
ve 1,837 gr (0,011 mol) 4-metoksitiyobenzamitten 25 ml diglim icinde
genel sentez yontemlerinde verildigi sekilde sentezlendi. Doksan dakika
sonunda urin ¢oOktl. Suyla tamamen ¢oktlrtlip stzllerek izole edildi.
Metanolden kristallendirilerek temizlendi. Kristal verimi 0,64 g’dir (%19,8).

Parlak beyaz toz kristallerdir. Erime derecesi 255 °C’dir.
Asetonitril ve asetonda az ¢6zunur. Etanol, metanol, 1-blitanol, etil asetat,
asetonda sicakta ¢6zindr. Siklohekzanda ¢déziinmez.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, C-2, C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,19; 0,50; 0,88’dir. UV isidinda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gézlenir. Dragendorf belirtegi ile sar
zeminde agik kahverengi renk verir.
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IR spektrumunda 3491 (N-H gerilim, laktam), 3114 (C-H
gerilim, aromatik), 1760 (C=0 gerilim, laktam), 1482 (C=N gerilim, tiyazol),
1254 (C-O gerilim), cm™°de bandlar gérdiliir.

'H-NMR spektrumunda, (DMSO-dg) & 11,8 (s, 1H, -NH), 8,05
(s, 1H, tiyazol H%), 7,98- 7,96 (d, 2H, fenil H¥, H®), 7,94 (d, 1H,
benzoksazol H” J;s= 1,2 Hz), 7,89 (dd, 1H, benzoksazol H°® Js 4= 8 Hz ve
Js7= 1,6 Hz), 7,17 (d, 1H, benzoksazol H* Jas= 8,4 Hz) 7,10 - 7,073 (d,
2H, fenil H*, H*), 3,84 (s, 3H, ®-O-CHjs) ppm’de pikleri gordilr.

Elementel analiz  C47H12N>O3S M.A. 324,36

%C %H %N %S
Hesaplanan 62,95 3,73 8,64 9,89
Bulunan 62,46 3,79 8,68 9,78

4.1.7 Etil 2-[6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-illasetat
(Bilesik 7)

0O
rko/\
N
=
= (0]
S
—N

1 gr (0,00834 mol) 6-[(2-fenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-
benzoksazol, 0,085 gr (0,00369 mol) metalik sodyum, 0,75 ml (0,0068
mol) etil bromoasetat ile absoll etanol i¢cinde genel sentez ydntemine
uygun olarak elde edildi. Reaksiyon doksan dakika sonunda tamamlandi.
Reaksiyon ortaminda olusan c¢o6kelek sdzilerek alindi. Etanolden
kristallendirildi. Verim 0,79 g’dir ( %61,2).

CH,
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Sari renkte pamuksu kristallerdir. Erime noktasi 179 °C’dir.
Aseton ile ¢6ztnUr. Metanol ile az ¢bzundr.

Sari renkte pamuksu kristallerdir. Erime derecesi 179 °C’dir.
Asetonda ¢6zunlr. Metanolde az ¢ézundar.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, C-2, C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,49; 0,83; 0,88’dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde g6zlenir. Dragendorf belirteci ile sar
zeminde agik kahverengine boyanir.

IR spektrumunda 3095 (C-H gerilim, aromatik), 2985 (C-H
gerilim, alifatik ), 1770 (C=0 gerilim, laktam) ve 1740 (C=0 gerilim, ester),
1482 (C=N gerilim, tiyazol), 1391, 1369 (C-H deformasyon, alifatik), 1226
(C-O gerilim, ester ) cm™"’de bandlar gérilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 5 8,18 gs, 1H, tiyazol H®),
8,06-8,02 (m, 3H, fenil H*, H® ve benzoksazol H’), 7,97 (dd, 1H,
benzoksazol H® Js 7= 1,6 Hz ve Js 4= 8 Hz), 7,56-7,5 (m, 3H, fenil H*, H*,
H®), 7,42 (d, 1H, benzoksazol H* J,5= 8,4 Hz), 4,81 (s, 2H, -N-CH»-CO-),
4,19 (q, 2H, -COO-CHy-), 1,22 (1, 3H, -CH,-CHs) ppm’de pikler gérulir.

Elementel analiz  CogH1gN2O4S M.A. 380,42

%C %H %N %S
Hesaplanan 63,14 4,24 7,36 8,43
Bulunan 62,90 4,31 7,30 8,48
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4 1.8 Etil 2-[6-(2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-il]
asetat (Bilesik 8)

1,9 gr (0,00608 mol) 6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-
okso-3H-benzoksazol, 0,154 gr (0,00669 mol) metalik Na ve 1,35 ml
(0,0121 mol) etil bromoasetat ile absoli etanol icinde genel sentez
yontemine uygun olarak elde edildi. Reaksiyon siresi 4,5 saattir. Su
ilavesiyle coken Urln, stzllerek alindi ve etanolden kristallendirildi. Kristal
verimi 1,63 g'dir (%67,4).

Parlak sar renkli igne seklinde kristallerdir. Erime derecesi
189 °C’dir. Kloroform ve asetonda ¢ézunr.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, G-2, C-3 ¢ozicl
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,48; 0,83; 0,89'dir. UV isidinda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde g6zlenir. Dragendorf belirtegi ile sar
zeminde kahverengi renk verir.

IR spektrumunda 3100 (C-H gerilim, aromatik), 2980 (C-H
gerilim, alifatik), 1774 (C=0 gerilim, laktam) ve 1732 (C=0O gerilim, ester),
1478 (C=N gerilim, tiyazol), 1370 (C-H deformasyon, alifatik), 1229 (C-O
gerilim, ester ) cm™de bandlar gérUlir.

'H-NMR_spektrumunda (DMSO-dg) & 8,39 (1, 1H, fenil H*),
8,30 (s, 1H, tiyazol H®), 8,08 (d, 1H, benzoksazol H” J;5 = 1,6 Hz), 7,99
(dd, 1H, benzoksazol H® Js 7= 1,6 Hz ve Js4= 8,4 Hz), 7,59-7,52 (m, 1H,
fenil H®), 7,47-7,37 (m, 3H, fenil H*, H> ve benzoksazol H*), 4,80 (s, 2H,
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-N-CH,-CO-), 4,18 (g, 2H,-COO-CH,-), 1,21 (t, 3H, -CH>-CH3) ppm’de
pikleri goraldr.

Elementel analiz  CogH15sFN-O4S M.A.398,41

%C Y% H %N %S
Hesaplanan 60,29 3,79 7,03 8,05
Bulunan 60,11 3,80 7,14 8,03

4.1.9 Etil 2-[6-(2-(2-klorofenil)-1,3-tiyvazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-
illasetat (Bilesik 9)

0
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0,38 gr (0,00156 mol) 6-(2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-
okso-3H-benzoksazol, 0,029 gr (0,00127 mol) metalik sodyum ve 0,26 ml
(0,00231 mol) etil bromoasetat kullanilarak genel sentez ydontemine uygun
olarak sentezlendi. Reaksiyon siresi iki saattir. Su ile Orin ¢okturildu ve
stzulerek izole edildi. Etanolden kristallendirildi. Kristal verimi 0,31 g'dir
(%64,7).

Beyaz toz seklinde kristallerdir. Erime noktasi 180 °C’dir.
Asetonda ¢6zinur, etanol ve 2-propanolda sicakta ¢ozundr.
Siklohekzanda ¢6zinmez.
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ince tabaka kromatografisinde, C-1, C-2, C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,48; 0,84; 0,88'dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gézlenir. Dragendorf belirteci ile sari
zeminde kahverengiye boyanir.

IR spektrumunda 3098 (C-H gerilim, aromatik), 2983 ( C-H
gerilim, alifatik), 1772 (C=0O gerilim, laktam), 1734 (C=0 gerilim, ester),
1476 (C=N gerilim, tiyazol), 1370 (C-H deformasyon, alifatik), 1227 (C-O
gerilim, ester) cm™’de bandlar gériiliir.

1H—,NMR spektrumunda (DMSO-ds) & 8,38-8,32 (m, 2H, fenil
H* ve tiyazol H), 8,06 (s, 1H, benzoksazol H’ J75=1,6 Hz), 7,98 (dd, 1H,
benzoksazol H° Js7= 1,6 Hz ve Js4= 8 Hz), 7,68-7,64 (m, 1H, fenil H®),
7,56-7,50 (m, 2H, fenil H*, H*), 7,42 (d, 1H, benzoksazol H* J,5= 8,4 Hz),
4,80 (s, 2H, -N-CH,-CO-), 4,18 (g, 2H, -COO-CHy-), 1,21 (t, 3H, -CHx-CHa)
ppm’de pikler goralir.

Elementel analiz  CoH15CIN-O4S M.A. 414,86

%C %H %N %S
Hesaplanan 57,90 3,64 6,75 7,73
Bulunan 57,72 3,71 6,71 7,80
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4.1.10 Etil 2-[6-(2-(4-florofenil)-1,3-tivazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-

illasetat (Bilesik 10)
0
rlko/\cH3
N
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—N

1,86 gr (0,0059 mol) 6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-
okso-3H-benzoksazol, 0,150 gr (0,00655 mol) metalik sodyum ve 1,32 ml
(0,01119 mol) etil bromoasetat ile absoli etanol icinde genel sentez
ybntemine uygun olarak elde edildi. Reaksiyon siresi iki saattir. Reaksiyon
ortaminda ¢Oken Urin sdzllerek alindi, 2-propanolden kristallendirildi.
Kristal verimi 0,5 g’'dir (%22,72).

Sari renkli toz seklinde kristallerdir. Erime derecesi 184
°C’tir. Aseton ve kloroformda ¢6zUndr.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, G-2, C-3 ¢ozici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,46; 0,82; 0,89'dur. UV 1si1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde g6zlenir. Dragendorf belirtegi ile sar
zeminde koyu kahverengi renk verir.

IR spektrumunda 3097 (C-H gerilim, aromatik), 2982 ( C-H
gerilim, alifatik ), 1764 (C=0 gerilim, laktam) ve 1743 (C=0 gerilim, ester),
1485 (C=N gerilim, tiyazol), 1372 (C-H deformasyon, alifatik), 1230 (C-O
gerilim, ester) cm™’de bandlar gérilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-de) 5 8,17 (s, 1H, tiyazol H°),
8,08 (2H, dd, fenil H?, H%), 8,04 (d, 1H, benzoksazol H’ J;5 = 1,2 Hz ),
7,96 (dd, 1H, benzoksazol H° Js7= 1,2 Hz ve Js54= 8,4 Hz), 7,44—-7,33 (m,
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3H, fenil H*, H*, benzoksazol H*), 4,81 (s, 2H, -N-CH»-CO-), 4,19 (q, 2H, -
COO-CHzy-), 1,22 (1, 3H, -CH,-CH3) ppm’de pikler goralir.

Elementel analiz  CogHis F N2 O4 S M.A. 398,41

%C Y% H %N %S
Hesaplanan 60,29 3,79 7,03 8,05
Bulunan 60,17 4,01 7,01 8,12

4.1.11 Etil 2-[6-(2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-

illasetat (Bilesik 11)
(6]
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0,5 gr (0,00152 mol) 6-(2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-
okso-3H-benzoksazol, 0,038 gr (0,00167 mol) metalik sodyum ve 0,34 ml
(0,00304 mol) etil bromoasetat ile genel sentez ydbmtemine uygun olarak
elde edildi. Reaksiyon siresi 2,5 saattir. Slire sonunda Uriin su ilavesiyle
¢Okturuldu, stzalda ve etanolden kristallendirildi. Kristal verimi 0,26 g’dir
(%41,3).

Sari toz seklinde renkli kristallerdir. Erime derecesi 181
°C’dir. Kloroformda ¢6zUunar, etanol ve 2-propanolde sicakta ¢dzindr.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, C-2, C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,47; 0,83; 0,89'dir. UV 1s1dinda 254
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nm’de floresan olmayan leke seklinde gézlenir. Dragendorf belirteci ile sari
zeminde koyu kahverengi renk verir.

IR spektrumunda, 3125 ve 3080 (C-H gerilim, aromatik),
2980 (C-H gerilim, alifatik), 1769 (C=0O gerilim, laktam ) ve 1732 (C=0
gerilim, ester), 1479 (C=N gerilim, tiyazol), 1413 (C-H deformasyon,
alifatik), 1244 (C-O gerilim, ester) cm™"’de bandlar gérilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 8,20 ss, 1H, tiyazol H®),
8,07-8,02 (m, 3H, fenil H?, H® ve benzoksazol H’), 7,95 (dd, 1H,
benzoksazol H® Js4= 8,4 Hz ve Js7= 1,6 Hz ), 7,58 (d, 2H, fenil H*, H*),
7,40 (d, 1H, benzoksazol H* J4 5= 8,8 Hz), 4,80 (s, 2H, -N-CH»-CO-), 4,18
(g, 2H, -COO-CH,-), 1,21 (t, 3H, -CH>-CHs) ppm’de pikler gordilr.

Elementel analiz  CyoH15CIN-O4S M.A. 414,86

%C %H %N %S
Hesaplanan 57,90 3,64 6,75 7,73
Bulunan 57,93 3,56 6,88 7,73
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4.1.12 Etil 2-[6-(2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol-3-illasetat (Bilesik 12)

(0]
HKO/\C
N
‘ %O
AN (0]
S
—N
(0]

\
CHs

Hs

1,185 gr (0,00365 mol) 6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-0kso-3H-benzoksazol, 0,092 gr (0,004015 mol) metalik sodyum ve 0,80
ml (0.0073 mol) etil bromoasetat ile absolu etanol icinde genel sentez
yéntemine uygun olarak elde edildi. Reaksiyon slresi bes saattir. Su
ilavesiyle Orin ¢okturdldl, sdzalda, 2-propanolden kristallendirildi. Verim
0,86 g’'dir (%57,5).

Sari renkte parlak toz gériinimli kristallerdir. Erime derecesi
157-158 °C’dir. Aseton, asetonitril, eter, kloroformda ¢&zUndr.
Siklohekzanda ¢6ziinmez. 2-propanol ve etanolde sicakta ¢éztnur.

ince tabaka kromatografisinde, C-1, C-2, C-3 c¢dzici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,41; 0,82; 0,88'dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gézlenir. Dragendorf belirteci ile sari
zeminde kahverengi renk verir.

IR spektrumunda 3145, (C-H gerilim, aromatik), 2980, 2950,
(C-H gerilim, alifatik), 1781 (C=0 gerilim, laktam) ve 1731 (C=0 gerilim,
ester), 1488 (C=N gerilim, tiyazol), 1391 (C-H deformasyon, alifatik), 1247-
1026 (C-O gerilim, -OCHjs ve ester) cm™"’de bandlar gérlir.
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'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 8,06 (s, 1H, tiyazol H®),
8,02 (d, 1H, benzoksazol H’ J75=1,2 Hz), 7,98-7,92 (m, 3H, benzoksazol
H°® ve fenil H*, H®), 7,40 (d, 1H, benzoksazol H* J,5= 8 Hz), 7,06 (d, 2H,
fenil H*, H%), 4,80 (s, 2H, -N-CH,-CO-), 4,18 (q, 2H, -COO-CH>-), 3,82 (s,
3H, ®-O-CHjs) 1,209 (t, 3H, -O-CH,-CHs ) ppm’de pikler gérulir.

Elementel analiz  Cs1H1gN-05S M.A. 410,44

%C %H %N %S
Hesaplanan 61,45 4,42 6,83 7,81
Bulunan 61,73 4,48 6,98 7,87

4.1.13 2-[6-(2-Fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-il]asetik asit
(Bilesik 13)

1,765 gr (0,006 mol) 6-[(2-fenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-
benzoksazol, 0,92 gr (0,0066 mol) bromoasetik asit ve 0,30 gr (0,013 mol)
metalik sodyumdan genel sentez yonteminde verildigi sekilde sentezlendi.
Asetonitril ile kristallendirildi. Kristal verimi 0,54 g'dir (%25,5).

Beyaz renkli toz kristallerdir. Erime derecesi 288 °C’dir. Suda
¢6zlnmez, asetik asit, asetonitril ve etanolde sicakta ¢dzinur.

ince tabaka kromatografisinde C-2 ve G-3 ¢ozicl
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,02 ve 0,87'dir. UV 1siginda 254

159



nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda 3090-2500 (O-H gerilim, karboksilli asit),
3090 (C-H gerilim, aromatik) 2986, 2940 ( C-H gerilim, alifatik), 1758 (C=0
gerilim, laktam) ve 1730 (C=0 gerilim, karboksilli asit), 1486 (C=N gerilim,
tiyazol), 1209 (C-O-C gerilim, karboksilli asit) cm™’de bandlar gérilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) 5 8,17 (s, 1H, tiyazol H®),
8,06-8,02 (m, 3H, benzoksazol H’ ve fenil H2”, H6"), 7,97 (dd, 1H,
benzoksazol H° Js7=1,6 Hz ve Js4= 8 Hz), 7,56-7,50 (m, 3H, fenil H*, H,
H), 7,42 (d, 1H, benzoksazol H* J45= 8,4 Hz), 4,69 (s, 2H, -N-CH,COOH)
ppm’de pikler goralir.

Elementel analiz  CigH12N20O4S M.A. 352,36

%C %H %N %S
Hesaplanan 61,35 3,43 7,95 9,10
Bulunan 61,31 3,40 8,05 9,16

4.1.14 2-[6-(2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-il]
asetik asit (Bilesik 14)

0,55 gr (0,00138 mol) etil 2-[6-(2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-
il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-iljlasetat ve %37’lik 15 ml HCl'den genel
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sentez yoOntemlerine verilen 1. ydnteme gore sentezlendi. Reaksiyon
bitimine ITK sonucu géz énline alinarak karar verildi. Su ilavesiyle ¢cokelek
miktari artirthp stzlldi, asetik asitten kristallendirildi. Kristal verimi 0,26
g'dir (%50,9).

Beyaz renkli toz kristallerdir. Erime derecesi 283-284 °C’dir.
Suda ¢bzlinmez, aseton, asetonitril ve asetik asitte az ¢ézindr.

ince tabaka kromatografisinde C-2 ve C-3 ¢6zici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,02 ve 0,86°dir. UV 1siginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gd6zlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda 3200 — 2500 (O-H gerilim, karboksilli asit),
3107 (C-H gerilim, aromatik), 2983, 2941 (C-H gerilim, alifatik), 1765
(C=0 gerilim, laktam), 1740 (C=0O gerilim, karboksilli asit), 1484 (C=N
gerilim, tiyazol), 1202 (C-O-C gerilim, karboksilli asit) cm™de bandlar
goraldr.

"H-NMR spektrumunda, (DMSO-ds) & 8,39 (t, 1H, fenil H*),
8,29 (s, 1H, tiyazol H5), 8,06 (d, 1H, benzoksazol H’ J7s= 1,2 Hz), 7,98
(dd, 1H, benzoksazol H® Js4=8,4 Hz ve Js7= 1,6 Hz), 7,59 -,7,52 (m, 1H,
fenil H®), 7,48-7,36 (m, 3H, benzoksazol H* ve fenil H¥, H*), 4,69 (s, 2H,
-N-CH>,COOH ) ppm’de pikler gorulir.

Elementel analiz  CigH11FN>O4S M.A. 370,36

%C Y% H %N %S
Hesaplanan 58,37 2,99 7,56 8,66
Bulunan 58,21 3,19 7,54 8,70
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4 1.15 2-[6-(2-(2-Klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-il]
asetik asit (Bilesik 15)

Cl

0,94 gr (0,0028 mol) 6-[(2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-
okso-3H-benzoksazol, 0,778 gr (0,0056 mol) bromoasetik asit ve 0,212 gr
(0,00924 mol) metalik sodyumdan genel sentez ydntemlerinden 2.
yobnteme uygun olarak sentezlendi. Reaksiyon ince tabaka
kromatografisinden edinilen bilgi dogrultusunda sonlandirildi. Asetonitril -
asetik asit karisimindan kristallendirildi. Kristal verimi 0,283 g’dir (%26,2).

Beyaz renkli toz kristallerdir. Erime derecesi 266-267 °C’dir.
Metanol, etil asetat, asetik asitte sicakta ¢dzUnUr. Etanol, asetonitril,
asetonda ¢6zinmez.

ince tabaka kromatografisinde C-2 ve C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,02 ve 0,86°dir. UV 1si1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gd6zlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda 3516 - 2400 (O-H gerilim, karboksilli asit),
3126 (C-H gerilim, aromatik), 2940 (C-H gerilim, alifatik), 1765 (C=0
gerilim, laktam), 1727 (C=0O gerilim, karboksilli asit), 1490, 1477 (C=N
gerilim, tiyazol), 1214 (C-O gerilim, karboksilli asit) cm™’de bandlar gérilir.

) 1H—NMF} spektrumunda (DMSO-dg) 6 8,40-8,36 (m, 2H, fenil
H*, 8,35 s, tiyazol H®), 8,07 (d, 1H, benzoksazol H” J;5=1,2 Hz), 7,99 (dd,
1H, benzoksazol H° Js7=1,2 Hz ve J54= 8,2 Hz), 7,70 — 7,65 (m, 1H, fenil
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H®), 7,568-7,52 (m, 2H, fenil H*, H*), 7,43 (d, 1H, benzoksazol H* J, 5= 8,4
Hz), 4,69 (s, 2H, -N-CH,COOH) ppm’de pikler gérulur.

Elementel analiz  C4gH11CIN-O4S M.A. 386,81

%C %H %N %S
Hesaplanan 55,89 2,87 7,24 8,29
Bulunan 55,50 2,866 7,369 8,229

41.16 2-[6-(2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-il]
asetik asit (Bilesik 16)

1,16 gr (0,0029 mol) etil 2-[6-(2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-
2-0kso-3H-benzoksazol-3-ilJasetat ve 30 ml %37’lik HCI genel sentez
yontemlerinde verilen 1. yoénteme uygun olarak sentezlendi. Reaksiyon
bitimine ITK sonucu géz énline alinarak karar verildi. Su ilavesiyle ¢cokelek
miktari artirihp sGzuldl, asetik asitten kristallendirildi. Kristal verimi 0,707
g'dir (%65,6).

Beyaz renkli toz seklinde kristallerdir. Erime derecesi 315
°C’dir. Suda ¢6ziinmez, asetonitril, aseton ve asetik asitte sicakta ¢6zundr.
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ince tabaka kromatografisinde C-2 ve C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,02 ve 0,86’dir. UV isidinda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda 3200 — 2500 (O-H gerilim, karboksilli asit),
3090 (C-H gerilim, aromatik), 2997 (C-H gerilim, alifatik), 1759 (C=0
gerilim, laktam), 1730 (C=0O gerilim, karboksilli asit laktam), 1486 (C=N
gerilim, tiyazol), 1211 (C-O gerilim, karboksilli asit) cm"’de bandlar gérulir.

'H-NMR spektrumunda, (DMSO-dg) & 8,20 — 7,95 (t, 5H,
tiyazol H®, fenil H?, H®, benzoksazol H®, benzoksazol H’), 7,48-7,32 (m,
3H, benzoksazol H*, fenil H¥, H*), 4,71 (s, 2H, -N-CH,COOH) ppm’de
pikler gorallr.

Elementel analiz  C1gH11FN2O4S M.A. 370,36 gr

%C Y%H %N %S
Hesaplanan 58,37 2,99 7,56 8,66
Bulunan 58,22 3,20 7,59 8,66
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41.17 2-[6-(2-(4-Klorofenil)-1,3-tivazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-il]
asetik asit (Bilesik 17)

Cl

0,92 gr (0,0028 mol) 6-(2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-
okso-3H-benzoksazol, 0,427 gr (0,00308 mol) bromoasetik asit ve 0,148
gr (0,00647 mol) metalik sodyum kullanarak genel sentez yontemlerinden
2. yénteme uygun olarak sentezlendi. Reaksiyon ITK'dan edinilen bulguya
gbre su ilavesiyle ¢oktirllerek sonlandirildi. Urlin stizllerek izole edildi ve
asetik asitten kristallendirildi. Kristal verimi 0,107 g’dir (%9,9).

Beyaz renkli toz gérunimlU kristallerdir. Erime derecesi 296
°C’dir. Suda ¢dziinmez, aseton ve asetonitrilde az ¢ézinUr.

ince tabaka kromatografisinde C-2 ve C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf dederleri sirasiyla 0,02 ve 0,87°dir. UV isidinda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda 3100 — 2500 (O-H gerilim, karboksilli asit),
3088 (C-H gerilim, aromatik), 2989, 2923 ( C-H gerilim, alifatik ), 1760
(C=0 gerilim, laktam), 1732 (C=0O gerilim, karboksilli asit), 1483 (C=N
gerilim, tiyazol), 1203 (C-O gerilim, karboksilli asit) cm™"de bandlar gériliir.

’ "H-NMR spektrumunda, (DMSO-de) & 8,22 (s, 1H, tiyazol
H®), 8,10-8,05 (t, 3H, fenil H*, H®, 2-okso-3H-benzoksazol H'), 7,97 (d,
1H, benzoksazol H® Js4= 8 Hz ), 7,61 (d, 2H, fenil H*, H*), 7,42 (d, 1H,
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benzoksazol H* Js5 = 8,4 Hz), 4,67 (s, 2H, -N-CH>,COOH ) ppm’de pikleri
goralar.

Elementel analiz  C1gH11CIN20O4+S M.A. 386,81 gr

%C %H %N %S
Hesaplanan 55,89 2,87 7,24 8,29
Bulunan 55,53 2,87 7,29 8,25

4.1.18 2-[6-(2-(4-Metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-
ilJasetik asit (Bilesik 18)

0
AN
CH,

710 mg (0,01072 mol) etil 2-[6-(2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-
4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-ilJasetat ve 25 ml %37’lik HCI icinde genel
sentez yonteminde verildigi sentezlendi. Reaksiyon suresi 30 dakikadir.
Reaksiyon ortaminda ¢dken drin su ilavesinden sonra sizilldl, asetik
asitten kristallendirildi. Kristal verimi 0,32 g’dir (%48,4).

Beyaz renkli toz gérindmla kristallerdir. Erime derecesi 259-
260 °C’dir. Metanol, eter, siklohekzanda ¢c6ziinmez, asetonitrilde sicakta
¢6zundr.
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ince tabaka kromatografisinde C-2 ve C-3 ¢6ziici
sistemlerinde Rf degerleri sirasiyla 0,02 ve 0,87'dir. UV isidinda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda 3200 — 2500 (O-H gerilim, karboksilli asit),
3087 (C-H gerilim, aromatik), 2934, 2938 (C-H gerilim, alifatik), 1761
(C=0 gerilim, laktam), 1740 (C=0O gerilim, karboksilli asit), 1486 (C=N
gerilim, tiyazol), 1254 (C-O gerilim, -O-CHs ) cm™"’de bandlar gérilir.

’ 'H-NMR spektrumunda, (DMSO-ds) 5 8,06 (s, 1H, tiyazol
H®), 8,01 (d, 1H, benzoksazol H' J7s= 1,2 Hz), 7,98-7,92 (m, 3H, fenil H?,
HE, benzoksazol H°), 7,39 (d, 1H, benzoksazol H* J4 5= 8 Hz), 7,06 (d, 2H,
fenil H*, H®), 4,7 (s, 2H, -N-CH,COOH ), 3,8 (s, 3H, ®-O-CHs) ppm’de
pikler goralur.

Elementel analiz  C19H14N>OsS M.A. 382,39

%C %H %N %S
Hesaplanan 59,68 3,69 7,33 8,39
Bulunan 59,62 3,61 7,44 8,45
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4.2 Biyolojik Aktivite Calismasi

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin COX-1 inhibitér aktivite
sonugclari Tablo 12’de verilmigtir.

Tablo 12: Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin COX-1 inhibitor aktivite testi sonuglan

z—F

s

S ~
——N
Ry
Ra
"No' | R | R Ro | %BBo | oo | inmibisyonu
1 H H H 10,741 2758 0
2 F H H 10,742 27825 0
3 Cl H H 11,765 2363.,5 0
4 H F H 9,975 3082 0
5 H Cl H 11,573 25105 0
6 H OCHg3; H 11,637 2407,5 0
7 H H CH,CO,C,Hs 9079 8555 0
8 F H CH,CO,C,Hs 12,468 2157 3,96
9 Cl H CHoCO,CHs 12,915 2076,5 7,54
10 H F CH,CO,C,Hs 13,683 1874,5 16,54
11 H Cl CH,CO,C,Hs 14,962 1631 27,38
12 H OCHg; CH,CO,C,Hs 15,409 1571 30,05
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Tablo 12’ nin devami.

13 H H CH,COOH 11,189 2555 0
14 F H CH,COOH 11,189 2609,5 0
15 Cl H CH,COOH 11,829 2395 0
16 H F CH,COOH 12,155 2234 0
17 H Cl CH,COOH 12,021 2379 0
18 H OCH; CH,COOH 12,340 2285 0
SC-560 91,432 0 100
KAN 12,148 2246 0

Bilesiklerde anlamhi  bir COX-2 inhibitér  aktivite
saptanamamigtir.
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5. TARTISMA

Calismamizda alti tanesi 6-(2-sUbstitefenil-1,3-tiyazol—4-il)-
2-0kso-3H-benzoksazol yapisinda, altt tanesi 6-(2-sUbstitliefenil-1,3-
tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzotiyazol-3-ilJasetik asit yapisinda ve 6 tanesi
de etil 2-[6-(2-sUbstitiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-
ilJasetat yapisinda 18 adet madde sentezlenmis olup bunlardan 16 tanesi
orijinal, 6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol (Bilesik
4) ve 6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol (Bilesik
6) ise orijinal degildir. Sentezlenen bu 18 bilesiginin yapilari kanitlanmis
COX-1 ve COX-2 inhibitér etkinlikleri agisindan in vitro enzim deneyleri ile
degerlendirmeleri yapiimistir.

Bilesiklerin sentezine baslagic maddesi olan 2-okso-3H-
benzoksazolin sentezi ile baslanmistir. 2-Aminofenol ve ({reden
mikrodalga i1sinimiyla solvansiz  ortamda 15 dakikada sentez
gerceklestirilmigtir.

H
NH, O N
| 15 dk, 140 °C
+ —_ ‘ —Q
H,N NH,
OH ©

2-Okso-3H-benzoksazol ve bromoasetik asidin PPA
varliginda mikrodalga reaktériinde tepkimesi sonucu ise 6-(2-bromoasetil)-
2-okso-3H-benzoksazol elde edilmigtir. Bu reaksiyonun yag banyosunda
PPA icerisinde yapilmasi sicakligin kontrolind gtclestirmekte, verimi
disurmekte ve yan drin olusumunu arttirmaktadir.

H H
N N
BrCH,COOH
[ Hmo  POMCOOM [ =0
PPA
o BrH,C o

)

1. basamak = 300 watt, 35dk, 0 — 110 °C
2. basamak = 300 watt, 25 dk, 110 °C

Tiyobenzamit tlrevleri (2-klorotiyobenzamit,
2-florotiyobenzamit,  4-klorotiyobenzamit,  4-florotiyobenzamit), ilgili
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benzamit tlrevinin fosfor pentasulfir ile benzen icinde kalsiyum klordr tlpt
takilmis geri ¢eviren sogutucu altinda isitilmasi ile elde edilmistir.

0 S
NH, NH,
R R

R =2- F, 2-Cl, 4-F, 4-Cl

6-(2-Bromoasetil)-2-okso-3 H-benzoksazol uygun
tiyobenzamit tdrevleri ile diglim igerisinde oda isisinda reaksiyona
sokulmus ve 6-(2-substitiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol
tlrevleri elde edilmigtir.

R =H, 2- F, 2-Cl, 4-F, 4-Cl, 4-OCHj

Bu maddelerden 6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-
3H-benzoksazol (Bilesik 4) ve 6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-
3H-benzoksazol (Bilesik 6) Scifinder Scholar taramalari sonucunda
sirasiyla 876863-98-8 ve 924472-45-7 numaralar ile kayith bulunmustur.
Bu iki tlrevin Aurora Screening Library, Enamine Screening Library ve
Ambinter Stock Screening Collection firmalar tarafindan satildigi
belirlenmis ancak erime derecelerine literatir taramalari ve satici
firmalarla yapilan yazigmalar sonucunda dahi erigilememisgtir.

Sentezlenen  6-(2-substitlefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol turevlerinin susuz etanol igerisinde metalik sodyum ile tuzlari
hazirlanmis ve etil bromoasetat ile susuz alkol i¢cinde tepkimesinden etil [6-
(2-substitiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-il]lasetat
tlrevleri elde edilmigtir.
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’ 0H200002H5

N

A N :
S H
) BrCH,COOCH,CH3 S

Na®, susuz etanol

R =H, 2- F, 2-Cl, 4-F, 4-Cl, 4-OCHj

6-(2-Substitlefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-
ilJlasetik asit tdrevlerinin hazirlanmasinda iki farkli yéntem uygulanmistir.
ik ybntemde, 6-(2-slbstitiiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol
tirevlerinin sodyum tuzlari hazirlanmis ve olusan sodyum tuzlarinin
bromoasetik asit ile DMF icerisinde mikrodalga reaktdriinde tepkimesi
sonucu [6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-iljasetik asit
tlrevleri elde edilmigtir.

CH,COOH

O OF

300 W, 125 °C, 30 dk

R

R =H, 2-Cl, 4-Cl

Bu ybdntemde verimin disUk olmasi nendeniyle etil [6-(2-
substittefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-illasetat
tUrevlerinin  ester grubu asidik ortamda hidroliz edilerek [6-(2-
substittefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-il]lasetik asit
tirevleri elde edilmigtir. Bu ydntemde nudkleofil ayni oldugu igin reaktifin
glcundn arttinlmasi yoluna gidilmis ve bromoasetik asit yerine etil
bromoasetat kullaniimigtir.
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CH,COOCH,CH,
CH,COOH

N |
N
| )=o [ o
A N
S H  gerisik HCI ~ ’:
S
—N R
—N

R =2-F, 4-F, 4-OCHjs

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

Elde edilen 6-(2-sUbstitlefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol tirevlerinin IR spektrumlarinda, amit grubuna ait NH gerilim
bantlari 3491-3173 cm™de, aromatik CH gerilim bantlari 3110-3079
cmde, C=0 bandlan 1789-1722 cm™de, tiyazol halkasina ait C=N
gerilim bantlar 1482-1473 cm™"’de gdzlenmistir.

Bilegiklerin DMSO-ds iginde alinan '"H-NMR spektrumlarinda
11,8 ppm’de NH, 8,31-8,05 ppm tiyazol H°, 7,99-7,92 ppm benzoksazol
H’ ve 7,93-7,46 ppm benzoksazol H® ve 7,19-7,15 ppm benzoksazol H*
protonlarina ait sinyaller géralmustar.

Elde edilen etil [6-(2-sUbstitGefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-
3H-benzoksazol-3-ilJasetat tlrevlerinin IR spektrumlarinda, aromatik CH
gerilim bantlari 3145-3095 cm"’de, alifatik CH gerilim bantlari 2985-2950
cm™de, laktam halkasina ait C=0O gerilim bantlari 1781-1764 cm™"de,
ester C=0 gerilim bandlari 1743-1731 cm™""de, tiyazol halkasina ait C=N
gerilim bantlari 1488-1476 cmde, alifatik C-H deformasyon bandlari
1391-1369 cm™de, ester C-O gerilim bandlar 1247-1227 cm™de
gbzlenmisgtir.

Bilesiklerin DMSO-ds iginde alinan "H-NMR spektrumlarinda
8,38-8,06 ppm arasi tiyazol H>, 8,08-8,02 ppm benzoksazol H’, 7,99-7,95
ppm benzoksazol H®, 7,47-7,42 ppm benzoksazol H*, 4,81-4,18 ppm NH-
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CH,-CO, 4,19-3,82 ppm CO-CH,.CHs, 1,22-1,21 ppm -CH>-CHs
protonlarina ait sinyaller géraimustar.

Elde edilen [6-(2-sUbstitiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol-3-ilJasetik asit tlrevlerinin IR spektrumlarinda, OH gerilim
bandi 3516-2400 cm "de, aromatik C-H gerilim bandi 3126-3087 cm™’de,
alifatik C-H gerilim bantlari 2997-2923 cm™de, laktam halkasina ait C=0O
gerilim bantlari 1765-1758 cm™"de, karboksilli asit C=O gerilim bandlari
1740-1727 cm™"de, tiyazol halkasina ait C=N gerilim bantlari 1486-1477
cm "de, karboksilli asit C-O gerilimi 1254-1202 cm™"’de gdzlenmistir.

Bilesiklerin DMSO-ds icinde alinan 'H-NMR spektrumlarinda
8,40-8,06 ppm aras! tiyazol H®, 8,10-8,009 ppm benzoksazol H’, 7,99-
7,92 ppm benzoksazol H>, 7,43-7,32 ppm benzoksazol H*, 4,71-4,69 ppm
-CH>COOQOH protonlarina ait sinyaller géralmustir.

Bilesiklerin COX-1 enzimi (zerindeki inhibitér aktivitesini
saptamak icin pihtilagsmis insan tam kani ve Assay Designs Correlate-
EIA™  Thromboxane B, Enzyme Immunoassay Kiti kullaniimigtir.
Bilesiklerin COX-2 enzimi Uzerindeki inhibitdr aktivitesini test etmek igin ise
LPS ile 24 saat indiklenmis olan insan tam kani ve Assay Designs
Correlate-EIA™  Prostaglandine E, Enzyme Immunoassay Kiti
kullanilmigtir. COX-1 ve COX-2 enzim deneylerinde standart olarak
sirasiyla COX-1 ve COX-2'nin selektif inhibitérleri olan diaril yapisindaki
SC-560 ve DuP-697 kullaniimigtir. Bilesikler, 10 uM konsantrasyonda test
edilmistir. Inhibitér etki sonuglari Tablo 13’te gdsterilmistir.
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Tablo 13: Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin COX-1 ve COX-2 inhibitér aktivite

testi sonuclari

Ry

|

N

e
A (6]
S
—N
Ri
Ra
Bilesik | o R R "% COX-1 | % COX-2
No ! 2 8 inhibisyonu | inhibisyonu

1 H H H 0 0
2 F H H 0 0
3 Cl H H 0 0
4 H F H 0 0
5 H Cl H 0 0
6 H OCHs H 0 0
7 H H CH,CO,CH,CHs5 0 0
8 F H CH,CO,CH,CHs5 3,96 0
9 Cl H CH,CO,CH,CHs5 7,54 0
10 H F CH,CO,CH,CHs5 16,54 0
11 H Cl CH,CO,CH,CHs 27,38 0
12 H OCH; | CH,CO,CH,CH; 30,05 0
13 H H CH,COOH 0 0
14 F H CH,COOH 0 0
15 Cl H CH,COOH 0 0
16 H F CH,COOH 0 0
17 H Cl CH,COOH 0 0
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Tablo 13’ (in devami.

18 H OCH; CH,COOH 0 0
SC-560 100
DuP-697 - 100
KAN 0 0

Bilesik 1-7 ve 13-17’nin COX-1 ve COX-2 (lizerine inhibit6r
etkilerinin  olmadigi  saptanmistir.  Ayrica sentezi gerceklestirilen
bilesiklerde yapilan in vitro COX-2 analizlerinin sonucunda kayda deger
COX-2 inhibisyonu bulunamamistir.

Bilesikleri kendi aralarinda degerlendirdigimizde, etil 2-[6-(2-
(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-ilJasetat (bilesik 11)
ve etil 2-[6-(2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-
ilJasetat (bilesik 12) sirasiyla % 27,38 ve % 30,05 ile en ylksek inhibisyon
yUzdelerine sahip selektif COX-1 inhibitéri maddeler oldugu gézlenmisgtir.
Bunun yanisira bilesik 10’da da, bilesik 11 ve 12 kadar olmasa da %16,54
oraninda COX-1 inhibisyonu gerceklesmistir. Benzoksazol halkasinin azot
atomu Uzerinde ester fonksiyonu ve fenil halkasinin para konumunda
elektron gekici substitientin bulunmasinin aktivitede artisa neden oldugu
disUnilmektedir.

Tromboksan sentaz inhibitér aktiviteyi degerlendirmek igin,
COX-1 inhibitér aktivite analizlerinde oldugu gibi TxB, miktari
Olcllmektedir. Sentezlenen asetik asit tirevleri COX-1 enzimini anlamh
derecede inhibe etmemistir. Yapilan COX-1 inhibitér aktivite analizinde
TxB, miktarinda bir azalma saptanmadigi igin Tx sentaz enzimi Uzerinde
inhibitor etki tayini yapmaya gerek gérilmemistir.

Genel olarak bilesikler ele alinacak olursa, sadece ester
tirevleri aktivite spektrumu goésterdigi ve COX-1 izoformu Uzerine etkili
oldugu gb6zlenmektedir. Aktivite c¢alismalari sonucu saptanan COX
inhibisyon ylUzdeleri kayda deger bulunmamistir. Bu sonuglar g6z éniinde
bulundurularak daha ileri ¢alismalarla selektif COX-2 inhibisyon aktivitesi
gbsterecek ve bunun yaninda Tx sentaz inhibisyon aktivitesine de sahip
bilesiklerin tasarlanmasi distnulmektedir.
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6. SONUC

Bu calismada alti tanesi 6-(2-substitiefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-
okso-3H-benzoksazol, alti tanesi etil [6-(2-sUbstitlefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-
okso-3H-benzoksazol-3-illasetat ve alti tanesi [2-0kso-6-(2-sUbstitlefenil-
1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-iljJasetik asit olan 18 bilesik
sentezlenmis ve bu bilesiklerin COX inhibitér etkileri in vitro enzim
deneyleri ile arastiriimistir.

2-Aminofenol ile  drenin  mikrodalga reaktérindeki
tepkimesinden elde edilen 2-okso-3H-benzoksazollin, bromoasetik asit ile
PPA icindeki reaksiyonundan 6-(2-bromoasetil) tlrevine ulasiimistir. Daha
sonra 6-(2-bromoasetil)-2-okso-3H-benzoksazolin ilgili  tiyobenzamit
trevleriyle tepkimesinden 6-(2-sUbstitlefenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol tirevleri elde edilmigtir. Bu tlrevlerin metalik sodyum ile
tuzlarina gegcildikten sonra etil bromoasetat ile benzoksazol halkasinin
azot atomu Uzerinde ester fonksiyonu olusturulmustur. Bu ester yapilari ya
derisik hidroklorik asit ile hidroliz edilerek, ya da 6-(2-sUbstitliefenil-1,3-
tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol tlrevlerinin sodyum tuzlari Gzerinden
bromoasetik asit ile tepkimesinden [6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol-3-iljasetik asit tlrevleri elde edilmigtir.

Bilesiklerin yapilari IR, 'TH-NMR ve elementel analiz verileri
ile kanitlanmistir.

Bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda, COX-1 ve COX-2
enzimi inhibitdr aktivitesi aragtiriimistir.

Etil 2-[6-(2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol-3-ilJasetat (Bilesik 10), etil 2-[6-(2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-
il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-illasetat (Bilesik 11) ve etil 2-[6-(2-(4-
metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-illasetat  (Bilesik
12) COX-1 inhibitdr etkileriyle dikkat cekmektedir. Onsekiz bilegsik arasinda
Uc bilesigin ortak 6zellikleri esas alinarak, benzoksazol halkasinin 3.
konumunda ester ve fenil halkasinin para konumunda elektron cekici
gruplarin varhdinin COX-1 inhibitér aktivitesinde &nemli roli oldugu
sdylenebilir.

Tablo 14’te sentezlenen bilegiklerin kimyasal yapilari, erime
dereceleri, % verimleri ve COX enzimi inhibitér aktivite testi sonuglan
gO6rilmektedir.
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Tablo 14: Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin erime derecesi, % verim, % COX-1 ve
% COX-2 inhibisyonlar

R3
N
-
SN o
s
—N
Ry
R2
— Erime o o o
B"ﬁ'k R, R, Rs Zﬂfg‘; Vefi m in/; ict:)?s);:n in/;1 icl:o(i)s))(/:)zn

1 H H H 266 27,9 0 0
2 F H H 249 38,4 0 0
3 Cl H H 241 33 0 0
4 H F H 268 25,5 0 0
5 H Cl H 210 56 0 0
6 H OCH; H 255 19,8 0 0
7 H H CH,CO,C,Hs 179 61,2 0 0
8 F H CH,CO,C,Hs 189 67,4 3,96 0
9 Cl H CH,CO,C,Hs 180 64,7 7,54 0
10 H F CH,CO,C,Hs 184 22,7 16,54 0
11 H Cl CH,CO,C,Hs 181 41,3 27,38 0
12 H OCH;3; | CH,CO,CoH;5 158 57,5 30,05 0
13 H H CH,COOH 288 25,5 0 0
14 F H CH,COOH 284 50,9 0 0
15 Cl H CH,COOH 267 26,2 0 0
16 H F CH,COOH 315 65,6 0 0

178




Tablo 14’ (in devami.

17 H Cl CH,COOH 296 9,9 0 0
18 H OCH;, CH,COOH 260 48,4 0 0
DuP-
697 100
SC-560 100

Bu sonuglar gbéz 6nltne alindidinda, daha ileri ¢calismalarla
selektif COX-2 inhibisyon aktivitesi gdsterecek ve bunun yaninda TxA,
sentaz inhibisyon aktivitesine de sahip bilesiklerin tasarlanmasi
disutnulmektedir.
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7. OZET

BAZI 6-(SUBSTITUE TIYAZOL-4-iL)-2-OKSO-3H-BENZOKSAZOL
YAPISINDAKI BILESIKLERIN SENTEZI VE SIKLOOKSIJENAZ
INHIBITOR AKTIVITELERININ BELIRLENMESI UZERINDE
GALISMALAR

Bu tez konusu kapsaminda hem selektif COX-2 inhibitér hem
de Tx sentaz inhibitdr aktiviteyi ayni molekll yapisinda tasiyarak olasi
kardiyovaskuiler yan etkilerinden arinmis molekdllerin tasarlanmasi,
sentezi ve siklooksijenaz izoformlari (COX-1 ve COX-2) Uzerinde inhibitor
aktivitelerinin arastirilmasini amacladik.

Daha &nce bildirilmis 1,3-diaril substitle heterosiklik ana
yapisini tasiyan COX-2 inhibitérleri ve Tx Sentaz inhibitérleri temel
alinarak tasarlanmis yapilarimizda, tiyazol merkez halkasi etrafinda aril
substitlentleri olarak 2-okso-3H-benzoksazol ve sibstitie fenil halkalar
meta konumlarda yerlestirilmistir. 2-okso-3H-benzoksazol halkasinin 3.
konumunda asetik asit ve esterleri ve fenil halkasinin 2. ve 4.
konumlarinda —F, -Cl, -OCHj; gibi sUbstitlentlerle tlreviendirmeye
gidilmigtir.

Sentezlenen bilesiklerin yapilari IR, 'TH-NMR ve elementel
analiz verileri ile kanitlandiktan sonra, 10 uM bilesik konsantrasyonunda,
COX-1 ve COX-2 enzimleri tizerinde inhibitor aktiviteleri arastiniimistir.

Sentezlenen bilegiklerden etil  2-[6-(2-(4-florofenil)-1,3-
tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-iljlasetat  (10), etil 2-[6-(2-(4-
klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-il|asetat (11) ve etil 2-
[6-(2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-il]asetatin
(12) COX-1 inhibitdr etkileri tespit edilmigtir. Aktivite acgisindan ester
kalintisi ve fenil halkasinin para konumunda elekiron g¢ekici sUbstitient
varhgi 6énemli g6zikmektedir.

Anahtar kelimeler: 1,3-diaril COX-2 inhibit6rleri, 2-okso-3H-
benzoksazol, tiyazol, Tx sentaz inhibitorleri
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8. SUMMARY

STUDIES ON THE SYNTHESIS AND CYCLOOXYGENASE INHIBITORY
ACTIVITIES OF SOME 6-(THIAZOLE—-4-YL)-2-OXO-3H-BENZOXAZOLE
DERIVATIVES

The aim of this thesis dissertation is to perform the synthesis
of compounds which may have dual COX-2 and Tx synthase inhibitory
activities, therefore minimizing side effects such as the cardiovascular
problems currently associated with COX-2 inhibitors and to evaluate in
vitro COX inhibitory activities of the synthesized compounds.

The compounds were designed by inspiration from 1,3-diaryl
heterocyclic COX-2 inhibitors and tromboxane synthase inhibitors. These
compounds carry thiazole as a central heterocyclic ring substituted with 2-
ox0-3H-benzoxazole and substitue phenyl moiety at meta positions. The
derivatives that bear acetic acid or ester function at position 3 of 2-oxo0-3H-
benzoxazole and -F, -Cl, -OCH3; substituted phenyl ring at o- or p-
positions have been synthesized.

After structure elucidation of compounds by means of IR, 'H-
NMR and elementary analysis, the COX-1 and COX-2 inhibitory activities
were screened at 10 uM concentration.

Ethyl 6-[2-(4-florophenyl)-1,3-thiazole-4-yl]-2-oxo-3H-
benzoxazole-3-ylJacetate (Compound 10), ethyl 6-[2-(4-chlorophenyl)-1,3-
thiazole-4-yl]-2-oxo-3H-benzoxazole-3-yllacetate (Compound 11) and
ethyl  6-[2-(4-methoxyphenyl)-1,3-thiazole-4-yl]-2-oxo-3H-benzoxazole-3-
yllacetate (Compound 12) have shown selective COX-1 inhibitory
activities. For inhibitory activities, the ester residue and para substitue
phenyl ring with electron withdrawing groups are seem to be important.

Key Words: 1,3-diaryl heterocyclic COX-2 inhibitors, 2-oxo-
3H-benzoxazole, thiazole, Tx synthase inhibitors
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