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OZET

Yeni Platelet Inhibitorii Tuzlarin Ila¢ Etkin Maddesi Olarak Gelistirilmesi ve

Aktivitelerinin Arastirilmasi

Amag: Bu c¢alismada iilkemizde iiretimi olmayan aktif farmasotik bilesen
gelistirilmesi, Universite-Sanayi isbirliginde ilag aday1 olabilecek yeni bir molekiiliin
ortak arastirmalar sonucu ortaya konulmasi istenmistir. Bu tez kapsaminda Prasugrel'in,
cesitli karsit iyonlarla reaksiyonu sonucunda 2'si yeni 5 farkli Prasugrel tuzu elde
edilmis, yapilart ve safliklari spektroskopik yontemler ve eleman analizi verileriyle

kanitlanmistir.

Materyal ve Metot: Prasugrel tuzlarmin in vitro antiplatelet ve antikanser
aktiviteleri arastirllmis ve diyabette artan aterotromboz etkisini anlayabilmek igin
diyabetik ve nondiyabetik hayvanlarda in vivo-ex vivo antiplatelet aktiviteleri
karsilastiritlmistir. EX vivo olgiimlerde Chrono-Log agregometre cihazi ile sitratli tam
kanda antiagregan aktivite belirlenmistir. Trombosit aktivasyon yolaginda yer alan
bilesenlerin, serumdan ve tam kandan izole edilen trombositlerde ELISA teknigi ile
Olgtimii yapilmistir. In vitro antiplatelet ve antikanser ¢alismalarinda ELISA kitleri

kullanilmustir.

Bulgular: In vivo-ex vivo galismalarda ADP i¢in 4a Prasugrel'e gore daha zayif
etkili 2a ve 3a daha yiiksek etkili, epinefrin i¢in 2a yiiksek etkili bulunmustur. 1a, 2a,
3a ve 4a tarafindan TxB; ve Gpllb/llla diizeyleri diyabetik gruplarda anlamli bigimde
inhibe edilmistir. pAKT ve pERK?2 6l¢timlerinde, nondiyabetik gruplarda 1a, 2a, 3a ve
4a tarafindan yiiksek inhibisyon ger¢eklesmistir. VASP diizeyi i¢in nondiyabetiklerde
2a anlamli bir azalmaya neden olmustur. In vitro antiplatelet ve antikanser

calismalarinda aktivite gézlenememistir.

Sonuglar: In vivo-ex vivo ¢aligmalarda 2a ve 3a i¢in baz Prasugrel'e yakin veya
daha giiglii antiplatelet aktivite gozlenmistir. In vitro antiplatelet ve antikanser

caligmalarinda aktivite gézlenememistir.

Anahtar Sozciikler: Prasugrel, Tuz, Antiplatelet, Diyabet, Antikanser
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ABSTRACT

Development of Novel Antiplatelet Salts as Drug Active Ingredients and

Investigation of Activities

Aim: The aims of this study were to develop an API substance which is not
produced in our country and to put forward the result of joint researches with a new
molecule which may be a drug candidate with the cooperation of University-Industry. In
this thesis, with various counter ions, 2 new of 5 different Prasugrel salts have
been obtained. Prasugrel salts structure and purity have been proved by

spectroscopic methods and elementel analysis.

Material and Method: The in vitro antiplatelet and anticancer activities of these
Prasugrel salts were investigated, and in vivo-ex vivo antiplatelet activities were
compared in diabetic and nondiabetic animals in order to understand the increased
atherothrombotic effect. Antiplatelet activity was determined by ex vivo measurements
with total blood in citrate by using Chronolog aggregometer. The components of the
platelet activation pathway were evaluated by ELISA technique in platelets isolated
from serum and whole blood. In vitro antiplatelet and anticancer studies were performed
using ELISA Kits.

Results: According to in vivo-ex vivo studies, 4a was weakly effective for ADP
whereas 2a and 3a were found to be highly effective. For epinephrine, 2a was found to
be highly effective. TxB, and Gpllib/llla levels were significantly inhibited in diabetic
groups by 1la, 2a, 3a and 4a. High inhibition by pAKT and pERK2 was observed in
nondiabetic groups by 1a, 2a, 3a and 4a. In nondiabetics, 2a resulted in a significant
decrease in VASP levels. Prasugrel salts, according to in vitro studies for antiplatelet

and anticancer activities found to be ineffective.

Conclusion: According to in vivo-ex vivo studies, antiplatelet activity closer to
or greater than base Prasugrel was observed for 2a and 3a. Prasugrel salts, according to
in vitro studies for antiplatelet and anticancer activities found to be ineffective.

Key Words: Prasugrel, Salt, Antiplatelet, Diabetes, Anticancer
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1. GIRIS

Morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biri olan aterotrombotik
vaskiiler hastaliklar, tiim bati iilkelerindeki 6liimlerin yaklasik %401 olusturmaktadir
(1). Trombotik rahatsizliklar kan damarlarindaki kanin pihtilagsmasi sebebiyle ortaya
cikarlar. Koroner arterde, akcigerlerde ve beyinde meydana gelen pihtilagmalar genelde
olimle sonuglanir. Bu alandaki ilag gelistirme siirecleri, antiplatelet ajanlar {izerine
odakli calismalar ve antikoagiilanlar iizerine odakli ¢alismalar olarak iki kategoriye
ayrilmaktadir (2).

Trombositler aterotrombozun patogenezinde onemli bir rol oynadigindan (3)
ilag aragtirmalar1 antiplatelet ilaglarin gelisimine odaklanmis durumdadir (4, 5).
Trombosit aktivasyonu, akut koroner sendromlar (kararsiz anjina, ST segment
yiikselmesiz miyokard enfarktiisii ve ST segment yiikselmeli miyokard enfarktiisii
dahil), iskemik inme, gegici iskemik atak ve semptomatik periferik arter hastaligi gibi
vaskiiler aterotrombotik hastaliklarin akut klinik belirtilerinden sorumlu 6nemli bir
patofizyolojik olay olan trombozda kritik bir rol oynamaktadir (6-9). Trombositlerin
aktivasyonu, yaralanmadan sonra kan kaybini 6nleyen koruyucu fizyolojik bir siire¢
olan hemostazda da 6nemlidir (6, 7, 9).

Antiplatelet ajanlar, koroner arter hastaligi, serebrovaskiiler hastalik ve periferik
arter hastalig1 da dahil olmak iizere, belgelenmis aterosklerotik vaskiiler hastaligi olan
hastalar i¢in tedavinin temel tasidir. En fazla kullanilan antitrombosit ajanlar
Asetilsalisilik asit (ASA), Tiklopidin, Klopidogrel ve Dipiridamol'dur. Gelismekte olan
ajanlar, yakin zamanda pazarlama i¢in onaylanan Prasugrel ve Kanada Saglik Sertifikasi
onaymi bekleyen Tikagrelor'dur. Vaskiiler hastaligi olan hastalarda istenmeyen
kardiyovaskiiler olaylarin 6nlenmesinde antiplatelet tedavinin faydasini gosteren agik
kanitlar olmasina ragmen, antiplatelet ajanlar klinik uygulamada az kullanilmaktadir
(10).

Yashilar (75 yas istii), akut koroner sendromlu yatan hastalarin yaklasik %401
olusturmaktadir (11) ve kalp hastaligi, 75 yas iistii Amerikalilar arasinda 6nde gelen
O6lim nedenlerindendir (12). Diabetes mellituslu (DM) hastalarda dliimlerin
cogunlugunu, istiiste trombiis olusumu ile aterosklerotik lezyon bozulmasi olarak
tanimlanan aterotromboz olusturmaktadir. Son tahminler, 2000 ve 2050 yillar1 arasinda

diyabetin kiiresel prevalansinin %165 artacagini 6ngormektedir. Bu nedenle, 2000



yilinda dogan niifusun yaklasik tigte birinde diabetik hastalardaki oliimlerin %80'ini
olusturan, Omiir siiresinde %30'a varan bir azalma ile ¢cogunlukla da aterotrombozla
iliskili DM gelisecektir (13-15). Bu nedenle, diyabetik hastalarda artmis aterotrombotik
hastaligin yiikiinii azaltmak icin kiiresel ¢abalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amaca
yonelik olarak, siki glisemik kontrolden ¢ok sayida farmakolojik ajana kadar gesitli
terapdtik secenekler mevcuttur (16). Bununla birlikte, glisemik kontroliin kullanisliligt
son zamanlarda tartismalidir. Ornegin, Diyabette Kardiyovaskiiler Risk Kontrolii
Eylemi, yogun glisemik kontrol kolunda asir1 mortalite nedeniyle erken durdurulmustur
(17). Bu nedenle farmakolojik miidahalelerin, diyabetli hastalarda aterotrombotik
kardiyovaskiiler olaylarin azaltilmasinda onemli bir ara¢ olarak kalacagi muhtemel
goziikkmektedir. Diyabetik aterotrombozun patofizyolojisini daha iyi anlamak, etkinligi
optimize ederek ve toksisiteyi azaltarak ilag tedavisini iyilestirme vaad etmektedir. Bu
baglamda diyabetik hastalarda artan aterotromboz riski; endotel hasari, plak
neovaskiilarizasyonu ve inflamasyonu, matris metaloproteinazlarin artmis ekspresyonu
ve uyarilan trombositleri ve apoptotik hiicrelerden doku faktorii tasiyan prokoagiilan
mikropartikiillerin atilmasini igeren cesitli faktorlerle iliskilendirilir (18, 19).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2011 yili verilerine gére kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklarindan sonra ikinci en biiyiik 6liim nedeni iken; [ARC (Uluslararas1 Kanser
Aragtirma Ajansi) 2014 yili verileri incelendiginde kanserin Oliim nedeni
istatistiklerinde birinci sirada oldugu goriilmektedir (20). Kanser viicudun cesitli
organlarimi etkileyen, kontrolsiiz yayilim gdsteren ve her yil ¢ok sayida insanin 6liimiine
sebep olan bir hastaliktir. Hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimeleri kanserin degisik organlara
ve sistemlere yayillmasina neden olmaktadir. Bu yonii ile kanser, bir grup rahatsizliklar
biitiinii olarak diisiiniilebilir (21).

P2Y, reseptor inhibisyonunda etkili olan ilaglar, ¢esitli yollarla 6nemli dlgiide
yararli olabilir. P2Y, inhibisyonu, hem anjiyogenezde hem de metastaz olusumunda
onemli olan HIFlo aktivitesini diizenler. HIFla, DNA hasarindan kurtulma
yeteneklerini arttirarak tiimor hiicrelerinin sitotoksik tedaviye direncini arttirmaktadir.
Bu nedenle HIFla aktivitesinin P2Y, yolu ile inhibe edilmesi hem kemoterapide
sitotoksik aktivititeyi arttirir hem de tiimdr yayilmasinin 6nlenmesine yardimer olur.
Tiimor biiylimesini ve yayilmasini etkileyen diger bir faktor de trombosit aktivitesidir.
Son zamanlardaki aragtirmalar, trombosit aktivitesinin tiimor biiyiimesi, damar
cogalmasi ve metastatik potansiyel i¢in de 6nemli oldugunu gostermektedir. P2Y ,'nin

inhibe edilmesinin malign mikro ortamda trombosit aktivitesini azaltacagi ve bdylece
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yukarida s6z edilen durumlarin 6nlenecegi Ongoriillmektedir. P2Y;, inhibisyonunun
potansiyel etkinligini destekleyen iki bulgu daha vardir. adenozin trifosfat (ATP), P2Y,
reseptOrii i¢in bilinen bir antagonisttir. Bu nedenle, ATP'nin antikanser etkisini gosteren
hayvan caligmalari, bu yolda c¢alisilan ilaclarin etkinligi i¢in imit vericidir. P2Y,'yi
etkileyen baska bir ila¢ olan Prasugrel kullaniminin tiimér olusum riskini azalttig
gosterilmektedir. Sonug olarak, P2Y, iizerinde etkili bu ilaglarla ilgili calismalarin, bu
reseptOrii inhibe eden ilaglarin potansiyel etkinligi i¢in bir gosterge oldugu sdylenebilir
(22).

Trombositlerin hemostaz ve trombozdaki rollerinin &tesinde, tiimdrijenez ve
metastaz yapabilecekleri ve bu etkilerin trombositlerin kanser ve stromal hiicrelerle
dogrudan etkilesimi ile ortaya ¢ikabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle, Klopidogrel,
Tikagrelor ve Prasugrel gibi P2Y), reseptér antagonistlerinin, antitrombotik ilag
rollerine ek olarak potansiyel antikanser ajanlar olabilecegi de diisiiniilmiis, kanser
onleme ve ilerlemesinde P2Y, reseptor antagonistlerinin kullanilmasi alaninda daha
ileri caligmalara ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir (23).

Akut koroner sendromun aterotrombotik bir siire¢ olarak goriilmesinden bu yana
trombositlerin kardiyovaskiiler tipta baskin bir rol oynadigi kabul edilmektedir. Bu
gelisme iskemik kalp hastaligmmin 6nlenmesinde ASA, tiyenopiridinler ve Gpllb/Illa
reseptor bloke edicileri gibi antitrombosit ajanlarin yaygin olarak kullanilmasia yol
agcmistir. Yine de yakin tarihli bulgular, tiim hastalara uygun antiplatelet tedavisi
verilemedigini diislindiirmektedir, ¢ilinkii kullanilan ilaca direng gelisebilmekte veya
degisken bir yanit alinabilmekte, dahas1 kanama riski artabilmektedir. Klopidogrel ve
Aspirin kombinasyonunun bildirilen etkinlik eksikligi, daha fazla inhibisyonun daha
fazla etkili oldugu genel konseptiyle ilgili endiseler ortaya ¢ikartmistir. Giliniimiizde
arastirmalar, etkinligi ve giivenilirligi artirmak i¢in daha hizli, daha giiclii ve daha
dengeli platelet inhibisyonu saglanabilmesi hedeflenerek mevcut antiplatelet tedavisini
iyilestirmeye odaklanmaktadir, bu amagla alternatif ADP-reseptér antagonistleri
(Prasugrel, Kangrelor) ve trombin-reseptor antagonistleri gelistirilmektedir. Trombosit
yapisi ve tromboz olusumunun altinda yatan mekanizmalara yonelik yeni bilgiler, yeni
terapdtik hedeflerin kesfedilmesine yol agabilecektir (24).

Trombosit P2Y;, inhibitorleri, trombosit P2Y;, reseptorlerinin arteriyel
trombozdaki 6neminden dolay1 aterotrombozlu hastalar i¢in tedavi stratejisinin merkezi
bir bileseni haline gelmistir. P2Y |, inhibitorleri, akut koroner sendromlar (AKS) ve

perkiitan koroner girisim (PKG) uygulanan hastalarda advers kardiyovaskiiler olay
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riskini etkili bir sekilde azaltmaktadir. Buna ragmen, AKS'li hastalar tekrarlayan
aterotromboz ve mortalite riski tagimaya devam etmektedir. Aym1 zamanda, P2Y,
inhibitorleri kanama riskini arttirmakta, bu da klinik yararlarmi smirlamaktadir.
Dolayisiyla, P2Y, inhibitérlerinin farmakoloji ve tedavi stratejilerinde daha fazla
optimizasyona ihtiya¢ duyuldugu aciktir. Bu optimizasyonlarin amaci, hemostaz
tizerindeki olumsuz etkileri en aza diisiirlirken kardiyovaskiiler fayday:1 en {ist diizeye
cikarmaktir (25). Antiplatelet tedavide en yaygin kullanilan ilaglar tromboksan sentezi
inhibitorii  Aspirin, P2Y|, reseptor antagonisti tiyenopiridin tiirevleri, Gpllb/Illa
antagonistleri ve fosfodiesteraz (PDE) inhibitdrleri Dipiridamol ve Silostazol'dur (26,
27).

Birinci nesil tiyenopiridin Tiklopidin, klinik uygulamada kullanilan ilk P2Y,
inhibitoriidiir, ancak ndétropeniyi de iceren yan etkilerden dolayr kullanimi sinmirhidir
(28). Klopidogrel ve Prasugrel gibi tiyenopiridinler, trombosit reaksiyonunu azaltmak
icin in vivo hepatik sitokrom P450 (CYP) enzimleri ile aktif metabolitlerine
doniistiiriilmesi gereken on ilaglardir. Ikinci nesil Klopidogrel, CYP enzimleri, 6zellikle
de CYP2C19 ile iki metabolik adimda aktif metabolitine dontistiiriiliir (29). Dolayisiyla,
Klopidogrel'in aktif metabolitinin iiretilmesi, CYP2C19'u etkileyen ilaglar (30) ve
CYP2C19 geninin fonksiyon kaybi polimorfizmleri tarafindan etkilenmektedir (31).
Ucgiincii nesil tiyenopiridin Prasugrel, CYP enzimlerine daha az bagimlidir, bu nedenle
trombosit reaktivitesinde daha gii¢lii ve tutarli bir azalmaya neden olur (32). Prasugrel
plazma esterazlarla ara formuna donistiiriilir ve aktif metabolitini olusturmak igin
sadece bir CYP aracili adim gerektirir ve CYP2C19'a bagimlilik azdir (33, 34) ancak
klinik yarar1 kanitlanmis olmasina ve CYP genetik polimorfizminden etkilenmemesine
ragmen artmis kanama riski tagimaktadir (35).

Klopidogrel'in aksine Prasugrel, hCEl ve hCE2 tarafindan aktive edilir.
Prasugrel, hidroliz sonucunda hidroksitiyofen veren ve 2-okso klopidogrelin yakin bir
analogu olan tiolaktona doniisen bir asetil ester fonksiyonel grubu tasir.
Siilfoksidasyonun ardindan hidrolitik halka agilmasi, aktif siilfenik asit metabolitini
verir (36).

Tiyenopiridinlerin aksine, Tikagrelor direkt olarak etkindir ve bu nedenle
trombosit reaktivitesini azaltmak i¢in aktif bir metabolite doniistiirme gerektirmez ve
boylece Ongoriilebilir bir farmakokinetik profil elde edilir (37). Bununla birlikte,
Tikagrelor CYP3A ile en az 10 farkli aktif metabolite (bazilar1 Tikagrelor ile es



degerlidir) doniistiiriiliir ve bu nedenle CYP3A inhibitdrleri ile ilag-ila¢ etkilesimi
gosterir (38).

Klopidogrel'in hastalarin yaklasik {icte birinin trombositlerini tatmin edici bir
sekilde inhibe etmedigi giderek daha agik bir hale gelmistir (39). Bunun bir nedeni, aktif
metabolitine doniistiiriilmesi i¢in birden fazla sitokrom P450 (CYP) enzimine gerek
duymasidir. Prasugrel, invaziv olarak yonetilen AKS hastalarinda spontan ve ameliyatla
ilgili kanamanin artmasina neden olsa da, Klopidogrel ile karsilastirildiginda advers
kardiyovaskiiler olay riskini azaltmaktadir (40). Tikagrelor, kisa siire Once piyasaya
stiriilen yeni bir P2Y, inhibitoriidiir, ancak Heptinstall ve arkadaslar1 tarafindan gézden
gecirildiginde AKS'de kullanilan non-tiyenopiridin P2Y, inhibitdriintin yeni bir sinifini
temsil eden bir niikleosid analogu olan (41) Tikagrelor, AKS'li hastalarda istenmeyen
kardiyovaskiiler olay riskini azaltmada Klopidogrel'den daha etkilidir; ancak spontan

kanama riskini de arttirmaktadir (42).

2009'da Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (U.S. FDA) tarafindan
onaylanan yeni bir tiyenopiridin olan P2Y, reseptor inhibitorii Prasugrel, ADP aracili,
giiclii, geri doniislimsiiz ve secici bir trombosit agregasyonu inhibitoriidiir. En ¢ok satan
tiyenopiridinler olarak bilinen Tiklopidin ve Klopidogrel ile ADP-reseptor antagonisti
olarak bilinen Prasugrel karsilastirildiginda, trombosit agregasyonunun daha giivenli,
daha yiiksek, daha hizli ve tutarli inhibisyon seviyesine ulastig1 gortilmiistiir (43, 44).

Bu nedenle, Prasugrel'in iiretimine ticari ilgi de oldukga fazladir (45).

Prasugrel icin Daiichi Sankyo Limited Sirketinin 2012 yillik raporunda,
Effient/Efient'in 2009 yilinda piyasaya siiriilmesinin hemen ardindan satislarin
beklenenden diisiik gergeklestigi belirtilmistir. Daha sonra Amerikan ve Avrupa
akademik cevrelerinin rehberlerine Effient/Efient kullanilmasi 6nerildigi ve 2010
yilinda promosyon stratejisinin gozden geg¢irildigi, tim bu cabalarin sonucu olarak da
saglam bir biiyiime yolunda olduklar1 belirtilmistir. Ozellikle 2011 yilinda satislar
bliylimiis ve kiiresel olarak lic ayda bir 100 milyon dolar1 astig1 rapor edilmistir. Ek
endikasyonlar i¢in onay alarak, daha biiyiik pazarlara girmek miimkiin olacagindan
firma bu alanda da farkli ¢aligmalar yiirlitmiistiir. Japonya'da, PKG uygulanan akut
koroner sendromlu hastalara, elektif PKG hastalarina ve iskemik serebrovaskiiler
hastalik calismalarina odaklanan ti¢ farkli Faz III calismasi siirdiiriilmiis, bunun da

tiriiniin bu pazardaki en dnemli iiriinlerden biri olmasini saglayacagi diisiiniilmstiir (2).



Gelecekte kullanilacak P2Y, inhibitorleri dogrudan etki edici ve geri
doniisiimlii olabilir fakat mevcut tedavilere gore anlamli derecede daha giiglii olma
olasilig1 diistiktiir (25).

Giiney Kore Kyungpook Ulusal Universite Hastanesi'nde yapilan bir
aragtirmada, Klopidogrel besilat ve Klopidogrel bisiilfat tuzlar1 farmakodinamik ve
farmakokinetik acidan degerlendirilmek iizere ¢alisilmis fakat her iki tuzun
farmakokinetik ve farmakodinamik farkliliklarinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
ve birbirine yakin sonuclar verdigi gézlemlenmistir (46).

Farmakofor yapisin1 degistirmeden bir aktif farmasotik bilesenin (API)
fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini dnemli dl¢iide gelistirmenin basit yollarindan
biri, tuzlar veya ko-kristaller gibi yeni kat1 formlar gelistirmektir. Tuz olusumunun ilag
endiistrisinde en cok tercih edilen yontem oldugu ve giiniimiizde API'larin %50'den
fazlasinin tuz olarak pazarlandigi rapor edilmistir (47).

Mevcut kat1 bigimlerle karsilastirildiginda, fizikokimyasal ozellikleri daha
elverisli olmas1 kosuluyla, ilaglarin yeni kati bigcimleri degerlidir. Bir¢ok ilag¢ ig¢in
¢cOziinlirlik ve ¢ozlinme oranlari, in vivo olarak ilag biyoyararlanimini belirleyecek
Ozelliklere sahiptir ve bu nedenle bu o6zelliklerin manipiile edilmesi biiylik 6nem
tasimaktadir (48).

Yukaridaki literatiir verilerinden hareketle bu doktora tezi kapsaminda, klinikte
kullanilmakta olan Prasugrel'in farkli tuzlarinin (Tablo 1.1.) sentezlenmesi; bu
bilesiklerin antiplatelet aktivitelerinin in vitro arastirllmasi ve diyabette artan
aterotromboza etkisini anlayabilmek i¢in diyabetik ve nondiyabetik hayvanlarda in vivo-
ex vivo antiplatelet aktivitelerinin karsilastirilmasi ayrica tiyenopiridin tiirevleri i¢in
kanitlanmis antikanser etkileri géz Oniine alarak sentezlenen bu tuzlarda in vitro

antikanser etkilerin incelenmesi amaglanmistir.



Tablo 1.1. Sentezlenen Prasugrel tuzlariin genel yapilar
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiyenopiridin ve Sentez Yontemleri

Yapisinda kiikiirt bulunan tiyofenin sentezi hakkinda ilk bilgiler Victor Meyer
tarafindan 1885'de bildirilmistir (49).

SHSRS

Tiyofen Furfuran Pirol

Tiyenopiridin sentezi ile ilgili ilk ¢alisma 1960'da Zhiryakov ve Abramenko
tarafindan bildirilmistir (50). Tiyenopiridin yapist i¢in arenlerin reaksiyonlar1 ve
formasyon mekanizmalarini igeren bir ¢alisma Fields ve Meyerson tarafindan 1968'de
bildirilmig, piridin ve tiyofenin 1,4- ve 1,2- katimi ile olusan {iriinleri kinolin,

piridotiyofen ve piridiltiyofen olarak mekanizmalariyla agiklanmistir (51).
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Sekil 2.1. Piridin ve tiyofenin 1,4- ve 1,2- katimi ile olusan tirtinler



Piridin tiirevleri, oncelikli olarak, c¢esitli biyolojik faaliyetlerinden ve yiiksek
pratikliklerinden dolayr kayda deger ilgi ¢ekmektedirler. Piridin tiirevleri arasinda
biyolojik olarak aktif kaynastirilmis analoglar, monosiklik bilesiklere gore ¢ok daha
blyiik ilgi gormektedir. Niteliksel olarak, farkli pozisyonlarda farkli farmakofor
gruplarin olasiliklar1 {izerinden kaynasmis molekiillerin yeni 6zellikleri ve daha genis
bir alict yelpazesiyle tepki verme yetenekleri burada belirleyici bir rol oynamaktadir.
Buna ek olarak, bu faktorler, heterosiklik fragmanlarin farkli konumlarinda antilasyona
bagli varyasyonlar ile takviye edilmistir. Son yillarda tiyenopiridin tiirevlerinin
kimyasal ve farmakolojik etkilerinin farkli yonleri ilizerine yayin sayisindaki biiyiik
artisa tanik olunmustur. Patent de dahil olmak {izere literatiirde 1997-2007 yillari
arasinda 800'den fazla yayin ortaya ¢ikmistir. Farkli aniilasyon modlari ile karakterize

edilen alt1 izomerik tiyenopiridin yapist bilinmektedir: (52).

a) Tiyeno[2,3-b]piridin,
b) Tiyeno[3,2-b]piridin,
¢) Tiyeno[2,3-c]piridin,
d) Tiyeno[3,2-c]piridin,
e) Tiyeno[3,4-b]piridin,
f) Tiyeno[3,4-c]piridin.

@CQ(Z

Tiyeno[2,3-b]piridin Tiyeno[3,2-b]piridin  Tiyeno[2,3-c]piridin

y (D
S
N\ N\\

Tiyeno[3,2-c]piridin Tiyeno[3,4-b]piridin ~ Tiyeno[3,4-c]piridin

Sekil 2.2. Izomerik tiyenopiridin yapilart



1913'te ilk defa Steinkopf ve Lutzkendorf tarafindan tiyeno[2,3-b]piridinlerden
bahsedilmistir (53, 54). Bu bilesik smifinin biyolojik aktivite spektrumu genistir ve
antienflamatuar, antidepresan, antibakteriyel, antimikrobiyal, antiviral ve antitimor
aktiviteleri icerir. Buna ek olarak, genis spektrumlu 5-lipoksigenaz inhibitorleri,
gonadotropin salinim hormonu antagonistleri (GnRH), vazodilatorler, asetilkolin esteraz
inhibitorleri, aterosklerotik koroner arter anevrizmasinin inhibitorleri, adenozin
reseptorlerinin alosterik modiilatorleri, telomeraz inhibitérleri, antikonviilsan ve
mutajenler, dismnezi tedavisinde kullanilan ilaglar, endotel aktivasyon modiilatorleri,
prolaktin sekresyon Onleyicileri, romatizma ve otoimmiin hastaliklarin tedavisi igin
ajanlar, beyin hiicrelerinden belirgin glutamat salinim inhibitorleri, antipsikotik ilaglar,
Alzheimer hastaliginin tedavisi icin ajanlar, genis bir etki yelpazesine sahip protein
tirozin fosfataz inhibitorleri ve <y-aminobiitirik asit reseptorlerinin ligandlarini
olustururlar (52).

Pratik olarak faydali ozelliklere sahip c¢ok fonksiyonlu karbo- ve
heterosikliklerin sentezi i¢in yeni kemo-, regio-, stereo- ve enantioselektif prosediirlerin
gelistirilmesi, sentetik organik kimyanin temel bir problemidir. Piridin tiirevleri ve
bunun kaynagmis analoglar1 6zel ilgi alanindadir. Son on yilda yayinlanan izomerik
tiyenopiridinlerin sentezi, kimyasal Ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri hakkindaki
verilerin analizi, bu heteroaromatik sistemlerin kimyasinin biiyiik ilgi gordiigiinii ikna
edici bir sekilde gostermektedir. Biyolojik acidan aktif bilesiklerin yeni gruplarinin
tasarimi1  ve tiyenopiridin tiirevlerinin yiiksek farmakolojik potansiyeli, azot
heterosikliklerinin kimyasinin sentetik kapsamin1 genisleten yeni yaratict yontemlerin,
geleneksel olmayan yaklasimlarin ve bolgesel ve stereoselektif prosediirlerin agsamali
olarak gelistirilmesini tesvik etmistir (52). Tiyenopiridin halkasi tasiyan bazi antiplatelet

aktiviteli miistahzarlar, dozlari ile birlikte Tablo 2.1.'de verilmistir (55).
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Tablo 2.1. Tiyenopiridin halkasi tasiyan bazi antiplatelet miistahzarlar ve dozlar

Tiklopidin HCI
Aclotin 250mg Ifapidin 250mg Ticlo 250mg Ticlopidin STADA
Anghostan 250mg  Klodin 250mg Ticlodix 250mg 250mg Ticlopidin-CT
Antigreg 250mg Neo-Fulvigal 250mg  Ticlodone 250mg 250mg
Aplaket 250mg Opteron 250mg Ticlopidin 250 Ticlopidin-neuraxpharm
g:?;i%)?grsnogmg Plaquetal 250mg Heumann 250mg
Fluilast 250m Ruxicolan 250mg Ticlopidin AL 250 Ticlopidin-ratiopharm
: s Tagren 250m Ticlopidin HEXAL Tiklid
Flupid 250mg g ymg p .
Fluxidin 250mg Thrombodine 250mg 250mg Tiklid 250mg
Iclopid 250mg Ticlid 250mg Ticlopidin Sandoz Tiklyd 250mg
250mg
Klopidogrel Klopidogrel HCI Klopidogrel HSO4 Klopidogrel bezilat
Aclop 75mg Clopidogrel HCI Clopidogrel Basics ClogrelHEXAL 75mg
Clopidogrel AAA HEXAL 75mg 75mg Clopidogrel AbZ 75mg
75mg Clopidogrel HCI-1A Clopidogrel Amneal Clopidogrel Acino 75mg
Clopidogrel Dr. Pharrpa 75mg 75mg Clopidogrel AL 75mg
Redd.y'S 75mg Ol 08reL S0z Clopidogrel Aurobindo  Clopidogrel Denk 75mg
Clopigamma 75mg  75mg 75m Clopidogrel Henni
Pidogul 75mg Clopidogrel TAD g pidog &
75mg Clopidogrel axcount 75mg
Clopidogrel Teva 75mg Clopidogrel Heumann
Pharma 75mg Clopidogrel HEXAL 75mg
plus ASS Clopidogrel Heumann
Clopidogrel Teva 75mg  75mg Heunet
Clopidrax 75mg Clopidogrel STADA
Clopivas 75mg 75mg
ComPlavin Clopidogrel-Actavis
75mg/100mg 75mg
DuoPlavin 75mg/100mg Clopidogrel-biomo 75mg

Iscover 300mg
Iscover 75mg

Clopidogrel-CT 75mg
Clopidogrel-Hormosan

Mistro 75mg 75mg

Pidogul A Clopidogrel-Q 75mg
Pigrel 75mg Clopidolut 75mg
Plavix 25mg Cloroden 75mg
Plavix 300mg Grepid 75mg

Plavix 75mg Synetra 75mg

Zyllt 75mg Vatoud 75mg
Prasugrel HCI

Effient 10mg

Effient Smg

Efient 10mg
Efient 3.75mg
Efient 5Smg
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2.1.1. Tiyeno|2,3-b]piridinler
2.1.1.1.Piridin Tiirevlerinde Tiyofen Halka Kapatma Yontemleri

Bu yoOntemler arasinda, siibstitiie 2-alkiltiyo-3-siyanopiridinlerin Thorpe
izomerizasyonu bliylik 6nem tasimaktadir. Bu yaklasimin avantajlari, baslangigtaki 3-
siyanopiridin-2(1H)-tiyonlarin kolayca erisilebilir olmasi, ¢esitli 3-siyanopiridin-2(1H)-
tiyonlarin kullanilabilmesi, tek basamakli prosediirlerinin kullanilabilmesi ve {irtinlerin
yiiksek verimle hazirlanmasidir (52). Bu doniisiimiin mekanizmasi1 asagidaki sema ile

temsil edilebilir (56, 57):

R R R
2
R! CN R’ AN CN R AN c
| N HalCH,Z B
Aty >
- =
-BH
R2 N S R2 N SCH,Z R? N SCHZ
H 2
1 2 4
R
R N R NH NH,
R1 \ R1 \ R1 \
4 BH+ Z | \ Z
- ~
G -B Z =
R2 N S R2 N S R N S
4 5

B birbaz, Z elektron ¢eken bir gruptur.

Kararlilik ve karbanyonun konsantrasyonundan sorumlu olan Z ikamesinin

elektron gekici etkisi siklizasyon oranini belirleyen ana faktordiir. Tautomerik denge

4==5 tamamen amino formu ile degistirilmistir. Elektron geri ¢eken siibstitiientlerin

(Z) aktivitesinin agagidaki seride arttig1 ampirik olarak tespit edilmistir (56):
NO,> ArC(O ) > CN > COOR > C(O)NH,>H

Reaksiyon kosullar ¢esitlilik gosterebilir. Genel olarak siklizasyon igin bir bazik
ortam gereklidir, asit katalizi nadiren kullanilir. %10 sulu KOH/DMF c¢o6zeltisinin yani
sira KOH/EtOH, K,COs/EtOH, K,CO3;/DMF ve EtONa/EtOH segilecek reaktiflerdir
(52). Na,CO3/EtOH (58), K,CO3/Aseton (59), %7 MeONa/EtOH (60), KOH/EtOH/H,O
(61), AcONa/susuz EtOH (62), Et;N/Dioksan (63), Et;N/EtOH (63-65) ve Et;N/DMSO
(66) sistemleri daha nadiren kullanilir. Tiyenopiridinler oda sicakliginda kolaylikla

sentezlenebilir, ancak bazi reaksiyonlarda 1sitma gerekebilir. Baglangi¢ reaktiflerinin
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yapilarina dayanarak, Thorpe reaksiyonu ile tiyofen halkasinin olusumunun birka¢ ana

yolu onerilebilir (52).
R
R SN CN
HalCH,Z
R R
R? N S NH,
H 1 R' CN
R
X \ HSCH,Z X
R —_— 7 —————
Metot A Metod B
R1 CN R2 N R2 N Cl
A 6
/
R2 N SCH,Z
2

Bir kural olarak, tiyenopiridinler, alkol igerisinde (EtOH-MeOH) bir kloriir ve
bir tioglikolik asit tlirevi (genellikle bir ester) karistminin, uzun bir siire bir bazin
asiristyla geri ¢eviren sogutucu altinda tutulmasi ile hazirlanir (52). Bu reaksiyonda
MeONa (58), EtONa (67, 68), Na,COs (69, 70), veya K,COs (71) kullanilabilir. Isitma
stiresinde bir azalma (71), oda sicaklifinda AcONa-EtOH (72) sisteminin kullanilmasi
veya KOH (73) veya K,CO; (74) varliginda DMF'de reaksiyon, EtONa'nin sicak etanol
icerisinde siklizasyona tabi tuttugu ara lriinlerin izole edilmesine izin verir. Bununla
birlikte, bazi durumlarda spontan siklizasyon, yumusak kosullar (K,COs3;, DMF, 60°C)
altinda bile gerceklesir ve siilfid ara iirlinii gozlenmez (75).

Bu reaksiyonlara, klor atomu haricindeki niikleofiller dahil olabilir. Ornegin, 1,2-
bipiridinyum kloriir, etil tioglikolat ile siilfid olusturmak {izere piridinin elimine
edilmesiyle reaksiyon verir ve bu tiyenopiridin izomerizasyonu Thorpe reaksiyon

kosullar1 altinda gerceklesir (76).

NH,
\ CN O,N CN
, O:N
| Y — T
N N HSCH,COOEt ‘ P ‘ CooRt
or | Et,N or AcONa N s cookt N/ S
N /
NO

Binsaleh ve ark. yakin zamanda alti adet tiyeno[2,3-b]piridin ile in vitro
antiplatelet aktivite degerlendirmesi yapmis, tiim tiirevler hem trombosit aktivasyonu
hem de agregasyon iizerinde etki gdstermistir ve ASA ile sinerjik etki olusturmustur.
Baz1 bilesikler, Klopidogrel ile karsilastirildiginda daha fazla aktivite gosterdigi

vurgulanmistir (77).
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O i: Na, Etil format, \ CN
EtOH, eter, 48 saat. ‘
_ =

ii: Siyanotiyoasetamid,
piperidin asetat, su,
24 saat kaynatma

Na,COs, EtOH, N R
34-48 saat kaynatma Br/ﬁ(
O
NH2
R

Zafar ve ark. tarafindan yakin zamanda yapilan c¢alismada tiyeno[2,3-b]piridin

Iz
(7]

tirevlerinin  kanser ile iliskili hedefler {izerinde aktiviteleri arastirilmis,
tiyenopiridinlerin  ¢esitli  hedeflerin  prolifik inhibitorleri/modiilatorleri  oldugu
vurgulanmis ve buradaki asil amacin tiyenopiridinlerin uygun ilag adaylar1 haline
gelmesi icin 1lgili hedefe kars1 spesifik olmasi gerekliligi belirtilmistir (78).

R: C=0, H,
x1 X2 n:0,1,2,3
X' H, CHs, F, Br
X2 H, CF3, Cl
X3 H,F

X3
X4 H,F

2.1.1.2.Tiyofen Tiirevlerinde Piridin Halka Kapamsi

Piridin halkasinin yapimi i¢in yaygmn olarak kullanilan yontemler 2-
aminotiyofen tlirevlerine dayandirilmaktadir (79).

Volochnyuk ve ark. sentez yontemi 3 numarali konumdan siibstitiie edilmemis
2-aminotiyofenlere veya bunlarin prekiirsdrlerine dayanmaktadir. Ornegin, 2-
aminotiyofenlerin ve dikarbonil bilesiklerinin 1sitilmasi, bunlarin konum secimli

siklokondensasyonuna yol agarak 4-triflorometiltiyeno[2,3-b]piridinleri olusturur (80).

OF CF3
3

| \ NH o Asetik asit, X

2 2-4 saat kaynatma R / ‘
+ —_—
S
R' o S =
N R?
RZ
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2.1.2. Tiyeno|[3,2-b]piridinler

Tiyeno|[3,2-b]piridin tiirevlerinin hazirlanma yontemleri ve 6zellikleri, literatiirde
[2,3-b] izomeri ile karsilastirildiginda daha az iyi tanimlanmustir. Yapilan ¢alismalarda
tiyenopiridin sentezi ve kaynagmis analoglarmin kit verileri bulunmaktadir (57, 79, 81-
84). [3,2-b] izomerinin transformasyonlari derlemelerde daha ayrintili olarak
tartisilmistir (85).

Tiyeno[3,2-b]piridin yapis1 i¢eren bilesiklerin biyolojik etkileri iyi bilinmektedir.
Bu smnifin belirli temsilcileri, endotelin reseptdrii antagonistleri, y-aminobiitirik asit
reseptor ligandlari, immiinoregiilatorler, kalsiyum kanal blokerleri, ol-adrenerjik
reseptOr antagonistleri, sinaptik transmisyon {izerinde kimyasal kontrol maddeleri,
topoizomeraz ve S-lipoksigenaz inhibitorleri, ndéron biiyiime faktoriiniin p75NGF
reseptorlerine baglanma inhibitorleri ve I0kotrien antagonistleridir. Ek olarak,
temsilcilerinin anti-inflamatuar, antialerjik, analjezik, antikanser, antitimdr veya
antiasmatik/bronkodilator etkilere sahip olduklari, antikonviilsif veya antikolinesteraz
aktivite sergiledikleri, gastrointestinal regiilatdrler, hafizay1 iyilestiren asetilkolin
esteraz inhibitdrleri oldugu, sinir sistemi hastaliklarmin tedavisinde kullanilan ilaglar
veya bakterisid oOzellik tasidiklari bilinmektedir. Genel durumda, tiyeno[3,2-
b]piridinlerin antibakteriyel aktivitesi, [2,3-b] izomer tlirevlerinin aktivitesinden daha
yiiksektir (79, 86). Kuskusuz, biyolojik aktivitelerin ¢esitliligi, tiyeno[3,2-b]piridin
sisteminin yapimi i¢in uygun sentetik yaklasimlarin gelismesine ivme kazandirmigtir
(52).

Wright, siklizasyonun son asamasinda piridin halkasmin C(4)-C(5) bagi
olusumunu varsayar. Tiyenopiridin, Vilsmeier-Haack reaksiyonu ile 3-(N-
asetilamino)tiyofenden hazirlanmaktadir (87). Nihai {riin olarak 5-klorotiyeno[3,2-
b]piridin-3-karbaldehid vermek {izere N-asetilhomosisteintiyolakton, tiyofen halkasinin
formiilasyonu ile birlikte siklo-kondenzasyona benzer bir transformasyon iglemine girer

(88).
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R3

a) R =H, R*= CN; POC1;, DMF, 1.5 saat kaynatma; NH,OH « HC1;
b) R? = CHO, R3=H; POC15;, DMF, 90 °C.

Luo ve ark. bir tiyeno[3,2-b]piridin sentezinin, piridin parcasinin N(1)-C(2) ve
C(3)-C(4) baglarmin art arda olusturulmasini igerdigini belirtmistir. Bir¢cok 3-
aminotiyofen-2-karboksilik asit tiirevi, piridin halkasina C(2) ve C(3) karbon atomlar1
sunan 2C-bilesenleri ile baslangi¢ reaktifleri olarak en ¢ok kullanilirlar. Ornegin, amino
esterin dimetil asetilenkarboksilat ile reaksiyonu, yeni heterosiklik sistem tiyeno[2',3":
5,6]pirido[2,3-d]piridazinin tiirevlerini vermek iizere intramolekiiler siklokondansasyon

ve ardindan hidrazinolizi igerir (89, 90).

COOMe

COOMe
COOMe —3& »
COOMe

a) Dimetil asetilendikarboksilat,
MeOH, 16 saat kaynatma;
b) Bu'OK, Bu'OH, t°;

¢) N,H,;, MeOH, 72 saat kaynatma;
d) 2N HCI1, t°.
MeOOC
MeOOC

Sherif tarafindan tiyeno[3,2-b]piridinler, o-aminonitril ve metilen-aktif

bilesiklerden yola ¢ikilarak hazirlanmistir (91).

NH,
S
R = benzotiazol-2-il.
a) NCCH,CN, AcOH, 4 saat kaynatma;

(%51) NH
z b) NCCH,COOEY, dioksan, Et3N, 3 saat kaynatma

NH, (%57)

Claridge ve ark. tarafindan tiyeno[3,2-b]piridin tiirevi bir dizi c-Met (hepatosit
bliylime/dagilim faktoér reseptorii) ve VEGFR2 (vaskiiler endotelyal biiyiime faktor
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reseptorii) tirozin kinaz inhibitorii sentezlenmis, iyi in vitro profillerinin yanisira, in vivo

olarakta dnemli anti-tiimor aktivite gosterdikleri vurgulanmigtir (92).

F N N

X \ ‘ X: H, CH(OH)Me, SMe,

S / (0]
\N -CO-2-Furil, COOMe

2.1.3. Tiyeno|2,3-c]piridinler

Tiyeno[2,3-c]piridinlerin sentezi ve doniistiiriilmesine ayrilmis iki yilizii askin
calisma yaymnlanmistir. Birkag calismada, kimyalaria biiyiik 6nem verilmistir (79, 85,
93-96). Polisiklik yapilarin hazirlanmasi ve biyolojik faaliyetleri i¢in sintonlar olarak
kullanilmastyla ayni derecede ilgi g¢ekmektedir. Pratik uygulamalarin spektrumu
genistir. Bu nedenle, kardiyoprotektif, antiproliferatif, serebro ve ndroprotektif,
vazodilator, fungusidal, antialerjik, antikonviilsif, antitiimor, antiviral, hipnotik,
anksiyolitik, antiinflamatuar, analjezik, antiiilser6z, psikotropik ve nérotropik aktiviteye
sahip bilesikler bulunmustur. Buna ek olarak, tiyeno[2,3-c]piridin tiirevlerinin bazi
temsilcileri, kappa-reseptor agonistleri, topoizomeraz II katalitik aktivitesi inhibitorleri,
antidepresan aktiviteye sahip norotransmitter fonksiyonlarinin modiilatorleri, 5-
lipoksigenaz inhibitorleri, tagikinin antagonistleri, eritropoesis gelistiren ilaglar, cGMP-
spesifik fosfodiesteraz 5 inhibitorleri, hiicre adezyon molekiil ekspresyonunun
antagonistleri, B-amiloid peptid aktivitesinin diizenleyicileri, adenosin reseptdrlerinin
alosterik modiilatorleri, nefrovaskiiler kanal dilatatorleri, trombosit aktivasyon faktorii
antagonistleri, interlokin 2 {iretiminin inhibitorleri ve istah supresanlar1 olarak gorev
yapmaktadirlar (52). Cogalmis sitokin seviyesine bagli olarak gelisen romatoit artrit
gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de potansiyel etkili bilesikler olduklar
vurgulanmistir (97).

Tiyeno[2,3-c]piridin tiirevleri cogunlukla Pictet-Spengler reaksiyonuna dayanan
yontemlere gore hazirlanir. Ornegin, tiyotriptofan esterleri ve amidleri, biyolojik agidan
aktif benzotiyenopiridinleri (tosilatlar veya hidrokloriirler olarak) vermek {izere

formaldehit ile siklokondensansasyona tabi tutulur (98-105).
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Y = Cl, TsO; R= OH, OMe, OEt, NHR3. a) HCHO, EtOH—H,0, kaynatma;
b) %35 HCHO, HC1, MeOH-H,0, 70-90 °C.

Tiyeno[2,3-c]piridinlerin yapimi i¢in daha az sayidaki yontem tiyofen pargasinin
olusumuna dayanir. Kuskusuz, N-siibstitiie piperidin-4-on, elementel kiikiirt ve metilen-
aktif nitrillerin ikincil aminler varliginda iyi ¢alisilmis ¢ok bilesenli Gewald reaksiyonu
en popitleridir. Bu yaklasim, 30'un {iizerinde patentte kullanilmistir (106-110).
Tiyeno[2,3-c]piridinlerin Gewald reaksiyonu ile sentezlenmesi kosullar1 genis bir
aralikta cesitlenebilir. Coziicli olarak genellikle EtOH, DMF veya MeOH kullanilir;
Et,NH, morfolin veya Et;N genellikle katalizor olarak kullanilir; reaksiyon genellikle
orta derecede 1sitma ile 40-60°C'de veya nadiren 70-80°C'de yapilir. Hedef
tetrahidrotiyenopiridinlerin verimleri, genel olarak, %60-85'dir. Bu sekilde hazirlanan

irlinler, cesitli polietkilesimli sistemlerin sentezi i¢in uygun prekiirsorler olarak gorev

yapmaktadir (94).
Q X
CN b =Et,NH, morfolin;
b \ X = CO,Et, CN, C(0)Ar, CONH,;
+ 8 —— ‘ NH2 R =Me, Et, Pr!, Bn, COOAIk, Ac, C(O)Ar.
X N
”| “ S
R

Gicli  bazlarla katalize edilen 3-(alkiltiyo)izonikotinik asit tiirevlerinin
siklokondensasyonu, tiyofen halkasinin kapatilmasi i¢in uygun bir yontem saglar.
Ornegin izonikotinatn NaOH ile muamele edilmesi tiyenopiridin {iretmistir.
Izonikotinamidin fazla miktarda MeONa varliginda siklizasyonu, sonug olarak 3-
hidroksi-7-metoksi-2-feniltiyeno[2,3-c]piridin ~ verecek  sekilde klor atomunun

niikleofilik siibstitiisyonuyla birlikte saglanir (111).
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COOMe

| Ph
N /
SCH,Ph R =4-MeOCH,.
o o a) NaH, DMF-THF, 60°C, 3 sa;
b) S ekivalan MeONa, DMF, 100°C.
X NHR X
| b | A\ Ph
—_—
N / N / s
SCH,Ph
Cl OMe

Tiyeno[2,3-c]piridinlerin ~ ve  Ozellikle de genel formiilii tasiyan
tetrahidrotiyenopiridinlerin yap1 taslar1 olarak islev gdren anniilasyon reaksiyonlari,
onemli bir ilgi alamidir. Bu se¢im oOncelikle bu bilesiklerin Gewald reaksiyonu ile
kolaylikla hazirlanmasimnin yanisira ek halkalarin olusturulmasi i¢in uygun olan iki
komsu fonksiyonel grubun mevcudiyeti ile de ilgilidir (52).

Romagnoli ve ark. karsinomlu hiicrelerin proliferasyonuna kars1 tubulin sistemi
tizerinden etki gosterecegi diisiinlilen bir seri madde sentezlemis ve bilesikleri

potansiyel etkili bulmustur (112).

OCH3 OCH5 OCH3
HLCO HiCO HiCO
H«CO HsCO H«CO HsCO
0 0 0
CH,COCI MnO,
piridin \ toluen = \
| \ NH, | NHCOCH; | NH
HN N
N \
S
R/ s R/ S TFA: trifloroasetik asit s

Bazi caligmalar trombosit agregasyon faktorii {izerinden tetrasiklik
antagonistlerin sentezine ayrilmistir (106, 107, 113-124). En tipik yaklagimlardan biri

asagida sunulmustur (52).
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C(0)CeH4CI-2

C(0)CgHsCI-2

qq&ﬂﬁ

X 2-CIC¢H4C(O);
= COOE, Ac, vb.; R? =H, Me; R® = Alk.
a) BrCH(R)C(O)Br, HCCl13;
b)NH;;
¢) piridin, N,, kaynatma;
d) Lawesson's reajan (LR) veya P,Ss;
e) NoHy;
f) R*C(OEt);.

2.1.4. Tiyeno|[3,2-c|piridinler

[3,2-c]tiyenopiridin tiirevlerinin hazirlanma ydntemleri ve bu bilesiklerin
ozellikleri iyi bilinmektedir ve bir¢ok ¢alismaya konu olmustur (79, 85, 96, 125). Bu
smif bilesiklerin kimyasi, dncelikli olarak birgok tiyeno[3,2-c]piridin tiirevinin yiiksek
biyolojik aktiviteleri nedeniyle ilgi ¢ekmistir. Tiklopidin, Klopidogrel ve Prasugrel iyi

bilinen antitrombotik aktiviteye sahip ilaglardir.

o
cl
H3000C,/ o)
> ch% N
vl ]
S F

Tiklopidin Klopldogrel Prasugrel

Z

Sekil 2.3. Piyasada ilag olarak bulunan tiyeno[3,2-c]piridin tiirevi antiplateletler
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Br cl
N\\ (0] [0}
F C 1. Mg(0), Et,0, 30°C F F
2. NH,CL H,O, rt CuCl,, MeOH, 60°C
+ _— >
%72 %92
A

S S
TBDMSCI, pyr, DCM, 5°C
0} > / O\
HN [ HN
791 TBDMS

TBDMSCI,; t-butildimetilsilil kloriir

%65 | A, NaHCO3, H,0

HaC,
S 0 S
| / O 1. TBAF, THF, | 0
N AcOH, rt N
0 2. Ac,0, pyr, 50°C O TBDMS
r %60 .
Prasugrel

Sekil 2.4. Prasugrel genel sentezi (126)

Tiklopidin ilk kez 1978 yilinda kullanilmistir ve genis bir uygulama yelpazesi
bulmustur (127). Bir baska sentetik molekiil olan Klopidogrel, miyokard enfarktiisii ve
ateroskleroz ile iliskili diger hastaliklarin 6nlenmesi veya tedavisi i¢in antiplatelet ilag
olarak 1998'de (128) kullanilmig, son zamanlarda ise bir dizi preklinik ve klinik
calismada Klopidogrel'den daha iyi platelet inhibisyon aktivitesi gosteren yeni bir
tiyenopiridin olan antiplatelet aktiviteli Prasugrel (Sekil 2.4.) gelistirilmistir (129, 130).

Tiklopidin ve tuzlarinin antitimér etkinligi belgelenmistir (131-133). Optik
olarak saf Klopidogrel'in, bunun rasematinin ve baslangi¢ reaktiflerinin sentezi igin
yontemler patentlenmistir (134-138). B C-isaretli Klopidogrel sentezi tarif edilmistir
(139). Baz1 tiyeno[3,2-c]piridin tiirevleri, Tiklopidin ve Klopidogrel'in iistiine ilaveten,
yapisal olarak farkli tiyenopiridinler, trombosit agregasyon inhibitorleri olarak,
antibakteriyel, antimikrobiyal, psikotropik, analjezik, antitiimor, antiinflamatuar,
vazodilatatér veya hipotansif aktivitelere sahiptir ve 5-HT; reseptor antagonistleri,

antikonviilsif ajanlar, epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglar ve fibrinojen baglayici
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inhibitorleri, HIV-1 proteaz inhibitorleri gibi giiclii antiviral aktiviteye sahip olan
bilesikler, selektif dopamin agonistleri, farnesil transferaz inhibitorleri, metaloproteaz
(metalloproteinaz) inhibitorleri, serotonin antagonistleri, elastaz inhibitdrleri,
nefrovaskiiler dilatatorler, antidepresanlar ve hiperglisemi, iskemik ve otoimmiin
hastaliklar ve seker hastalifinin tedavisi igin ilaglar belgelenmistir. Baz1 tiyeno[3,2-
c]piridinler kardiyo ve serebroprotektdrler ve norolojik ve diger hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ilaglar olarak Onerilmistir. Biyolojik etkinliklerle ilgili daha
onceki veriler derlemelerde 6zetlenmistir (52).

Direkt piridin halkasinin kapatilmasinda C(3a)-C(4) bag olusumuna dayanan bir
yontem tiyeno[3,2-c]piridin yapisinin sentezinde kullanilir. Olasi tim yontemlerden
Pictet-Spengler sentezi en fazla kabulii gormiistiir. Bu yontem, Tiklopidin, Klopidogrel
gibi son derece aktif ilaglara uygun ve basit bir yol saglar. Tiklopidin veya bunun
Onciisli olan 4,5,6,7-tetrahidrotiyeno[3,2-c]piridin, 2-(2-tienil)etilamin tlirevinin veya
asit kloridinin, asit varliginda (genelde HCI) yiiksek sicaklikta HCHO ¢ozeltisi (140) ile
sentezlenir, HCHO'In yerine sentetik esdegerleri 1,3-ditiyan, 1,3-dioksan (132),
dimetoksimetan (141) veya 1,3-dioksolan (132, 142) ¢6ziicii olarak kullanilabilir (52).

N
/ \ (HCHO| / ‘
NHR —>
< HCL, © S
R =2-CIC 1,CH,, H

Antikanser ve antienflamatuar aktivitelere sahip olan tiyenopiridin metaloproteaz
inhibitorlerinin sentezinde, formalin ile p-(2-tienil)-D-alanin'in asitli bir ortamda
muamele edilmesiyle piridin halkas1 olusturulmustur (143, 144). Ozellikle, bu yontem,
%91 verimle 6-(R)-aminoasit hazirlamak i¢in kullanilmigtir. AT-Cbz-B-(2-Tienil)-L-
alanin amid bir asit mevcudiyetinde dimetoksimetan ile 4,5,6,7-tetrahidrotiyenopiridin-
(6S)-karboksamit haline doniistliriilmistiir. Bilesik anti-AIDS ilaglarinin sentezinde bir

ara madde olarak gorev yapmaktadir (145).

S, H S,
“!1HIICOOH

HoN

NH
a) %37 HCHO, HC1-H,0, 90°C, 3 sa;
S 5 b) (Me0)2CH,> TFA, C1,CHCH,CI,
H 15 dakika kaynatma.
‘ 5 b U
/ 5 _aC(ONHBut —2>» S
C(O)NHBu-t

Cbz

Cbz
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Tiyeno[3,2-c]piridin sisteminin yapimina alternatif bir yaklasim, C(6)-C(7) bag
olusumuna dayanmaktadir. Ornegin, PPA iginde karboksilik asitin 1sitilmasi, diisiik
verimde 9-okso-4H, 9H-pirolo[1,2-a]tiyeno[2,3-d]piridin verecek sekilde siklizasyona
neden olmustur. Bu bilesigin bagimsiz bir sentezle, yani benzer kosullar altinda
izomerik asitin siklizasyonu ile hazirlanmaya calisilmasi basarisiz olmustur (146).

—
N
/

/ \ PPA, 90°C, 1 sa.

s 0 S

Birgok sentez tetrahidrotiyeno[3,2-c]piridin (131, 134, 135, 147-152) ve ilgili
bilesiklerin (153, 154) N-alkilasyonuna dayanmaktadir. Tiklopidin de dahil olmak {izere
bircok biyolojik agidan aktif bilesik sentezlenmistir. Bu ilacin birka¢ oncii bilesigi, 3-
aminotiyeno|3,2-c]piridin tiirevlerinin deaminasyonu ile hazirlanmistir (155-157).

Tiyenopiridinden, iirlin sentezi (R=2-CIC¢H4CH,) bir 6rnek saglamaktadir (156).

a) NaNO,, H,S0,-H,0, 0-5 °C, 0.5 sa;
b) PPA, ~20°C, 1sa.

%350

CcooMe L coome _| CcooMe

Benkli, yakin zamanda yaptig1 calismada tiyeno[3,2-c]piridin sistemine sahip
Prasugrel gibi, biyoaktif molekiillerin metal merkezlerine koordinasyonun daha fazla
terapétik etki ile sonuglanabilecegini belirtmistir. Ozellikle, altin kompleksleri, farkli
hastaliklarin tedavisi i¢in aday maddeler olarak tibbi inorganik kimya alaninda ilgi
gormekte ve potansiyel antitiimor ilaglar olarak dikkat ¢ekmektedir. Sisplatine direncli
kanser sinerjistik uygulamalar1 ve mitokondri ile DNA gibi spesifik biyolojik hedefler
icin afinitesi olan altin (IIT) kompleksleri hakkinda zengin bir literatiir bulunmaktadir.
Tiyenopiridin altin kompleksleri, P2Y, reseptdr inhibisyonu ve ayrica DNA hasar i¢in

onemli enzimlerin inhibisyonunda sinerjik etkiye sahip olabilicegi vurgulanmistir (22).

2.2. Prasugrel'in Arastirilmis Bazi Tuzlar: ve Bunlarin Farkhh Formlar

Prasugrel veya bunun asit ilaveli tuzlar1 veya hidratlar1 veya solvatlari,

reaksiyona ve kristalizasyon kosullarina bagl olarak cok sayida farkli i¢ yapiya ve
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fizikokimyasal 6zelliklere sahip kristaller (kristal polimorfizm) olusturabilir. Bir kristal,
tic boyutlu olarak i¢ yapisi bilesen atomlarin (veya bunlarin bir grubunun) diizenli
tekrarindan olusan ve diizenli bir i¢ yapiya sahip olmayan amorfdan ayrilabilen bir
katry1 belirtir. Kristaller ve bunlarin herhangi bir oranindaki karigimi miimkiindiir.
Kristal ve amorf katilar olarakta bir karigim halinde herhangi bir oranda mevcut
olabilirler (158).

Prasugrel'in hazirlanmasi i¢in bir metot ve bunun yani sira trombiis riskine
maruz kalan hastalar i¢in bir antiplatelet olarak kullanimi ilk kez EP 0542411
patentinde tarif edilmistir. Sankyo'nun EP 1298132 patentinde, Prasugrel HCI ve Maleat
aciklanmistir. Bu sirketin bir baska patenti olan EP 2003136 fiziksel ve analitik
yontemlerle karakterize edilen Prasugrel HCl'in 2 kristalli formundan bahseder. Burada
Prasugrel HCIl'in B formu oldukg¢a kararli olarak kabul edilmistir. Ayni1 patentte baz
Prasugrel'in bir polimorf formundan bahsedilmistir. Prasugrel HBr'nin C formu WO
2012/089180A1 patentinde aciklamigtir. Glenmark'in - WO 2010/070677 patent
basvurusu, Prasugrel HCl Form G1 ve G2'min yeni kristal formlari ile ilgilidir ayrica,
amorf bir form olan Prasugrel HCI'1 aciklar. Bir bagka patent basvurusu, WO
2009/066326, Prasugrel Fumarat, Benzensiilfonat, p-Toliiensiilfonat ve Malat ile
ilgilidir. Helm sirketi, gelistirilmis kimyasal stabiliteye sahip alkilsiilfonik ve
arilsiilfonik asitlerin tuzlarin1 tarif eden WO 2009/098142 patent basvurusunu
yaymlamistir. WO 2009/062044 patent basgvurusu, Prasugrel HCl'in kristal formlar C,
B, E'nin yan1 sira amorf formunu da tarif etmektedir. Bir bagka patent bagvurusu olan
WO 2009/129983, yine Prasugrel'in asit ilaveli tuzlarina iliskindir ve esas olarak
Benzensiilfonat ve Naftalensiilfonat'tan olusur. Prasugrel Hidrojen Siilfat Sandoz'un
WO 2009/130289 sayili dokiimaninda tarif edilmistir. CN 101633662 sayili Cin patent
basvurusu, c¢esitli tuzlari: 4-asetilaminobenzoat, Asetat, Adipat, Aljinat, 4-
aminosalisilat, Askorbat, Aspartat, Glutamat, Piroglutamat, Benzoat, Biitirat,

Kamforsiilfonat' kapsar (159).

2.3. Prasugrel HCl'e Ait Spektral Veriler
2.3.1. UV/VIS Spektroskopisi

Prasugrel HCI'in halka yapisinda var olan karbon-oksijen ve karbon-azot bagi ile
heteroatomlardan dolay1r basta m—n* ve n—n* gegisleri nedeniyle 200 ila 250 nm

arasinda absorbsiyon bantlar1 vermektedir (Tablo 2.2.).
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Tablo 2.2. Farkli solvanlarda Prasugrel HCI'in UV/VIS absorbans verileri (160)

Prasugrel HC1 e Amax A
Coziicii -1
(nm) cm
205 440
Metanol 950 164
S 195 747
Y ~250 141
220 377
0.IN NaOH 265 140
205 474
0.IN HCl 950 146

205 nm'de kaydedilen maksimum miktar, aromatik halkadaki n—n* elektronik
gecislerinden kaynaklanmaktadir. 250 nm'de (Genis bant) kaydedilen en uzun dalga
boyu ise n—n* elektronik gecisinden kaynaklanmaktadir, spektrumun alindigi
¢oziiclinlin de absorbsiyonu etkiledigi, ¢oziicliniin nétral, asidik veya bazik olmasi
durumunda farkli dalga boylarinda absorbsiyonun gerceklestigi bildirilmektedir (160).

Maruszak ve Cybulski, Prasugrel HCl'de potansiyel olarak major karsitiyon
kloriir olmasina ragmen sentez sirasinda asetilasyon basamaginin Prasugrel asetat
kirliligine neden oldugunu diisiinerek asetik asitin saptanmasi i¢in dolayli UV tespiti ile
bir kapiler elektroforez (CE) yontemi gelistirmislerdir. Ayirma, pH 8.1'de 0.5 mM
miristiltrimetilamonyum bromiir igeren 3,5 mM 1,2,4,5-benzenetetrakarboksilik asit 20
mM dietilaminden olusan bir arka plan elektroliti (BGE) i¢inde ger¢eklestirilmistir.
Yontem, Ozgiillik, dogrusallik, dogruluk ve kesinlik ac¢isindan dogrulanmistir.

Hidrokloriir ve asetik asit i¢in LOD'ler sirasiyla 1,6 ve 3,8 pg/mL'dir (161).

2.3.2. FT-IR Spektroskopisi

Prasugrel HCl (Form B)'min FT-IR absorpsiyon spektrumu, Perkin Elmer
Paragon 1000 (KBr) kullanilarak 4400-400 cm™ araliginda kaydedilmistir (Tablo 2.3.).

Q /,,,\\‘ : ﬂ‘ ' m .!,‘q,! r Wﬁn (,
% <~.~—/\/Nrr\. / MJ ‘Wc I U Jq
5 o i I
| |
i
00 3000 2000 1500 1000 8

Wavenumber (¢cm ')

Sekil 2.5. Prasugrel HCI (Form B)'nin FT-IR absorpsiyon spektrumu
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Tablo 2.3. Prasugrel HCl'in FT-IR absorbans verileri

3425 v(H20)
3100-3005  v(C-H); aromatik
2985-2890  v(C-H); alifatik

2440 v(-NH")
1758 v(C=0); karboksilat
1690 v(C=0); siklopropilkarbonil

1615-1590 v(C=C); aromatik
1505-1490  6,(C-H)

1405 v(C-F)

1355,1325  v(C-N)

1215, 1235  v(C-O)

1155,1140 v(C-C)

1100-1135  6,(=C-H), diizlem ig¢i
955-880 Op(=C-H), diizlem dis1
825, 755 v(C-S)

690485 Halka deformasyonu
v: esneme, Jy,: bitkme

Farkli formlardaki Prasugrel HCl'nin ayirt edilmesi i¢in FT-IR teknigi

kullanilabilir. Ornegin, Prasugrel HCI'nin A Formu, 1762 ve 1720 cm'de karakteristik
IR bantlarina, B Formu, 1758 ve 1690 cm™"'de karakteristik IR bantlarina sahiptir (160).

2.3.3. Raman Spektroskopisi

Prasugrel HCl'nin Raman spektrumu polimorfik formlarini belirlemek igin
RXN2, Kaiser optik sistemi kullamlmis, Prasugrel'in 667 cm™'de karakteristik zirveye
sahip oldugu ve form I ve II'nin de 1501 cm™'de karakteristik zirvelere sahip olduklar:
belirlenmistir. Prasugrel HCI'nin I ve II formundaki Raman spektrumlarinin ¢ok benzer
olmasma ragmen II formunun spektrumunda 692 cm™'de keskin bir karakteristik zirve

yapti81 tespit edilmistir (Sekil 2.6.) (162).

70000 4 \ 100000 4
60000
prasugrel 80000
50000 4
2 2
240000 2 60000 -
3 ol
< 30000 prasugrel HCI form | c
_%’ ' g 40000 -
© 20000 ® prasugrel HCI form |
@ prasugrel HCI formyl | £
10000 + ’ 200001 prasugrel HCI form Il
0 1 o
-10000 T T T T T T T T T
900 850 800 750 700 650 60 1800 1700 1600 1500 1400 1300
Ramanshift (cm™) Ramanshift (cm™)

Sekil 2.6. Prasugrel HCI'nin Raman spektrumu
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2.3.4. 'H-NMR Spektroskopisi

Prasugrel HCl'nin 'H-NMR spektrumu, Bruker Avance-300 spektrometresi
kullanilarak, numune DMSO-ds iginde ¢oziilerek ve tiim rezonans bantlarina
tetrametilsilan (TMS) dahili standardi referans alinarak sekildeki spektrum elde edilmis,
11.75 ppm'de genis sinyal varliginin hidrokloriir protonundan kaynaklandigi

gosterilmistir. Rezonans bantlarinin atamalar1 Tablo 2.4.'de verilmektedir (160).

. HyyCl

14 13 = W 10 9 8 7 6 5 +

w
L

1 0 ppm

= 258 88
o - O oo

25.56

8

1.31
2.26

88 -
-

ol—

Sekil 2.7. Prasugrel HCI'nin 'H-NMR spektrumu
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Tablo 2.4. Prasugrel HCI'nin ' H-NMR rezonans bant atamalari

Tanmma  Proton Sayisi Kimyasal Kayma (ppm) Yarilma
Hio - 11.75 br
Hy, Ha 2 7.71 m
H.,, H 2 7.46 m
Hs 1 6.58 S
H, 1 6.23 S
Hae. 1 HOD ile cakigma  4.50 m
Hoa, Hze 2 4.10 m
Hs, 1 3.50 m
Hag, Hae 2 3.08 m
He 3 2.28 S
H; 1 1.92 m
Hse, Hoe 2 1.06 m
Hga, Hos 2 0.91 m

2.3.5. C-NMR Spektroskopisi

Prasugrel HCl, DMSO-ds iginde ¢oziilerek BC.NMR spektrumu, Bruker
Avance-300 spektrometresi kullanilarak elde edilmis ve tiim rezonans bantlari, TMS
baz almarak degerlendirilmistir. "C-NMR pik degerlendirmeleri, bagil bolluklar: ile
Tablo 2.5.'de verilmektedir (DMSO ~40 ppm'de goriilmektedir) (160).

| L A ol

200 160 160 140 120 100 80 &0 a0 20 0 ppm

Sekil 2.8. Prasugrel HCI'nin *C-NMR spektrumu
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Tablo 2.5. Prasugrel HCI'nin B C-NMR rezonans bant atamalari

Tanmma  Kimyasal Kayma (ppm) Bagil Bolluklar (%)

1 202.28 9.09
10 168.16 48.48
16 161.44 24.42
6 150.13 36.36
4 133.92 24.24
20 133.00 27.27
18 126.14 45.45
19 124.73 42.42
15 117.31 33.33
7 117.03 33.33
5,17 112.44 75.75
2 69.42 21.21
3 50.28 9.09
DMSO 39.98 -

9 22.15 25.00
8,12 20.94 100.00
11 20.02 54.17
13, 14 13.00 48.48

2.3.6. Mass Spektroskopisi

Prasugrel'in kiitle spektrumu, bir elektrosprey iyonizasyon kaynagina sahip kiitle
spektrometresi kullanilarak gergeklestirilmistir. Asagida tam kiitle pargalanma modeli

ve karsilik gelen kiitle pargalar1 Tablo 2.6.'da gosterilmistir (160).

340
208.1

396.1
3322

1494

1353
wh L (e e, A A A A A " J
120 160 200 240 280 320 360 400 440 480

mlz
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Sekil 2.9. Prasugrel'in kiitle spektrumu

Tablo 2.6. Prasugrel'in kiitle parcalanma modeli ve kiitle pargalari

Bagil Fragman

m/z Bolluk

(%) Formiil Yap1

396.1 48.7 [Co0H20FNO3S

Na*
+Na]” o
o)
A
S F
H+

374.1 100.0  [CaH,FNOsS]"

[¢]

3322 43.6 [C20H2 FNO;S | w
+H]" - [COCH3] 9
ol T )
S F
208.1 92.3 [C12H14FNO H*
+H]" o
™
F
177.1 61.5 [C1 1 H0FO]" . ;
F
149.4 23.1 [C;H4NOS]" ~ !
N
° |
S AN
|+

1353 103 [C;HsNST

a2
S F




2.3.7. X-Ism Kristalografisi

Kat1 olsun yada olmasin kristalografik olarak bilinen bir yontemle (toz X-151n1
kristalografisi veya diferansiyel tarama kalorimetresi) kristal yap1 incelenebilir. Bakir
Ko radyasyonuyla isinlama yoluyla elde edilen X-isinlar1 kullanilarak toz X-1smi1
kristalografisine tabi tutulur. Bir kati, X-1ismm1 kirimim modelinde ayr1 zirveler
gozlendiginde bir kristal olarak belirlenirken, farkli tepe noktalar1 gozlenmediginde
amorf olarak belirlenir. Zirveler okunabildigi halde farkli olmadigi (6rnegin, genis)
goriildiiglinde kristalligi diisiik olan bir kristal olarak belirlenir.

Bakir Ko radyasyonu kullanilarak toz X-i1sim1 kristalografisinde, bir numune
tipik olarak bakir Ko radyasyonu ile 1sinlanir (i¢inde Kal ve Koa2 radyasyonlari
ayrilmaz). Bir X-is1m1 kirinim modeli, Ko radyasyonundan tiiretilen kirinim analiz
edilerek ve ayrica sadece Ka radyasyonundan tiiretilen difraksiyondan aliman Kal
radyasyonundan tiiretilen kirinim analiz edilerek elde edilebilir.

Prasugrel HCI Kristal A, bakir Ka (A=1.54 angstrom) radyasyonu ile 1sinlayarak
elde edilen bir toz X-1is1mm1 kirinim modelinde 5.7, 4.4, 3.8, 3.5 ve 3.3 angstrom
araliklarinda (d) ana zirveleri gosteren bir kristal olabilir (Sekil 2.10.).

Prasugrel HCI Kristal B1, bakir Ka (A=1.54 angstrom) radyasyonu ile
1sinlayarak elde edilen bir toz X-1s51m1 kirmmim modelinde 6.6, 6.1, 4.0, 3.5 ve 3.4
angstrom araliklarinda (d) ana zirveleri gosteren bir kristal olabilir (Sekil 2.10.).

Prasugrel HCl Kristal B2, bakir Ko (A=1.54 angstrom) radyasyonu ile
1sinlayarak elde edilen bir toz X-1s51m1 kirmmim modelinde 6.6, 6.1, 4.0, 3.5 ve 3.4
angstrom araliklarinda (d) ana zirveleri gosteren bir kristal olabilir (Sekil 2.10.).

Baz Prasugrel, bakir Ka (A=1.54 angstrom) radyasyonu ile 1sinlayarak elde
edilen bir toz X-151n1 kirinim modelinde 6.7, 4.7, 4.6, 4.2 ve 3.8 angstrom araliklarinda

(d) ana zirveleri gosteren bir kristal olabilir (Sekil 2.10.) (158).
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2.3.8. Diferansiyel Taramah Kalorimetre

Prasugrel HCI Form B'nin DSC analizi, 3-4 mg numune ve 1sitma hiz1 10°C/dak.

ayarlanarak gerceklestirilmistir. Pyris 1 cihazindan alinan analiz sonucu asagida

gosterilmistir (163).
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Sekil 2.11. Prasugrel HCI Form B'nin DSC analizi

2.3.9. Titrimetrik Tanima Reaksiyonlari

Sulu Titrasyon'da tam tartilan 410 mg Prasugrel HCl 50 ml suda ¢oziiliir.
Numune, 0.1N NaOH vs. ile potansiyometrik olarak titre edilir. Her bir ml 0.1N NaOH,
40.99 mg CyoH,;CIFNO;S'e esdegerdir .

Susuz Titrasyon'da tam tartilan 410 mg Prasugrel HC1, 50 ml susuz glasiyel
asetik asit i¢inde ¢oziiliir. 10 ml %6'lik civali asetat ¢ozeltisi (asetik asit iginde) eklenir.
Numune, 0.1N HCIOj vs. ile potansiyometrik olarak titre edilir. Her bir ml 0.1N HCl
40.99 mg CyoH,CIFNO;S'e esdegerdir.

Arjantometrik Titrasyon'da tam tartilan 410 mg Prasugrel HC1 50 ml suda
¢oziiliir. Numune potansiyometrik olarak 0.IN AgNO; vs. ile titre edilir. Her bir ml

0.IN AgNOs, 40.99 mg CyoH,CIFNO;S'e esdegerdir (160).
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2.4. Aktif Farmasotik Bilesikler Icin Yeni Kati Form Arastirmalarinin
Gerekliligi

Mevcut kati bigimlerle karsilastirildiginda, fizikokimyasal 6zellikleri daha
elverisli olmasi1 kosuluyla, ilaglarin yeni kat1 bicimleri degerlidir. Bircok ilacin
¢oziinlirliigli in vivo olarak ilag biyoyararlanimini belirleyecek 6zelliklere sahiptir bu

nedenle bu 6zelliklerin manipiile edilmesi biiylik onem tagimaktadir (48).

Farmasotik endiistride, yeni teknolojik gelismelere yol acan onemli itici giig,
aktif farmasdtik bilesigin (API) ¢oziiniirliikk, biyoyararlanim, akis 6zellikleri ve termal
stabilite gibi temel ozelliklerinin gili¢lendirilmesidir, bununla birlikte kristal yapisi,
higroskopik yapi, partikiil boyutu, filtrelenebilirlik, yogunluk ve lezzet de Gnemlidir.
Dolayisiyla, bir ilag {irlinlinilin iyilestirilmesi, daha iyi, daha etkili terapiler ve ekonomik

tasarruflar agisindan arzu edilen faydalari beraberinde getirmektedir (164).

Yeni ila¢g molekiillerinin %60"ndan fazlasinin, boyut biiyiikliigii ve lipofilisite
nedeniyle suda zayif ¢oziiniirliige sahip oldugu tahmin edilmektedir (165). Bu gibi
zorluklar, aragtirmacilarin farmasoétik iirlin gelistirme ve iyilestirme ic¢in diger yollar
aragtirmasina yol agcmustir, 6rnegin eski API'lerin yeni kati1 hal formlarimni salifikasyon
veya birlikte kristallestirme islemleri ile arastirarak farmakolojik dogasini

degistirmeden nihai 6zelliklerini modiile etmeye ¢alismislardir (166).

Oniimiizdeki yillarda bu alanmn hizla biiyiimeye devam edecegini ve farmasétik
tuz veya kristal ilag maddelerinin daha genis ticarilesme i¢in aday olacagini
ongorebiliriz (167). Tuz alaninda dikkate alinmasi gereken gelisim konusu, yeni kati
bir formun istenen 6zelliklerini saglayacak uygun bir karsit iyonun secilmesidir. Zay1f
temel APT'ler i¢in inorganik asitlerle (HCl vb.) tuz olusumu ¢ogu zaman bir ilacin
biyoyararlanimi i¢in en belirgin ve en uygun yol olmustur. Bununla birlikte, 6rnegin,
hidrokloriir tuzlarinin, parenteral formiilasyonlardaki yiiksek asiditesi, endiistriyel
ekipmanin korozyon riski, ortak bir iyon etkisi sebebiyle midede ¢oziiniirliiglin azalmasi
vb. baz1 potansiyel dezavantajlart vardir (168). Bu problemlerin bir kismi, farmasétik
olarak kabul edilebilir karboksilik asitler ve zayif bazik API'ler ile stabil kristal/tuz

formlar1 olusturabilen diger nispeten giiclii organik asitler kullanilarak 6nlenebilir (169).
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2.4.1. Aktif Farmasotik Bilesikler icin Tuz Seciminde Trendler

Paulekuhn ve arkadaslar1 yaptig1 calismada FDA tarafindan yayinlanan Orange
Book veritabanini, farmasétik tuzlarin olusumu i¢in kullanilan farkli karsit iyonlarin
ortaya ¢ikma siklig1 ac¢isindan analiz etmistir. Orange Book'un mevcut analizinden elde
edilen verileri genel olarak gdstermenin yanisira karsit iyon kullaniminin dagilimini,
karsit iyon se¢imindeki egilimleri tanimlamak i¢in 5 yillik araliklarla siniflandirma

yapmis ve agagida (Tablo 2.7. ve Tablo 2.8.) 6zetlemistir (170).

Tablo 2.7. Kategori I API'larda Kullanilan Katyonlarin Dagilimi (170)

Tamam -1982 1982-  1987-  1992-  1997-  2002-
Katyonlar %) ey 1986 1991 1996 2001 2006
’ V%) %) ) ) (%)

Benzatin 0.6 1.0

Kalsiyum 6.9 7.3 9.5 18.8
Kolinat 0.6 1.0

Dietanolamin 0.6 1.0

Dietilamin 0.6 1.0

Lizin 0.6 6.3
Magnezyum 1.2 6.3 6.3
Meglumin 2.9 5.2

Piperazin 0.6 1.0

Potasyum 6.3 6.3 14.3 6.3 6.3
Prokain 0.6 1.0

Gilimiis 0.6 1.0

Sodyum 75.3 72.9 91.7 92.3 66.7 87.5 62.5
Trometamin 1.7 7.7 9.5

Cinko 1.2 1.0 8.3

Tuz sayisi 174 96 12 13 21 16 16
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Tablo 2.8. Kategori I API'larda Kullanilan Anyonlarin Dagilimi (170)

Tamam 1982 1982- 1987- 1992- 1997- 2002-

Anyonlar %) oncesi 1986 1991 1996 2001 2006
(%) %) () () (%) (%)

Asetat 3.3 1.5 8.0 12.7 3.5 2.8
Benzoat 0.2 1.7
Besilat 0.8 0.4 2.0 3.3
Bromit 4.6 5.2 4.0 2.1 1.7 5.2 8.3
Kamforsiilfonat 0.2 04
Klorid 53.4 52.9 52.0 63.8 63.3 46.6 38.9
Klorteofilinat 0.2 04
Sitrat 2.7 2.6 2.0 3.3 5.2 2.8
Etandisiilfonat 0.2 0.4
Fumarat 1.7 0.4 2.1 33 8.6
Glukeptat 0.2 0.4
Glukonat 0.4 0.7
Glukuronat 0.2 1.7
Hipurat 0.2 0.4
Iyodiir 1.0 1.5 2.0
[zetionat 0.4 0.4 2.0
Laktat 1.3 1.5 4.0 2.1
Laktobiyonat 0.2 0.4
Laurilsiilfat 0.2 04
Malat 04 04 2.8
Maleat 4.2 55 2.0 3.3 3.5 5.6
Mesilat 4.2 2.6 2.0 4.3 1.7 13.8 8.3
Metilsiilfat 04 0.7
Naftoat 0.2 1.7
Napsilat 0.4 0.7
Nitrat 1.7 0.7 8.0 2.1 1.7 2.8
Oktadekanoat 0.2 0.4
Oleat 0.2 2.1
Oksalat 0.2 2.8
Pamoat 0.8 1.1 1.7
Fosfat 2.7 3.3 2.1 1.7 1.7 5.6
Poligalakturonat 0.2 0.4
Stiksinat 1.2 0.7 3.3 1.7 2.8
Stlfat 7.5 9.6 12.0 4.3 1.7 3.5 5.6
Siilfosalisilat 0.2 04
Tartrat 3.8 3.7 2.1 6.7 3.5 8.3
Tosilat 0.4 0.4 2.8
Trifloroasetat 0.2 1.7
Tuz sayisi 523 272 50 47 60 58 36
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2.5. Tez Kapsaminda Prasugrel Tuzu Olusturmada Kullanilan Karsit iyonlar

2.5.1. Trometamol (Trometamin, Trizma, TRIS)

Formul: C4H11NO3’

Molar kiitle: 121.14 g/mol,
HO OH Erime noktasi: 167-172°C,
Yogunluk: 1.353 g/cm?,
Kaynama noktasi: 219-220°C.

OH

NH,

Farmasotik gelistirmede katyonik tuz olusturucu bir madde olarak kullanilan
trometamin organik bir amin bazidir (170, 171). Trometamol i¢in, tekrarlanan doz
toksisitesi emniyet verileri mevcut degildir. Akut toksisite i¢in ratlarda oral LDsy=5.9

g/kg, intravendz LDsy=1.8 g/kg olarak belirlenmistir. Sinirli giivenlik verileri mevcuttur
(172-174).

Genel olarak trometamin tuzu i¢in bes farmasotik tuz FDA tarafindan

onaylanmaistir.

Oral uygulama igin iki trometamin tuzu listelenmistir:

e Fosfomisin trometamin ve
e Ketorolak trometamin (iiretilmiyor).

Bunlarin arasinda, Fosfomisin trometamin, Fosfomisin serbest asiti i¢in bildirilen

3 g giinliik maksimum dozuna dayal1 olarak 2650 mg ile en yiiksek giinliik trometamin

dozu ile verilir.

Intravendz uygulama igin ii¢ trometamin tuzu listelenmistir:

e Karboprost trometamin,
e Dinoprost trometamin (iiretilmiyor) ve
e Ketorolak trometamin (iiretilmiyor).

Dinoprost trometamin i¢in, 120 mg'lik bir glinliik doza karsilik gelen maksimum

giinliik trometaminin 39 mg'a karsilik geldigi bildirilmistir (175).
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Wu ve arkadaglar1 HPLC-MS'de, muhtemelen bir su molekiiliiniin kaybiyla bir
amid veya ester olusturan, trometamin ile API arasindaki bir kondenzasyon reaksiyonu

tarafindan {iretilen bir bozunma {iriiniinii belgelemistir (176).

Loeser ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada bir trometamin tuzunda aktif
bir farmasotik bilegen ile karsit iyonu arasindaki kimyasal etkilesimleri incelemis kolay
olusan oksazolin yapisi i¢in asagidaki mekanizmay1 dnermistir. Amid veya ester olusum
ihtimali, primer bir amino grubunun varlig1 ve trometamin yapisinda ii¢ adet hidroksil

grubunun varligina baghdir (177).
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Dehidrasyona neden olan kosullar altinda, bir karboksilik asit ile 1:1'lik bir
trometamin karistmimin iki ardisik dehidratasyona ugrayacagi bilinmektedir; ilk
dehidratasyon bir amide yol agar ve ikinci dehidrasyon bir oksazoline yol acar (178).

Trometamin tuzunun, sodyum tuzuna gore Onemli derecede daha diisiik
higroskopiklik gostermesi dikkat cekicidir; bu egilim bazi diger API'ler i¢in rapor
edilmistir (176, 179) ve dnemli pratik degere sahiptir (177).

2.5.2. Oksalik Asit

Oksalik Asit Oksalik Asit Dihidrat
o Formiil: C;H,0y4, Formiil: C;H,042H,0,
HO Molar kiitle: 90.03 g/mol, Molar kiitle: 126.07 g/mol,
OH Erime noktasi: 189°C (bozunma),  Erime noktasi: 98-100°C,
0 Yogunluk: 1.9 g/em?®. Yogunluk: 1.65 g/cm?®.

Essitalopram oksalat, oral yoldan uygulanan oksalat tuzunun tek 6rnegini temsil
etmektedir. Sitokiyometri acisindan oksalat tuzu 1:1 oraninda temsil edilir. Serbest baza

dayanilarak giinlilk maksimum 20 mg doz ile 5 mg oksalatin maksimum giinliik oral
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alim1 hesaplanmigtir. Oral uygulamadan farkli diger uygulama yollarina yonelik oksalat

tuzlar1 6rnekleri Orange Book'da bulunmamaktadir (175).

Oksalik asit dihidrat i¢in, tekrarlanan doz toksisitesi emniyet verileri mevcut
degildir. Akut toksisite i¢in doz ratlarda oral LDsy=375 mg/kg, insanlarda oral LDsy=71
mg/kg, tavsanlarda dermal LDsy=20 g/kg olarak belirlenmistir (180).

Tunali ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada antimikrobiyal ajan olarak bilinen
trimetopriminden, trimetoprim oksalat sentezlenmis ve in vitro antimikrobiyal aktivitesi

incelenmistir (181).
2.5.3. Maleik Asit

Formiil: C4H404,

— Molar kiitle: 116.1 g/mol,
HO o Erime noktasi: 134-138°C,
Yogunluk: 1.59 g/cm?,

g 1o Kaynama noktasi: 355.5°C.

Maleik asit icin, tekrarlanan doz toksisitesi emniyet verileri mevcut degildir.
Renal proksimal tubiil hiicrelerinde bir Krebs sikliis inhibitorii olan Maleil-CoA'ya
metabolize olur. Sicanlar, tavsanlar ve fareler sirasiyla tek bir 75, 400 ve 600 mg/kg
maleat dozundan sonra benzer etkiler sergilerler. Kopekler, 9 mg/kg maleattan olusan
tek bir oral dozdan sonra bobrek fonksiyonlarimi etkileyen en hassas tiirler gibi
goziikkmektedir. Maleat dozlar diisiik tutulmali ve renal parametreler gézlemlenmelidir.
Akut toksisite igin ratlarda oral LDsp=708 mg/kg olarak belirlenmistir. Renal toksisite
¢ogu tiiriin genelinde goriiliir. Goz tahris edicidir (174, 182-185).

FDA onayli Orange Book'da kayda deger sayida maleat tuzu listelenmistir.
Cogu, on yillar 6nce onaylanmis ve daha sonra tiretimi durdurulmustur. Birden fazla
asidik grup igeren diger asitler i¢in oldugu gibi, tuz olusumu igin gesitli sitokiyometriler
miimkiindiir. 1:1 tuzlarin haricinde maleatlar i¢in 1:2 (baz molekiilii basina iki molekiil
maleik asit) ve 2:1 (iki baz molekiilii basina bir molekiil maleik asit) tuzlar
bulunmaktadir. 2:1 esasen iki temel azot atomu olan bir piperazin parcasini igeren

fenotiyazinler i¢in gerceklestirilir.

Oral uygulama i¢in onaylanmis maleat tuzlar ile ilgili olarak, asagidaki API'ler

Orange Book'da listelenmistir:
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e Amlodipin maleat (liretilmiyor),

e Asetofenazin maleat (iiretilmiyor),

e Azatadin maleat (liretilmiyor),

e Bromfeniramin maleat (liretilmiyor),

e Deksbromfeniramin maleat (iiretilmiyor),
e Deksklorfeniramin maleat (liretilmiyor),
e Enalapril maleat,

e Fluvoksamin maleat,

e Karbinoksamin maleat,

e Kargenazin maleat (iiretilmiyor),

e Klorfeniramin maleat (iiretilmiyor),

e Metilergonovin maleat,

e Metisergid maleat (liretilmiyor),

e Pirilamin maleat (iiretilmiyor),

e Proklorperazin maleat (iiretilmiyor),

e Rosiglitazon maleat,

e Tegaserod maleat (liretilmiyor),

e Tietilperazin maleat (iiretilmiyor),

e Timolol maleat,

e Trimipramin maleat.

Maksimum giinliik alim ile ilgili miktarlar 165 mg, 250 mg, 118 mg ve 80 mg

olarak hesaplanmaistir.
Ayrica intravendz formiilasyonlar da mevcuttur:

e Bromfeniramin maleat,
e Klorfeniramin malaleat,

e Metilergonovin malaleat.
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Intravendz uygulamada Bromfeniramin maleat, Klorfeniramin maleat icin giinde
yaklasik 11 mg ve 12 mg maleat uygulanirken, Metilergonovin maleat i¢in sadece 0.1

mg maleat enjekte edilir (175).

Maleik asit tuzu olarak amin fonksiyonel grubu igeren bir farmasétik bilesenin
izolasyonu ig¢in proses gelistirilmesi sirasinda, izole edilmis tuzun analitik olarak
sonlandirilmasi ile ilgili bir problem kaydedilmistir. istenen maleat tuzunun analitik
incelemeleri sonucunda monometil maleat tuzu ile belirgin bir sekilde kontamine
oldugu bulunmustur. Bu durum yeniden kristallestirme ile tatmin edici bir sekilde
¢Oziilse de sorunun nereden ¢iktiginin anlasilmasi i¢cin maleik asit ile metanol arasindaki

reaksiyona iligkin deneysel ¢aligmalar yapilmistir (186).

0 0 0
H H H
OH OCH; OCH;
—_— —_—
OH OH OCH;
H H H
0 0 0

Diger asitlerin yoklugunda metanol i¢cinde maleik asitin esterifikasyonu kinetik
olarak arastirllmig ve maleik asidin kendi esterifikasyonunu katalize ettigi bir
mekanizma ile ilerledigi bulunmustur. Maleik asitin kismen nétrlestirilmesi bir tampon
sistemi olusturur ve ortamin asiditesini 6nemli 6l¢iide diisiiriir, bu da esterifikasyon
oranini diisiirlir, bu tuz formu sollisyonunun stabilizasyonu esterifikasyonla ilgilidir

(186).

Maleik anhidrit ile arilaminlerin agilasyonunun bir sonucu olarak olusan maleik
asitin siibstitiie edilmis amidlerinin genis bir biyolojik etki spektrumu sergiledigi
bilinmektedir (187). Bunlarin arasinda fungusid (188), antiarterosklerotik (189) ve
bitkilerde biiylime diizenleyici (190) aktivite goézlemlenmis ayrica antimikrobiyal
ilaglar, insektisidler ve fungisidlerin sentezinde de (187) ara maddeler olarak da

kullantlmigtir (191).

Tunali ve ark. tarafindan yapilan calismada antimikrobiyal ajan olarak bilinen
trimetopriminden, trimetoprim maleat sentezlenmis ve in vitro antimikrobiyal aktivitesi

incelenmistir (181).
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2.5.4. Sitrik Asit

Formiil: CcHgO7,

Molar kiitle: 192.124 g/mol,
Erime noktasi: 153°C,
Yogunluk: 1.66 g/cm?,

HO oH Kaynama noktasi: 310°C.

OH

Sitrik asit, tekrarlanan doz toksisitesi emniyet verisi olarak diyet i¢in ratlarda 1.2
g/kg, 2 yil siire i¢in 1.3 g/kg olarak belirlenmistir Oral olarak iyi tolere edilebilirdir.
Gelisimsel ve lireme toksikolojisi ¢alismalarinda yan etki diizeyi gozlenmemistir (>241
mg/kg). GOz tahris edicidir (174, 192). Sitrat anyonu, kalsiyum igin yiiksek afiniteye
sahiptir ve akut hipokalsemiye neden olabilir. Akut toksisite i¢in ratlarda oral LDs=6.7
g/kg, intravendz LDsy=143 mg/kg olarak belirlenmistir. Intravendz olarak
uygulandiginda hipokalemiye neden olabilir. Yiiksek dozlarda goz tahris edicidir (172,
193).

Oral ve intravendz tedavi i¢in FDA onayli 6nemli miktarda sitrat mevcuttur.
Sitrik asit, 3:2 tuzunu temsil eden Piperazin sitrat haricinde {i¢ asidik fonksiyonel gruba

sahip olmasina ragmen, Orange Book'da yalnizca 1:1 tuzlari bildirilmistir.
Oral uygulama icin FDA onayli1 API'lar:

e Kafein sitrat,

e Klomifen sitrat,

e Dietilkarbamazin sitrat ({iretilmiyor),
e Difenhidramin sitrat,

e Orfenadrin sitrat,

e Piperazin sitrat ({iretilmiyor),

e Sildenafil sitrat,

e Tamoksifen sitrat (liretilmiyor),

e Tofasitinib sitrat,

e Toremifen sitrat (liretilmiyor) ve

e Tripelennamin sitrat (iiretilmiyor).
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Bunlardan en yiliksek giinlik doz, Piperazin sitrat, giinlik maksimum 3:2

sitokiyometri ile oral 5250 mg uygulanir.

Dietilkarbamazin sitrat, Difenilhidramin sitrat, Orfenadrin sitrat ve Tripelenamin
sitrat gibi diger API'ler i¢cin maksimum gilinlik alim miktar1 birkag 100 mg

araligindadir.
Intravendz uygulama i¢in FDA onayli API'lar:

e Kafein sitrat,

e Daunorubisin sitrat,
e Orfenadrin sitrat,

o Sildenafil sitrat ve
e Sufentanil sitrat.

Bunlardan en yiliksek miktarda Sitrat, Kafein sitrat tarafindan uygulanir. Bu

durumda giinliilk maksimum 1400 mg sitrat enjekte edilir (175).

Ilaglarin tuzlarm hazirlamak icin sitrik asitin kullanimi halen piyasada olan
Sildenafil sitrat gibi orneklerle iyi bilinmektedir. Sildenafil sitrat, erektil disfonksiyon,
pulmoner arteriyel hipertansiyon ve yiiksek irtifa hastaliginin tedavisinde yararli oldugu

kanitlanmis bir farmakolojik ajandir (194).

Nanoyapili yapilandirilmis Sildenafil bazi veya onun farmasdtik agidan kabul
goren tuzlari veya kokristal bilesimlerinin, bilinen geleneksel Sildenafil sitrat
formiilasyonlarina kiyasla artmis biyoyararlanim, daha hizli etki baslangici, azaltilmis
gida etkisi sergiledigi ve daha kii¢iik dozlar gerektirdigi goriilmiistiir. Bu durum,
nanoyapida azalan pargacik boyutuna ve nanoyapilit parcacik olusumuna bagl olarak
artan ¢ozlinilirliik ve dagilma profiline sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Uygulanan
bir aktif maddenin hizli ¢6ziinmesi tercih edilir, ¢linkii daha hizli ¢6zlinme genel olarak

daha hizli hareket baslangic1 ve daha fazla biyoyararlanima yol agmaktadir (195).

Bazedoksifen secgici Ostrojen reseptdor modiilatoriidiir. Literatlire ait bilgilere
gore, bazedoksifen ve simdiye kadar bilinen formlar1 i¢in saflastirilmasi gilic ve
bozunmaya meyilli olan maddeler arasinda siniflandirma yapilabilir. Yapilan bir

caligmada, yiiksek verim ve ylksek kararlilik gosteren API'larin iiretimi igin
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kullanilabilen siiksinik asit, propandioik asit, oksalik asit, maleik asit, hidroksibutanoik

asit, tartarik asit ve sitrik asitin kristal tuzlari iiretilmistir (196).

2.5.5. trans-1,2-Sikloheksan Dikarboksilik Asit

(o]

Formiil: CgH1,0.,,
Molar kiitle: 172.18 g/mol,
o, oH  Erime noktasi: 220-221°C,
//1( Yogunluk: 1.314 g/cm?,
Kaynama noktasi: 384.1°C.

OH

Oral ve intravendz tedavi i¢in FDA onayli Trans-1,2-sikloheksan dikarboksilat
literatiirde mevcut degildir ve bu bilesigin toksikolojik o©zellikleri tam olarak
arastirtlmamistir. Tekrarlanan doz toksisitesi ve akut toksisite emniyet verileri mevcut

degildir.

Tunali ve ark. tarafindan yapilan caligmada antimikrobiyal ajan olarak bilinen
trimetopriminden, trimetoprim oksalat sentezlenmis ve in vitro antimikrobiyal aktivitesi

incelenmistir (181).

1,2-benzendikarboksilik asit (ftalik asit) tiirevinin hidrojenlenmesi ile cis-
ve/veya trans-sikloheksan-1,2-dikarboksilik asit diester iirlinleri olusur. Bu baglamda
cis-diester, ester gruplarindan birinin aksiyal (a) digerinin ekvatoryal (e) hizalandigi
izomerdir. Trans bilesigi ester gruplari arasinda hem aksiyal olarak (a,a) hem de
ekvatoryal (e,e) hizalandig1 izomer anlagilmalidir. Poliolefinlerin kullanimi igin

plastiklestiriciler olarak da kullanilirlar.

o} 0

OR OR

Polivinil kloriiriin plastiklestirilmesi i¢in su anda agirlikli olarak dibutil, dioktil,

dinonil veya didesil esterler gibi ftalik asit esterleri kullanilmaktadir. Bu ftalatlar son
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zamanlarda  zararli  olarak  nitelendirildiginden,  plastiklerin  kullaniminin

sinirlandirilmasindan korkulmaktadir (197).

Ftalatlar, cevredeki her yerde bulunmalari, insan biyolojik izlem arastirmalarinda
sik tespit edilmeleri ve kemirgenler ve insanlarda toksisite gosterdikleri i¢in biiytik ilgi

gormektedirler (198-200).

Ftalatlar, hidroliz ve ardindan oksidasyon reaksiyonlar1 yoluyla hizla metabolize

olup idrar ve digki ile atilirlar (201).

2.6. P2Y;; Reseptorleri ve Tiyenopiridin Tiirevi Bilesiklerin Antiplatelet
Aktiviteleri

Adenozin difosfat (ADP), trombosit islevinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Depolandigi1 yerden yogun graniiller salgilanirsa, diger trombosit agonistleri (202, 203)
tarafindan indiiklenen trombosit cevaplarini yiikseltir ve trombosit agregatlarini
stabilize eder (204-206). ADPmin indiikledigi sinyal P2Y reseptorleri tarafindan
yonlendirilir ve bunlar, ligandlar1 piirin ve pirimidin niikleotidleri olan hemen hemen
her tiir hiicrede bulunan G bagli 7 membranli genetik proteinlerdir. Filogenetik ve
yapisal bir bakis agisindan, nispeten yiiksek diizeyde yapisal farklilik gosteren 2 farkli

P2Y reseptorii alt grubu tanimlanmustir:
Birinci alt grup, G4'ye bagl alt tipleri (P2Y, P2Y», P2Y4, P2Ys ve P2Y 1)
Ikinci alt grup, Gi'ye bagh alt tipleri (P2Y 2, P2Y 3 ve P2Y4) igerir.

Insan trombositleri, P2Y, ve P2Y, olmak iizere ADP i¢in 2 farkli reseptorii ifade
eder. Gq'ye bagli P2Y reseptorii, sitoplazmik Ca™ trombosit seklinin degisimi ve hizla
geri dondiiriilebilir agregasyonda gecici bir yiikselmeye aracilik ederken, Gi'ye baglh
P2Y, reseptorii, adenilil siklazin inhibisyonuna aracilik eder ve trombosit agregasyon
tepkisini arttirir (203). ADP ile hem G4 hem de G; yolaklarmin eszamanli aktivasyonu,
normal agregasyonu ortaya ¢ikarmak icin gereklidir (203, 207).

P2Y, reseptorleri agirlikli olarak lipid yiginlarinda bulunan homooligomerler
olarak mevcuttur. Klopidogrel'in P2Y, fonksiyonunu inhibe eden aktif metaboliti ile
yapilan tedavide, homooligomerler, lipid yiginlarimin disinda tutulan fonksiyonel

olmayan dimerlere ve monomerlere ayrilirlar (208).
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2.6.1. P2Yy;

P2Y,, kromozom 3q21-g25'e eslenir; trombositlerde, endotel hiicrelerinde, glial
hiicrelerde ve diiz kas hiicrelerinde bulunur (209). 17, 97, 175 ve 270 konumlarinda 4
hiicre dis1 Cys kalintis1 da dahil olmak iizere 342 aminoasit kalintis1 igerir: Cys97 ve
Cys175, bir disiilfid kopriisii ile baglanir ve reseptor ekspresyonu i¢in énemlidir (208,
210, 211); Ekstraseliiler amino terminalinde potansiyel N-bagh glikozilasyon bolgeleri,

aktivitesini modiile edebilir (212).

P2Y; reseptorleri agirlikli olarak lipid yiginlarinda bulunan homooligomerlerdir.
Klopidogrel'in P2Y, fonksiyonunu inhibe eden aktif metaboliti ile yapilan tedavide
homooligomerler, lipid yiglarin disinda tutulan fonksiyonel olmayan dimerler ve

monomerler haline doniistir (208).
2.6.2. P2Y;; Sinyali

ADP ve 2-metiltiyo-ADP ile (N)-metanokarba-2-metiltiyo-ADP gibi bazi ADP
analoglar1, P2Y,'yi stimiile ederken, ATP ve bunun trifosfat analoglar1 antagonist gibi
davranir (213). P2Y, reseptorii, cogunlukla Gaj,'nin aktivasyonu yoluyla adenil siklaz
aktivasyon inhibisyonuna baghdir ve lipid yiginlari i¢in kritik bir gereklilige sahiptir
(214). Bununla birlikte, adenil siklazin Go;; yoluyla inhibisyonunun ADP tarafindan
trombosit aktivasyonunun anahtar bir 6zelligi olmasina ragmen trombosit agregasyonu
ile hi¢cbir nedensel iliski tasimadig kaydedilmistir (215, 216). Bu nedenle, Gg;;'nin asagi
yonlii diger sinyal olaylari, integrin oy,B3'li ve bunun ardindan trombosit agregasyonunu

etkinlestirmek icin gereklidir.

Cesitli calismalar, trombosit aktivasyonunun ADP aracili P2Y,, reseptor
amplifikasyonunda fosfoinositid 3-kinazin (PI3K) farkli izoformlarinin énemli bir roli
oldugunu gostermistir (206, 217-221). Buna ek olarak, P2Y; knock-out farelerinde
normal P2Y antagonistlerinin varliginda trombosit ¢aligmalari, ADP'nin, trombositleri
aktive etmek ic¢in yaygin olarak kullanilanlardan daha yiliksek konsantrasyonlarda
kullanilmas1 gerektigini, platelet agregasyonunun yavas ve siirekli PI3K'ye bagl

oldugunu, trombosit sekli degismeden once indiikledigini gostermistir (222, 223).
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2.6.3. P2Yq;'nin Trombosit Fonksiyonundaki Rolii

ADP tek basina trombosit (yogun graniillerin), salgilanmasina neden olamasa da,
P2Y ), ile etkilesimi, tromboksan A, (224) ve trombin reseptorii-aktive edici peptid gibi
agonistlerin neden oldugu trombosit sekresyonunu biiylik Ol¢iide indiikler (225).
Muhtemelen PI3K'nin (218, 226) aracilik ettigi bu etki gosteriyor ki, Asetilsalisilik asit
(ASA) varliginda hem fizyolojik hem de uM konsantrasyonlarda ekstraseliiler Ca™nin
ve bliylik platelet agregatlarinin olusumundan bagimsizdir ve P2Y, aracili agregasyon

amplifikasyonunda ikincil olmaktan ziyade direkt bir etkidir (224, 225, 227).

P2Y,, PI3K aracili trombin veya tromboksan A, tarafindan indiiklenen platelet
agregatlarinin stabilizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (214). Konjenital olarak
P2Y, yoksunu insan trombositleri ve P2Y}, knock-out farelerinin arastirmalari, bir dizi
trombosit agonisti tarafindan indiiklenen platelet agregasyonu ve sekresyonunun
bozuldugunu ortaya koymustur (227-232). Serbest ADP araciligiyla P2Y, reseptor
stimiilasyonu, adenilil siklazin inhibisyonuna, trombositlerde serin-treonin kinaz
(Akt)'nin aktivasyonuna, tirozinin fosforilasyonuna, hiicre disi sinyalle diizenlenmis
kinaz 2 (ERK)'nin aktivasyonuna, Rap1B'nin aktivasyonuna, Rac'nin aktivasyonuna ve

diger agonistlerin neden oldugu Ca"*'nin mobilizasyonuna katkida bulunur (208).

Onceki calismalar, P2Y,'nin antitrombotik ilag olan Tiklopidin ile tedavi edilen
kisilerden veya konjenital P2Y,, eksikligi olan bir hastadan alinan trombositleri
kullanarak kesilme indiiklii trombosit agregasyonunun 6nemli bir mediatorii oldugunu
gostermistir (233). Spesifik kullanimi daha sonra onaylanan P2Y;'nin bu etkisi,

dogrudan P2Y, antagonistleri, PI3K aktivasyonuna baglidir (234).

Daha once de belirtildigi gibi, ADP'nin Gai; yoluyla adenilat siklaz (AC)
inhibisyonu, trombosit aktivasyonu ile nedensel bir iliski tasimaz. Bununla birlikte,
prostasiklinin veya adenilil siklazi uyaran diger maddelerin antitrombosit etkisini

Onleyerek in vivo platelet tromboz olusumuna biiylik 6lclide katkida bulunabilir (235).

P2Y; ile P2Y, tam kanda kollajen aracili platelet mikropartikiil olusumuna ve
16kosit ylizeyinde doku faktdriine maruz kalmaya neden olan platelet yiizey P-selektin
maruziyetinin aracilik ettigi trombosit-l16kosit agregatlarmin olusumuna katkida
bulunur. Bununla birlikte, trombin veya diger trombosit agonistleri ve trombosit

acisindan zengin plazmada doku faktoriiyle indiiklenen trombin tarafindan
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fosfatidilserine maruz birakilmasinda sadece P2Y, reseptoriiniin iliskisi oldugu

bulunmustur (209).
Aspirin
. TxA
Koagiil 3 J
oagi asyon 2 ADE APF Klopidogrel
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Sekil 2.12. P2Y, reseptorlerinin trombosit aktivasyonundaki rolii (25)

Trombosit aktivasyonu, kollajen, tromboksan A,, trombin ve ADP ile diger
agonistler tarafindan indiiklenir. Bu da ADP igeren yogun graniillerin salinimini
baglatir. Serbest ADP daha sonra trombosit ADP reseptorleri lizerinde etkir ve P2Y;
reseptorii trombositin baslangi¢ agonistine tepkisinin ¢ogaltilmasinda 6nemli bir role

sahiptir (Sekil 2.12.'de kirmiz1 renkle vurgulanmistir) (25).

2.6.4. P2Y;; Reseptor Antagonistlerinin Yan Etkilerinin Tolere

Edilebilirligi ve Minimizasyonu

Temel olarak istenmeyen kanamanin antiplatelet stratejilerinin gelistirilmesinde
endise kaynagi olmasinin yaninda diger olumsuz etkiler de 6nemli hususlardir. Klinik
uygulamada kullanilan ilk tiyenopiridin P2Y, inhibitorii olan Tiklopidin, nétropeniye
neden olmus (28) ve Klopidogrel ile yer degistirmesine yol agmistir. Tiyenopiridinler
genel olarak iyi tolere edilirken, sonradan reversibl baglayic1 ajanlar Tikagrelor,
Kangrelor ve Elinogrel'in dispneye neden oldugu acik¢a ortaya cikmistir (236).
Tikagrelor'un adenozinin hiicresel alimini inhibe ettigi (237) ve adenozin plazma

diizeylerini arttirdigt (238) bu nedenle Tikagrelor kullaniminin dispneye neden
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olabilecegi hipotezi ileri siirlilmiistiir (239). Alternatif olarak, reversibl P2Y;
inhibitorlerinin duyu noronlarindaki P2Y, reseptorlerini tiyenopiridinlere gére daha
fazla etkileyebilecegi ve boylece dispneye neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir (236).
Dispne P2Y), inhibitoriiniin nadiren durdurulmasina neden olabilir bu nedenle
dispneden kaginmak tercih edilir. Bununla birlikte, Tikagrelor kullanildiginda dispneye
neden olan mekanizmanin ilacin klinik yararina katkisi olup olmadig: bilinmemektedir.
Platelet P2Y |, reseptor inhibisyonu yoluyla MI azalmas alternatif bir agiklama olsa da,
Tikagrelor ile Klopidogrel'in PLATO konsantrasyonlari karsilastirildiginda ani kardiyak
Olimlerde onemli azalma oldugu kaydedilmistir, bu da ekstraseliiler adenozin
miktarinin artmasiyla iskemik oOnkosullamanin aritmik Olim riskini azaltabilecegi
hipotezini giiclendirmektedir. Bir adenozin antagonisti olan kafeinin Tikagrelor'a
(TROCADERO) baghh dispneyi  hafifletmek icin  denenmesi, rahatlatip
rahatlatmayacaginin  arastirllmas1  Tikagrelor ile iligkili dispnenin nedenini

netlestirecektir (25).

2.6.5. P2Y;'nin Dogustan Eksikligi

Konjenital P2Y, eksikligi otozomal resesif gecisli bir bozukluktur. Siddetli
P2Y, eksikligi olan ilk hasta 1992 yilinda tanimlanmistir (228). Yasam boyu asiri
kanama Oykiisii, uzun siiren kanama zamam (15-20 dakika), zayif agonistlere tepki
olarak tersinir agregasyon ve diigiik konsantrasyonda kollajen veya trombin yanitina
bagli agregasyon bozukluguna sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, en tipik
0zelligi, ADP'nin, ¢ok yliksek konsantrasyonlarda olmasina ragmen (>10uM), tam ve
geri doniislii olmayan trombosit agregasyonuna neden olmamasi olarak tespit edilmistir.

Trombosit fonksiyonunun diger anormallikleri sunlardir (240):

1) trombosit adenilil siklaz ile inhibe edilen (PGE,) prostaglandin E;'in ADP aracil
inhibisyonu yoktur, ancak epinefrin aracili inhibisyon normaldir;

2) ADP aracili indiiklenen sitoplazmik Ca nin mobilizasyonu normal (smirda) ve
sekil degisimi normaldir;

3) yeni iretilen plateletler tiizerinde [**P]2MeSADP (241) veya formalin bagl
plateletler iizerinde ["H]JADP i¢in normal baglanma alanlarnim yaklasik %30'unun

varligi s6z konusudur (P2Y ile iligkili ADP reseptorii) (224).
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Hastanin 4 oglu calismasi ile heterozigot P2Y;, eksikliginin tanimlanmasini

saglanmistir (227):

e ADP ile indiiklenen trombosit agregasyonu, 10uM'den kiigiik veya esit ADP
konsantrasyonlar1 i¢in geri dondiiriilebilir, ancak ADP'nin 10uM'den daha
yiiksek veya esit konsantrasyonlari i¢in geri dondiiriilemez;

e platelet cAMP'de PGE, ile indiiklenen artigin inhibisyonu tamamen yok olmasa
da bozulmustur;

e [PP]2MeSADP igin trombosit baglanma yerlerinin sayisi annenin ve normal

deneklerin arasinda orta diizeydedir; sonrasinda trombosit salinimi1 bozulmustur.

Bu hastanin trombositlerindeki salgi defekti, TxA, liretiminde bozulma veya
diisiik trombosit graniilii icerigi ile iligkili degildir, tanimlanmamis ve muhtemelen
heterojen bir grup trombosit sekresyonu olan ve bazen "primer salgi defekti" genel

terimi ile anilan hastalarda tarif edilenle ¢cok benzerdir (225, 242).
2.6.6. P2Y,,'yi Hedef Alan ilaglar

P2Y,'yi hedef alan ilaglar arteryal tromboz insidansin diisiiriir, bunun nedeni de

bir¢ok randomize klinik ¢aligmanin sonucunda belgelenmistir (240).

Tablo 2.9. Agir konjenital P2Y, defektlerinin tanisi

Klinik o6zellikler
Mukokutandz kanamalarin yasam boyu Oykiisii; ameliyat veya travma sonrasi asir1
kanama

Laboratuar ozellikleri

Tarama testi: ADP'nin (>10uM) yiiksek konsantrasyonlarinin tam ve geri doniisiimlii
trombosit agregasyonunu (151k iletim agregometrisi) indiikleyememesi

Dogrulayict test: ADP'min PGE, ile uyarilmis adenil siklaz't inhibe edememesi
(trombosit cAMP'sinin veya VASP fosforilasyonunun o6l¢iilmesi)
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Tablo 2.10. Klopidogrel ve yeni oral P2Y, reseptdr inhibitorlerinin 6zellikleri (243)

Ozellikleri Klopidogrel Prasugrel Tikagrelor
(Tiyenopiridin) (Tiyenopiridin) (Triazolopirimidin)
Ti baslamas1 2 saat 30 dakika 30 dakika
Ti siiresi 3-10 giin 5-10 giin 3-4 giin
Dozu YD: 600 mg PKG'de YD: 60 mg, koroner YD: 180 mg, PKG'de
veya oncesinde 300 mg  anatomi goriiliip veya Oncesinde
FLT'de PKG'ye karar verilirse 1
saat i¢inde
ID: 75 mg/giin ID: 10 mg/giin, <60 kg  ID: 90 mg, giinde iki
Erken PKG'ye giden, olanlarda 5 mg/24 saat  kez
kanama riski diisiik,
YD: 600 mg,
ID: 7 giin 150 mg/giin
Tedavi Yan etkileri: Diyare ve  Yan etkileri: Olumciil Yan etkileri:
uyarilari abdominal sikayetler kanama riski yiiksek Semptomsuz
(244, 245) hiperiirisemi, dispne,

Allerjik dokiintiiler,
gerekirse
antihistaminik, steroit,
2-3 giinde kaybolur,
KLOP'a devam edilir,
kaybolmazsa ilag
degistirilmelidir
(Tikagrelor).

Onceden P2Y , reseptor
inhibitdri alan; >75 yas,

aktif patolojik

kanamasi; GIA ve inme

hikayesi olanlarda
kontrendikedir.

KLOP ile capraz-
reaksiyon gosterir.
KLOP direnci ve
allerjisinde alternatif
degildir. Diyabetik,
gecirilmis MI hikayesi
ve anteriyor MI'de
faydasi en fazladir.

sik uzamis R-R araligi

SA hastalik, 2. veya 3.
derece AV blok ve
kalic1 kalp pili
olanlarda dikkatli
kullaniimalidir.
KLOP direncinde tek
alternatiftir.

YD: Yiikleme dozu; ID: idame dozu; Ti: Trombosit inhibisyonu; KLOP: Klopidogrel; SA: Sinoatriyal hastalik;

GiA: Gegici iskemik atak; FLT: Fibrinolitik tedavi

2.6.7. Birinci

ve lkinci

Klopidogrel

Jenerasyon Tiyenopiridinler:

Tiklopidin ve

Tiklopidin ve Klopidogrel hepatik sitokrom P450 (CYP) enzimatik yolagi ile in

vivo aktif metabolitine doniistiiriilmeye ihtiya¢ duyan prodruglardir, sistein kalintilartyla
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bir disiilfid bagi olusturarak P2Yj,'ye kovalent baglanirlar ve reseptorii geri

doniistimsiiz olarak inhibe ederler (246).

Birka¢ randomize klinik ¢aligmada, bu ilaglarin 6nemli kardiyovaskiiler olaylarin
onlenmesinde klinik etkinligi belgelenmistir. Serebral veya koroner arter hastalig1 stabil
olan hastalarda, ASA'min etkinligi esasen benzerdir. Akut koroner sendromlu hastalar
icin sadece medikal veya perkiitan koroner girisim (PKG) ile tedavi gorenlerde
kombinasyon halinde ASA'ya tiyenopiridin eklenmesi son derece etkilidir. Buna
karsilik, stabil hastalig1r olan diisiik-orta riskli hastalarda Klopidogrel ve ASA
kombinasyonu monoterapiden daha etkili degildir, ancak kanama insidansin

arttirmaktadir (28, 247-253).

Toksiksitesi nedeniyle, klinik uygulamada Tiklopidin neredeyse tamamen
Klopidogrel ile yer degistirmistir (246). Kanitlanmig antitrombotik etkilili§ine ragmen,

Klopidogrel'in bazi 6nemli dezavantajlar1 vardir (254):

1) prodrugin metabolizmasina duyulan ihtiyag yiiziinden antiplatelet etki gecikir;

2) trombosit inhibisyonunda bireyler aras1 6nemli degisiklikler vardir;

3) P2Y 'y geri doniisiimsiiz olarak inhibe etme kabiliyeti, postoperatif kanama
komplikasyon insidansi, Klopidogrel ile tedavi edilmemis hastalardan daha yiiksek
oldugu i¢in, koroner bypass (CABG) ameliyati1 yapilmasi gereken hastalar icin bir
problem teskil edebilir.

Klopidogrel'in etki baslangici hastalara 300 ila 600 mg'lik bir yiikleme dozu

vererek hizlandirilabilse de, diger iki problemin ¢6ziimii daha zor goriinmektedir (254).

Klopidogrel yanitinin bireyler arasi1 degiskenligi klinik agidan 6nemli bir
konudur, 6yle ki zayif cevap verenlerin biiylik kardiyovaskiiler olaydan yeterince
korunmadig1 gosterilmistir (255). Tedavi edilen hastalarin yaklagik {i¢te birinde
P2Y,'ye baglh platelet fonksiyonunun yeterli inhibisyonu goériilmemektedir, bu durum
CYP'nin fonksiyon eksikligi mutasyonlariyla iliskilidir (256-258), P-glikoproteinini
kodlayan bir gen olan ABCB1'in homozigot 3435C—T mutasyonu ile (akis pompasi P-
glikoproteini kodlayan bir gen) tiyenopiridin absorpsiyonunda yer alan anahtar bir
proteindir (240, 259, 260), proton pompa inhibitorleri gibi ortak yardimci ilaglarla
negatif etkilesim yoluyla daha da kotiilesebilir (258).
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2.6.8. P2Yq; inhibisyonunun Farmakokinetigi

Klopidogrel ve Prasugrel gibi tiyenopiridinler, trombosit reaktivitesini azaltmak
icin in vivo hepatik sitokrom P450 (CYP) enzimleri ile aktif metabolitlerine
doniistiirmeyi gerektiren on ilaclardir. Klopidogrel, CYP enzimleri, 6zellikle CYP2C19
ile 1ki metabolik adimda aktif metabolitine doniistirilir (29). Dolayisiyla,
Klopidogrel'in aktif metabolitinin iiretilmesi, CYP2C19'u etkileyen ilaglar (30) ve
CYP2C19 geninin fonksiyon kaybi polimorfizmleri tarafindan etkilenir (31). Bunun
aksine, Prasugrel plazma esterazlarla ara formuna doniistiiriiliir ve aktif metabolitini
olusturmak icin sadece bir CYP aracili adim gerektirir ve CYP2C19'a bagimlilik azdir
(33, 34). Klopidogrel ve Prasugrel'in aktif metabolitleri yapisal olarak ¢ok benzer (fakat
0zdes degildir) iken, Prasugrel'in Klopidogrel ile karsilastirildiginda daha etkili ve
kapsamli metabolizmasi, Prasugrel'in aktif metabolitinin daha yiiksek ve daha tutarli bir
sekilde iiretilmesine neden olur (261). Sonug¢ olarak, Prasugrel'in farmakokinetik
ozellikleri, CYP2C19'un etkileyen ilaglarla (30) veya CYP2C19'm genetik

polimorfizmlerinden 6nemli 6l¢tide etkilenmez (31).

CYP2B6
/ | N CYP2C19 N
Diger  Tiklopidin CYpP ??? Hooc
—> tiyolakton ——> HOO
S cl (2-okso-tiklopidin) cl
Tiklopidin Tiklopidin aktif
metabolit
(o) 0o
\CH3
CYP3A
CYP1A2 CYP2B6
Va N CYP2C19
| cyp2B¢ Klopidogrel CYP2C19 HOOC
—> tiyolakton
S Cl (2-okso- klopldogrel)
Klopidogrel Klopidogrel aktif
metabolit
(o)
CYP3A
CYP2B6 ~
Esterazlar CYP2C9 N
_(hCE2) _ Prasugrel CYP2CI19 HOOC
tiyolakton HS F
Prasugrel Prasugrel aktif

metabolit

Sekil 2.13. Tiklopidin, Klopidogrel ve Prasugrel'in biyotransformasyonlar1 (240)

Tiyenopiridinlerin aksine, Tikagrelor direkt olarak etkindir ve bu nedenle

trombosit reaktivitesini azaltmak i¢in aktif bir metabolite doniistiirme gerektirmez ve
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boylece ongoriilebilir bir farmakokinetik profil elde edilmis olur (37). Bununla birlikte,
Tikagrelor CYP3A ile en az 10 farkli aktif metabolite (bazilar1 Tikagrelor ile es
degerlidir) doniistiiriiliir ve bu nedenle CYP3A inhibitorleri ile ilag-ilag etkilesimi

gortliir (38).

m

N \
// N
N
S/\/
HnnoH Tikagrelor
HO\/\ A
o Z
E S
OH HN/\/ \
(1
CF
N N/ s/\/ :
[0}
\\ Ho\/ / /I/,IIII
/ o H oH Kangrelor
HO 5
sl
Cl b
\ OH
)

2.6.9. P2Yq, inhibisyonunun Farmakodinamigi

Klopidogrel ve Prasugrel'in aktif metabolitleri P2Y, reseptorlerine kovalent
baglanir ve trombosit omrii boyunca, yaklasik 10 giin sliren geri doniisiimsiiz
inhibisyona neden olur. Yeni, engellenmis trombositler siirekli olarak iiretildiginden
trombosit fonksiyonu, Klopidogrel ve Prasugrel kesilmesinden yaklasik 5-7 giin sonra
diizelir (262). Buna karsilik, Tikagrelor, yaklasik 72 saat iginde trombosit
inhibisyonunun daha hizli dengelenmesine neden olan geri doniislii P2Y |, inhibitoriidiir
(263). Tikagrelor'un cabuk dengelenmesi potansiyel olarak P2Y;, inhibisyonunun
Klopidogrel'e gore daha kisa bir kesintiye izin vermesine ragmen, teorik olarak
cerrahiden hemen oncesine kadar P2Y |, inhibisyonunu siirdiirmek cazip olur. BRIDGE

calismasinda, tiyenopiridin kesildikten sonra Kangrelor tedavisinin, kanamayi

54



arttirmadan ameliyat oncesi araliktaki trombosit reaktivitesini azaltabildigi belirtilmigtir
(264). Yakin zamanda Tikagrelor i¢in bir antidot gelistirildi ve etkinligi su anda test
edilmektedir (265).

2.6.10. P2Y, Inhibitorlerinin Diger Platelet inhibitorleri ile Kombinasyonu

Platelet P2Y |, inhibitorleri, rutin olarak diisiik dozda Aspirin ile kombine olarak
75-100 mg optimal dozda kullanilir (266). Bununla birlikte, Prasugrel veya Tikagrelor
gibi giiclii bir P2Y |, inhibitori kullanildiginda Aspirin'in her durumda hala gerekli olup
olmadig1 bilinmemektedir (25).

GLOBAL LEADERS (NCT01813435) ¢alismasi ile rastgele PKG hastalarininin
Tikagrelor ile Aspirin'i kombine olarak 1 ay, ardindan da sadece Tikagrelor ile 23 aylik
normal tedavi stratejisiyle (12 aylik ikili antitrombosit tedavi sonrasi, takiben tek basina
Aspirin) arastirmasi yapilmustir. Ugiincii bir antiplatelet ilacin Aspirin'e ve P2Y,
inhibitoriine eklenip eklenememesine ilgi duyulmaktadir. Trombin reseptdr inhibitori
Vorapaksar baslangicta bu rolde bir potansiyel gdstermis fakat ne yazik ki AKS
hastalarinda acilen baslatildiginda istenmeyen kardiyovaskiiler olay riskini onemli
Olciide azaltamamis ve intrakranyal hemoraji de dahil olmak iizere kanama riskini
arttirmistir (267). Bununla birlikte, Proteaz-aktive reseptor-1 (PAR-1) antagonisti
antiagregan Vorapaksar, FDA tarafindan ikincil 6nleme terapisi olmak iizere antiplatelet
diger ilaclarla kombinasyon halinde kullanimi i¢in onaylanmistir. Heptinstall ve ark.
tarafindan prostaglandin E reseptdr 3 (EP3) antagonisti DG-041, Aspirin ve P2Y;
inhibitdrleri ile birlikte umut verici bir trombosit inhibitorii olarak tanimlanmistir (268-
270).

Gelecekte Aspirinin bu iligkide daha az rol oynayabilecegi halde, Aspirin ve
etkili bir P2Y, inhibitorii ile birlikte ikili antiplatelet tedavinin kullanildig: stratejiler
halen biiyiik ivme kazanmaktadir (25).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

ADP

AKT/ERK Olgiim Kiti
Antiplatelet Ol¢iim Kiti
Aseton

BrdU kiti

Dekstroz

Disodyum hidrojen fosfat
DMEM

DMSO

EDTA

EGTA

Epinefrin

Etanol

Eter

Etil Asetat

Fetal Bovine serum
Gpllb/IIIa Olg¢iim ve VASP Ol¢iim Kiti
Indometasin

ITK plag:

Kloroasetil klortir
Kollajen

Maleik asit

MCEF-7 Hiicre Hatti
MTT Boyasi

NIH3T3 Hiicre Hatt1
Okzalik asit dihidrat
PBS

Petrol Eteri

PGE,

Potasyum karbonat

Sigma-Aldrich, Almanya
eBioscience, Amerika
CUSABIO, Amerika
Sigma-Aldrich, Almanya
Roche, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Tekim, Tiirkiye
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Capricorn, Giliney Amerika

Elabscience, Amerika

Cayman Chemical, Amerika

Merck, Almanya

Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
ATCC, Amerika
Sigma-Aldrich, Almanya
ATCC, Amerika
Sigma-Aldrich, Almanya
Gibco, Ingiltere

Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya
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Potasyum kloriir Sigma-Aldrich, Almanya

Prasugrel (Sentez) Abdi Ibrahim Ilag, Tiirkiye
Prasugrel (Standart) Sigma-Aldrich, Almanya
RPMI Sigma-Aldrich, Almanya
Sitrik asit (Sentez) Carlo Erba, Fransa

Sitrik asit (In vivo) Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum bikarbonat Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum kloriir Sigma-Aldrich, Almanya
Streptozotosin Sigma-Aldrich, Almanya
Tetrahidrofuran Merck, Almanya

trans-1,2-Siklohekzandikarboksilik asit ~ Abcr, Almanya

Trietilamin Merck, Almanya

Tripsin Sigma-Aldrich, Almanya
Trometamol Sigma-Aldrich, Almanya
TxB, ve cAMP Ol¢iim Kiti Cayman Chemical, Amerika
3.2. Metot

3.2.1. Analitik Yontemler
3.2.1.1. iITK Calismalar

Sentez ¢alismalarinda reaksiyonlarin kontrolii ITK ile gerceklestirilmistir. Belli
zaman araliklari ile reaksiyon ortamlarindan alinan numuneler ve sentezlerde kullanilan
baslangi¢c maddelerinin metanoldeki ¢ozeltileri adsorban olarak secilen slikajel 60 F254
kapli, 6nceden uygun ¢6ziicli karisimlar ile doyurulmus altiminyum plaklara kilcal boru
yardimiyla tatbik edilmis ve hareketli fazlar igerisinde siirliklenmesi saglanmistir.
Lekelerin saptanmasinda, ultraviyole 15131 (UV/254-366nm) kullanilmistir. ITK
sonucuna gore reaksiyonlara yon verilmis ve nihayetinde sonlandirilmistir. Sentezlerin
kontrolii  i¢in  hareketli faz olarak  Diklorometan:Metanol  (99:1) veya

Kloroform:Metanol (9:1) kullanilmstir.

3.2.1.2. Erime Noktalarimin Tespiti

Sentezlenen bilesiklerin erime noktalar1t MP90 digital melting point apparatus

(Mettler Toledo, Columbus, OH, USA) kullanilarak tespit edilmistir. Bir ucu kapali
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kilcal borulara 0.5cm kadar konulan sentez sonug bilesikleri cihazin haznelerine

yerlestirilmis ve erime dereceleri gozlenerek kaydedilmistir.

3.2.1.3. FT-IR Spektrumlarinin Alinmasi

Sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlari Shimadzu-IR Affinity-IS (Shimadzu,
Tokyo, Japan) cihazi kullanilarak elde edilmistir. IR spektrofotometresi ATR (The
PIKE MIRacle™, PIKE Technologies, Madison, WI, USA) atagmanina toz maddeler

uygulanarak spektrumlar ¢ekilmistir.

3.2.1.4. '"H-NMR Spektrumlarinin Alinmasi

Sentezlenen bilesiklerin 'H-NMR spektrumlart DMSO-ds i¢indeki ¢ozeltilerinin,
tetrametilsilana (TMS) karst Bruker (Bruker Bioscience, Billerica, MA, USA) 300

MHz’lik NMR spektrometresine uygulanmasi sonucu alinmistir.
3.2.1.5. BC-NMR Spektrumlarinin Alinmasi
Sentezlenen bilesiklerin >C-NMR spekrumlart DMSO-d; i¢indeki ¢ozeltilerinin,

tetrametilsilana (TMS) karsi Bruker (Bruker Bioscience, Billerica, MA, USA) 75

MHz’lik NMR spektrometresine uygulanmasi sonucu alinmstir.

3.2.1.6. Kiitle Spektrumlarinin Alinmasi

Sentezlenen bilesiklerin  kiitle spektrumlari, numunelerin asetonitril:su
icerisindeki ¢ozeltilerinin Schimadzu 8040 LCMSMS (Shimadzu, Tokyo, Japan)
cihazina enjekte edilmesi ve ESI (elektron sprey iyonizasyon) iyonlastirma teknigi
kullanilmasi ile negatif ve pozitif modda alinmistir.

3.2.1.7.Elementel Analiz

Sentezlenen bilesiklerin elementel analiz sonuglari, Leco CHNS-932 (LECO
Corporation, Saint Joseph, USA) cihazi kullanilarak elde edilmistir.
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3.2.2. Sentez Yontemi

Yapilan ¢alismalarda baslangic maddesi olarak kullanilan karsit iyon, tuz
olusturmak i¢in anyonik asitlerde Prasugrel {izerindeki azotu kuaternize etmek tizere 1:1
oranda, katyonik bazda 1:2 oraninda balona eklenmis, aseton igerisinde ¢oziilerek 12
saat sliresince 50°C'de isitilarak, isiktan korunmak suretiyle manyetik karistirici ile
kanistirilmistir. Her bir asit i¢cin 0.6 mmol (225 mg) Prasugrel alinmis, olusan tuzlar i¢in
verim karsilastirilmas1 yapilmistir. Deneyin sonlandig ITK dan anlasilmus, ¢oziicii oda
isisinda ucurulduktan sonra maddeler eter igerisinde ¢oktiiriilmiis ve olusan ¢okeltiler
stiziilerek ayrilmistir. Cokeltiler 24 saat siire kurumaya birakilmisg, olusan tuzlar FT-IR,
1H—NMR, 13C—NMR, ESI-MS spektral verileri ve elementel analiz sonuglar1 kullanilarak
yapilar1 aydinlatilmiltir. Sentezlenen Prasugrel tuzlarinin genel yapilari, ylizde
verimleri, erime dereceleri, molekiiler kiitleleri ve formiilleri Tablo 3.1.'de

gosterilmistir.

3.2.2.1. Prasugrel trans-1,2-Sikloheksan dikarboksilat (1a)

o o}
0 J
0 HO™ ™
OH :
+P | —1' - )J\ J N HO
i s §

Reajanlar ve Kosullar(i)  :CH3COCH; 40-50°C, 12 saat

0,6 mmol Prasugrel ve 0,6 mmol trans-1,2-Sikloheksan dikarboksilik asit
asetonda ¢oziiliir, 1s1ktan korunarak 40-50°C'de geri ¢eviren sogutucu altinda 12 saat
stireyle 1sitilip, karistirilarak sentez edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. Kirli beyaz

renkte, kristalize bir maddedir. E.d. 122.2°C, Verim: %88.

3.2.2.2. Prasugrel maleat (2a)

0
_ 0 Ho O
HO‘<_>:0 + Prasugrel ——> )l\om \i/u\
0 HO S E N"0H

Reajanlar ve Kosullar(i) :CH3;COCH 3 40-50°C, 12 saat
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0,6 mmol Prasugrel ve 0,6 mmol maleik asit asetonda ¢oziiliir, 11ktan korunarak
40-50°C'de geri geviren sogutucu altinda 12 saat siireyle sitilip, karistirilarak sentez
edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. Kirli beyaz renkte, kristalize bir maddedir. E.d.

162.7°C, Verim: %85.

3.2.2.3. Prasugrel sitrat (3a)

o o
+ Prasugrel )}\
HO OH

Reajanlar ve Kosullar(i)  :CH3COCH; 40-50°C, 12 saat

0,6 mmol Prasugrel ve 0,6 mmol sitrik asit asetonda ¢oziiliir, 1siktan korunarak
40-50°C'de geri geviren sogutucu altinda 12 saat siireyle isitilip, karistirilarak sentez
edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. Kirli beyaz renkte, kristalize bir maddedir. E.d.
104.8°C, Verim: %62

3.2.2.4. Prasugrel trometamol tuzu (4a)

(o]
OH o OH
2 HO\/ﬁ/OH + Prasugrel —l> )J\om . HO\/ﬁ/OH
S F NH, 2

NH,

Reajanlar ve Kosullar(i) :CH3;COCH; 40-50°C, 12 saat

0,6 mmol Prasugrel ve 1,2 mmol trometamol asetonda ¢oziiliir, 1s1ktan korunarak
40-50°C'de geri g¢eviren sogutucu altinda 12 saat siireyle 1sitilip, karistirilarak sentez
edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. A¢ik kahve renkte, kristalize bir maddedir. E.d.
110-113°C, Verim: %56.

3.2.2.5. Prasugrel oksalat (5a)

(o)

(0]
(0] (0]
Ho OH +P — )J\ N HO
+ Prasugrel ——
g 0% . OH
(0]
S F 0

Reajanlar ve Kosullar(i)  :CH3COCH; 40-50°C, 12 saat
0,6 mmol Prasugrel ve 0,6 mmol trans-1,2-sikloheksan dikarboksilik asit

asetonda ¢oziliir, 151ktan korunarak 40-50°C'de geri ¢eviren sogutucu altinda 12 saat
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stireyle 1sitilip, karigtirilarak sentez edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. Kirli beyaz

renkte, kristalize bir maddedir. E.d. 118.3°C, Verim: %80.

Tablo 3.1. Sentezlenen Prasugrel tuzlarinin genel yapilari, yiizde verimleri, erime

dereceleri, molekiiler kiitleleri ve formiilleri

(o)
(0]
)J\ (X)«
N
0 4 |
S F
Verim E. D. Molekiiler
Tuz X * M. A
(%) ‘O Formiil
1a
1 88 545.6224 122.2 Cy3H3,FNO5S
2a
HO o 1 85 489.5144 162.7 C4H4FNO4S
O HO
o OH
o) o]
3a
1 62 554.558 104.8 CysHosFNO( oS
HO OH
OH
OH
4a 112
HO OH 2 56 615.7144 CogH4FN3O9S
dekom.
NH,
o
Sa HO
OH 1 &0 463.4764 118.3 CyH»,FNO4S
o
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3.2.3. Biyolojik Aktivite Calismalari
3.2.3.1. In Vivo-Ex vivo Antiplatelet Aktivite Tayini

Bilesiklerin in vivo-ex vivo antiplatelet aktivite tayinleri Inonii Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’'nda yapilmistir. Hayvan deneyleri i¢in
2013/A-39 sayili etik kurul onay1 alinmistir (EK.1.).

Materyal:

In vivo-ex vivo antiplatelet aktivite tayin ¢alismalarinda, trombosit indiiksiyonu
icin referans endojen stimiilator ajanlar olarak bilinen ADP, kollajen ve epinefrin
degisen konsantrasyonlarda uygulanmis ve dlgiimlerde Chronolog antiagregan kitleri
kullanilmistir. ELISA olgiimlerinde BioTek Synergy H1 analiz sistemi kullanilmistir.
Siirecte rol oynadigi diisiiniilen biyomolekiillerden cAMP ve TxB,; dl¢limiinde Cayman
ELISA kitleri, AKT/ERK 6l¢limiinde eBioscience Immunoassays kitleri, GplIb/Illa ve

VASP o6l¢timlerinde Elabscience Bioassays kitleri kullanilmistir.

Metot:

Onceden hazirlanmis olan metal kafeslere yerlestirilmek iizere 7-8 aylik Wistar
Albino cinsi agirliklar1 215+£35 g olan ratlar secilmis ve her kafeste 10 rat bulunacak
sekilde deney gruplari olusturulmustur. Ratlara icme suyu olarak musluk suyu verilmis
ve ad libitum beslenmistir. 12 saat karanlik 12 saat aydinlik olacak sekilde giin ici
aydinlik/karanlik periyodu uygulanmistir. Caligma ana hatlartyla iki temel hayvan grubu
ve bu gruplar biinyesinde yer alan alt gruplar1 kapsamaktadir. Temel gruplar
nondiyabetik ve diyabetik gruplar olup bu gruplarin altinda ayr1 ayri bilesik uygulanan
alt gruplar yer almaktadir. Bu baglamda nondiyabetik gruplar Kontrol, Prasugrel, 1a, 2a,
3a ve 4a gruplarindan olusurken diyabetik gruplar ise Diyabet, Diyabet+Prasugrel,
Diyabet+1a, Diyabet+2a, Diyabet+3a ve Diyabet+4a gruplarindan olugmaktadir.

Streptozotosin  (STZ), Streptomyces  achromogenes'den tiiretilen  ve
memelilerdeki pankreasin insiilin iireten B hiicreleri i¢in 6zellikle toksik olan dogal
olarak olusan bir kimyasaldir. Tibbi alanda, Langerhans adaciklar1 kanserlerini tedavi
etmek icin kemoterapotik bir ilag olarak kullanilir ve Tip 1 diyabet i¢in bir hayvan
modeli liretmek iizere tibbi arastirmalarda kullanilir. Ayrica Gram-negatif bakterilere

kars1 etkili bir antibiyotiktir. Streptozotosin, DNA sarmallarini alkillendirme, ¢apraz
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baglama ile ve ayni zamanda memeli hiicre dongiisliniin tim asamalarmi etkileyerek
mikroorganizmalarda ve memeli hiicrelerinde DNA sentezini engeller. Streptozotosin

insanda mutajenik, kanserojen ve muhtemelen teratojeniktir (271).

Diyabetik gruplarda diyabet olusturulmasi amaciyla pankreas 3 hiicreleri {izerine
secici sitotoksik etki gosteren streptozotosin pH:4.5 olan sitrat tamponu igerisinde
coziilerek 75 mg/kg dozda intravendz yolla juguler vene enjekte edilmistir (272).
Enjeksiyondan 1 giin sonra 8 saatlik aglik sonrasi portabl glukometre cihazi ile ratlarin
aclik kan sekeri diizeyleri olgiilerek 300 mg/dl ve iizerinde AKS degerine sahip olanlar
diyabetik kabul edilmistir. AKS ol¢iimlerine giin asir1 devam edilerek ve {i¢ 6l¢liim
sonrasi diyabet olusumu teyid edilmistir. Diyabetli ratlar 1 ay siiresince beslenerek bu
stire zarfinda diyabete bagli komplikasyonlar nedeniyle rat kaybi yaganmamasi i¢in STZ
enjeksiyonundan sonraki 10. giinden itibaren giin asir1 3U/kg insiilin, IP yolla enjekte
edilmistir. 30. glinden itibaren sentezlenmis ve spektral analizleri tamamlanmis olan
dort farkli Prasugrel tuzu ve baz Prasugrel %5'lik arap zamki (gum arabic) igerisinde
37°C'de ¢oziilerek 2 mg/kg/giin dozda ii¢ giin boyunca intragastrik gavaj yoluyla her
biri daha &nceden ayrilmis olan farkli gruplara uygulanmistir (273-275). Ug giin
boyunca Prasugrel tuzlari uygulanmis daha sonra trombositleri aktive etmek amaciyla
“kollajentepinefrin® uygulanmistir. Bdylece, antitrombotik aktivite testlerini
uygulamak ve ELISA oOl¢limlerini gergeklestirebilmek i¢in kan alinabilecek Kontrol, 1a,
2a, 3a, 4a, Diyabet, Diyabet+1a, Diyabet+2a, Diyabet+3a ve Diyabet+4a rat gruplar
olusturulmustir. Tiim gruplarda yer alan ratlardan, trombus olusumunun uyarilmasindan
6 saat sonra Ketamin/Ksilazin anestezisi altinda abdominal aorttan sitrath tiiplere alinan

kanlar in vivo-ex vivo 0l¢timlerde kullanilmistir.

Tam kan Orneklerinde viskozite Ol¢iimii, Brookfield Rheometer DV3T
sisteminde Cone-Plate aparati ile gerceklestirilmistir. Tam kan Orneklerinde
antitrombotik aktivite Chrono-Log 560 CA sistemi empedans modunda c¢alistirilarak
Olclilmiistiir (276). Trombosit¢e zengin plazma (PRP) sitratli tam kan orneklerinin
200xg'de 10 dakika santrifiij edilmesiyle elde edilimis ve 1500xg'de 15 dakika santrifiij
edilerek trombosit¢e fakir plazma (PPP) ornekleri elde edilmistir. PRP Grneklerinde
antitrombotik aktivite Ol¢limleri yine Chrono-Log 560 CA sistemi optik 6l¢iim

modunda c¢alistirilarak gerceklestirilmistir.
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cAMP Tayini: Bir¢ok hiicrede, uyarici ikinci haberci olarak fonksiyon goren
cAMP trombositlerde inhibitor etkiye sahiptir ve adenilat siklaz enziminin aktivitesi ile
olusur. cAMP tayininde biyolojik materyal olarak, antikoagiilan madde olan EDTA
iceren tiiplere konulan tam kan Ornekleri kullanilmistir. Hazirlanan plazmalardaki
cAMP diizeyleri ELISA yontemi ile Ol¢iilmiis, olgiimlerde 581001 kodlu Cayman
ELISA kiti rehberine uygun olarak kullanilmigtir (277, 278).

pAkt ve pERK Tayini: Serin/treonin 6zgii kinaz olan Akt, protein kinaz B
olarakta bilinmektedir. Fosforile Akt ve Fosforile ERK tayini i¢in, PRP oOrnekleri
kullanildi. ERK, mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) yolaginin anahtar
komponentlerinden biridir. Abdominal aorttan alinan kan 6rnekleri, 1 mL antikoagiilan
(ACD, 85 mM trisodyum sitrat, 83mM dekstroz, ve 21mM sitrik asit) igeren test
tiiplerine aktarilarak 170xg'de 7 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatanlar alinarak
120xg'de 7 dakika tekrar santrifiij edilmistir. Bu PRP, yikama tamponu ile 350xg'de 10
dakika iki defa santrifiij edilmistir. Platelet presipitatlar1 Tyrode tamponu ile (137mM
NaCl, 12mM NaHCOs, 5.5mM glukoz, 2mM KCI, ImM MgCl,, 0.3mM NaHPO,, ve
pH 7.4) 3x10*/mL’ye ayarlanmustir. Hazirlanan PRP kullanilarak pAkt/pERK 6l¢iimii
ELISA metodu ile gerceklestirilmis ve Ol¢iimlerde 85-86014-11 kodlu Akt/Erk
Activation InstantOne™ ELISA kiti rehberine uygun olarak kullanilmistir (279).

TxB, Tayini: TxB,, bir¢ok hiicrede arasidonik asitten {iretilir, irreversibl platelet
aktivasyonuna neden olur. TxB,, indometazin igeren EDTA'l1 tiiplere konulan kan
orneklerinin plazmalarinda 6lgiim ELISA yontemi ile gergeklestirilmis ve Olglimlerde
501020 kodlu Cayman ELISA kiti rehberine uygun olarak kullanilmistir (280).

Platelet membran GplIb/IIla ve VASP Tayini: Gpllb/Illa fibrinojen reseptorii
olarak bilinmektedir. Trombositlerin ADP ile uyarilmasi fibrinojen reseptdriiniin
ekspresyonuna yol agmaktadir. VASP, insan plateletlerinde cAMP bagimli protein
kinaz yolagi i¢in major substrattir. GplIb/Illa ve VASP tayini i¢in PRP kullanilmistir.
Abdominal aorttan alinan kan 6rnekleri, 1 mL antikoagiilan (ACD, 85 mM trisodyum
sitrat, 83mM dekstroz ve 21mM sitrik asit) iceren test tiiplerine aktarilarak 170xg'de 7
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatanlar alinarak 120xg'de 7 dakika tekrar santrifiij
edilmistir. Bu PRP, yikama tamponu ile 350xg'de 10 dakika iki defa santrifiij edilmistir.
Platelet presipitatlar1 Tyrode tamponu ile (137mM NaCl, 12mM NaHCO;, 5.5mM
glukoz, 2mM KCI, 1mM MgCl,, 0.3mM NaHPO, ve pH 7.4) 3x108/mL’ye
ayarlanmistir. Hazirlanan PRP kullanilarak Gpllb/Illa o6lgiimii ELISA metodu ile
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gerceklestirilmis ve GpllIb/Illa dl¢timlerinde E-EL-R0760 kodlu ve VASP 6l¢timlerinde
E-EL-R1207 kodlu Elabscience® Bioassays kitleri rehberlerine uygun olarak
kullanilmustir.

Ex vivo Analizler: Calisma sonunda ratlardan sitratli tiiplere alinan tam kan
orneklerinde kollajen, epinefrin ve ADP ile aktivasyon sonrasi olusan agregasyon ve
sentezlenen tuzlarin antiplatelet etkisi Chrono-Log Agregometre sistemi ile literatiire

uygun olarak degerlendirilmistir (276, 281).

Istatistiksel Calismalar:

In vivo-ex vivo g¢alismamizdan elde edilen ham veriler once kullanilan kit
rehberine uygun olarak islenmis veriler ve standart grafikler haline getirilerek, her bir
gurubun her bir parametresi i¢in hesaplamalar sonrasi elde edilen islenmis veriler, grup
sayisi, denek sayist ve normal dagilima uygunluk gibi kriterler g6z Onilinde
bulundurularak belirlenen istatistiksel yontemlerle analiz edilmistir. Denek
setlerimizden elde edilen verilerin 6nce normal dagilima uygunlugu test edilmis bu
verilerin normal dagilima uygunluk gostermedigi tespit edildikten sonra, ikili
karsilastirmalarda Mann Whitney U Test’1, ¢oklu grup karsilastirmalarinda Kruskal

Wallis Test'i kullanilarak istatistiksel analizler gerceklestirilmistir.

3.2.3.2. In Vitro Antiplatelet Aktivite Tayini

Bilesiklerin in vitro antiplatelet aktivite tayinleri Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali’nda yapilmistir.

Materyal:

In vitro antiplatelet aktivite tayin calismalarinda, E12816h kodlu CUSABIO
ELISA kiti rehberine uygun olarak kullanilmistir.

Metot

In Vitro Antiplatelet Aktivitenin Arastirilmasi:

Bu kitte saglanan mikrotitrasyon plakasi trombosit antijeni ile Onceden

kaplanmistir. Standartlar veya numuneler Horseradish Peroksidaz (HRP) ile
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birlestirilmis antiplatelet antikoru bulunan uygun mikrotiter plaka oyuklarina eklenip
iyice karstirtlirak inkiibe edilmistir. (Numunelerde antiplatelet antikoru miktar1 ne
kadar fazla olursa, HRP ile birlestirilmis antiplatelet antikoru onceden kaplanmis
platelet antijenine baglanir.) Daha sonra 3,3',5,5'-tetrametil benzidin (TMB) substrat
sollisyonu her oyuga eklenmis ve renk, numunedeki antiplatelet antikorunun miktarinin
tersine geligmistir. Renk gelisimi durduktan sonra rengin yogunlugu 6l¢iilmiistiir.

e Kuyucuk basina 50 pul numune, standart ve her kuyucuga hemen 50 ul HRP-
konjugati1 eklenerek plaka hafifce 60 saniye sallanmistir.

e Daha sonra 30 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir.

e Her kuyu aspire edildi ve 200 ul yikama Tamponu ile doldurularak yikanmus,
yikama islemi bes kez tekrarlanmistir. Son yikamadan sonra, kalan tiim yikama
tamponu aspire edilerek veya siiziilerek ¢ikarilmistir.

e Her oyuga 90 pul TMB substrati eklenmis 37°C'de 20 dakika inkiibe edilmisgtir.

e En diisiik konsantrasyon standartlar1 igeren son dort kuyucukta bariz mavi renk
olustugunda, her oyuga 50 ul durdurma soliisyonu eklenmistir.

e 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplak okuyucu kullanarak, her kuyunun optik
yogunlugu 15 dakika i¢inde belirlenmistir.

3.2.3.3.In Vitro Antikanser Aktivite Tayini
Bilesiklerin antikanser aktivite tayinleri Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Kimya Anabilim Dali’nda yapilmistir.

Materyal:

Bilesiklerin antikanser aktivitesinin arastirilmasinda MCF-7 (insan meme
adenokarsinoma hiicre dizisi) ve antikanser aktivitenin selektivitesini degerlendirmek
tizere NIH3T3 (fare embriyo fibroblast hiicre dizisi) hiicre dizileri kullanilmistir.

Besiyeri olarak fetal calf serum, 100 IU/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin ilave
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) kullanilmistir. Sentezlenen tuzlarin antikanser

etkinliklerinin kiyaslanabilmesi amaci ile giinlimiizde kanser tedavisinde rutin olarak

kullanilan Doksorubisin kullanilmistir.
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MTT Yontemi ile Sitotoksik Aktivitenin Arastirilmasi:

Tetrazolium tuzlar1 XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrazolum-
S-karboksianilit tuzu) ve MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium
bromiir) canli hiicrelerde metabolik aktivitenin dl¢iilmesinde kullanilmaktadir. Bu tuzlar
metabolizma ve solunum zinciri intakt hiicrelerinde mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz enzimi ile formazana doniismektedir. Mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz sar1 renkli tetrazolyum tuzunu turuncu renkli formazana dontistiirmektedir

(282).
Metot
Hiicrelerin Cogaltilmasi:

Kullanilan MCF-7 ve NIH3T3 hiicre dizilerinin c¢ogaltilmasi ve deneye
hazirlanmasi i¢in 2-3 giinde bir pasajlama yapilmistir.

e Inkiibatorden alinan hiicre kiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri ¢ozeltisine
gecmesini saglanmak icin c¢alkalanmis ve steril bir pipetle kiiltiir sisesi i¢indeki
besiyeri alinarak atilmistir.

e Hiicrelerin yikanmasi i¢in kiiltiir sisesine 5 ml fosfat tamponu ilave edilmis daha
sonra yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirilmistir.

e Kiiltiir sisesine tripsin EDTA ¢o6zeltisi (1X) (75 em?’lik kiiltiir siselerine 3-5 ml,
25 em®’lik 1-3 ml) konularak hafifce ¢alkalandiktan sonra inkiibatérde yaklasik
5 dk. bekletilmistir (37°C, %95 nem ve %5 CO,).

e inkiibatorden alinan kiiltiir siselerinin iizerine 20-25 ml besiyeri ilave edilerek
hiicreler siispanse edilmis ve 1:2, 1:3 boliinerek yeni kiiltiir siselerine alinmistir.

e Kiiltiir siseleri inkiibasyona birakilmistir (37°C, %95 nem ve %5 CO).
MTT Sitotoksisite Testi Uygulamasi:

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri ortamdan uzaklagtirilmistir.
Bilesiklerin 0.000316 mM-1 mM 8 seri konsantrasyonu (DMSO) pozitif kontroller ile
birlikte plakalara uygulanmig daha sonra 24 saat inkiibasyona birakilmistir (37°C, %95
nem ve %5 COy).

e Hiicreler fosfat tamponu ile yikanmis sonrasinda yikama ¢ozeltisi ortamdan

uzaklastiriimistir.
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MTT cozeltisi (5 mg/ml) ve besiyeri 1:10 oraninda karistirilmis, hiicre kiiltiir
plakasina 100pL/kuyucuk olacak sekilde ¢bzelti karisimindan ilave edilerek 3
saat inkiibasyona birakilmistir (37°C, %95 nem ve %5 CO»).

Hiicre kiiltiir plakasina DMSO ¢ozeltisinden 100 uL/kuyucuk olacak sekilde
ilave edilmis ve kuyucuklarin ELISA’da 540 nm’de OD degerleri okunmustur.
Test maddelerinin her bir konsantrasyonu i¢in yilizde (%) inhibisyon degerleri
hesaplanmistir (283,  284).  Sitotoksik  aktivitenin  selektivitesinin
degerlendirilmesi igin bilesiklerin hiicre dizisine kars1 elde edilen 1Cs, degerleri
hesaplanmistir. Bilesiklerin her biri i¢in selektivite indeksi (NIH3T3 hiicre dizisi
ICs degeri/Kanser hiicre dizisi ICsy degeri) hesaplanamamistir. Bu degerin 1’den
ne kadar biliylik oldugu bilesiklerin antikanser aktivitelerinin degerini ortaya

koymaktadir (285, 286).
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Calismalar
4.1.1. Sentezlenen Tuzlar

4.1.1.1.Prasugrel frans-1,2-Sikloheksan dikarboksilat (1a)
(0]

(o)
)///,,
(o] =

HO
)J\o Va ‘ N .HO

S F

o)

0,6 mmol Prasugrel ve 0,6 mmol trans-1,2-Sikloheksan dikarboksilik asit
asetonda ¢oziiliir, 1s1ktan korunarak 40-50°C'de geri ¢eviren sogutucu altinda 12 saat
stireyle 1sitilip, karistirilarak sentez edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. Kirli beyaz
renkte, kristalize bir maddedir. E.d. 122.2°C, Verim: %88.

Ince tabaka kromatografisinde UV 15181 altinda 254 nm’de floresan zeminde mor
renk verir.

IR spektrumunda (v cm™, ATR), 3327 (O-H gerilim, yayvan), 3053 (aromatik C-
H gerilim), 2954-2920 (alifatik C-H gerilim, sikloheksan alifatik C-H gerilim), 2567
(iyonik NH gerilim, yayvan), 1757 (karboksilat C=0O gerilim), 1689 (siklopropil
karbonil C=0O gerilim, karboksilik asit C=0 gerilim ), 1489 (C-H biikiilme), 1415 (C-F
gerilim), 1311 (C-N gerilim), 1209 (C-O gerilim), 1126-1089 (=C-H diizlem igi
biikiilme), 921 (=C-H diizlem dis1 biikiilme) ve 758 (C-S gerilim) pikleri goriiliir.

'H-.NMR (300 MHz, DMSO-d,): & 0.80-0.90 (4H, m, Siklopropil CH,), 1.69
(4H, yayvan s, Sikloheksan CH;), 1.94 (4H, yayvan s, Sikloheksan CH,), 2.26 (2H,
Sikloheksan CH), 2.35-2,37 (4H, s, CH3-CH), 2.72-2.81 (4H, m, Tiyenopiridin CH,),
3.43 (2H, s, Tiyenopridin CH;), 4.79 (1H, s, CH), 6.45 (1H, s, Tiyenopridin CH), 7.23-
7.29 (2H, m, Florofenil CH), 7.38-7.43, (1H, m, Florofenil CH), 7.49-7.54, (1H, m,
Florofenil CH), 12.11 (2H, s, HO-C=0, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dy): & 11.7 (Siklopropil CH,), 12.1 (Siklopropil
CH,), 18.2 (CHj3), 20.9 (CHy), 25.1 (Siklopropil CH), 25.4 (sikloheksan CH»), 29.0
(sikloheksan CH,), 44.8 (sikloheksan CH), 48.4 (CH,), 50.3 (CH,), 72.0 (CH), 112.8
(Tiyenopridin CH), 116.3 (d, J= 22.3 Hz, Florofenil CH), 122.5 (d, J= 14.2 Hz,
Florofenil CH), 125.2 (d, J= 2.9 Hz, Florofenil CH), 125.9 (Tiyenopridin C), 129.8
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(Tiyenopridin C), 130.6 (d, J= 8.3 Hz, Florofenil C), 131.2 (d, J= 3.6 Hz, Florofenil
CH), 149.1 (Tiyenopridin C), 161.1 (d, J= 244.1 Hz, Florofenil C), 168.3 (O-C=0),
176.6 (sikloheksan C=0), 207.9 (C=0).

Mass (m/z): ESI-MS [M + H]" : 374.2 (100%)

Analiz: C,gH3,FNO;S igin, M.A. 545.6224

%C  %H %N %S

Hesaplanan: 61.64 591 2.57 5.88
Bulunan : 61.56 5.589 2.891 6.271

4.1.1.2. Prasugrel maleat (2a)

*m%m
s F X OH

0,6 mmol Prasugrel ve 0,6 mmol maleik asit asetonda ¢oziiliir, 1giktan korunarak
40-50°C'de geri g¢eviren sogutucu altinda 12 saat siireyle 1sitilip, karistirilarak sentez
edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. Kirli beyaz renkte, kristalize bir maddedir. E.d.
162.7°C, Verim: %85.

Ince tabaka kromatografisinde UV 15181 altinda 254 nm’de floresan zeminde mor
renk verir.

IR spektrumunda (v cm™, ATR); 3097 (aromatik C-H gerilim), 2960 (alifatik C-
H gerilim), 2453 (iyonik NH gerilim, yayvan), 1780 (karboksilat C=0O gerilim), 1757
(karboksilik asit karbonil C=0 gerilim), 1710 (siklopropil karbonil C=0O gerilim), 1479
(C-H biikiilme), 1456 (C-F gerilim), 1348 (C-N gerilim), 1233 (C-O gerilim), 1126
(=C-H diizlem i¢i biikiilme), 875 (=C-H diizlem dis1 biikiilme) ve 783-773 (C-S gerilim)
pikleri goriiliir.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 0.87-0.89 (4H, m, CH,), 2.26 (4H, yayvan s,
CH;-CH), 2.79-2.92 (4H, m, CH,), 3.57 (2H, s, CH), 5.06 (1H, s, CH), 6.22 (2H, s,
Maleik Asit CH), 6.47 (1H, s, Tiyenopridin CH), 7.27-7.34 (2H, m, Florofenil CH),
7.45-7.54, (2H, m, Florofenil CH), 13.49 (1H, yayvan s, NH).

70



BC.NMR (75 MHz, DMSO-dy): & 12.0 (Siklopropil CH,), 12.3 (Siklopropil
CH,), 18.6 (CHj3), 20.9 (CH,), 24.5 (Siklopropil CH), 48.7 (CH,), 50.2 (CH»), 71.5
(CH), 112.8 (Tiyenopridin CH), 116.5 (d, J= 22.1 Hz, Florofenil CH), 121.3 (Florofenil
CH), 125.4 (d, J= 3.0 Hz, Florofenil CH), 125.6 (Tiyenopridin C), 128.8 (Florofenil
CH), 131.3 (Florofenil C), 131.5 (Tiyenopridin C), 131.8 (Maleik Asit CH), 149.4
(Tiyenopridin C), 161.2 (d, J= 244.8 Hz, Florofenil C), 167.3 (Maleik Asit C=0), 168.3
(0-C=0), 206.9 (C=0).

Mass (m/z): ESI-MS [M + H]" : 374.2 (100%)

Analiz: C4H24FNO;S igin, M.A. 489.5144

%C  %H %N %S
Hesaplanan: 58.89 494 286 6.55
Bulunan : 58.98 4.941 2.902 6.259

Asai ve arkadaslarinin Prasugrel maleat i¢in aldiklar1 patentde acikladiklar

spektral verilere uygundur (287).

4.1.1.3.Prasugrel sitrat (3a)

0
o) OH
)OJ\ o) o)
J N
°4<j© - HO OH
s F OH

0,6 mmol Prasugrel ve 0,6 mmol sitrik asit asetonda ¢oziliir, 1siktan korunarak
40-50°C'de geri g¢eviren sogutucu altinda 12 saat siireyle 1sitilip, karistirilarak sentez
edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. Kirli beyaz renkte, kristalize bir maddedir. E.d.
104.8°C, Verim: %62

Ince tabaka kromatografisinde UV 15181 altinda 254 nm’de floresan zeminde mor
renk verir.

IR spektrumunda (v cm™, ATR), 3509 (O-H gerilim, yayvan), 3014 (aromatik C-
H gerilim), 2943 (alifatik C-H gerilim), 2520 (iyonik NH gerilim, yayvan), 1753
(karboksilat C=0O gerilim), 1738 (karboksilik asit karbonil C=0O gerilim), 1703
(siklopropil karbonil C=0O gerilim), 1585-1492 (C-H biikiilme), 1493 (C-F gerilim),
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1386 (C-N gerilim), 1190 (C-O gerilim), 1126 (=C-H diizlem ig¢i biikiilme), 887 (=C-H
diizlem dis1 biikiilme), 758 (C-S gerilim) pikleri goriiliir.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): & 0.86-0.90 (4H, m, CH,), 2.26 (3H, s, CH3),
2.67-2.78 (9H, m, Tiyenopridin CH,, Siklopropil CH, Sitrik Asit CH,), 3.44 (2H, s,
CH,), 4.80 (1H, s, CH), 6.45 (1H, s, Tiyenopridin CH), 7.24-7.29 (2H, m, Florofenil
CH), 7.38-7.45, (1H, m, Florofenil CH), 7.49-7.54, (1H, m, Florofenil CH), 12.34 (1H,
yayvan s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dy): & 11.7 (Siklopropil CH,), 12.1 (Siklopropil
CH,), 18.2 (CHj3;), 20.9 (CH;), 25.1 (Siklopropil CH), 43.2 (Sitrik Asit CH,), 48.4
(CH»), 50.3 (CHy), 72.0 (Sitrik Asit C), 72.8 (CH), 112.8 (Tiyenopridin CH), 116.3 (d,
J=22.2 Hz, Florofenil CH), 122.5 (d, J= 13.7 Hz, Florofenil CH), 125.2 (d, J= 3.2 Hz,
Florofenil CH), 125.9 (Tiyenopridin C), 129.9 (Tiyenopridin C), 130.7 (d, J= 8.0 Hz,
Florofenil C), 131.3 (d, J= 3.5 Hz, Florofenil CH), 149.5 (Tiyenopridin C), 161.1 (d, J=
244.0 Hz, Florofenil C), 168.3 (O-C=0), 171.8 (Sitrik Asit CH,-C=0), 175.1 (Sitrik
Asit C=0), 207.9 (C=0).

Mass (m/z): ESI-MS [M + H]" : 374.2 (100%)

Analiz: CycHasFNO oS icin, M.A. 554.558

%C  %H %N %S

Hesaplanan: 55.22 499 248 5.67

Bulunan : 55.56 5.294 2.663 5.761

4.1.1.4. Prasugrel trometaol tuzu (4a)

0
o OH
)J\ o m .| Ho OH
s F NH, 2

0,6 mmol Prasugrel ve 1,2 mmol trometamol asetonda ¢dziiliir, 1s1ktan korunarak
40-50°C'de geri geviren sogutucu altinda 12 saat siireyle sitilip, karistirilarak sentez
edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. A¢ik kahve renkte, kristalize bir maddedir. E.d.
110-113°C, Verim: %56.

Ince tabaka kromatografisinde UV 15181 altinda 254 nm’de floresan zeminde mor

renk verir.
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IR spektrumunda (v cm™, ATR), 3292 (O-H gerilim, yayvan), 3097 (aromatik C-
H gerilim), 2945-2879 (alifatik C-H gerilim), 2505 (iyonik NH gerilim, yayvan), 1755
(karboksilat C=0O gerilim), 1703 (siklopropil karbonil C=0O gerilim), 1489 (C-H
biikiilme), 1418 (C-F gerilim), 1375-1369 (trometamol alkan egilme), 1341-1317 (C-N
gerilim), 1217 (C-O gerilim), 1047-1014 (=C-H diizlem i¢i biikiilme), 921 (=C-H
diizlem dis1 biikiilme) ve 758 (C-S gerilim) pikleri goriiliir.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dy): & 0.85-0.90 (4H, m, CH,), 2.26 (4H, s, CHj,
Siklopropil CH), 2.72-2.74 (4H, m, Siklopropil CH,), 3.24-3.31 (8H, m, Trometamol
CH,), 3.43 (2H, s, Tiyenopridin CH;), 3.51 (4H, m, Trometamol CH,), 4.79 (1H, s,
CH), 6.44 (1H, s, Tiyenopridin CH), 7.23-7.29 (2H, m, Florofenil CH), 7.38-7.42 (1H,
m, Florofenil CH), 7.48-7.51, (1H, m, Florofenil CH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dy): & 11.7 (Siklopropil CH»), 12.1 (Siklopropil
CH,), 18.2 (CHj3), 20.9 (CHa»), 25.1 (Siklopropil CH), 48.4 (CH,), 50.3 (CH>), 61.0-63.8
(Trometamol C), 72.0 (CH), 112.8 (Tiyenopridin CH), 116.3 (d, J= 22.4 Hz, Florofenil
CH), 122.5 (d, J= 14.2 Hz, Florofenil CH), 125.2 (d, J= 3.1 Hz, Florofenil CH), 125.9
(Tiyenopridin C), 129.9 (Tiyenopridin C), 130.7 (d, J= 8.2 Hz, Florofenil C), 131.3 (d,
J= 3.8 Hz, Florofenil CH), 149.1 (Tiyenopridin C), 161.1 (d, J= 244.0 Hz, Florofenil
0), 168.3 (0O-C=0), 208.0 (C=0).

Mass (m/z): ESI-MS [M + H]" : 374.2 (100%)

Analiz: Co3H4FN3O9S i¢in, M.A. 615.7144

%C  %H %N %S

Hesaplanan: 54.62 6.88 6.82 5.21

Bulunan : 54.52 6.540 7.062 5.393

4.1.1.5. Prasugrel oksalat (5a)

o}
*%O% "y
S F 0

0,6 mmol Prasugrel ve 0,6 mmol trans-1,2-sikloheksan dikarboksilik asit

asetonda ¢oziiliir, 1s1ktan korunarak 40-50°C'de geri ¢eviren sogutucu altinda 12 saat
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stireyle 1sitilip, karistirtlarak sentez edilir. Dietileter ile yikanarak kurutulur. Kirli beyaz
renkte, kristalize bir maddedir. E.d. 118.3°C, Verim: %80.

Ince tabaka kromatografisinde UV 15181 altinda 254 nm’de floresan zeminde mor
renk verir.

IR spektrumunda (v cm™, ATR), 3010 (aromatik C-H gerilim), 2939 (alifatik C-
H gerilim), 2517 (iyonik NH gerilim, yayvan), 1775 (karboksilat C=O gerilim), 1751
(karboksilik asit karbonil C=0O gerilim), 1710 (siklopropil karbonil C=0 gerilim), 1614
(karboksilik asit C=0O gerilim), 1492 (C-H biikiilme), 1454 (C-F gerilim), 1369 (C-N
gerilim), 1192 (C-O gerilim), 1026 (=C-H diizlem i¢i biikiilme), 930 (=C-H diizlem dis1
biikiilme) ve 765 (C-S gerilim) pikleri goriiliir.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-d): & 0.86-0.91 (4H, m, CH,), 1.98 (H, m, CH),
2.27 (3H, s, CHj), 2.75-2.77 (4H, m, Tiyenopiridin CH;), 3.44 (2H, s, Tiyenopridin
CH,), 4.87 (1H, s, CH), 6.46 (1H, s, Tiyenopridin CH), 7.25-7.31 (2H, m, Florofenil
CH), 7.39-7.44, (1H, m, Florofenil CH), 7.49-7.55, (1H, m, Florofenil CH), 13.82 (1H,
yayvan s, NH).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-dy): & 11.8 (Siklopropil CH,), 12.1 (Siklopropil
CH,), 18.3 (CHj3), 20.9 (CH,), 25.0 (Siklopropil CH), 48.5 (CH,), 50.3 (CH»), 72.8
(CH), 112.8 (Tiyenopridin CH), 116.3 (d, J= 22.2 Hz, Florofenil CH), 122.2 (d, J= 14.2
Hz, Florofenil CH), 125.3 (d, J= 3.1 Hz, Florofenil CH), 125.8 (Tiyenopridin C), 129.6
(Tiyenopridin C), 130.9 (d, J= 8.3 Hz, Florofenil C), 131.3 (d, J= 2.8 Hz, Florofenil
CH), 149.2 (Tiyenopridin C), 161.1 (d, J= 244.3 Hz, Florofenil C), 161.7 (Oksalik Asit
C=0), 168.3 (O-C=0), 207.7 (C=0).

Mass (m/z): ESI-MS [M + H]" : 374.2 (100%)

Analiz: CaHpFNO;S-'/3C4H 00 igin, MLA. 488.184

%C  %H %N %S
Hesaplanan: 57.41 5.23 2.87 6.57
Bulunan : 57.64 5.367 3.106 6.957
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4.2. Antiplatelet Aktivite
4.2.1. Invivo-Ex vivo Antiplatelet Aktivite

Prasugrel'in trans-1,2-Siklohekzandikarboksilik asit (1a) maleik asit (2a), Sitrik

asit (3a) ve Trometamol tuzlar1 (4a) ile baz Prasugrel'in deney hayvanlarina

uygulanmasi sonucu elde edilen veriler istatistiksel sonuglarla beraber tablolar halinde

asagida verilmistir.

Normal grup nondiyabetik hayvanlardan ve Kontrol, Prasugrel, 1a, 2a, 3a ve 4a

alt gruplarindan olugmaktadir. Diyabetik grup ise diyabetik hayvanlardan ve Kontrol,

Prasugrel, Diyabet+la, Diyabet+2a, Diyabet+3a ve Diyabet+4a alt gruplarindan

olusmaktadir.
Tablo 4.1. Tam Kan Viskozite Ol¢iim Sonuglar1 (cP)
Normal Diyabet

Bilesik N Ortalama Degisim(%) N Ortalama Degisim(%)
Kontrol 10 5.572+0.1736™" 10 5.221 £0.3356
Prasugrel 10 5.555+0.1643™"  -0.3051 8  4.7275+0.3137°"°% .9.4522
la 10 5.793 +0.1496%™™"  3.9663 10 5.193 £0.4398 -0.5363
2a 10 5.3+0.181 -4.8816 10 5.917 +£0.354%"" 13.3308
3a 10 5.056+0.1397°F  -9.2606 10 6.627 +0.26™>" 26.9297
4a 10 5.483+0.1707™ -1.5973 10 4.948 +0.2832°F -5.2289
Diyabet & Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, ' 1a ile karsilagtinldiginda, * 2a ile

karsilagtirildiginda, ™ 3a ile karsilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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Tablo 4.2. PRP (%Agr) ve Tam Kan (Ohm) Agregasyon Olgiim Sonuglar

Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim(%) N Ortalama Degisim(%)
Kontrol 10 16.9 +5.012>cdethikm 10 33+5.7135
o Prasugrel 10 3.1+0.3145° -81.6568 8  6.625+2.7186" -79.9242
- % 1a 10 2.1+0.1° -87.5740 10 5.8+ 1.3888" -82.4242
2 E 2a 10 4.6+ 0.4269° 72,7811 10 4.9+ 1.4333° -85.1515
S 3a 10 3.7 +0.5385" -78.1065 10 4.5+ 1.1475° -86.3636
g 4a 10 2.3+0.1528° -86.3905 10 34.8+6.3154 5.4545
g Kontrol 10 11.3+2.0712c¢ethikm 10 47 +6.6816
2 Prasugrel 10 2.9 + 0.4069° -74.3363 8 2.75+0.3134° -94.1489
=g 1a 10 2.7 +0.2603" -76.1062 10 4.1 +1.2689" -91.2766
Z|< 2a 10 2.6+0.6™ -76.9912 10 2.2+0.1333%" -95.3191
g 3a 10 4+0.5774° -64.6018 10 2.1+0.1*" -95.5319
& 4a 10 2.3+0.1528%" -79.6460 10 8.8+ 2.46224%m -81.2766
5 Kontrol 10 6.9 +0.9939%"¢ 10 13.1 4 19462455
S | o Prasugrel 10 53+0.5385°" 23.1884 8 9.625+1.375° -26.5267
1€ 1 10 12,4+ 1.4079*>5" 797101 10 8.8+ 1.4283% -32.8244
=1E 2a 10 14.3 = 1.6803*™ 107.2464 10 5.9 +0.5667°%" -54.9618
= 3a 10 6.5+ 1.0028%¢ -5.7971 10 10.5+3.1029%k" -19.8473

4a 10 6.8+ 1.5333%%¢ -1.4493 10 6.3 +0.335%e™ -51.9084

Kontrol 9  9.8889+1.2522%%¢ 10 2.7+ 0.5588%%¢
T | o Prasugrel 9 8.7778+ 0.8784%4¢Hk -11.2358 10 3.4+ 0.6 25.9259
S|% 1a 9 6.7778+0.894*%" -31.4605 10 4.9 +1.0269° 81.4815
= E 2a 9 6+0.6667""™" -39.3259 10 4.6+0.4761°" 70.3704
iE’ 3a 9 6.1111+0.9923*>&Mmn 38 7024 10 9+ 0.8944%¢ 233.3333
Z 4a 9 8.2222+0.5472°% -16.8543 10 8.9+0.809% 229.6296
2 Kontrol 9  1.3333+0.2357 10 1+0™
% Prasugrel 9 10" -24.9981 10 1+0™ 0.0000
S = 1a 9 140" -24.9981 10 1+£0™ 0.0000
S| < 2a 9 140" -24.9981 10 1+£0™ 0.0000
2 3a 9 1x0" -24.9981 10 2.1 +0.9>edetehikn 110 0000
g 4a 9 140" -24.9981 10 1.1+0.1™ 10.0000
g- Kontrol 9 140 10 1.3+0.1528
= | g Prasugrel 9 12222+0.2222 22.2200 10 1+0 -23.0769
S|€ Ia 9 1+0 0.0000 10 1£0 -23.0769
£ £ 2a 9 1+0 0.0000 10 13403 0.0000
= | = 3a 9 1+0 0.0000 10 1.2+0.1333 -7.6923

4a 9 1+0 0.0000 10 1+0 -23.0769

Normal

Diyabet

* Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilastirildiginda, © 1a ile karsilastinldiginda, 9 2a ile
karsilastirildiginda, ©3a ile karsilastirildiginda, "4a ile karsilastinldiginda p<0,05

& Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, ' 1a ile karsilagtinldiginda, * 2a ile
karsilagtirildiginda, ™ 3a ile karsilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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Tablo 4.3. cAMP, AKT, ERK, TxB,, GplIb/Illa ve VASP ELISA Ol¢iim Sonuglari

Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim(%) N Ortalama Degisim(%)
Kontrol 10 1.8326 + 0.1688%" 10 0.8455 + 0.04224%*
~ Prasugrel 10 1.8502+0.1453°%"* 0.9604 8  1.0353+0.06253 22.4483
E % 1a 10 1.3513 +0.1082%>%&™ 262632 10 1.2457 + 0.1886>>"¢ 47.3329
< E 2 10 1.9484 +0.1269%* 6.3189 10 1.3698 +0.1329%>4&™ 62 0106
= 3a 10 1.4897 +0.1268"4Mmn -18.7111 10 0.9586 = 0.09355%K 13.3767
4a 10 1.628 = 0.06606™ -11.1645 10 1.9114 +0.1426%°% 126.0674
Kontrol 10 21.55 + 3.4081%" 10 18.055+3.7114"
Prasugrel 10 25.4 +4.8527¢ 17.8654 8  16.6875+2.8352" -7.5741
» § 1a 10 15.455 +2.3385™" -28.2831 10 27.72 + 6.7684%4¢ 53.5309
< 2a 10 8.91 + 0.9208*"Hm -58.6543 10 21.78 +3.26324" 20.6314
3a 10 15.426 +3.4216™" -28.4176 10 24.84 +3.77249 37.5796
4a 10 16.94 +3.0321" -21.3921 10 34.5+5.8299%cetehk 9] 0828
Kontrol 10 45.959 + 5.9481 10 40.701 + 8.0509
Prasugrel 10 40.861 +9.1359 -11.0925 8  38.6825+7.0023 -4.9593
§ § 1a 10 352955722 -23.2142 10 55.133 +9.2658%° 35.4586
HX 2a 10 28.721 + 4.7475™" -37.5073 10 41.795+5.3315 2.6879
3a 10 31.239 +7.0155"" -32.0285 10 38.039 + 6.5335 -6.5404
4a 10 38.207 + 5.4473 -16.8672 10 53.653 + 11.358%° 31.8223
Kontrol 10 4.111+0.209 10 23.133 +2.9338
Prasugrel 10 4.355+0.2592 5.9353 8  2.3025+0.254" -90.0467
& Z la 10 4.441 +0.3542 8.0272 10 4.212+0.2086 -81.7922
& ?é) 2a 10 4.18 +0.3342 1.6784 10 4.683 +0.1757 -79.7562
3a 10 4.845 +0.4393 17.8545 10 3.466 + 0.3034 -85.0171
4a 10 5.422+0.780" 31.8901 10 3.792+0.3011 -83.6078
Kontrol 10 1.768 +0.232 10 3.629 +0.8267
= Prasugrel 10 1.585+0.1427 -10.3507 8  2.1125+0.5757¢ -41.7884
% E In 10 1.59+0.1034 -10.0679 10 1.71+0.2094 -52.8796
S2 2 10 1.852+0.1546 47511 10 1.436+0.1527 -60.4299
o 3a 10 2223 +0.4117%™ 25.7353 10 1.162 + 0.0908° -67.9802
4a 10 1.878 +0.2419 6.2217 10 1.162+0.1086° -67.9802
Kontrol 10 0.2020 + 0.0207%™ 10 0.3030 + 0.0375
Prasugrel 10 0.1780 = 0.0227*™ -11.8812 8 02575+ 0.0253¢ -15.0165
&% la 10 0.2450 + 0.0280%™ 21.2871 10 0.2700 + 0.0193¢ -10.8911
N ;Ef 2a 10 0.4150 +0.1133*>¢eMH0 1054455 10 0.1990 = 0.0198*™ -34.3234
3a 10 0.2114 +0.02914™ 4.6535 10 0.3590 +0.0750*>"  18.4818
4a 10 0.3100 = 0.0610 53.4653 10 0.2190 = 0.0346%™ 27.7228

Normal ° Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilastirildiginda, € 1a ile karsilastirildiginda, 9 2a ile
karsilastirildiginda, ©3a ile karsilastirildiginda, "4a ile karsilastinldiginda p<0,05

Diyabet & Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtinldiginda, * 2a ile
karsilagtirildiginda, ™ 3a ile karsilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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4.2.2. In Vitro Antiplatelet Aktivite

Prasugrel tuzlarinin (1a, 2a, 3a, 4a ve 5a) trombosit lizerindeki insan antiplatelet
antikor konsantrasyonlarina etkisini anlamak {izere in vitro kantitatif tayin yapilmistir.
Sentezlenen tuzlarin antiplatelet etkinliklerinin kiyaslanabilmesi amaci ile gliniimiizde
rutin olarak kullanilan Aspirin ve Prasugrel kullanilmistir. Insan antiplatelet antikor
ELISA kiti (CSB-E12816h) uygulanmasi sonucu elde edilen ylizde inhibisyon verileri
tablo olarak asagida verilmistir.

Tablo 4.4. In Vitro Antiplatelet Aktivite ELISA Olgiim Sonuglar

Bilesik 10° M 10° M 10° M

Aspirin  98.85+1.25 98.10+1.17 97.25+1.20
Prasugrel 40.15+1.16 3326+1.07 30.18+0.81
1a 32.77+0.95 27.51+0.82 20.51 +0.79
2a 40.55+1.04 31.75+0.92 27.53+0.89
3a 3851+ 1.08 34.22+0.99 28.11+0.86
4a 36.84 £0.88 33.18+£0.83 28.66+0.65
5a 42.87+1.15 37.46+1.10 31.06+0.80

4.3. Antikanser Aktivite
4.3.1. In Vitro Antikanser AKktivite

Bilesiklerin antikanser aktivitesinin arastirilmasinda MCF-7 (Insan meme
adenokarsinoma hiicre dizisi) kullanilmis, antikanser aktivitenin selektivitesi NIH3T3
(fare embriyo fibroblast hiicre dizisi) hiicre dizilerinde degerlendirilmek istenmistir.
Sentezlenen tuzlarin antikanser etkinliklerinin kiyaslanabilmesi amaci ile giiniimiizde
kanser tedavisinde rutin olarak kullanilan Doksorubisin kullanilmistir.

Tablo 4.5. In Vitro Antikanser Aktivite ELISA Olg¢iim Sonugclar

- ICso (uM)
Bilesik

MCF-7 NIH3T3
Prasugrel > 1000 > 1000
la > 1000 > 1000
2a > 1000 > 1000
3a > 1000 > 1000
4a > 1000 > 1000
Sa > 1000 > 1000

Doksurobisin  5.40+0.12  1150.25+2.25
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5. TARTISMA

5.1. Kimyasal Calismalar

5.1.1. Prasugrel Tuzu Sentez Calismalari

Prasugrel tuzlar1 genel sentez yonteminde belirtildigi gibi elde edilmistir (Sekil
5.1.). Bu amagla uygun karsit iyonlar kuru aprotik solvan igerisinde, 1siktan korunarak
Prasugrel ile literatiire uygun olarak reaksiyona sokulmustur (287). Daha sonra

reaksiyon ortamindan solvan ugurulmus ve kalan kisim kuru eterde katilastirilmistir.

Ty

Reajanlar ve Kosullar(i) ~ X: Karsit iyon, CH;COCH; 40-50°C, 12h

Sekil 5.1. Prasugrel tuzu genel sentez yontemi

Yapilan calismalarda baslangic maddesi olarak kullanilan karsit iyon tuz
olusturmak icin anyonik asitlerde Prasugrel ile 1:1 oraninda, katyonik bazda 1:2
oraninda reaksiyona sokulmustur.

FDA onayli1 Orange Book'da ¢ok sayida sitrat, maleat, oksalat, torometamol tuzu
listelenmistir. API'lar i¢in tuz se¢iminde trendler belirli yillik periyotlar halinde anyon
(Tablo 2.7.) ve katyonlar (Tablo 2.8.) i¢in tablo olarak yukarda verilmistir (170).
Trans-1,2-sikloheksan dikarboksilik asitten hareketle API tuzlar i¢in literatiir verileri
siirlt olmakla beraber Trimetoprim trans-1,2-Sikloheksan dikarboksilik asit tuzu daha
once hazirlanmistir (181).

Birden fazla asidik grup igeren diger asitler i¢in oldugu gibi, tuz olusumu i¢in
cesitli sitokiyometriler miimkiindiir ancak sitrat, maleat, oksalat, trometamol tuzlar1 i¢in
genel olarak 1:1 oraninda tuz {iriinii olustugu kaydedilmistir. 1:1 tuzlarin haricinde
maleatlar i¢in 1:2 (baz molekiilii basma iki molekiil maleik asit) ve 2:1 (iki baz
molekiilii basina bir molekiil maleik asit) tuzlar bulunmaktadir. 2:1 esasen iki temel azot

atomu olan bir piperazin pargasini i¢eren fenotiyazinler i¢in gergeklestirilmistir (175).
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Trometamol (trometamin) tuzunda aktif bir farmasétik bilesen ile karsit iyonu
arasindaki kimyasal etkilesimleri incelenmis, kolay olusan oksazolin yapisi igin bir
mekanizma Onerilmistir. Amid veya ester olusum ihtimali, primer bir amino grubunun
varligi ve trometamin yapisinda {i¢ adet hidroksil grubunun varhigina bagl oldugu

vurgulanmistir (177).
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OH
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\,
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HO

Prasugrel trometamol tuzunda sitokiyometrik oraninin 1:2 (bir baz molekiilii

HO

basina iki molekiil trometamol) oldugu spektral analiz sonuglar1 dogrultusunda

gorilmiistiir.

5.1.2. Sentezlenen Prasugrel Tuzlarimin Yapilariin Aydinlatilmasi

Sentezlenen Prasugrel tuzlarinin yapist FT-IR, H'-NMR, C"*-NMR ve ESI-MS

gibi spektral yontemler ve eleman analizi verileri kullanilarak kanitlanmastir.
5.1.2.1. FT-IR Spektrumlari

Prasugrel oksalatin FT-IR spektrumlarinda, -OH karboksilik asit gerilim
titresimi 3506 cm™, tuz yapisinda gorillen -NH™ gerilim titresimi 2517 cm™, C=0O
karboksilat gerilim titresimi 1775 cm’!, C=0 karboksilik asit gerilim titresimi 1751
cm™, C=0 siklopropil karbonil gerilim titresimi 1710 cm™, C-F gerilim titresimi 1454
cm”, C-N gerilim titresimi 1369 cm™, C-O gerilim titresimi 1192 c¢m™, C-S gerilim
titresimi 765 cm™"'de goriilmistiir. Prasugrel oksalat icin FT-IR spektral verileri (Sekil
5.2.) Prasugrel HCI literatiirii ile uygunluk gostermektedir (160).
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Sekil 5.2. Prasugrel oksalat FT-IR spektrumu

5.1.2.2. "H-NMR Spektrumlar

Prasugrel oksalat 'H-NMR spektrumunda oksalik asitten gelen -CH protonu
bulunmadigindan herhangi bir farkli pik goriilmemistir. Tuz yapisinda goriilmesi
beklenen -NH" protonuna ait pik 13.86 ppm'de gézlenmistir. Prasugrel oksalat'in 'H-
NMR spektral verileri (Sekil 5.3.) Prasugrel HCI ile uygunluk gostermektedir (160).

T

TR T

Sekil 5.3. Prasugrel oksalat 'H-NMR spektrumu
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5.1.2.3. BC-NMR Spektrumlari
Prasugrel oksalat >C-NMR spektrumunda oksalik asitten gelen karboksilli asit

(HO-C=0) karbonili 161.7 ppm'de gdzlenmistir. Prasugrel oksalat icin *C-NMR
spektral verileri (Sekil 5.4.) Prasugrel HCI literatiirii ile uygunluk gostermektedir (160).

 aiidiidndddis _ _ BRUKER
VA e \\ 7 \l Y

T T T T T E
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm:

Sekil 5.4. Prasugrel oksalat '*C-NMR spektrumu

5.2. Biyolojik Aktivite

Sentezi yapilan tuzlarin in vivo-ex vivo antiplatelet aktiviteleri Inonii Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Biokimya Anabilim Dali arastirma grubu tarafindan Inénii
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastima Merkezi'de yapilmistir. Yapilan
deneyler i¢in 2013/A-39 sayili etik kurul onay1 alinmistir (EK.1.).

Bu calismada, secilmis karsit iyonlarla 2'si yeni 5 farkli Prasugrel tuzu sentez
edilerek in vivo-ex vivo-in vitro antiplatelet ve in vitro antikanser aktiviteleri test
edilmistir.

In vivo-ex vivo deneylerde diabetik ve nondiabetik ratlar kullanildigindan ve
nondiabetik ratlarin yasatilmasi zor oldugundan deneyler sirasinda Prasugrel oksalat'in

(5a) sentezi, saflastirilmas1 ve analizlerinin yapilmasi islemleri tamamlanamamis bu
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nedenle in vivo-ex vivo ¢alismalarina 5a dahil edilememistir ancak daha sonra elde
edilen 5a, in vitro ¢caligmalara dahil edilmistir.

Prasugrel tuzlarinin (1a, 2a, 3a, 4a ve 5a) trombosit lizerindeki insan antiplatelet
antikor konsantrasyonlarina etkisini arastirmak T{izere in vitro Xkantitatif tayini
yapilmistir. Sentezlenen tuzlarin antiplatelet etkinliklerinin kiyaslanabilmesi amaci ile
giiniimiizde rutin olarak kullanilan Aspirin ve Prasugrel kullanilmistir. Uygun insan
antiplatelet antikor ELISA kiti uygulanmasi sonucu elde edilen veriler Tablo 4.4.'de
verilmistir.

Prasugrel tuzlarinin (la, 2a, 3a, 4a ve 5a) in vitro antikanser aktivitesinin
arastirilmasinda MCF-7 (insan meme adenokarsinoma hiicre dizisi) kullanildi. Tiim
bilesiklerde 1C50>1000 oldugundan antikanser aktivitenin selektivitesi NIH3T3 (fare
embriyo fibroblast hiicre dizisi) hiicre dizilerinde degerlendirilemedi sonuclar Tablo
4.5.'de verilmistir.

Prasugrel, 1a, 2a, 3a ve 4a'nin deney hayvanlarina uygulanmasi sonucu elde
edilen veriler istatistiksel sonuglarla beraber tablo olarak ve grafikler halinde asagida
verilmistir. Asagidaki grafiklerde her bar bir grubu gostermektedir. Normal grup
nondiyabetik hayvanlardan ve Kontrol, Prasugrel, la, 2a, 3a ve 4a alt gruplarindan
olusmaktadir. Diyabetik grup ise diyabetik hayvanlardan ve Kontrol, Prasugrel,
Diyabet+1a, Diyabet+2a, Diyabet+3a ve Diyabet+4a alt gruplarindan olugsmaktadir.
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Tam kan viskozite (cP)
8 -
7 -
6 -
H Kontrol
5 .
M Prasugrel
4 .
mla
3 -
H2a
2 1 m3a
14 H4a
O .
Normal Diyabet
Sekil 5.5. Tam kan viskozite dl¢iim sonuglari (cP)
Tablo 5.1. Tam kan viskozite 6l¢giim sonuglari (cP)
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 10 5.572+0.1736™" 10 5.221+0.3356
Prasugrel 10 5.555+0.1643™"  -0.3051 8 4.7275+0.3137*"%F -9.4522
la 10 5.793 + 0.1496°™™" 3.9663 10 5.193 +£0.4398 -0.5363
2a 10 5.3+£0.181 -4.8816 10 5.917 +£0.354%M" 13.3308
3a 10 5.056+0.1397%°  -9.2606 10 6.627+0.26™%"  26.9297
4a 10 5.483+0.1707™ -1.5973 10 4.948 +0.2832°F -5.2289
2 Kontrol ile karsilastinldiginda, ® Prasugrel ile karsilastirildiginda, € 1a ile karsilastinldiginda, 9 2a ile
Normal karsilagtirildiginda, ©3a ile karsilagtirldiginda, T4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile kargilagtirildiginda, b Prasugrel ile karsilastirildiginda, Haile karsilastirildiginda, k2aile

kargilagtirldiginda, ™ 3a ile kargilastirildiginda, " 4a ile karsilastirildiginda p<0,05
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PRP - kollajen (%Agr)

45

40

35

30 H Kontrol

25 M Prasugrel

20 mla

15 H2a

10 H3a

> m4a
0
Normal
Sekil 5.6. PRP-Kollajen optik agregasyon 6l¢iim sonuglari
Tablo 5.2. PRP-Kollajen optik agregasyon 6l¢iim sonuglari
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 10 1.9+ 5.0121"°%stHhkm 10 33+5.7135
Prasugrel 10 3.1+0.3145" -81.6568 8 6.625+2.7186" -79.9242
la 10 2.1+0.1° -87.5740 10 5.8+1.3888" -82.4242
2a 10 4.6 +0.4269" -72.7811 10 4.9 +1.4333* -85.1515
3a 10 3.7+.0.5385% -78.1065 10 4.5+1.1475% -86.3636
4a 10 2.3+£0.1528" -86.3905 10 34 5.4545
N | ? Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilastirildiginda, © 1a ile karsilastinldiginda, 92a ile
orma karsilagtirildiginda, ©3a ile karsilagtinldiginda, T4a ile karsilagtirildiginda p<0,05

Diyabet & Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, ' 1a ile karsilagtinldiginda, * 2a ile

karsilagtirildiginda, ™ 3a ile karsilastirildiginda, " 4a ile karsilastirildiginda p<0,05
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PRP - ADP (%Agr)
60 -
50 -
40 - H Kontrol
30 - M Prasugrel
mla
20 1 m2a
10 - m3a
= m4a
O .
Normal Diyabet
Sekil 5.7. PRP-ADP optik agregasyon 6l¢iim sonuglari
Tablo 5.3. PRP-ADP optik agregasyon 6l¢iim sonuglari
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 10 11.3+2.07120%ethukm 10 47+6.6816
Prasugrel 10 2.9 +0.4069° -74.3363 8 2.75+£0.3134° -94.1489
la 10 2.7 +0.2603" -76.1062 10 4.1 +1.2689* -91.2766
2a 10 2.6 +0.6™" -76.9912 10 2.2+£0.1333*" -95.3191
3a 10 4+0.5774* -64.6018 10 2.1+£0.1*" -95.5319
4a 10 2.3+0.1528"" -79.6460 10 8.8+2.4622%™ 812766
N |  Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilagtirildiginda, © 1a ile karsilastirildiginda, 9 2a ile
orma karsilastirildiginda, ©3a ile karsilastinldiginda, 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile karsilagtirildiginda, " Prasugrel ile karsilagtirildiginda, * 1a ile karsilagtirildiginda, * 2a ile

karsilastirildiginda, ™ 3a ile kargilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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PRP - epinefrin (%Agr)
18
16
14
12 H Kontrol
10 M Prasugrel
8 mla
6
H2a
4
5 m3a
0 m4a
Normal Diyabet
Sekil 5.8. PRP-Epinefrin optik agregasyon dl¢iim sonuglari
Tablo 5.4. PRP-Epinefrin optik agregasyon 6l¢iim sonuglari
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 10 6.9 £0.9939%%¢ 10 13.1+ 1.9462%5H0
Prasugrel 10 5.3 +0.5385%" -23.1884 8 9.625+1.375¢ -26.5267
1a 10 12.4 £ 1.4079*>%%" 79,7101 10 8.8+ 1.4283%¢ -32.8244
2a 10 14.3 + 1.6803*" 107.2464 10 5.9=+0.5667%" -54.9618
3a 10 6.5+ 1.0028%% -5.7971 10 10.5 +3.1029%%" -19.8473
4a 10 6.8+ 1.5333%%¢ -1.4493 10 6.3+0.335%¢™ -51.9084
N |  Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilagtirildiginda, © 1a ile karsilastirildiginda, 9 2a ile
orma karsilastirildiginda, ©3a ile karsilastinldiginda, 4a ile karsilastirildiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtirildiginda, * 2a ile

karsilastirildiginda, ™ 3a ile kargilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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Tam kan - kollajen (Ohm)
12 -
10 -
8 - | Kontrol
6 - H Prasugrel
m1la
47 H2a
2 M3
m4a
0 .
Normal Diyabet
Sekil 5.9. Tam Kan-Kollajen empedans agregasyon dlgiim sonuglari
Tablo 5.5. Tam Kan-Kollajen empedans agregasyon 6l¢iim sonuglari
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 9  9.8889 + 1.2522°%¢ 10 2.7 +0.5588 %€
Prasugrel 9 8.7778 £0.8784%'*  _11.2358 10 3.4+0.6°%° 259259
1a 9  6.7778 £ 0.8941%%" -31.4605 10 4.9+ 1.0269>™ 81.4815
2a 9  6+0.6667>>Mm" -39.3259 10 4.6+0.4761>" 703704
3a 9  6.1111+0.9923*>hmn 38 7024 10 9+0.8944%  233.3333
4a 9 82222 +(.5472% -16.8543 10 8.9+0.809%" 229.6296
N |  Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilastirildiginda, © 1a ile karsilastirildiginda, 9 2a ile
orma karsilastirildiginda, ©3a ile karsilastinldiginda, 4a ile karsilastirildiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile karsilagtirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtirildiginda, * 2a ile

karsilastirildiginda, ™ 3a ile kargilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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3,5 -

1,5 -

Tam kan - ADP (Ohm)

Normal

H Kontrol

Diyabet

M Prasugrel
m1la
H2a
m3a

W 4a

Sekil 5.10. Tam Kan-ADP empedans agregasyon 6l¢iim sonuglari

Tablo 5.6. Tam Kan-ADP empedans agregasyon 6l¢iim sonuglari

Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 9 1.3333+0.2357 10 1+£0™
Prasugrel 9 1+0" -24.9981 10 1+0™ 0.0000
la 9 1+0™ -24.9981 10 1+0™ 0.0000
2a 9 1+0" -24.9981 10 1+£0™ 0.0000
3a 9 1£0™ -24.9981 10 2.1+0.94¢M 110 0000
4a 9 1+0™ -24.9981 10 1.1+£0.1™ 10.0000
Diyabet & Kontrol ile karsilagtirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtirildiginda, * 2a ile

karsilastirildiginda, ™ 3a ile kargilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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Tam kan - epinefrin(Ohm)

1,8 +
1,6 -
1,4 -
1,2 - H Kontrol
1 - M Prasugrel
0,8 - m1la
0,6 - W 2a
04 1 m3a
0,2 1 m4a
0 .
Normal Diyabet
Sekil 5.11. Tam Kan-Epinefrin empedans agregasyon 6l¢iim sonuglari
Tablo 5.7. Tam Kan-Epinefrin empedans agregasyon 6l¢iim sonuglari
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 9 1+0 10 1.3+£0.1528
Prasugrel 9 1.2222+0.2222 22.2200 10 1+0 -23.0769
la 9 1+0 0.0000 10 1+£0 -23.0769
2a 9 1x0 0.0000 10 1.3+£0.3 0.0000
3a 9 1x0 0.0000 10 1.2+0.1333 -7.6923
4a 9 1+0 0.0000 10 1+£0 -23.0769
N | 2 Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilastirildiginda,  1a ile karsilastirildiginda, 9
orma 2a ile karsilastirildiginda, ©3a ile karsilastirildiginda, "4a ile karsilagtinldiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtinldiginda, * 2a

ile karsilastirildiginda, ™ 3a ile karsilastirildiginda, " 4a ile karsilastirildiginda p<0,05
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cAMP(pmol/ml)
2,5 -
2 -
m Kontrol
1,5 -
M Prasugre
1 - milagl
milag2
0,5 - milac3
milagd
0 -
Normal Diyabet
Sekil 5.12. ELISA- cAMP 6l¢tim sonuglari
Tablo 5.8. ELISA- cAMP 6l¢iim sonuglari
Normal Diyabet
Degisim Degisim
Bilesik N Ortalama (%) N Ortalama (%)
Kontrol 10 1.8326 + 0.1688** 10 0.8455 + 0.04224°"F
Prasugrel 10 1.8502 +0.1453%%" 0.9604 8 1.0353+0.06253° 22.4483
1a 10 1.3513+0.1082*>%&™ 262632 10 1.2457 +0.1886*>"¢ 47.3329
2a 10 1.9484 + 0.1269%F 63189 10 1.3698 +0.1329*™%&™" 62 0106
3a 10 1.4897+0.1268"%™™" 187111 10 0.9586 + 0.09355* 13.3767
4a 10 1.628 +0.06606™ -11.1645 10 1.9114 +0.1426%%F 126.0674
N | ? Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilastirildiginda, © 1a ile karsilastinldiginda, 9 2a ile
orma kargilagtirldiginda, ©3a ile karsilagtirildiginda, T4aile kargilastirildiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtinldiginda, * 2a ile

karsilagtirildiginda, ™ 3a ile karsilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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AKT (%RV)
45 -
H Kontrol
M Prasugrel
m1la
H2a
m3a
m4a
Normal Diyabet
Sekil 5.13. ELISA-AKT 6l¢iim sonuglari
Tablo 5.9. ELISA-AKT 06l¢iim sonuglari
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 10 21.55 +3.4081%" 10 18.055+3.7114"
Prasugrel 10 25.4 +4.8527 d 17.8654 8 16.6875+2.8352" -7.5741
la 10 15.455+2.3385"" -28.2831 10 27.72 £ 6.7684%%¢ 53.5309
2a 10 8.91 +0.9208*""™ _58.6543 10 21.78 +3.2632%" 20.6314
3a 10 15.426+3.4216"" -28.4176 10 24.84 +3.77249 37.5796
4a 10 16.94 +3.0321" -21.3921 10 34.5+ 5.8299%L&0k 91 0828

Normal  Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilagtirildiginda, © 1a ile karsilastirildiginda, 9 2a ile
0 karsilastirildiginda, ©3a ile karsilastinldiginda, 4a ile karsilastirildiginda p<0,05
& Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtirildiginda, * 2a ile

Diyabet karsilastirildiginda, ™ 3a ile kargilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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ERK (%RV)
70 -
H Kontrol
M Prasugrel
mla
W23
m3a
m4a
Normal Diyabet
Sekil 5.14. ELISA-ERK 06l¢lim sonuglari
Tablo 5.10. ELISA-ERK o6l¢iim sonuglari
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 10 45.959 +5.9481 10 40.701 + 8.0509
Prasugrel 10 40.861 +9.1359 -11.0925 8 38.6825+7.0023 -4.9593
la 10 35.29+5.5722 -23.2142 10 55.133 +£9.2658%¢ 35.4586
2a 10 28.721 £4.7475*"  -37.5073 10 41.795+5.3315 2.6879
3a 10 31.239+£7.0155"" -32.0285 10 38.039 + 6.5335 -6.5404
4a 10 38.207 £5.4473 -16.8672 10 53.653 + 11.358%¢ 31.8223
N | * Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilastirildiginda, © 1a ile karsilagtinldiginda, 92a ile
orma karsilagtirildiginda, ©3a ile karsilagtinldiginda, T4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, ' 1a ile karsilagtinldiginda, * 2a ile

karsilagtirildiginda, ™ 3a ile karsilastirildiginda, " 4a ile karsilastirildiginda p<0,05
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TxB,(pg/ml)
30 ~
25 -+
20 ~ H Kontrol
15 - M Prasugrel
mla
10 - H2a
5 - - _ m3a
W 4a
O .
Normal Diyabet
Sekil 5.15. ELISA-TxB, 6l¢iim sonuglar1
Tablo 5.11. ELISA-TxB; 6l¢liim sonuglari
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 10 4.111+0.209 10 23.133 £2.9338
Prasugrel 10 4.355+0.2592 5.9353 8 2.3025+0.254"  -90.0467
la 10 4.441+0.3542 8.0272 10 4.212 +£0.2086 -81.7922
2a 10 4.18+£0.3342 1.6784 10 4.683 £0.1757 -79.7562
3a 10 4.845+0.4393 17.8545 10 3.466 +£0.3034 -85.0171
4a 10 5.422+0.7801" 31.8901 10 3.792 £0.3011 -83.6078
N |  Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilagtirildiginda, © 1a ile karsilastirildiginda, 9 2a ile
orma karsilastirildiginda, ©3a ile karsilastinldiginda, 4a ile karsilastirildiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile karsilagtirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtirildiginda, * 2a ile

karsilastirildiginda, ™ 3a ile kargilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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Gp lIb/llla(ng/ml)
5 -
4,5 -
4 .
3,5 - H Kontrol
3 M Prasugrel
2,5 -
5 - m1la
1,5 4 W 2a
1 - m3a
0,5 - m4a
O .
Normal Diyabet
Sekil 5.16. ELISA-GplIb/Illa 6l¢liim sonuglari
Tablo 5.12. ELISA-GplIb/Illa 6l¢iim sonuglari
Normal Diyabet
Bilesik N Ortalama Degisim (%) N Ortalama Degisim (%)
Kontrol 10 1.768 +0.232 10 3.629 +0.8267
Prasugrel 10 1.585+0.1427 -10.3507 8 2.1125+0.5757% -41.7884
la 10 1.59+£0.1034 -10.0679 10 1.71 £0.2094 -52.8796
2a 10 1.852+0.1546 47511 10 1.436+0.1527 -60.4299
3a 10 2.223 £0.4117%™"  25.7353 10 1.162+0.0908° -67.9802
4a 10 1.878 £0.2419 6.2217 10 1.162+0.1086° -67.9802
N |  Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilagtirildiginda, © 1a ile karsilastirildiginda, 92a ile
orma karsilastirildiginda, ©3a ile karsilastinldiginda, 4a ile karsilastirildiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtirildiginda, * 2a ile

karsilastirildiginda, ™ 3a ile kargilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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VASP(ng/ml)
0,6 -
0,5 A
0,4 - H Kontrol
03 - M Prasugrel
’ m1la
0,2 - H2a
0,1 - m3a
m4a
0 .
Normal Diyabet
Sekil 5.17. ELISA-VASP 6l¢iim sonuglari
Tablo 5.13. ELISA-VASP 6l¢lim sonuglari
Normal Diyabet
Degisim Degisim
Bilesik N Ortalama (%) N Ortalama (%)
Kontrol 10 0.2020 = 0.0207%™ 10 0.3030+0.0375
Prasugrel 10 0.1780 + 0.0227%™ -11.8812 8  0.2575+0.0253¢ -15.0165
la 10 0.2450 + 0.0280%™ 21.2871 10 0.2700 + 0.0193¢ -10.8911
2a 10 0.4150 £0.1133*>°M5" 1054455 10  0.1990 +0.0198>™  -34.3234
3a 10 0.2114+0.0291%™ 4.6535 10 0.3590 + 0.0750*™*" 18.4818
4a 10 0.3100 +0.0610 53.4653 10 0.2190 + 0.0346%™ -27.7228
N | * Kontrol ile karsilastirildiginda, ® Prasugrel ile karsilastirildiginda, © 1a ile karsilastinldiginda, 92a ile
orma kargilagtirldiginda, ©3a ile karsilagtirildiginda, T4aile kargilagtirildiginda p<0,05
Diyabet & Kontrol ile karsilastirildiginda, " Prasugrel ile karsilastirildiginda, * 1a ile karsilagtinldiginda, * 2a ile

karsilagtirildiginda, ™ 3a ile karsilastirildiginda, " 4a ile karsilagtirildiginda p<0,05
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Elde edilen in vivo-ex vivo antiplatelet verilerine gore 1a, 2a, 3a ve 4a'nin tam

kan viskozitesi lizerinde herhangi bir degisiklik yaratmadigi1 Prasugrel'e benzer seviyede

aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Tam kan kullanilarak empedans yontemiyle gerceklestirilen antiplatelet aktivite

Olctimlerinde:

Kollajen ile gerceklestirilen uyarimlarda nondiyabetik gruplarda tiim bilesiklerin
aktivite gostermesine ragmen 2a en yiiksek aktiviteyi gostermis fakat diyabetik
gruplarda hicbir bilesik i¢in beklenen antiplatelet etki gozlenmemistir.

ADP ve epinefrin ile gergeklestirilen uyarimlarda hem diyabetik hem de
nondiyabetik  gruplarda hi¢bir bilesik uygulamasinda beklenen etki
gozlenememistir.

Platelet¢e zengin plazma (PRP) kullanilarak gerceklestirilen antiplatelet aktivite

Olctimlerinde:

Kollajen ile gergeklestirilen uyarimlarda, nondiyabetik grupta Prasugrel'e benzer
sekilde 1a, 3a ve 4a’nin son derece etkili oldugu tespit edilmistir. Diyabetik
grupta ise yine Prasugrel ile birlikte 1a, 2a ve 3a etkili bulunmus ancak 4a higbir
etki gostermemistir. Diyabetik grupta 4a’nin etkili olmamasinin ayrica bir
calisma konusu olarak irdelenmesi gerekmektigi diisiiniilmiistiir. Ote yandan
kollajen uyarimi sonucu izlenen trombosit agregasyonunun diyabetik ratlarda
cok daha siddetli oldugu gozlenmistir. Zaten bir¢ok literatiir bulgusu diyabet ve
kronik bobrek yetmezliginin endotel disfonksiyon ve trombus riski ile birlikte
seyrettigine vurgu yapmaktadir (288).

ADP ile gerceklestirilen uyarimlarda, kollajen i¢in oldugu gibi trombosit
agregasyonu diyabetik grupta daha siddetli gerceklesmistir. Nondiyabetik grupta
Prasugrel ve diger tim tuzlar etkili bulunmustur, diyabetik grupta da benzer
sekilde etki gozlenmis ancak 4a Prasugrel'e gore daha zayif etkili iken 2a ve 3a
en gliclii etkiyi gosteren tuzlar olmustur.

Epinefrin ile uyarimlarda, nondiyabetik grupta elde edilen sonuglar istatistiksel
olarak anlamli farklar icermemektedir. Diyabetik grupta ise 2a en giiglii
antiplatelet etki gostermis olup diger gruplarda oldugu gibi bu grupta da diyabet
trombosit agregasyonunun daha siddetli ger¢eklesmesine neden olmustur.

In vivo-ex vivo deney ELISA analiz sonuclar1 yukarida grafikler halinde

sunulmustur. Bu sonugclar igerisinde dikkat ¢ekici olan sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:
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e CcAMP diizeyleri, diyabetik grupta kontrole gore anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur, nondiyabetik gruplarda cAMP diizeyleri arasinda anlamli bir fark
gozlenmezken, diyabetik gruplarda 1a, 2a ve 4a cAMP diizeylerinde anlamli
artislara neden olmustur.

e TxB, diizeyleri, diyabetik grupta dramatik bir bi¢cimde yiiksektir, nondiyabetik
gruplarda gruplar aras1 fark gézlenmezken, diyabetik gruplarda tespit edilen
dramatik yiikseklik Prasugrel, 1a, 2a, 3a ve 4a tarafindan anlamli bigimde inhibe
edilmistir.

e Gpllb/IIla reseptdr diizeyleri, diyabetik grupta anlamli bi¢imde yiiksek iken, bu
yiikseklik Prasugrel, 1a, 2a, 3a ve 4a tarafindan anlamli bir bi¢imde inhibe
edilmistir.

e VASP diizeyleri arasinda diyabetik grupta anlamli bir fark gozlenmemis,
nondiyabetik grupta 2a anlamli bir azalmaya neden olmustur.

e pAKT ve pERK2 olgiimlerinde, diyabetik gruplarda anlamli bir fark
gozlenmemis, nondiabetik gruplarda 1a, 2a, 3a ve 4a tarafindan yiiksek
inhibisyon gerceklesmistir.

Elde edilen in vitro antiplatelet verilere gore aktif metabolitine doniisiim
gerektirmeyen Aspirin i¢in inhibisyonun ¢ok yiiksek sonug¢lanmasina ragmen Prasugrel
bir prodrug oldugundan elde edilen tuzlari (1a, 2a, 3a, 4a ve S5a) i¢in beklendigi lizere
in vitro ortamda aktif metabolitine doniisememesi sebebi ile yiiksek inhibisyon elde
edilememis dolayisiyla sentezlenen tuzlar ve baz Prasugrel'in benzer ylizde inhibisyon
gerceklestirdigi tespit edilmistir.

Literatiirde bir¢ok tiyenopiridin tiirevi i¢in antikanser aktivite gortilse de (22, 78,
143) FDA tarafindan gergeklestirilen ve 3 Subat 2009'da yayinlanan kanser olaylarinin
ayrintili bir analizi, Prasugrel kullanimi ile ¢oklu solid tiimor tiirlerinde artis oldugunu
ortaya koymustur (289). Prasugrel ve elde edilen tuzlar1 (1a, 2a, 3a, 4a ve 5a) i¢in elde
edilen in vitro antikanser verilerine gore antikanser hiicre hattina karsi aktivite
gozlenememis, buna karsilik saglikli hiicre hattina karsi sitotoksik etkinin olmadigi
tespit edilmistir. Burada Prasugrel ve tuzlari i¢in kanser riski artisinin sitotoksisiteden
ziyade trombositlerin esansiyel aktivitelerinin bozulmasi ve damar igerisinde timor

hiicresi durmasinin stabilizasyonuna bagli oldugu diistintilmiistiir (290).
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6. SONUC VE ONERILER

Literatiirde birg¢ok tiyenopiridin tiirevi i¢in antikanser aktivite goriilmiistiir fakat
bunun tersine Prasugrel kullanimi ile ¢oklu solid tiimor tiirlerinde artig oldugu da ortaya
koyulmustur. In vitro antikanser bulgular dikkate alindiginda, Prasugrel, 1a, 2a, 3a, 4a
ve Sa icin antikanser hiicre hattina karsi aktivite gézlenememis dahasi saglikli hiicre
hattina kars1 sitotoksik etkinin olmadigi da tespit edilmistir. Burada Prasugrel ve tuzlar
icin kanser riski artiginin sitotoksisiteden ziyade trombositlerin esansiyel aktivitelerinin
bozulmasi ve damar igerisinde tiimor hiicresi durmasinin stabilizasyonuna bagl oldugu
diistinilmiistiir.

In vitro antiplatelet bulgular dikkate alindiginda, Aspirin i¢in inhibisyonun
yiiksek sonuglanmasina ragmen Prasugrel bir prodrug oldugundan elde edilen tuzlari 1a,
2a, 3a, 4a ve 5a'nin in vitro ortamda aktif metabolitine doniisememesi sebebi ile yiiksek
inhibisyon elde edilemedigi tespit edilmistir.

In vivo-ex vivo antiplatelet bulgular dikkate alindiginda, 1a, 2a, 3a ve 4a'nin tam
kan viskozitesi ilizerinde herhangi bir degisiklik yaratmadigi ve Prasugrel'e yakin
seviyede aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Tam kan kullanilan 6l¢iimlerde, kollajen uyarimlar1 i¢cin nondiyabetiklerde 2a en
yiiksek olmak iizere 1a, 2a, 3a ve 4a aktivite gostermis, diyabetiklerde higbir bilesik
etki gostermemistir. ADP ve epinefrin uyarimlari i¢in higbir grupta hicbir bilesik etki
gostermemistir.

PRP kullanilan 6l¢iimlerde, kollajen uyarimlar i¢in, nondiyabetiklerde 1a, 3a ve
4a, diyabetiklerde ise 1la, 2a ve 3a etkili bulunmustur. ADP uyarimlart igin,
nondiyabetiklerde 1a, 2a, 3a ve 4a etkili bulunmus ve diyabetiklerde de benzer etki
gozlenirken 2a ve 3a, Prasugrel'e gore daha giiglii etki gostermistir. Epinefrin uyarimlari
icin, nondiyabetiklerde anlamli bir fark goriilmezken, diyabetiklerde 2a en giicli
antiplatelet aktiviteyi géstermistir.

ELISA analizlerinde, cAMP diizeyleri i¢in nondiyabetiklerde anlamli bir fark
gbzlenmezken, diyabetiklerde 1a, 2a ve 4a tarafindan arttirilmistir. TxB, ve GplIb/Illa
diizeyleri i¢in nondiyabetiklerde fark gozlenmezken, diyabetiklerdeki yiikseklik 1a, 2a,
3a ve 4a tarafindan anlamli bi¢cimde inhibe edilmistir. VASP diizeyi i¢in

nondiyabetiklerde 2a anlamli bir azalmaya neden olmustur. pAKT ve pERK2
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Olciimlerinde, diyabetik gruplarda anlamli sonuglar elde edilmezken, nondiyabetik
gruplarda 1a, 2a, 3a ve 4a tarafindan yliksek inhibisyon gerceklesmistir.

Genel anlamda in vivo-ex vivo ¢aligmalara bakildiginda 2a ve 3a etkili Prasugrel
tuzlar1 olarak goriilmistiir. Prasugrel maleat (2a) ve Prasugrel sitrat'in (3a) diger
tuzlardan olan Prasugrel trans-1,2-siklohesan dikarboksilat'a (1a) gore daha polar
yapida olusu, muhtemelen Prasugrel'in suda ¢oziinmeyen yapisini daha ¢oziiniir hale
getirdiginden, aktif metabolitine biyotransformasyonunu kolaylastirarak daha yiiksek
antiplatelet aktivite goriilmesine neden olmustur. Giliniimiizde sitrathh hematoloji test
tiipleri icinde antikoagiilan olarak kullanilan sitrik asitten elde edilen Prasugrel sitrat'in
(3a) deney sonuglar1 beklendigi ilizere gergeklesmis, Prasugrel sitrat'in (3a) yiiksek
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu tuzlar ile daha ileri calismalar yapilmasi gerektigi
ortaya ¢ikmistir. Bundan sonraki asamalarda biyoyararlannom ve doz-yanit iliskisini

ortaya koyacak calismalarin faydali olabilecegi diisliniilmiistiir.
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Arastirma Protokol no.su : 2013/A-39

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Tiirll : Rat

Dencyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Wistar Albino

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti . C]E o BdFarketmez

Deneyde Kullamlacak Hayvanin Sayiss

: 140 Adet

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yag ve Afirhis : 3-6 ay/180-250 g.

Eczacilik Fakiltesi Ogretim Oyelerinden Prof.Dr.Kadir Batgioglu'nun yfiriiticds
oldugu “Yeni Platelet inhibitérii Tuzlarin fla¢ Etkin Maddesi Olarak Gelistirilmesi ve
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getirilmek ve sorumluluk aragtincilara ait olmak (izere galigmamin yapilmasinda herhangi bir
etik sakinca bulunmadiina oy birligi ile karar verildi.
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