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1.  GIRIS ve AMAG

Dunyadaki en yaygin olum nedenlerinden birisi koroner
arteriyel trombozun neden oldugu akut miyokardiyal enfarktiistir (MI).
Arteriyel trombozun olugsmasinda ise plateletler (trombositler) énemli rol
oynamaktadir. Plateletlerin endotel hasarini takiben adezyona ugrayip
asirt aktivasyonlari sonucu agrege olmalari hasarli damarda pihti
olusumuna neden olarak vaskiiler tikanikliga yol agmaktadir®. Plateletlerin
Ozellikle koroner ve serebral arter tikanikliklarinda rol aldigi bilinmektedir. Bu
sebeple, platelet agregasyonunu engelleyen tedaviler aterotromboza bagl
gelisen akut koroner sendrom, MI ve felg vakalarinin 6nlenmesinde ve
tedavisinde gok énemlidir®. Klinikte giincel antiplatelet tedavide en yaygin
kullanilan ilaglar tromboksan sentezi inhibitdéri aspirin, adenosin difosfat
(ADP) P2Y,, reseptor antagonisti tiyenopiridin tirevleri (6rn; klopidogrel),
GPIlIb/llla (integrin allbB3) antagonistleri (6rn; tirofiban) ve fosfodiesteraz

(PDE) inhibitérleri dipiridamol ve silostazoldur®®.

Kanama riski, gunimuzde kalp krizi ve felcin dnlenmesinde
kullanilan antiplatelet ilaclarin yararlarini kisittamaktadir®. En fazla
kullanilan antiplatelet ilaglardan aspirin siklooksijenaz-1 (COX-1),
klopidogrel ise P2Y;,'yi kovalent ve geri donigumsuz olarak inhibe eder.
Bu nedenle aspirin ve klopidogrel alan hastalar, acil operasyon gereken

durumda kanama agisindan daha fazla risk tasimaktadir®®.

Klopidogrel 6n ilag olmasi nedeniyle in vitro olarak inaktiftir,
in vivo olarak hepatik sitokrom (CYP) P450 enzimatik yoladi ile aktif
metabolitine metabolize olmasi gerekmektedir’. Bu nedenle CYP2C19
enzim eksikligi olan hastalarda ilacin terapotik yarari olmamaktadir.
Tiyenopiridin yapisinda on ila¢ olan ikinci nesil prasugrel, klinik yarari

kanitlanmis olmasina ve CYP genetik polimorfizminden etkilenmemesine
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ragmen artmis kanama riski tasimaktadir®. Su an kullanilan tedavi
yontemleri icinde GPIlIb/llla antagonistleri absiksimab, eptifibatid ve
tirofiban ise oral olarak uygulanamamaktadir ve su ana dek oral GPIIb/llla

antagonistleri gelistirme calismalari basarisiz olmustur®®.

Doktora tez g¢alismamiz kapsaminda 5-(4-klorofenil)-1-(6-
metoksipiridazin-3-il)-1H-pirazol-3-karboksilik ~ asit ana  yapisindan
hareketle bir seri ester ve amit turevi bilesik sentezlenmesi planlanmistir
(Sekil 1). Bu bilesiklerin sentezlenmesinden sonra arasidonik asitle (AA)
indiklenen platelet agregasyonu Uzerindeki inhibitdr etkilerinin
incelenmesi planlanmistir. Elde edilecek veriler 1siginda yapi-aktivite

iligkileri incelenerek ileri galigmalarimizin temelini olugturacaktir.
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Sekil 1. Sentezlenen bilesiklerin genel yapilari



2. GENEL BILGILER

Damar buatinligund bozan bir zedelenmeden sonra
organizmanin kan akimini surdurebilme yetenegi yasamsal dnemdedir.
Kanin bu durumda pihtilagabilmesi ve daha sonra da pihtinin ortadan
kaldirilarak tekrar kan akiminin surdurulebilmesi ve zedelenmis dokunun
tamiri surecine hemostaz adi verilir. Plateletler kemik iliginde Uretilen

cekirdeksiz hiicreler olup hemostazda énemli rol oynarlar'®.

Platelet aktivasyonu, plateletin saglam endotel ile
etkilesmesiyle baslayan birgok basamaktan olusmaktadir. Plateletlerin
endotel ile temasinda ve sub-endotelde yerlesmesinde von Willebrand
faktor ve endotel yuzey molekluli P-selektin rol oynamaktadir. Von
Willebrand faktorin GPIb reseptorine baglanmasi adezyonda kritik

noktay! olusturur***?

. Bu geri donuslu etkilesim, plateletlerden ADP,
tromboksan A, (TxA;) gibi otoaktivatér ve adrenalin (epinefrin-EPN),
serotonin gibi vazoaktif maddelerin salinmasini saglar. Boylece,
plateletlerin preaktivasyonu baglar. Hasarli endotel gevresinde, kollajen
iceren matriks, platelet Gzerinde bulunan GPIlIb/llla ve GPVI reseptorleri ile
etkileserek plateletlerde sekil degisikligine, hucre ici kalsiyum artisina,
platelet graniillerinin salinmina neden olur®®. Daha sonra endotelden
salinan ADP ve TxA; gibi aracilarla aktive edilen plateletlerin agregasyonu

ve pihti olusumu baslar (Sekil 2).
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Sekil 2. Plateletlerin tromboz olusumundaki rolii ref.**den alinmistir.

Hemostazi bozan ve kanamaya egilim yaratan kosullarda
yasamsal tehlikeye neden olabilecek patolojik olaylar gelisebilir. Damar
icinde bir kan pihtisinin olugsmasi ve bdylece kan akisinin engellenmesi
durumuna tromboz denir?. Arter veya venlerde olusan tromboz kitlesinden
kopan bir parcanin dolasim yolu ile baska bir bolge damarinda tikanmaya
sebep olmasina tromboembolizm denmektedir. Enfarktls, olusan pihtinin
ilgili organa giden arterin ttkanmasina neden olmasi ve organin oksijen
almamasindan dolayi hasarina neden olma durumudur. Kalp enfarktlsu
kalbi besleyen bir veya birden fazla kalp atardamarinin tikanmasindan
dolayr meydana gelir. Beyne giden atardamarlardan birinin tikanmasi
durumuna, beyin enfarktist denir. Embolinin blyutkligine goére ve
tikanmanin yerine bagh olarak suur kaybi, felg, konusma bozuklugu gibi

durumlar meydana gelir.

Vendz sistemde dusuk kan akis hizi, plateletlerden bagimsiz
olarak aktive olmus koagulasyon faktorlerinin birikimine ve bdlgesel

trombin olusumuna izin vermektedir. Her ne kadar vendz tromboz
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plateletleri icerse de, ana hucresel bileseni eritrositlerdir. Bununla beraber,
arteriyel sistemde yulksek kan akisi, ¢dzunur koagulasyon faktorlerinin
bélgeden  uzaklastirimasina  neden olarak  fibrin  olusumunu
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle arteriyel hemostazda trombin olusumunu
hizlandirmak, fibrin birikimini kolaylastirmak ve fiziksel bir bariyer

olusturmak icin plateletlere ihtiyac duyulmaktadir®.

Arteriyel trombozda plateletlerin merkezi rol oynamasi
nedeniyle, kardiyovaskuler hastaliklara bagli arteriyel trombozun
énlenmesi ve tedavisinde antiplatelet ilaglarin énemi yadsinamaz*.
Antiplatelet ilaglar, plateletlerin aktivasyonu engelleyen, onlarin birbiri ile
(agregasyon) ve damar endoteline yapismalarini (adezyon) Onleyen

ilaglardir®.

Antiplatelet ilaglara 6rnek olarak; en yaygin kullanilan TxA;
yolag! inhibitéri aspirin, ADP P2Y;, reseptdr antagonisti tiyenopiridin
turevi tiklopidin, klopidogrel ve onun daha guc¢li analogu prasugrel,
GPIIb/llla antagonisti antikor yapisinda absiksimab, oligopeptid eptifibatid
ve nonpeptid tirofiban, PDE inhibitorleri dipiridamol ve silostazol verilebilir
(Sekil 3)*.



ANTIPLATELET
ILACLAR

— | \

Tromboksan ADP yolagi ﬁl}h?protem Fosfodiesteraz
yolagi inhibitéria inhibitorleri ,ola inhitorleri
inhibitérleri

!

|

Klopidogrel Absiksimab Diniridamol
Aspirin Tiklopidin Tirofiban S“% stazol
Prasugrel Eptifibatid

Sekil 3. Antiplatelet ilaglarin siniflandiriimasi

2.1. ANTIPLATELET ILACLAR
2.1.1. Tromboksan A, Sentezi inhibitorleri

En c¢ok kullanilan antiplatelet ilag olan aspirin etkisini
plateletlerde baskin izoform olan COX-1 enziminin geri donugumsuz
asetilasyonu sonucu TxA, sentezini azaltarak gdstermektedir (Sekil 4)***7.
COX enzimleri AA’nin PGHy'ye donlisumuni gergeklestirir ve tromboksan
sentaz araciliiyla hem vazokonstriktor hem de agregator etkili TxA;
olusur. Platelet agregasyonu TxA; ile stimlle olurken, PGl, ve PGD; ile
inaktive olmaktadir. Plateletlerde ¢ekirdek olmadigi icin yeni COX enzimi
olusamaz ve aspirinin etkisi kisa plazma yari dmrine ragmen plateletlerin
yasam siireci (8-10 giin) boyunca devam eder'®. Bununla beraber, aspirin
her ne kadar primer kardiyovaskuler olaylari 6nlemede yararli ise de bu
etkisi ¢cok kuvvetli degildir ve gastrointestinal yan etkileri vardir. Dusuk
maliyeti en buylk avantaji olsa da bazi hastalar aspirine direngli

olmaktadir>*®,



Tromboksan
sentaz

Tromboksan A,

Platelet aktivasyonu

ve agregasyonu

Serum tromboksan B,

Uriner 11-dehidrotomboksan B,

Sekil 4. Aspirinin antiplatelet etki mekanizmasi (Ref. ?*den alinmistir).

COX uzerinden endotel prostasiklin (PGl,) sentezi
inhibisyonunun dezavantajl ve bazi COX-2 enzim inhibitorlerinin
kardiyovaskdiler yan etkileri nedeniyle?* TxA, sentaz inhibitdrleri veya TxA,
reseptor antagonistleri gibi daha selektif TxA, inhibitérlerine ihtiyac
duyulmustur. TxA, sentaz inhbitorleri her ne kadar endotel prostasiklini
engellemeden TxA; olusumunu engellese bile PGG, ve PGH, birikimine
neden olduklari ve her ikisinin de TP reseptorlerinde agonist etkileri olmasi
nedeniyle sinirl etki gdstermektedir®®. Bu nedenle hem PGH,'yi hem de
TxAZ'yi ortak reseptorlerinde antagonize edecek bilesikler arastirilmistir.
Tromboksan reseptdor (TP reseptorleri) ligandlan TxA,, PGH, ve
isoprostanlari kapsamaktadir. Bu ligandlarin TP ye baglanmasi platelet
agregasyonu, endotel disfonksiyonu, vazokonstriksiyon ve damar
duvarinda diiz kas hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir?®. Bu nedenle
spesifik TP inhibitdrleri sadece TxA.yi bloke etmeyip ayni zamanda
endoperoksitler ve isoprostanlarin etkisini de inhibe ettikleri i¢in aspirine
kiyasla farmakolojik avantaja sahiptirler®*2®. TxA, reseptdr antagonisti

olarak Faz Il klinik deneme asamasinda olan terutroban platelet



agregasyon inhibisyonu ve TxA, ile induklenen vazokonstriksiyon

inhibisyonu gdstermektedir?®.

COOH

o)
COOH ONO,
O\n/CH3 CH3 O
(O ©)
o) \\S//\N-‘\ (e}
/©/ H O&'\
Aspirin cl

CH,
Terutroban NCX-4016

NCX-4016, nitrik oksit (NO) salici aspirin turevi ise aspirinin
yararli etkisi yaninda, NO’nun gastroprotektif, antitrombotik, antiaterojenik
ve vazodilator etkilerini tasimaktadir®’. Bu ilacin etkilerinin arastiriimasi

icin daha genis klinik denemelere ihtiyag duyulmaktadir>,

2.1.2. ADP Reseptor Antagonistleri

Plateletlerde, ADP reseptorleri P2Y;, P2Y31, ve adenozin
trifosfat (ATP) reseptorli P2X; olmak Uzere Ug tip purinerjik reseptor
bulunmaktadir®®. P2Y;, platelet sekil degisikligi ve geri dénisimli
agregasyondan sorumlu, P2Y, ise platelet agregasyonundan sorumludur.
ATP her iki reseptori de antagonize etmektedir. P2Y;, sadece
plateletlerde ve beyinde bulundugu igin digerlerine gére daha selektif doku
dagiiimina sahiptir ve daha ilgi ¢ekici hedef olmustur®. Tiyenopiridin tlrevi
tiklopidin, klopidogrel ve prasugrel P2Yi.'yi bloke ederek aktivite
gbstermektedir (Sekil 5)%%°,

o)
COOMe
N
Cl S cl S = S
Tiklopidin Klopidogrel Prasugrel



. \)
= s
Aktif GPlIb/Illa Tik|9pidin
reseptorleri Klopidogrel

Hasarli endotel hiicreleri

Tiklopidin ve klopidogrel ADP aracili
platelet agregasyonunu inhibe
ederler

Sekil 5. Tiyenopiridinlerin etki mekanizmasi (Ref. **dan alinmistir).

Tiyenopiridin turevleri tiklopidin, klopidogrel ve prasugrel 6n
ilag formunda olup hepatik CYP P450 enzimatik yolag ile aktif

3132 Kisa omirlli aktif

metabolitlerine metabolize olmasi gerekmektedir
bilesikler tiyol grubu icerir ve P2Y3, sistein kalintilar ile disulfit bagi
yaparak geri déniisiimsiiz inhibitor etki gosterirler®®. Tiklopidin, klopidogrel
ve prasugrelin  aktif metabolitlerine  metabolizasyonu asagida

gosterilmistir®.



cl S  Oksidasyonu cl S Oksidasyonu al SH

. - Tiklopidin tiyolakton
Tiklopidin (2-Okso-tiklopidin) Tiklopidinin aktif
metaboliti
COOMe COOMe COOMe
CYP CYP
cl s  Oksidasyonu cl S Oksidasyonu cl SH
Klopidogrel Klopidogrel tiyolakton Klopidogrelin aktif
(2-Okso-klopidogrel) metaboliti
O
N | A\ >=O Esteraz O\/>: '\O\/\COOH
F S hldr0I|Z| Oksidasyonu
. Prasugrelin
Prasugrel Pras?‘gfggg{%‘f‘kto” aktif metabolit

Sekil 6.Tiklopidin, klopidogrel ve prasugrelin aktif metabolitlerine

metabolizasyonu

Bununla beraber, polimorfik CYP2C19 izoformu eksikligi olan
hastalarda ilac antiplatelet etki gdsterememektedir. ikinci nesil tiyenopiridin
tlrevi prasugrel de 6n ilagc formunda olup CYP genetik polimorfizminden

etkilenmemesine ragmen artmis kanama riski tasimaktadir®*

Geri donusumll inhibitérlerden Faz 1l klinik denemelerdeki
kangrelor ve tikagrelor antagonist ATP’nin yapisal tirevleridir®®. Elinogrel
ise Faz Il denemelerde sulfonilire tasiyan yeni bir P2Yi, antagonisti
bilesiktir°.

10



L F
P
OH
5 cl_ cl
OH HO, 0. 0 o

0 HO-P" R P
e o’ & oH
0" HO
OH °0 "ho  ow
Tikagrelor Kangrelor
H \ S

N
Q \n/ //S\\o
N
HaC.
U N NAO
H H

Elinogrel

2.1.3. Trombin Reseptor Antagonistleri

Trombin serin proteaz yapisinda olan etkili bir platelet
aktivatéridiir®®. Trombinin protrombotik etkilerinden platelet aktivasyonu,
hizll ve diisiik trombin konsantrasyonunda (~0.5 nM) gerceklesirken®’,
ADP gibi diger platelet aktivatorlerinin ex vivo deneylerde platelet
aktivasyonu icin mikromolar konsantrasyona ihtiya¢ duydugu gdsterilmistir.
Ayrica trombin, diger trombin reseptdr aktive edici peptidlerden (TRAP)
daha etkili bir agonisttir®. Trombin ile platelet agregasyonu, trombin
reseptorl veya proteaz ile aktive edilen reseptdrler (PAR) olarak bilinen
spesifik hicre ylzey reseptorlerinin proteolitik aktivasyonu araciligiyla
gerceklesmektedir. Buglne kadar insanda dort farkhh PAR (PAR 1-4)
tanimlanmistir®®. PAR-1, PAR-3 ve PAR-4 trombinle aktive olurken, PAR-2
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tripsin ve tripsin benzeri proteazlarla aktive olmaktadir. insanda trombinin
olusturdugu platelet aktivasyonu PAR-1 ve PAR-4 reseptorleri araciligiyla
gerceklesmektedir. Plateletlerde bu etkiyi gosteren ana reseptér PAR-1’dir
ve dusuk nM trombin konsantrasyonu ile plateletleri aktive etmektedir.

PAR-4 ise daha yiiksek trombin konsantrasyonuna ihtiyag duymaktadir®.

ADP ve TxA; platelet aktivasyon yolaklari hem hemostaz
hem de patolojik tromboz icin énemliyken, PAR-1 Uzerinden yulriyen
platelet aktivasyonu patolojik tromboza katkida bulunur ancak koruyucu
hemostaz icin gerekli degildir. Klinik ¢alismalardan elde edilen sonuglar
hemostazda trombin araciliiyla fibrinojenden fibrin olusumunun yine
trombin ile induklenen platelet aktivasyonundan daha onemli oldugunu
ortaya koymaktadir®®. Bu nedenle PAR-1 selektif antagonistler trombin
araciligiyla olusan platelet aktivasyonunu bloke ederlerken hemostaz igin

gerekli fibrin olusumunu etkilemediklerinden kanamaya neden olmazlar®.

Oral olarak aktif bir PAR-1 antagonisti olan vorapaxar
himbasinin sentetik trisiklik 3-fenilpiridin analogu olup®** kanama riski
olmadan akut koroner sendrom ile kardiyovaskuler olaylarin énlenmeleri

icin Faz |1l klinik denemelerdedir*®**.
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Bir diger oral aktif PAR-1 antagonisti olan atopaxar®, Faz I
klinik denemelerde olan bir bilesiktir. Kanama zamanini uzatmadan in vivo

platelet agregasyonunu inhibe etmektedir®.

E NH
\/O
)5
O \
N
o
Atopaxar (E5555)

2.1.4. Glikoprotein llp/lll, inhibitérleri

GPIllp/lll; reseptoru integrin reseptor ailesinin bir Uyesi olup
platelet ylizeyi Uzerinde en ¢ok bulunan proteindir®®. Endotel hasari
sonucu subendotelyal matriksin agiga ¢ikmasiyla plateletler aktive olur.
Plateletler aktive olunca yuzeyinde bulunan GPIlIb/llla reseptdrlerinde sekil
ve vyapl degisikligi olur. Degisiklik sonucu reseptorler fibrinojene
baglanmaya hazir hale gelir. Aktif hale gelen reseptérler fibrinojen
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uzerinden diger plateletler ve subendotelyal matriks ile baglanti kurarlar.
GPIIu/llly reseptor inhibitorleri plateletlerin GPIIy/Ill, reseptdrlerini inhibe

ederek agregasyonun olusmasini engellerler®’ %,

Absiksimab, antikor yapisinda bir ilag olup akut koroner
sendrom vakalarinin tedavisinde 6nemli bir yer tutar*®*°. Absiksimab
plateletler Gzerindeki  GPlIlp/lll; reseptdériine baglanarak platelet
agregasyonunu inhibe eder. Plateletlere baglanan absiksimab 30 dakika
gibi kisa bir yarilanma émriine sahiptir>*. Piyasada bulunan tek yarismali
olmayan inhibitdérdur. Absiksimab geri donussUz olarak reseptorld bloke
ederek platelet dmrii boyunca agregasyonu 6nler®?. Herhangi bir yan etki
veya kanama durumunda etkinin geri c¢evriimesi ancak yeni platelet

verilmesiyle saglanabilir.

N
(o) H
Eptifibatid
o N
S, f@\ WO\IH
6]
HO™ O @)
Tirofiban

GPIlu/lll, integrin reseptor antagonistleri iginde Amerikan
Gida ve ilag Dairesi (FDA-Food and Drug Administration) onayi bulunan
14



peptid yapisindaki eptifibatid ve peptid yapisinda olmayan tirofiban
yarismall tipte inhibisyon yaparlar’®**. integrin reseptriine baglanmalari
konsantrasyon bagimli ve geri donusumlu olarak gerceklesir. Bu nedenle
antiplatelet etkileri infizyonun suresine baghdir ve infuzyon kesildiginde
etkileri nispeten kisa surede cevrilebilir. Oral GPlIly/Ill, reseptor inhibitori

gelistirme denemeleri simdilik basarisiz olmustur®>.
2.1.5. Fosfodiesteraz inhibitorleri

Platelet aktivasyonu siklik adenozin monofosfat (CAMP) ile
inhibe edilirken, cAMP seviyeleri ise adenilat siklaz (CAMP sentezi) ve
PDE (cAMP hidrolizi) enzimleri ile kontrol edilmektedir®®. Plateletlerde en
fazla bulunan PDE, PDE3’tlir ve cAMP icin en diusuk K., degerine sahiptir.
Bu nedenle antiplatelet ila¢ gelistirimesinde PDE3; enzim inhibitorleri ile

ilgili caligmalar da devam etmektedir.

D Cpf

m N‘N HO\/;\,* ,\O
OH

Silostazol Dipiridamol

Dipiridamol antiplatelet ve vazodilatdr etkili bir ilagtir®”.
Etkisini siklik nlkleotid fosfodiesteraz inhibisyonu ve adenozin geri
aliminin blokaji da dahil olan birka¢ mekanizma ile gosterir. Bunun
sonucunda plateletlerde cAMP seviyesi artar ve sonucunda sinyal iletimi

inhibe edilir®’.
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Silostazol oral olarak alinan selektif, siklik ntkleotid PDE;
enzim inhibitdéridir. Ayni dipiridamolde oldugu gibi antiplatelet ve

vazodilator etkileri vardir °8,

2.1.6. EP3; Reseptor Antagonistleri

EP; prostanoid reseptor ailesine ait G protein bagh sekiz
reseptdrden bir tanesidir®®. Kronik enflamasyonda aterosklerotik plaklarda
COX-2 ve mikrozomal PGE; sentaz (mMPGES-1) araciligi ile PGE, Uretimi
artmaktadir. PGE, EPi14 adi verilen dort farkli G protein bagli reseptor
uzerinden etkisini gostermekte ve bunlardan EP;, EP3; ve EP/Un
plateletlerde bulundugu bilinmektedir. Bununla beraber, O6zellikle EP3;
reseptorlerinin  aktivasyonu sonucunda hucre i¢ci cAMP seviyesinin
azalarak plateletlerin kollajen veya ADP gibi agonistlere olan duyarlihdinin
arttigr  ve platelet aktivasyonu ve agregasyonuna neden oldugu

anlasilmigtir®®®!

. Plateletler ve saghkh arteriyel damar duvari yuksek
oranda PGE; olusturmadigi igcin PGE,-EP3; sinyalinin engellenmesi
kanama riskini artirmadan aterotromboz riskini azaltmak igin potansiyel
tasimaktadir®®®?, EP; antagonisti DG-041 deCODE genetics firmasi

tarafindan Faz Il galigmalari yir(tiilen bir bilesiktir®>®*,

cl
cl Cl
s
N O o I )>—cl
S ANE
N0
DG-041
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2.1.7. Serotonin Reseptor Antagonistleri

5-Hidroksitriptaminin (5-HT) kendisi platelet agregasyonunun
zayif aktivatori olup diger agonistlerin indUkledigi agregasyonu
guglendirmektedir. Platelet ve duz kaslarin 5-HT'ye cevabi 5-HTa
reseptori araciigr ile olmasi nedeniyle 5-HT,n antagonistlerinin

kardiyovaskdiler hastalarda yararl olacag diistiniilmiistir®.

O

(J

N

<

O
o CHy
@) N
1ISARa

APD 791

APD 791 5-HT,a reseptorlerine 5-HT,z ve 5-HT,c
reseptorlerine kiyasla 2000 kez daha selektif, oral olarak aktif antiplatelet
etkili bir molekiildiir®®. APD 791 insan ve kdpeklerde ADP ile indiiklenen
platelet agregasyonunu siddetlendiren 5-HT cevabini sirasiyla 8.7 ve 23.1

nM ICso degerlerinde inhibe etmektedir®®.
2.2. ANTIPLATELET ETKILI YENI iLAQ GELiSTiRME CALISMALARI

Yeni mekanizmalarla etki gosteren bilesiklerin arastiriimasi,
ila¢ olarak kullanilma olasiliklarinin yani sira, plateletlerin fonksiyonu ile
ilgili genis bilgi saglamasi agisindan da farmakolojik 6nem tasimaktadir.
Son bes yilda antiplatelet ilag gelistirme calismalarinda elde edilen énemli

bilesikler ve kimyasal yapilari asagida 6zetlenmistir.
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Rehse ve ekibi tarafindan yapilan galismalar incelendiginde
genellikle azotca zengin heterosiklik yapida bilesikler Uzerinde
yogunlagtiklari gorulmektedir. Azotga zengin aromatik heterosiklik bir yapi
etrafinda uygun ara zincir ile bagh bir bazik substitient ve sulfonamit/amit
koprusuyle baglh bir aromatik substitusyonun varligi yaptiklari calismalarda
g6ze carpmaktadir. Bu bilesikler ADP, adrenalin, PAF (Platelet aktive edici
faktor) ve kollajen gibi platelet aktivasyonunu saglayan indukleyiciler
varliginda test edilmis ve farkli indukleyiciler varliginda dusik mikromolar

ICso degerlerinde antiplatelet etkileri  bildirilmistir®” "%,

Bu tlrevlerde,
halkaya ya dogrudan ya da amit badi ile bagh U¢ karbon ara zincirli bazik
yan grubun ve ayrica halkaya sulfonamit kdpristyle bagh fenil grubu
uzerinde elektron gekici gruplarin varliginin aktivite tzerinde olumlu etkileri
rapor edilmistir’®. imidazol-4-karboksamidlerle yaptiklari bir calismada’,
R! olarak 2-kloro ve R? olarak siklohekzil kullandiklari bilesik diger

bilesiklerden daha duslk ICsy degerlerine sahip bulunmustur.

CI/© //Rl c|/©
O:$:O A\ / O:%:O
HN N HN N
H | 7 H \ l\i>
H N N H\/\/N
RZ/N\/\/ O i)/ N o
1

IC50=0.66 uM PAF
IC50=0.15 uM Adrenalin

Sinnolin  tiirevleriyle yaptiklari bir baska calismada®
sentezledikleri pirimidosinnolin yapisindaki bilesiklerden R olarak 4-
metoksifenil, R? olarak NH-siklohekzil olan tiirevde hem ADP hem de PAF
ile indiklenmis platelet agregasyonunun inhibisyonu igin dugsik [Csg
degerleri saptanmistir.
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IC50=0.8 uM PAF
IC50=0.8 uM ADP

Rehse ve arkadaslarinin purin turevleriyle yaptiklari bir bagka
calismada daha onceki deneylerden elde edilen verilere dayanilarak purin
halkasinin 6 numarali konumuna substitisyonlar yapiimigtir. 6 Numarall
konumda  3-(pirolidinil)propilamino ve 2 numarali konumda 3-
siyanobenzenkarboksamit ADP ile induklenen platelet agregasyonunda en

etkili tirev olarak bulunmustur.

Rl HN "N
N
N XN O N Y\
B N\> NC NN N>
R2N N
3

IC50=0.035 uM PAF
IC50=0.45 nM ADP

2007 Yilinda tiyazol turevleriyle yapilan bir diger calismada
sentezlenen bilesiklerde sulfonil yerine karbonil, fenil yerine siklohekzil, flor
yerine klor, fenil, brom, iyot substitisyonu denenmis ve bunlarin konumlari
degistirilmis, ara zincir 2 karbondan 6 karbona kadar uzatiimistir. Sonucta

hem kollajen hem de adrenalin ile indUklenmis agregasyonun
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onlenmesinde bu grup icinde asagida formull verilen tlrev en etkili bilesik

olarak bulunmustur.

OZSOF
I />—NH
O\ /\/\

4
IC50=1 uM Kollajen
IC50=2.7 nM Adrenalin

Rehse ve arkadaslarinin calistiklari bir diger grup bilesik
pirazol-4-karboksamit yapisindadir. Bu grup bilesikler icinde R substituenti
olarak siklohekzilaminopropil kullanilan bilesik 4 PAF ile indiklenmis
agregasyonu onlemede grup igindeki diger bilesiklerden ¢ok daha Ustun

bulunmustur.

“Lﬁ Nos *im

IC5O—O.45 nM PAF

Cin  bitkisel tibbinda  aterosklerotik  kardiyovaskuler
hastaliklarin tedavisinde kullanilan ligustrazinden hareketle hazirlanan
piperazin tarevlerinin hem hidrojen peroksit ile olusturulan vaskuler
endotel hasari onledigi hem de ADP ile indUklenen platelet

273 Cheng ve arkadaslari bu

agregasyonunu inhibe ettigi bildirilmigtir
turevlerde ligustrazine piperazin halkasi ekleyerek piperazin Uzerinden

substitisyonlar yapmiglardir. Bu substitusyonlar sonucunda ADP ile
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indUklenen platelet agregasyonunu en fazla inhibe eden bilesigin

asetilsalisiloil substituenti tagsiyan bilegik oldugu bulunmustur.

o)
O OJ\CH3
Ny N
T Lo
N N
Ligustrazin A% (200 uM) = 3.02 + 3.78

Nipekotik (piperidin-3-karboksilik asit) ve izonipekotik asit
(piperidin-4-karboksilik asit) ester ve amit tlrevleri ile yapilan ¢alismalarda
da elde edilen bilegiklerin ADP ve EPN ile indUklenen platelet
agregasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir’*’®. Bu bilesiklerin lipofilisite ve
yuzey aktivitelerine bagl olarak anyonik fosfolipitlerle etkilesim gostererek
fosfolipitleri ~ fosfolipaz C ile hidrolize direngli hale getirdigi
dusunulmektedir. IP3; ve diagilgliserol gibi ikincil mesajcilar olusamadigi
icin IP; ve sitozolik Ca®* konsantrasyonu azalmaktadir. Bu bilesikler
uzerinde yapilan ileri modifikasyonlar sonucunda faktér Xa ve platelet
agregasyonu inhibitorid dual fonksiyonlu antitrombotik bilesiklere
ulasiimistir “"®. Sentezlenen bilesiklerden en yiiksek antiplatelet aktivite
gOsteren iki tlrev asagida verilmistir. Alti karbonlu hekziloksi yan zincirine
sahip tlrev bu calismada en yuksek aktivite gdstermistir. Bifenil
turevlerinde florlu bilegiklerin timU non-substitle bilesikten yuksek
antiplatelet aktivite gostermistir. En aktif bilesik ise asagida formulu

bulunan 3’,5-difloro tlirevi bilesiktir.
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IC50= 66 uM EPN IC50= 17 uM EPN

Daiichi Pharmaceuticals tarafindan difenilpirazol tirevleri ile
yapilan calismalarda COX enzim inhibisyonu yapmadan kollajen ile
indUklenen platelet agregasyonunu inhibe eden potent bilesikler
gelistirilmistir’”"’®.  Asagidaki sekilde gorildiigii lzere difenilpirazol
yapisinda COX-2 selektif aktiviteden sorumlu karakteristik substitlientler
(6rn; sulfonilmetil ya da sdlfonamid) tasiyan fenil gruplari yerine
heterosiklik aril gruplarinin getirilmesinin ve pirazol halkasinin 3.
konumunda kuguk bir bazik grubun (6rn; piperazin, piperidin veya

morfolin) varligi potent antiplatelet aktiviteyi saglamistir.
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Perez ve ekibi, sinnamoilpiperazin yapisindaki bilesiklerin
PAR-1 antagonist etkilerini arastirmig, bilesiklerin antitrombotik aktivite ve
farmakokinetik profillerinin umut verici oldugunu, iv ve oral verildiginde rat
tromboz modelinde kanama zamaninda 6nemli bir degisiklik yaratmadigini
bildirmiglerdir. Bilesiklerin diger himbasin tirevi PAR-1 antagonistleri (6rn:
SCH530348-Faz lll) ile kiyaslandiginda daha kolay sentezlenebilir olmasi

da bir avantaj olarak goriilmektedir®.

“ Cl o
O™ S oy
K/N\©/C| N
%97 inh at 10 uM %93 inh at 10 uM

Faz Il klinik denemelerde olan ve dogal bilesik himbasin
yapisini temel alan PAR-1 antagonisti vorapaxar'in (SCH530348) sudaki
¢OzUnurligunin sinirh olmasi intravendz formulasyonu zorlastirmaktadir.
Bu sorunu ¢ézmek amaciyla Merck Arastirma Laboratuvarlarinda yapilan

calismada, piridin halkasinin 5. konumuna polar heteroaril gruplarinin
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getirilmesi ile vorapaxarla esit etkili ancak 20 kat daha fazla suda
¢6zunurlige sahip SCH602539 kodlu turev elde edilmistir. Bilesigin PAR-1
afinitesi ve Cynomolgus turd maymun modelinde in vivo antiplatelet etki
gOsterdigi bildirilmigtir. Ayrica bilesigin farmakokinetik 6zelliklerinin gok iyi
oldugu ve CYP P450 inhibisyonu veya induksiyonu yapmadigi
belirtilmistir®.

(+)-Himbasin
Hc H H,e H %
SCH 530348 SCH 602539

(Vorapaxar)

2007 Yilinda Roma ve ekibi tarafindan PDEj3 inhibisyonu
gosteren antiplatelet etkili piperazinil kumarin tiirevleri rapor edilmistir®®.

Ana yapida iki numarali konuma metil substitisyonu aktiviteyi oldukga
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yukseltmistir. Bir numarali konuma da piridilmetoksi ve morfolinoetoksi

substitisyonu ile bu grup i¢cinde en yuksek etkiye ulagiimistir.
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IC50=-1.4 uM ADP IC50-0.98 uM ADP "
IC50=0.28 uM Kollajen IC50-0.51 uM Kollajen
IC50-2.5 uM A23187 IC5p=1.42 uM A23187
PDE3 |C50:OO78 HM PDE3 |C50:0037 MM

Bunun yaninda, Coelho ve ekibi, 3(2H)-piridazinon genel
yapisindaki bilesikler Uzerinde yaptiklari ¢alismalar sonucunda trombinle
indUklenmis platelet agregasyonunu inhibe eden turevlere ulagsmiglardir.
Bu bilesiklerin antiplatelet etkilerini en az lG¢ farklh mekanizma, PDEj
inhibisyonu,  sitozolik Ca*  degisimi vel/veya platelet protein

fosforilasyonundaki degisikliklerle gésterdikleri bildirilmistir®®3,
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IC50=1.80uM Trombin 1Cgy=1.98uM Trombin

Costas ve ekibinin 2010 yilinda yayinladiklari ¢alismada bazi
yeni piridazinon turevlerinin platelelerde trombin ve kollajen ile indtklenmig
agregasyonu inhibe etme etkileri incelenmigtir. Bilesiklerin trombinle
indUklenen agregasyona 100 pM’'in altinda etki etmedikleri, ancak
bilesiklerin bir cogunun kollajenle indiklenen agregasyonu IC5,=1.80-69.9
MM ile inhibe ettikleri bildirilmistir. Serideki en aktif bilesiklerin kimyasal
yapilari asagida belirtiimistir®*.

© CHs
CH3 - |
. O / O—Si CHs
— O—Si CH3 N—N
O / / CH3

HN-N CHs

4c R:H
4a 4f R:CHs

Cunha ve ekibinin pirazol ve triazolkarbohidrazit

hidrazonlarla yaptiklari ¢alismalar sonucunda AA, kollajen ve adrenalin ile
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induklenen platelet agregasyonunu inhibe eden asgagidaki turevlere

ulasiimistir®°,
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Cl 1C5p=2.2 uM AA IC50=9.1 uM AA
IC50=21.6 uM Kollajen  1C5y=13.4 uM Adrenalin

Bruno ve ekibinin benzopiranopirimidin halkasi ile yaptiklari
calismada halkada metilsulfonil grubu ile birlikte pirolidin ve morfolin
tasiyan iki tirevin U46619 ile induklenen platelet agregasyonunu inhibe
ettikleri, farelerde yapilan testlerde tromboembolik paralize kargi koruma
sagladiklari ve kontrol gruplariyla Kkargilastirildiklarinda yan etki

yaratmadiklari gérilmistir®”.
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ICs50=13 uM ADP IC50=16 uM ADP

|C50:15 MM AA |C50:21 HM AA

ICs0=4 uM U46619 ICe0=3 uM U46619

2007 yilinda Chen ve ekibinin oksim ve amit iceren kinolinon
trevleriyle yaptiklari ¢alismada, en aktif tirevin AA indiklenen platelet
agregasyonunu 1C5,=0.58 pM ile inhibe ettigi, kollajenle induklenen
agregasyonunu ise 1Csp=36.3 puM ile inhibe ettigi bildirilmigtir. Ayrica TxA;
reseptor agonisti U46619 ile indiklenen agregasyonu 1C50=0.54-0.74 uM

degerleri arasinda inhibe eden etkin bilesiklere ulasiimistir®®,

OCH;

@)
L,
N
H

OH o N<o

7c 8a
IC50=0.58 uM AA IC50=6.85 uM AA
IC50=36.3 uM Kollajen IC50,=3.53 uM Kollajen
IC50=5.37 uM U46619 1C50,=0.58 uM U46619

Priya ve ekibinin 2010 yilinda yayinladiklari ¢aligmada,
dihidrokinolin tlrevlerinden 6AQ kodlu bilesigin ADP ve AA ile indiklenmis
platelet agregasyonunu in vitro ve in vivo inhibe ettigi ve ayrica COX-1

inhibisyonu gésterdigi bulunmustur®®.
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6AQ

2-Benzoilaminobenzoik asit esterleri ve analoglarinin
antiplatelet etkileri arastirilmis, bu bilegiklerden ikisinin AA ile induklenen

platelet agregasyonunu inhibe ettigi gézlenmistir®.

O o)
/@\)J\OCJE /@\)J\ OC3Hy
e 0
Cl cl
6b 7b
|C50:0.8 HM AA |C50:O.7 },lM AA

YD-3 kodlu bilesigin peptid olmayan ilk selektif PAR-4
antagonisti oldugu ve PAR-4 agonist peptidlerin neden oldugu platelet
agregasyonunu IC5,=0.13 uM ile inhibe ettigi bildirilmigtir. YD-3 trombinle
induklenen platelet agregasyonunu tek bagina etkilemezken, PAR-1
antagonistleri ile sinerjik etki gosterebilmektedir. Daha sonra YD-3 turevleri
ile yapilan galismalarda 33 numarali bilesigin PAR-4 Uzerinden olusan
platelet agregasyonunu ve ATP salinimini inhibe ettigi rapor edilmigtir.
Ayrica 83 numarali bilesigin hem PAR-4 hem de AA’dan Tx olusumunu

dual olarak inhibe ettigi bildirilmistir®.
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33 83

YD-3 _
IC50=4.81 uM Kollajen

1,4-Naftokinonlarla yapilan c¢alismalarda 2,3-distbstitie
tirevlerden bilesik 2 ve NP-313'Un AA ile indiklenen platelet
agregasyonunu inhibe ettigi gozlenmistir. Klor grubunun arilamino
gruplariyla yer dedistirmesi aktiviteyi olduk¢a azaltmistir. Ayrica NP-313
bilesiginin plateletlerde cPLA; inhibitor aktivitesi icin ICso degeri 1.8 uM
olarak bulunmustur®®. Kuo ve arkadaslarinin yaptigi calismada NP-313
kodlu bilesigin hem TxA, sentezini hem de kalsiyum girigini engelleyerek
antiplatelet etki gosterdigi bulunmustur. Ayrica in vivo tromboz olusumuna

karsi koruma sagladigi ve hemostazi etkilemedigi bildirilmistir®.

o)
O NHCOCH 3
l * :NHCO(CH 2)sCOOCH 3 O‘
a o c
o]
2 NP-313
IC50=24 mM Trombin IC5,=88.8 uM Trombin
IC50=2.6 MM AA IC50=1.4 uM AA
IC50=2.7 mM Kollajen IC50=59.3 M Kollajen
IC50=4.4 MM PAF IC50=10.4 pM PAF
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1,4-Naftakinon yapisinda asagida formulu verilen CP201
kodlu bilesigin kollajen ve trombin ile induklenen platelet agregasyonunu
sirasiyla 4.1 ve 4.3 uM ICso degerlerinde konsantrasyon bagimli olarak
engelledigi bildirilmistir®*. Bunun yaninda bu bilesigin trombin aracilig ile
sitozolik kalsiyum miktari artigini inhibe etmesi sonucu hucre igi kalsiyum

mobilizasyonunu engelledigi de bildirilmistir.

o _ | OH
A
LY L

Lin ve ekibinin ksanton tiurevleri ile yaptiklari c¢alismada
bilesiklerin 300 uM konsantrasyonda AA, kollajen ve PAF ile indiklenen
platelet agregasyonunu % 100 inhibe ettikleri ve 1Csy degerlerinin ise
yaklasik 50 uM oldugu bildirilmistir®.

O @)
O(CH2)5N(CH3)2 I\O\
4 12 OH

1,4-Benzoksazin tdrevileri ile yapillan calismalarda hem
trombin inhibitort hem de GPIly/lll; reseptdr antagonisti dual etkili

bilesiklere ulasilmistir®®.
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N N
CH, CH,
17a 17h
IC50=1.45 mM GPIlIb/llla IC50=1.78 mM GPlIb/llla
Ki=0.38 mM Trombin Ki=0.156 mM Trombin

P2Y1 reseptoru P2Y, reseptoru ile sinerjik etki gosterdigi igin
Pfizer tarafindan yapilan c¢alismalarda ariloksipirazol Ure tlrevi Oncu
bilesikten hareketle nukleotid olmayan, oral olarak etkin P2Y; reseptor
antagonisteri hazirlanmistir. Bilesik 47’nin P2Y; reseptdri icin K; degeri
0.09 uM, ADP ile induklenmig platelet agregasyonunun inhibisyonu igin
ICso degerinin 3.85 pM olarak bulundugu bildirilmigtir. Bilesigin iyi

farmakokinetik parametrelere sahip oldugu bulunmustur®’.

Bu alanda devam eden ¢alismalarda antrasen turevi reseptor
antagonistleri sentezlenmistir®®. Bu calismalar sonucunda PSB-0739 ve
PSB-0702 kodlu bilesiklerin P2Y1, reseptdr antagonistik etkisi igin K;

degerleri sirasiyla 25 ve 21 nM olarak bulunmustur.
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N N
H H
NaOsS NaO;S
PSB-0702 PSB-0739
P2Y,, K=21 nM P2Y,, Ki=25 nM

Diger bir galismada piperazinil glutamat piridin tlrevlerinin
P2Y1, antagonistik etkilerinden dolayi oral antiplatelet etkileri bildirilmistir.
Sentezlenen tlrevlerden 6zellikle asagida formula verilen 4t bilesiginin rat
ve kopekte iyi bir farmakokinetik profil olusturmasi ve ADP ile indiklenen
platelet agregasyonunu 0.25 pM ICsy degerinde inhibe etmesi bu tur

molekdillerin antiplatelet bilesik olarak énemini vurgulamaktadir®.

N
=
O A |
o) N
O<_N
Y
OC4Hy 0~ “OH
4t

Ayni arastirmacilar daha ileri galismalarinda bu turevierden
hareketle farmakokinetik ve fizikokimyasal 6zellikleri, in vivo etkinlik,

selektivite ve oral biyoyararlanimi gelistirmek amaciyla piperazin
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halkasinin terminal azotu ve piridin halkasinin 4. konumundaki
degisikliklerle insan P2Y, reseptorl icin K; degeri 15 nM ve 1Cso degeri

3.9 nM ile en etkin tiirev olarak asagidaki bilesige ulasmislardir*®.

OCH;

N
g
0 O S
NH
i
O N

Arena Pharmaceuticals tarafindan fenilpirazol Ure turevleri
potent 5-HT,4 antagonisti olarak bulunmus, bu bilesiklerin ADP ile stimule
edilen platelet agregasyonun 5-HT ile indiklenen amplifikasyonunu inhibe
ettikleri gosterilmistir. Bu calismadaki 54 numaral bilesigin 5-HTa/5-HT ¢
(Ki 5-HT24=0.15 nM, K; 5-HT =405 nM) selektivitesinin ¢ok yuksek oldugu
gorulmagtur. ADP ile stimule edilmis platelet agregasyonunu 34 nM ile
inhibe ettigi, ayrica 1 yM konsantrasyonda % 7 hERG kanal inhibisyonu
goOsterdigi ve asidik kosullarda ¢dzinuUr oldugu bulunmustur. Ayni firma

tarafindan gelistirilen ADP 791 Faz Ib klinik denemelerdedir®*12,
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IC50-34 NM 5HT-ADP
5HT,, Ki=0.15 nM

Trihidroksi salkon tlrevleriyle yapilan calismalarda AA ve
kollajen ile induklenmis platelet agregasyonunu sirasiyla 15.2 ve 27.4 yM
ICso de@erlerinde inhibe eden en etkili turev asagida gosterilmistir. Aktivite
icin Ozellikle Uzerinde metoksi veya dimetoksi gruplari bulunan aromatik

halkanin gerekliligi yapilan yapi-aktivite galigsmalari sonucunda tespit

103
HO O OH OCH3
L
OH O

edilmistir—".

Spesifik TP inhibitorleri aspirine kiyasla farmakolojik avantaja
sahip olup sadece TxA; yi bloke etmez ayni zamanda endoperoksitler ve
izoprostanlarin etkisini de inhibe ederler®?®. Hanson ve arkadaslarinin
yaptigi calismalarda nitrobenzen sulfonil Ure tlurevlerinde insan TP

reseptorlerinde antagonist etkili antiplatelet bilesikler geligtirilmigtir'®*°.
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BM-573 ICs0= 0.3 uM U46619
ICs0= 0.24 uM U46619

Yeni antitrombotik molekillerin  gelistiriimesi amaciyla
onceden antitrombotik etkisi tespit edilmis 3S-tetrahidroizokinolin-3-
karboksilik asitten (THIQA) hareketle bu bilesigin farkli amino asit
turevleriyle amit turevleri hazirlanmis ve ADP, AA, PAF ve trombin ile
indUklenen platelet agregasyonunu inhibe edici etkilerinin (6zellikle alanin

tirevinin) THIQA’dan yiiksek oldugu bildirilmistir®.

O CH,
COOH N)\H/OH
NH NH 0o
2 6a

ICso=0.55 uM ADP IC55=0.35 uM ADP
ICeo=0.45 uM AA ICs0=0.10 uM AA
IC5,=0.96 UM PAF IC5,=0.35 uM PAF
IC5,=0.88 uM TH IC5,=0.48 uM TH

GlaxoSmithKline Pharmaceuticals arastirmacilari selektif EP3
antagonistleri Uzerine vyaptiklari c¢aligsmalarda aminotiyadiazol amit
tiirevleriyle galismislardir. insan EP; K; dederi 100 nM olan 1 numarali
oncu bilesigi temel alarak hazirladiklari 24 numarali bilesik ¢ok iyi
farmakokinetik 6zellikler gostermistir. Bu bilesigin EP3; K; degeri 8.9 nM

bulunmustur'®”.
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Ono Pharmaceuticals firmasi tarafindan yapilan calisma
sonucunda bilesik 4 ve 5 selektif EP3; reseptdr antagonisti olarak
bulunmuslardir. EP3; K; degerleri her ikisi i¢cin de 12 nM, EP3; antagonist
ICso deg@erleri ise sirasiyla 73 ve 22 nM olarak bulunmustur. Ayrica yapilan
calismalarda 5 numarali bilesigin daha iyi farmakokinetik &zellikler

gosterdigi belirlenmistir'®.

X COOH COOH
N. N,

4 5

Ayni  firmanin  devam eden arastirmalarinda onceki
calismalarindan’® elde edilen 5 numarali éncii bilesikten hareketle
hazirlanan karboksamit analoglari 2 ve 3 numaral bilesiklerin sigir serum
albiimininden daha az etkilendikleri bulunmustur. ileri optimizasyon
calismalari sonucunda EP3; K; degeri 0.068 nM ve EP3; antagonist ICs

degeri 1.6 nM olan 9 numarali bilesik elde edilmistir*®®*.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Kimyasal Caligmalar

3.1.1. Geregler

Calismada kullanilan ¢ézuculer analitik niteliktedir. Bilegiklerin sentezinde
kullanilan 1-(4-florofenil)piperazin, p-anisidin, 1-(4-metilfenil)piperazin, 1-
(2-pirimidinil)piperazin,  4-propoksifenol, 2-naftol, 4-metilfenol, 3-
izopropilfenol, 2-kloro-3-piridinol, 4-(1-imidazolil)fenol, 4-metoksifenol, 4-
siklopentilfenol, izoamilalkol, 4-kloroanilin, piperidin, morfolin, 1-(5-
triflorometilpiridin-2-il)piperazin, piridin-4-amin, 4-kloroasetofenon,
dimetilokzalat, etil kloroformat Sigma-Aldrich, metalik sodyum Fluka,
trietlamin ~ (TEA), sodyum  bikarbonat, @ sodyum  sllfat, 4-
(dimetilamino)piridin (DMAP), N,N’-disiklohekzilkarbodiimid (DCC), N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidroklorir (EDC), hidroklorik asit

Merck firmasindan temin edildi.

3.1.2. Genel Sentez Yontemleri

3.1.2.1. Metil 4-(4-klorofenil)-2,4-dioksobiitanoat (Bilesik A)

4-Kloroasetofenon (50 mmol) ile dimetilokzalat (50 mmol) 30
mL eter iginde c¢o6zuldi. Sodyum (60 mmol) ve susuz metanol ile
hazirlanan sodyum metoksit ¢ozeltisi eter ¢ozeltisine yavas yavas eklendi.
Beyaz renkte ¢Okelek olustu. Gece boyunca karistirildi. Cokelek stzuldi
ve metanol ile yikandi. Elde edilen sodyum tuzu kiguk pargalar haline

getirilerek suda ¢o6zildu. Sulu ¢ozelti asetik asitle asitlendirildi (pH=3-4).
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Olusan beyaz c¢Okelek suzuldu. Kuruduktan sonra tartildi. Verim: % 54.
Erime derecesi 103-104 °C (Lit: 106 °C)**2

3.1.2.2. 3-Kloro-6-hidrazinopiridazin (Bilesik B)

3,6-Dikloropiridazin (40 g, 0.27 mol) Gzerine hidrazin hidrat
(30 ml, 0.6 mol) 0°C’de azot atmosferi altinda eklenerek karistirilir. Balon
icerigi bir gece bekletilerek olusan beyaz ¢okelek sudan kristallendirilir,

stzUlur, kurutulur Erime derecesi 137°C.1%

3.1.2.3. Amit Turevlerinin Sentezi

5-(4-Klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-pirazol-3-
karboksilik asit (1 mmol) ve TEA’nin (2.2 mmol) buz banyosunda
sogutulan 10 mL CH.CI; icindeki ¢ozeltisine, etil kloroformat (1.1 mmol)
eklendi ve 0 °C’de argon atmosferi altinda 30 dakika karigtirildi. Reaksiyon
ortamina tercih edilen amin turevinin (1.1 mmol) 5 mL CHCI; igindeki
cOzeltisi eklendi. Reaksiyon oda Isisinda gece boyunca karistirildi.
Reaksiyon ortamina 15 mL CH,Cl, eklendi ve 1N HCI (3 x 30 mL), % 5
NaHCO3 (3 x 30 mL) ve su (2 x 30 mL) ile ekstre edildi. Organik faz susuz
sodyum sdulfat ile kurutuldu, suzildi ve algak basing altinda kuruluga
kadar uguruldu. Elde edilen kati uygun ¢ozutcuden kristallendirildi veya

flash kromatografi islemi ile saflastiridi.

3.1.2.4. Ester Tirevlerin Sentezi

5-(4-Klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-pirazol-3-
karboksilik asit (1 mmol), DCC (1.1 mmol) veya EDC (1.1 mmol) ve tercih

edilen alkol veya fenol tarevi (1.1 mmol) 30 mL CH,CI; iginde ¢dzuldu.
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Oda 1sisinda 10 dakika karigtirilan reaksiyon ortamina DMAP (0.2 mmol)
eklendi ve oda isisinda gece boyunca karistirildi. Reaksiyon ortami 0.5 N
HCI (2 x 30 mL), % 1 NaOH (2 x 30 mL) ve su (2 x 30 mL) ile ekstre edildi
(DCC  kullanilan  reaksiyonlarda  reaksiyon ortaminda olusan
disiklohekzilire ¢Okelegi suzuldukten sonra ekstraksiyon islemine devam
edildi). Organik faz susuz sodyum sulfat ile kurutuldu, stzildi ve algak
basing altinda kuruluga kadar uguruldu. Elde edilen kati uygun ¢ozucuden

kristallendirildi veya flash kromatografi iglemi ile saflastirildi.

3.2. Analitik Calismalar

3.2.1. Erime Derecesi Tayini

Bilesiklerin erime dereceleri, Electrothermal 9300 erime

derecesi cihazi ile tayin edildi ve degerler duzeltimeden verildi.

3.2.2. ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

Kimyasal sentez c¢alismalarinda ve bilesiklerin saflik
kontrollerinde Silikajel 60 Fzs4 (Merck) hazir aluminyum plaklar kullanildi.
Cozlucu sitemi olarak diklorometan:metanol (90:10), hekzan:etil asetat
(50:50) kullanildi. Lekelerin belirlenmesinde UV isigidan (254 ve 366 nm)
ve demir (lll) klorGr, Dragendorf ve brom krezol belirteclerinden

yararlanildi.

3.2.3. Flash Kromatografi

Sentezlenen bilegiklerin organik saflastirma iglemleri UV
dedektorli Teledyne ISCO Combiflash® Rf Otomatik Flash Kromatografi
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Sistemi ile yapildi. Sabit faz olarak hazir RediSep Silika kolonlari (129 -
249), hareketli faz olarak diklorometan:metanol veya hekzan:etil asetat
gradient sistemi kullanildi. Bilesiklerin safliklari ITK ve UPLC/MS-TOF
analizleri ile kontrol edildi.

3.2.4. Elementel Analizler

Sentezlenen bilesiklerin elementel analizleri (C, H, N, S)
Ankara Universitesi Eczacilik Fakdltesi Merkez Laboratuvar’'nda CHNS-
932 (LECO) Elementel Analiz Cihazi kullanilarak yapildi.

3.2.5. IR Spektrumlari

Sentezlenen Dbilesiklerin IR spektrumlari  Hacettepe
Universitesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali Laboratuvar’'nda Perkin
Elmer FT-IR System, Spectrum BX Spektrometresi’nde “Azaltilmis Toplam
Yansima (Attenuated Total Reflectance — ATR)” aparati kullanilarak alindi

ve dalga sayisi (cm™) cinsinden degerlendirildi.

3.2.6. NMR Spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin 'H, '*C, NMR, HMBC, HSQC
spektrumlari, DMSO-ds veya CDCl; icindeki c¢ozeltileri ile Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvar’'nda Varian Mercury
400, 400 MHz High Performance Digital FT-NMR Spektrometresi’nde
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alinip kayma degerleri & (ppm) skalasinda degerlendirildi. Eglesme

sabitleri Hz (Hertz) olarak verildi.

3.2.7. HRMS Spektrumliari

Sentezlenen Dbilegiklerin HRMS spektrumlari  metanol
icerisindeki ¢ozeltilerinden pozitif iyon (ESI+) ve negatif iyon (ESI-)
elektrosprey iyonizasyon teknikleri ile, Waters LCT Premier XE UPLC/MS-

TOF sistemi ile MassLynx 4.1 yazilimi kullanilarak alindi.

3.2.8. X-lgint Kirinimi Analizleri

Bilesik 2 (C15H11CIN4O3) molekilindn kristalografik verileri,
STOE IPDS Il tek kristal difraktometresinde MoKa ()\=0,71073A) X-1sinlari
kullanilarak elde edilmigtir. Siddet verileri dlgulen kristalin triklinik P-1 uzay
grubunda oldugu saptanmigtir. Toplam 20090 yansima gdézlenmis ve
bunlarin 5832 tanesinin bagimsiz yansima oldugu gorulmustar. 1>2o0(l)
kosulunu saglayan 2850 yansima goOzlenen yansima olarak alinip,
SHELXS-90 ve SHELXL-97 vyapi ¢6zumleme programi ile direkt
yontemler kullanilarak yapi ¢ézumlenmis ve aritilma yapilarak atomlara ait
koordinatlar bulunmustur*****°. Bilesik 2 molekiilii ile ilgili, kristalografik
bilgiler Tablo 1 de verilmigtir. Bilesik 2 kristalinin atom numaralarini da

gosteren molekiiler yapisi Sekil 10°da verilmistir'*®.

Tablo 1. Bilesik 2'nin X-1gin1 kirinim verileri

Kapall Formiili C15 H11 Cl N4 03

Mol. agirig (g.mol™) 330.73
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Uzay grubu Triklinik P-1

a(A), o 9.6122(6), 90.213(5)
b(A), B (°) 9.8941(7), 104.987(5)
c(A), v 17.3798(11), 111.072(5)
Hacim(A®) 13 1481.30(17)

Z 4
Yogunluknes.(g.cm™) 1.483

u[mm™] 0.279

F(000) 680

h -11<h <11

k -12< k <12

| -21<1<21

R[I>25 (1)] 0.048

WR[I>25 (1] 0.099

(AP)max 0.269 e. A

(AP)min 0.295 e. A

3.3. Biyolojik Caligmalar

3.3.1. Geregler

Platelet izolasyonu icin insan kani sitrath Vacutainer™ tiipler
icine toplandi ve 3 saat icinde kullanildi. Platelet agregasyonu Gazi
Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji Anabilim Dalinda bulunan

agregometre cihazinda (Whole Blood Optical/Lumi Aggregometer Model
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700-2 Chrono-Log Corporation, PA, USA) turbidimetrik ydonteme gore tayin
edildi.

Batin bilesikler 100 yM final konsantrasyonda test edildi.
Tasltyici olarak %1’lik DMSO kullanildi. Referans bilesik olarak aspirin 100

MM konsantrasyonda kullanildi.

3.3.2. YOontem

Sentezlenen Dbilesiklerin platelet agregasyonu Uzerinde
inhibitor etkileri Born ve arkadaslari tarafindan tanimlanan tirbidimetrik

metoda gére yapildi**’

. Son 10 gunde antiplatelet aktivitesi olan ilag
almamig saglikli gonalliden taze olarak sitrath tipe (sodyum sitrat 3.8%,
1.9 h/h) alinan vendz kan 800 x g de 10 dak. santrifuj edilerek plateletce
zengin plazma (PRP) ayrildiktan sonra plateletge fakir plazma (PPP) icin
1500 x g de 10 dak. santrifij edildi. Platelet sayisi PRP’nin PPP ile dilie

edilmesi sonucu 3.0 x 10°/ L olarak standardize edildi.

Test bilesigi (veya referans asetil salisilik asit) DMSO’da
¢o6zuldu. DMSO’nun test kuvetindeki final konsantrasyonu %1’'e sabitlendi.
Silikonize kuvetlere alinan 392 uyl PRP 06rnegi lUzerine 100 uM final
konsantrasyonda 4 ul test bilesigi ilave edilerek agregometre oOlgim
haznesine yerlestirilip klvetlere konulan teflon kapli karistiricilar ile 1100
rom hizda karistirilarak 5 dak. 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda 0Ornek tzerine 500 uM final konsantrasyonda olacak sekilde 4 pl
AA ilave edilerek platelet induksiyonu basglatildi. Platelet agregasyonuna
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bagli olarak transmisyondaki degisiklik 5 dakika boyunca kaydedildi ve %

agregasyon degerleri cihazin yazilimi kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular

4.1.1. Metil 5-(4-klorofenil)-1-(6-kloropiridazin-3-il)-1H-pirazol-3-
karboksilat (Bilesik 1)
Cl

Metil  4-(4-klorofenil)-2,4-dioksobitanoat (4.8 mmol) ve 6-kloro-3-
hidrazinopiridazin (5.04 mmol) 25 mL metanol i¢cinde ¢ozuldi. Hidroklorik
asit (2.4 mmol) eklendikten sonra 5 saat oda isisinda karistirildi. Olusan
¢cOkelek suzuldl, metanol ile yikandi ve kurutulup tartildi. Verim: %75.
Erime derecesi: 162-163 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3129 ve 3084 (Aromatik =C-H gerilim), 2977
(Alifatik C-H gerilim), 1726 (C=0 gerilim), 1094 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 3.87 (3H, s, OCHs), 7.25 (1H, s,
pirazol H-4), 7.37 (2H, d, J=8.4 Hz, fenil H-2, 6), 7.43 (2H, d, J=8.4, fenil
H-3, 5), 8.18 (1H, d, J=8.8 Hz, piridazin H-5), 8.23 (1H, d, J=9.6 Hz,
piridazin H-4).

13C-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 52.86, 112.11, 127.68, 128.67,
129.22, 131.19, 132.58, 134.50, 145.21, 145.88, 155.72, 156.56, 162.12

C]_5H100|2N402 |g|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 349.0259; Bulunan: 349.0257
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4.1.2. 5-(4-Klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1-H-pirazol-3-
karboksilik asit (Bilesik 2)
H3CO
N/ )

N=
N—N
\

- o
NN

Bilesik 1 (15.1 mmol) ve sodyum metoksit (45.3 mmol) geri c¢eviren
sogutucu altinda 2.5 saat karistirildi. Reaksiyon ortamina 40 mL su
eklendi ve geri ceviren sogutucu altinda 1 saat daha karistirildiktan sonra
suya bosaltildi. Karisim asitlendirildi. Coken madde suyla yikandi, etanol-
su karisimindan kristallendirildi ve kurutuldu. Verim: % 82. Erime derecesi:
225-226 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3381-2600 (O-H gerilim), 2976 (Alifatik C-H
gerilim),1694 (C=0 gerilim), 1089 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 4.04 (3H, s, OCHs), 7.16 (1H, s,
pirazol H-4), 7.34 (2H, d, J=8.8 Hz, fenil H-2, 6), 7.45 (2H, d, J=8.8, fenil
H-3, 5), 7.52 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5), 8.35 (1H, d, J=9.6 Hz,
piridazin H-4), 13.23 (1H, s, yayvan, COOH).

13C-NMR Spektrumu (DMSO-ds) & ppm: 55.74, 111.31, 120.92, 128.44,
128.94, 129.25, 131.03, 134.19, 144.65, 146.30, 152.79, 163.33, 165.36

C;|_5H110|N403 |g|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 331.0598; Bulunan: 331.0602

Elementel analiz Hesaplanan % C: 54.47 H: 3.35 N: 16.94
Bulunan % C:54.04 H: 3.31 N: 16.85
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4.1.3. 1-{[1-(6-Metoksipiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-
illkarbonil}-4-(4-florofenil)piperazin (Bilesik 3)

Cl

Bilesik 2 ve 1-(4-florofenil)piperazinden hareketle genel sentez yéntemine
gore elde edildi. Hekzan:etil asetat (40:60) solvan sistemi kullanilarak flash

kromatografi ile saflastirildi. Verim: % 47. Erime derecesi: 193-194 °C.
IR Spektrumu (ATR) cm™: 2977 (Alifatik C-H gerilim), 1618 (C=0 gerilim),

1090 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCls) & ppm: 3.15 (2H, t, piperazin), 3.20 (2H, t,
piperazin), 3.99 (2H, t, piperazin), 4.13 (3H, s, OCHg), 4.22 (2H, t,
piperazin), 6.89-7.01 (5H, m, pirazol H-4, florofenil), 7.12 (1H, d, J=9.6 Hz
piridazin H-5), 7.25-7.27 (2H, m, klorofenil H-2, 6), 7.32-7.34 (2H, m,
klorofenil H-3, 5) 7.70 (1H, d, J=9.6 Hz, piridazin H-4).

C25H22C|FN602 |(;.|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 493.1555; Bulunan: 493.1560

Elementel analiz Hesaplanan % C: 60.91 H: 4.50 N: 17.05
Bulunan % C: 60.63 H: 4.62 N: 16.65
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4.1.4. 5-(4-Klorofenil)-N-(4-metoksifenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-
pirazol-3-karboksamit (Bilesik 4)

o)
o<y M
3 \ /
N-N =
OCH,
Cl

Bilesik 2 ve p-anisidinden hareketle genel sentez yontemine gore elde
edildi. Metanolden kristallendirilerek saflastirildi. Verim: % 42. Erime
derecesi: 209-210 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3360 (N-H gerilim), 3136 ve 3061 (Aromatik
=C-H gerilim), 2975 (Alifatik C-H gerilim), 1675 (C=0O gerilim), 1091 (C-O
gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCls) & ppm: 3.82 (3H, s, OCH3), 4.16 (3H, s,
OCHy), 6.91 (2H, d, J=9.2 Hz, metoksifenil H-3, 5), 7.13 (1H, s, pirazol H-
4), 7.14 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5), 7.25 (2H, d, J=8.8 Hz, klorofenil
H-2, 6), 7.34 (2H, d, J=8.8 Hz, klorofenil H-3, 5), 7.61 (2H, d, J=8.8 Hz,
metoksifenil H-2, 6), 7.68 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4), 8.65 (1H, s,
NH).

022H180|N503 |g|n,

HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 436.1176; Bulunan: 436.1183

Elementel analiz Hesaplanan % C: 60.62 H: 4.16 N: 16.07
Bulunan % C: 60.36 H: 4.17 N: 15.99
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4.1.5. 1-{[1-(6-Metoksipiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-
illkarbonil}-4-(4-metilfenil)piperazin (Bilesik 5)

Cl

Bilesik 2 ve 1-(4-metilfenil)piperazinden hareketle genel sentez yontemine
gore elde edildi. Hekzan:etil asetat (40:60) solvan sistemi kullanilarak flash
kromatografi ile saflastirildi. Etil asetat ve petrol eteri karisimindan
kristallendirildi. Verim: % 59. Erime derecesi: 193-194 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3069 (Aromatik =C-H gerilim), 2977 (Alifatik C-
H gerilim), 1639 (C=0 gerilim), 1090 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCl;) & ppm: 2.28 (3H, s, CH3), 3.17 (2H, t,
piperazin), 3.23 (2H, t, piperazin), 3.98 (2H, t, piperazin), 4.13 (3H, s,
OCHy), 4.21 (2H, t, piperazin), 6.87 (2H, d, J=8.0 Hz, 4-metilfenil H-3, 5),
6.92 (1H, s, pirazol H-4), 7.09-7.13 (3H, m, piridazin H-5, 4-metilfenil H-2,
6), 7.27 (2H, d, J=8.8 Hz, 4-klorofenil H-2, 6), 7.33 (2H, d, J=8.8 Hz, 4-
klorofenil H-3, 5), 7.72 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4).

CZGH25C|NGOZ |g|n,

HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 489.1806; Bulunan: 489.1788

Elementel analiz Hesaplanan % C: 63.86 H: 5.15 N: 17.19
Bulunan % C: 63.61 H: 5.17 N: 17.02
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4.1.6. 1-{[1-(6-Metoksipiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-
illkarbonil}-4-(pirimidin-2-il)piperazin (Bilesik 6)

o)
= Ns N
HsCO‘O‘N NN
VIV \_ Ns
N~
cl

Bilesik 2 ve 1-(2-pirimidinil)piperazinden hareketle genel sentez yontemine
gbre elde edildi. Diklorometan:metanol (95:5) kullanilarak flash
kromatografi ile saflastirildi. Metanolden kristallendirildi. Verim: % 63.
Erime derecesi: 241-242 °C

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3056 (Aromatik =C-H gerilim), 2976 (Alifatik C-
H gerilim), 1628 (C=0 gerilim), 1092 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCl;) & ppm: 3.91-3.97 (8H, m, piperazin), 4.14
(3H, s, OCHzg), 6.55 (1H, t, J=4.8 Hz, pirimidin H-5), 6.94 (1H, s, pirazol H-
4), 7.13 (1H, d, J=9.6 Hz, piridazin H-5), 7.26-7.28 (2H, m, klorofenil H-2,
6), 7.32.7.35 (2H, m, klorofenil H-3, 5), 7.75 (1H, d, J=9.6 Hz, piridazin H-
4), 8.34 (2H, d, J=4.8 Hz, pirimidin H-4, 6).

Cz3H21C|N802 |g|n,

HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 477.1554; Bulunan: 477.1534
Elementel analiz Hesaplanan % C: 57.92 H: 4.44 N: 23.50

Bulunan 0 C: 58.16 H: 4.57 N: 22.96
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4.1.7. N,5-bis(4-Klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-pirazol-3-
karboksamit (Bilegik 7)

Cl
Bilesik 2 ve p-kloroanilinden hareketle genel sentez yontemine gére elde
edildi. Eter ve petrol eteri karisimindan kristallendirildi Verim: % 61. Erime
derecesi: 254-255 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3258 (N-H gerilim), 3120 ve 3070 (Aromatik
=C-H gerilim), 2977 (Alifatik C-H gerilim), 1671 (C=0O gerilim), 1090 (C-O

gerilim).

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 4.02 (3H, s, OCHs), 7.23 (1H, s,
pirazol H-4), 7.35 (2H, d, J=8.8 Hz, p-klorofenil H-2, 6), 7.39 (2H, d, J=8.8
Hz, N-klorofenil H-2, 6), 7.44 (2H, d, J=8.8 Hz, klorofenil H-3, 5), 7.54 (1H,
d, J=9.6 Hz, piridazin H-5), 7.85 (2H, d, J=8.8 Hz, N-klorofenil H-3, 5),
8.12 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4), 10.45 (1H, s, NH).

13C-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 55.77, 109.94, 120.84, 122.65,
128.16, 128.66, 128.92, 129.25, 129.28, 131.08, 134.29, 138.19, 144.99,
148.66, 152.77, 160.14, 165.39.

C21H15C|2N502 Ian,

HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 440.0681; Bulunan: 440.0663

Elementel analiz Hesaplanan % C: 57.29 H: 3.43 N: 15.91
Bulunan % C:56.77 H: 3.48 N: 15.78
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4.1.8. 1-{[1-(6-Metoksipiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-
illkarbonil}piperidin (Bilesik 8)

Cl
Bilesik 2 ve piperidinden hareketle genel sentez yontemine goére elde
edildi. Hekzan:etil asetat (40:60) solvan sistemi kullanilarak flash

kromatografi ile saflastirildi. Verim: % 77. Erime derecesi: 154-155 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 2976 (Alifatik C-H gerilim), 1614 (C=0 gerilim),
1092 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 1.51-1.61 (6H, m, piperidin), 3.59
(2H, s, piperidin), 3.75 (2H, s, piperidin), 3.99 (3H, s, OCH3), 6.95 (1H, s,
pirazol H-4), 7.30-7.32 (2H, m, klorofenil H-2, 6), 7.41-7.43 (2H, m,
klorofenil H-3, 5), 7.47 (1H, d, J=8.8 Hz, piridazin H-5), 7.98 (1H, d, J=9.6
Hz, piridazin H-4).

13C-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 24.75, 26.09, 27.05, 43.37, 48.17,
55.69, 110.80, 120.91, 128.27, 129.12, 129.21, 131.00, 134.08, 143.76,
149.21, 152.77, 161.87, 165.19.

C20H20C|N502 |(;|n,

HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 398.1384; Bulunan: 398.1371

Elementel analiz Hesaplanan % C: 60.38 H: 5.07 N: 17.60
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Bulunan 0% C: 5951 H:4.86 N: 17.11

4.1.9. 4-{[1-(6-Metoksipiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-
illkarbonil}morfolin (Bilesik 9)

Cl

Bilesik 2 ve morfolinden hareketle genel sentez yontemine goére elde
edildi. Hekzan:etil asetat (40:60) solvan sistemi kullanilarak flash

kromatografi ile saflastirildi. Verim: % 67. Erime derecesi: 208-209 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 2976 (Alifatik C-H gerilim), 1622 (C=0 gerilim),
1088 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 3.60-3.64 (6H, m, morfolin), 3.90-
3.93 (2H, m, morfolin), 3.99 (3H, s, OCH3), 7.01 (1H, s, pirazol H-4), 7.31
(2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-2, 6), 7.42 (2H, d, J=8.4, klorofenil H-3, 5),
7.48 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5), 8.00 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4).

13C-NMR Spektrumu (DMSO-dg) d ppm: 43.01, 47.86, 55.71, 66.80, 67.16,
111.30, 120.93, 128.36, 129.01, 129.25, 131.01, 134.14, 143.88, 148.62,
152.72, 161.86, 165.25.

C]_gH]_gC|N503 |g|n,

HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 400.1176; Bulunan: 400.1129

Elementel analiz Hesaplanan % C: 57.07 H: 4.54 N: 17.52
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Bulunan 0% C: 56.67 H: 4.37 N: 17.33

4.1.10. 1-{[1-(6-Metoksipiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-
illkarbonil} 4-(5-triflorometilpiridin-2-il)piperazin (Bilesik 10)

Cl
Bilesik 2 ve 1-(5-triflorometilpiridin-2-il)piperazinden hareketle genel
sentez yontemine gore elde edildi. Hekzan:etil asetat (40:60) solvan
sistemi kullanilarak flash kromatografi ile saflagtinildi. Verim: % 71. Erime
derecesi: 198-199 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3129 (Aromatik =C-H gerilim), 2978 (Alifatik C-
H gerilim), 1612 (C=0 gerilim), 1079 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 3.71-3.76 (6H, m, piperazin), 4.00
(3H, s, OCHg), 4.05 (2H, m, piperazin), 6.95 (1H, d, J=8.8 Hz, piridin H-3),
7.04 (1H, s, pirazol H-4), 7.33 (2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-2, 6), 7.44
(2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-3, 5), 7.49 (1H, d, J=9.6 Hz, piridazin H-5),
7.82 (1H, dd, J,=8.8 Hz, J,=2.4 Hz, piridin H-4), 8.04 (1H, d, J=8.8 Hz,
piridazin H-4), 8.42 (1H, s, piridin H-6).

3C-NMR Spektrumu (DMSO-ds) & ppm: 42.33, 44.45, 45.31, 46.64, 55.73,
107.09, 111.38, 120.95, 128.34, 129.02, 129.25, 131.03, 134.16, 135.33,
143.91, 145.91, 148.74, 152.75, 160.68, 161.97, 165.27.

C25H21C|F3N702 |(;|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 544.1476; Bulunan: 544.1464
Elementel analiz Hesaplanan % C: 55.20 H: 3.89 N: 18.03
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Bulunan 0% C: 55.04 H: 3.97 N: 17.76

4.1.11. 5-(4-Klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-N-piridin-4-il-1H-
pirazol-3-karboksamit (Bilesik 11)

Cl
Bilesik 2 ve piridin-4-aminden hareketle genel sentez yontemine goére elde
edildi. Diklorometan:metanol (95:5) kullanilarak flash kromatografi ile
saflastirildi. Verim: % 37. Erime derecesi: 247-248 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3382 (N-H gerilim), 3130 (Aromatik =C-H
gerilim), 2976 (Alifatk C-H gerilim), 1694 (C=0O gerilim), 1091 (C-O

gerilim).

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 4.02 (3H, s, OCHs), 7.27 (1H, s,
pirazol H-4), 7.35 (2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-2, 6), 7.45 (2H, d, J=8.8
Hz, klorofenil H-3, 5), 7.55 ( 1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5), 7.84 (2H, d,
J=6.4 Hz, piridin H-3, 5), 8.12 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4), 8.46 (2H, d,
piridin H-2, 6), 10.68 (1H, s, NH).

BC-NMR Spektrumu (DMSO-dg) 8 ppm: 55.79, 110.08, 114.83, 120.85,
128.75, 129.31, 131.10, 134.37, 145.18, 146.04, 148.23, 151.01, 152.72,
160.91, 165.45.

C20H15C|N602 |(;|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan:407.1023; Bulunan: 407.1035
Elementel analiz Hesaplanan % C: 59.05 H: 3.72 N: 20.66
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Bulunan 0 C: 58.89 H: 3.66 N: 20.57

4.1.12. 4-Propoksifenil 5-(4-klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-
pirazol-3-karboksilat (Bilegik 12)

OCH,CH,CHs
cl

Bilesik 2 ve 4-propoksifenolden hareketle genel sentez yontemine gore
elde edildi. Diklorometan:metanol (95:5) kullanilarak flash kromatografi ile
saflastirildi. Metanolden kristallendirildi. Verim: % 26. Erime derecesi: 197-
198 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3133 ve 3072 (Aromatik =C-H gerilim), 2974
(Alifatik C-H gerilim), 1727 (C=0 gerilim), 1091 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCls) & ppm: 1.04 (3H, t, J=7.4 Hz, OCH,CH,CHs),
1.79-1.84 (2H, m, OCH,CH,CHg3), 3.93 (2H, t, J=6.6 Hz, OCH,CH,CHj3),
4.13 (3H, s, OCH3), 6.93 (2H, d, propoksifenil H-3, 5), 7.14-7.16 (4H, m,
pirazol H-4, propoksifenil H-2, 6, piridazin H-5), 7.28 (2H, d, J=8.4 Hz,
klorofenil H-2, 6), 7.35 (2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-3, 5), 7.93 (1H, d,
J=9.2 Hz, piridazin H-4).

Cz4H21C|N4O4 |g|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 465.1330; Bulunan: 465.1318

Elementel analiz Hesaplanan % C: 62.00 H: 4.55 N: 12.05
Bulunan % C: 61.58 H: 4.58 N: 11.99
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4.1.13. 2-Naftil 5-(4-klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-pirazol-3-
karboksilat (Bilegik 13)

Cl

Bilesik 2 ve 2-naftolden hareketle genel sentez yontemine gore elde edildi.
Diklorometan:metanol (95:5) kullanilarak flash kromatografi ile saflastirildi.
Verim: % 44. Erime derecesi: 216-217 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3152 ve 3058 (Aromatik =C-H gerilim), 2977
(Alifatik C-H gerilim), 1729 (C=0 gerilim), 1091 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCls) & ppm: 4.14 (3H, s, OCHs), 7.17 (1H, d, J=9.6
Hz, piridazin H-5), 7.22 (1H, s, pirazol H-4), 7.34-7.36 (2H, m, klorofenil H-
2, 6), 7.37-7.39 (2H, m, klorofenil H-3, 5), 7.40 (1H, dd, J,=8.8 Hz, J,=2.4
Hz, naftil H-8), 7.47-7.54 (2H, m, naftil H-4, H-5), 7.74 (1H, d, J=2.4 Hz,
naftil H-1), 7.84-7.93 (3H, m, naftil H-3, H-6, H-7), 7.95 (1H, d, J=9.6 Hz,
piridazin H-4).

Cz5H17C|N403 |g|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 457.1067; Bulunan: 457.1060

Elementel analiz Hesaplanan % C: 65.72 H: 3.75 N: 12.26
Bulunan % C: 65.22 H: 3.73 N: 12.15
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4.1.14. 4-Metilfenil 5-(4-klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-
pirazol-3-karboksilat (Bilesik 14)

CHsy
Cl

Bilesik 2 ve 4-metilfenolden genel sentez yontemine gore elde edildi.
Diklorometan:metanol (97:3) kullanilarak flash kromatografi ile saflastirildi.

Etil asetattan kristallendirildi. Verim: % 38. Erime derecesi: 245-246 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3141 ve 3054 (Aromatik =C-H gerilim), 2977
(Alifatik C-H gerilim), 1731 (C=0 gerilim), 1091 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCls) & ppm: 2.37 (3H, s, CH3), 4.13 (3H, s, OCH3),
7.12-7.17 (4H, m, pirazol H-4, metilfenil H-3, 5, piridazin H-5), 7.23 (2H, d,
J=8.4 Hz, metilfenil H-2, 6), 7.28 (2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-2, 6), 7.35
(2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-3, 5), 7.93 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4).
C22H17C|N403 |g|n,

HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 421.1067; Bulunan: 421.1074

Elementel analiz Hesaplanan % C: 62.79 H: 4.07 N: 13.31
Bulunan % C: 62.65 H: 4.17 N: 13.26
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4.1.15. 3-izopropilfenil 5-(4-klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-
pirazol-3-karboksilat (Bilesik 15)

o)
HCO—{ ,)—N
N—N =
CH;
CH3
cl

Bilesik 2 ve 3-izopropilfenolden hareketle genel sentez yontemine goére
elde edildi. Diklorometan:metanol (97:3) kullanilarak flash kromatogratfi ile
saflagtirildi. Verim: % 24. Erime derecesi: 167-168 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3146 ve 3076 (Aromatik =C-H gerilim), 2974
(Alifatik C-H gerilim), 1732 (C=0 gerilim), 1092 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCls) & ppm: 1.27 (6H, d, J=6.4 Hz, CH(CHs), ),
2.95 (1H, m, CH(CHz3),), 4.13 (3H, s, OCH3), 7.07-7.37 (10H, m, pirazol H-
4, piridazin H-5, izopropilfenil, klorofenil), 7.94 (1H, d, J=8.8 Hz. piridazin
H-4).

C24H21C|N403 |g|n,

HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 449.1380; Bulunan: 449.1384

Elementel analiz Hesaplanan % C: 64.21 H: 4.72 N: 12.48
Bulunan % C:63.94 H: 4.78 N: 12.38

61



4.1.16. 2-Kloropiridin-3-il 5-(4-klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-
1H-pirazol-3-karboksilat (Bilesik 16)

Cl

Bilesik 2 ve 2-kloro-3-piridinolden hareketle genel sentez yontemine goére
elde edildi. Diklorometan:metanol (97:3) kullanilarak flash kromatogratfi ile
saflastirildi. Etanolden kristallendirildi. Verim: % 16. Erime derecesi: 187-
188 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 1746 (C=0 gerilim), 1091 (C-O gerilim).
'H-NMR Spektrumu (CDCl5) & ppm: 4.14 (3H, s, OCHs), 7.17, (1H, d,
J=9.6 Hz, piridazin H-5), 7.22 (1H, s, pirazol H-4), 7.28 (2H, d, J=8.8 Hz,
klorofenil H-2, 6), 7.35-7.38 (3H, m, piridin H-4, klorofenil H-3, 5), 7.70
(1H, m, piridin H-5), 7.93 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4), 8.35-8.37 (1H,
m, piridin H-6).

Con13C|2N503 |g|n,

HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 442.0474; Bulunan: 442.0463

Elementel analiz Hesaplanan % C: 54.32 H: 2.96 N: 15.84
Bulunan % C: 54.07 H: 2.92 N: 15.67
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4.1.17. 4-(1H-Iimidazol-1-il)fenil 5-(4-klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-
3-il)-1H-pirazol-3-karboksilat (Bilesik 17)

Cl

Bilesik 2 ve 4-(1-imidazolil)fenolden (1.3 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore elde edildi. Diklorometan:metanol (97:3) kullanilarak flash
kromatografi ile saflastirildi. Etanolden kristallendirildi. Verim: % 31. Erime
derecesi: 207-208 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 2976 (Alifatik C-H gerilim), 1728 (C=0 gerilim),
1093 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCls) & ppm: 4.15 (3H, s, OCHa), 7.17 (1H, s, J=9.6
Hz, piridazin H-5), 7.20 (1H, s, pirazol H-4), 7.23 (1H, m, imidazol H-4),
7.28-7.30 (klorofenil H-2, 6, imidazol H-5), 7.36 (2H, d, J=8.0 Hz, klorofenil
H-3, 5), 7.40 (2H, d, J=8.4 Hz, imidazolilfenil H-2, 6), 7.47 (2H, d, J=8.4
Hz, imidazolilfenil H-3, 5), 7.86 (1H, s, imidazol H-2), 7.91 (1H, d, J=9.2
Hz, piridazin H-4).

C24H17C|N603 |(;|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 473.1129; Bulunan: 473.1107

Elementel analiz Hesaplanan % C: 60.96 H: 3.62 N: 17.77
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Bulunan % C:60.42 H: 3.73 N: 17.50
4.1.18. 4-Metoksifenil 5-(4-klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-

pirazol-3-karboksilat (Bilesik 18)

OCH;

Cl

Bilesik 2 ve 4-metoksifenolden hareketle genel sentez ydntemine goére
elde edildi. Metanol ile kaynatildi, stzuldi ve kurutuldu. Verim: % 82.
Erime derecesi: 221-222 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 2976 (Alifatik C-H gerilim), 1730 (C=0 gerilim),
1092 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCl;) & ppm: 3.83 (3H, s, OCHs), 4.13 (3H, s,
OCHgy), 6.94 (2H, d, J=8.8 Hz, metoksifenil H-3, 5), 7.15-7.19 (4H, m,
pirazol H-4, metoksifenil H-2, 6, piridazin H-5), 7.28 (2H, d, J=8.4 Hz,
klorofenil H-2, 6), 7.35 (2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-3, 5), 7.93 (1H, d,
J=9.2 Hz, piridazin H-4).

C22H17CIN4O4igin;

HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 437.1017; Bulunan: 437.0997

Elementel analiz Hesaplanan % C: 60.49 H: 3.92 N: 12.83
Bulunan % C: 60.16 H: 4.03 N: 12.67
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4.1.19. 4-Siklopentilfenil 5-(4-klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-
pirazol-3-karboksilat (Bilesik 19)

Cl

Bilesik 2 ve 4-siklopentilfenolden hareketle genel sentez yontemine gore
elde edildi. Diklorometan:metanol (97:3) kullanilarak flash kromatografi ile
saflastirildi. Verim: % 81. Erime derecesi: 212-213 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3141 ve 3063 (Aromatik =C-H gerilim), 2974
(Alifatik C-H gerilim), 1733 (C=0 gerilim), 1090 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (CDCls) & ppm: 1.55-1.85 (6H, m, siklopentil), 2.09
(2H, m, siklopentil), 3.01 (1H, m, siklopentil), 4.13 (3H, s, OCH3), 7.15-7.19
(4H, m, pirazol H-4, piridazin H-5, siklopentilfenil H-2, 6), 7.26-7.30 (4H, m,
siklopentilfenil H-3, 5, klorofenil H-2, 6), 7.35 (2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-
3,5), 7.93 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4).

CZGH23C|N403 |g|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 475.1537; Bulunan: 475.1520

Elementel analiz Hesaplanan % C: 65.75 H: 4.88 N: 11.80
Bulunan % C: 65.60 H: 4.84 N: 11.64
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4.1.20. 3-Metilbditil 5-(4-klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-
pirazol-3-karboksilat (Bilesik 20)

oyl T
H;CO—\ ,—N
N—N =

Cl

Bilesik 2 ve izoamilalkolden hareketle genel sentez yontemine goére elde
edildi. Diklorometan:metanol (97:3) kullanilarak flash kromatografi ile
saflagtirildi. Verim: % 79. Erime derecesi: 149-150 °C.

IR Spektrumu (ATR) cm™: 3131 ve 3072 (Aromatik =C-H gerilim), 2971
(Alifatik C-H gerilim), 1706 (C=0 gerilim), 1090 (C-O gerilim).

'H-NMR Spektrumu (DMSO-dg) & ppm: 0.97 (6H, d, J=6.4 Hz,
OCH,CH,CH(CH?3)), 1.51-1.91 (3H, m, OCH,CH,CH(CHs3),), 4.12 (3H, s,
OCH3), 4.43 (2H, t, J=6.8 Hz, OCH,CH,CH(CH3),), 7.01 (1H, s, pirazol H-
4), 7.14 (1H, d, J=9.6 Hz, piridazin H-5), 7.25 (2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil
H-2, 6), 7.33 (2H, d, J=8.4 Hz, klorofenil H-3, 5), 7.91 (1H, d, J=9.2 Hz,
piridazin H-4).

Con21C|N403 |g|n,
HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 401.1380; Bulunan: 401.1380

Elementel analiz Hesaplanan % C: 59.92 H: 5.28 N: 13.98
Bulunan % C: 59.25 H: 5.46 N: 13.70
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4.2. Biyolojik Bulgular

Bilesiklerin antiplatelet etkileri 100 yM final konsantrasyonda
test edildi (Bilesik 14 ¢o6zunurlik problemi nedeniyle 50 pM final
konsantrasyonda test edilmistir). Referans olarak asetil salisilik asit yine
100 pM final konsantrasyonda kullaniimistir. AA ile indlklenen platelet

agregasyonun % inhibisyon deg@erleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Sentezlenen bilesiklerin insan PRP preparasyonlarinda AA ile

induklenen platelet agregasyonunu inhibe edici etkileri

@]
pr— /N\ R
/O—O-N _
N-N
Cl
Bilesik No R % inhibisyon®
1 OCHz3 100
2 OH 0
3 —N N F 97
_/
H
4 S )oon 0
5 —N N CHgz 97
__/
I\ N=
—N N
6 —<\N } 100
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10

11

12

13

14°

15

16

17

18

19

20

ASA

100

97.7

98.5

99.2

97.7

98.5

100

97

97.8

98.5

97.7

97.8

99.2

98.5

®Bilesikler 100 uM konsantrasyonda test edilmistir. I[’Bilegik 9 ayrica kollajen ile

induklenen platelet agregasyonunu inhibe edici etkisi i¢in test edilmis ve % 67 oraninda

inhibe etmistir. “Bilesik 14, ¢dzinirlik problemi nedeniyle 50 uM konsantrasyonda test

edilmigtir.
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5. TARTISMA ve SONUG

Bu calismada 1,5-diarilpirazol-3-karboksilik asit genel
yapisina sahip bilesiklerin sentezi ve antiplatelet etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bilegiklerin genel sentez semasi Sekil 7 ve 8'de

gorulmektedir

©) O O

o o
/©)‘\CH3 = 1.NaOCH; /©)J\/U\WOCH3
+ —_ —_
ol HsC-O  O-CHg o o

/
N-N N-N
B
Ch
_ 0
CH5OH NN >N
A+ B 0-CHg
HCI
cl Bilesik 1
HaCO_
|
1. NaOCHs
Bilesik 1
2. H,0
3. H*

Bilesik 2

Sekil 7. Bilesik 2 igin genel sentez semasi
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H5CO

.
N N”\{
WCOOH
cl

Bilesik 2
1. Etil kloroformat, Et3N 1. EDC, DMAP
2. Amin tirevleri 2 .Fenol/Alkol tirevleri
H3CO H3;CO
- -
N. | N
N N-N N N"\{

w COR! ~/ ~COOR?
Cl Cl

Sekil 8. Amit ve ester turevlerinin genel sentez semasi

Bilesiklerin sentezinde basglangic maddesi olan metil 4-(4-
klorofenil)-2,4-dioksoblitanoat (A) literatirde kayith yonteme goére 4-
kloroasetofenon ve dimetiloksalatin sodyum metoksitli ortamda reaksiyonu

sonucu elde edilmistir*2.
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3-kloro-6-hidrazinopiridazin (Bilesik B) 3,6 dikloropiridazinden

hareketle metanol iginde hidrazin hidrat kullanilarak elde edilmistir'*e.

Pirazoller B-dikarbonil bilesikleri ile hidrazinin reaksiyonuyla
elde edilmektedir. Hidrazin turevinin substitient tasidigi durumlarda farkli
iki izomer olusumu s6z konusudur. Regioselektif 1,5-diarilpirazol
sentezinin ilk basamaginin 1-aril-1,3-diketon bilesiginin 3. konumdaki
karbonil grubu Uzerinden hidrazon olusumu oldugu literatirde kayithdir.
Singh ve ekibi tarafindan yapilan c¢alismada elektron c¢ekici gruplar
(R=CF3, piridin) iceren 1-aril-1,3-diketon bilesiklerinin asidik veya nétral
kosullarda ¢ogunlukla enolik form A seklinde bulundugu, elektron salici
gruplar (R=CHs, n-C3Hy) iceren bilesiklerde ise bu formun ancak nétral
veya bazik tepkime kosullarinda bulundugu ve bu kosullarda 1,5-

diarilpirazolleri olusturduklari bildirilmistir*°.

OH O MH
__. =
Ar)\/U\R Ar R
Enolik Form A Enolik Form B

Tez c¢alismasinda kullanilan 1,3-diketon bilesiginin 3.
konumunda ester grubu tasimasi nedeniyle halka kapama reaksiyonu
once noétral ortamda baglangic maddelerinin metanol icinde kaynatiimasi
ile denenmistir'®®. Bununla beraber, geri geviren sogutucu altinda 8 saat
kaynatma sonunda LC/MS ile takip edilen reaksiyonda beklenen urin
olustugu ancak oldukga fazla miktarda hidrazon ara Uranu kaldigi
belirlenmistir. Ara GrinUn Urine donuserek reaksiyonun sonlanmasinin ise

oldukga uzun surdugu belirlenmistir.
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Cl
NI Cl
N~ =

0 N,NH N N"\i 0O

|
cl © cl

Reaksiyonun asit katalizli kosullarda daha kolay yuriyecegi

dusundlerek 3-kloro-6-hidrazinopiridazin  hidroklortir tuzu kullanilarak
reaksiyon denenmigtir. Bu reaksiyon sartlarinda ise 8 saatlik isitma
sonucunda halka kapanmasinin gerceklestigi ancak kloropiridazin
halkasinin piradizinon tlirevine déonistigu tespit edilmistir. Kloropiridazinin
sulu asidik veya bazik ortamda piridazinon yapisina donustigu literatiirde
kayrthdirt?,

Ara urin basamaginda kalan reaksiyon ortamina 0.5
ekivalan derigik HCI ilavesi ve 30 dakika kaynatma sonunda reaksiyon
LC/MS ile takip edilmis ve reaksiyonun tamamlandigl ancak kloropiridazin
tirevi yaninda ¢ok az miktarda metoksipiridazin turevi olustugu

g6zlenmisgtir.
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Cl

cl
NS _ HoCO
N~ N, I U
der HCl N N-N N

O —
_NH \ * NN P
o N = OCH X
|_OCH, 3 OCH;
Cl cl
o . .
Cl Major trtin Mindr Griin

Sonu¢ olarak, halka kapama reaksiyonu i¢in metanol
icerisinde kaynatilan reaksiyon sartlarinda asit konsantrasyonuna bagl
olarak farkl trtnler elde edilmistir. Bu nedenle reaksiyon oda isisinda 0.5
ekivalan derigsik HCI varhidinda yapilmig, 5 saat sonunda yan drun
olusumu en aza indirilerek beklenen Urin olan metil 1-(6-kloropiridazin-3-
i)-5-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-karboksilat (Bilesik 1) elde edilmistir.

ikinci basamakta klor grubunun metoksi grubu ile niikleofilik
yer degistirme reaksiyonu planlanmistir. Bilesik 1'in metanol iginde
sodyum metoksitle reaksiyonu sirasinda yer degistirme reaksiyonu
yaninda, ester grubunun hidrolizinin de gergeklestigi saptanmistir. Bu
nedenle yer degistirme reaksiyonunun tamamlanmasindan sonra Urdn
izole edilmeden ortama su ilavesi ile hidroliz reaksiyonu da bu basamakta
tamamlanarak amit ve ester tlurevlerinin sentezi i¢in gerekli ara uUrun

Bilesik 2 elde edilmistir.
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cl H;CO

— —
N, N, |
N N"\{ N

NN O
NS =
OH

o)
OCH;
cl cl

Bilesik 1 Bilesik 2

Bilesiklerin 1,5-regioizomerik yapida olduklarinin tespiti icin
Bilesik 1'in HSQC ve HMBC spektrumlari alinmigtir. HSQC spektrumu ile
'H-13C tek bag etkilesimleri saptanmaktadir. Bdylece ilgili protonlarin bagli
olduklari karbonlar tespit edilmektedir. HMBC spektrumu ile ise uzun
mesafe *H-'*C etkilesimleri saptanmaktadir. 1,5-regioizomerik yapida fenil
H2 ve H6 protonlarinin pirazol C5 ile etkilesmesi beklenmektedir. Elde
edilen spektrum sonuglari incelendiginde fenil H2 ve H6 protonlarinin
pirazol C5 ile etkilesmesi gozlenmekle beraber C3 ve C5 piklerinin
birbirine ¢ok yakin ¢ikmasi nedeniyle bu protonlarin C5 ile

etkilesimlerinden kesin olarak emin olunamamistir (Sekil 9).

Sekil 9. Bilesik 1 igin HMBC etkilesimleri

Bu nedenle 1,5-regioizomerik yapi Bilesik 2’den elde edilen

kristaller ile X-1sin1 kirinimi yontemi kullanilarak kanitlanmigtir. Bilesigin
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kristal yapisindan halka kapanmasinin pirazol halkasinin N1 konumunda
metoksipiridazin ve C5 konumunda fenil grubu olacak sekilde kesin olarak
1,5-regioizomer yapida gergeklestigi gorulmustar. Bilesik 2 kristalinin atom
numaralarini da gosteren molekuler yapisi ise $Sekil 10A ve B'de
verilmigtir. Sekilde verildigi gibi, Bilesik 2 tek kristalde birbirine hidrojen
bagl iki farkli konformasyonda gézlenmistir (Sekil 10A). iki konformasyon
arasindaki tek o6nemli fark C5 konumundaki fenil halkasinin pirazol

halkasina gore konformasyonundaki farkhliktir.
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Sekil 10A-B. Bilesik 2’nin kristal konformasyonlari

Elde edilen 1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1H-
pirazol-3-karboksilik asitten (Bilegik 2) hareketle dokuz adet amit ve dokuz
adet ester turevi sentezlenmistir. Amit tdrevlerinin (Bilesik 3-11)
sentezinde birinci basamakta, karboksilik asit aktivatori olarak etil
kloroformat kullaniimis ve karisik anhidrit elde edilmistir. Bu bilesik izole
edilmeden reaksiyon ortamina amin tlrevinin eklenmesiyle amit
turevlerine gecilmistir. Ester turevlerinin (Bilesik 12-20) sentezinde
karboksilik asit aktivatori olarak DCC veya EDC kullaniimig ve uygun
fenol veya alkol tirevi ile reaksiyon sonucu hedeflenen ester tirevleri elde
edilmistir (Sekil 8). Bilesiklerin yapilari *H-NMR, IR, HRMS ve elementel

analiz sonuglariyla kanitlanmigtir.
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Literatur verileri degerlendirildiginde, COX-2 enzim inhibitoru
etkiden sorumlu metil sulfonil substitientini tasiyan bazi diarilpirazol tirevi
bilesiklerin (A) ayni zamanda kollajen ile induklenen platelet
agregasyonunu da inhibe ettikleri gorulmektedir. Bu bilesiklerin antiplatelet

etkileri COX-2 enzim inhibitdr etkileri kadar potent bulunmamistir’”’8.

F@
-N
N
S»—CN
=

Q
H3C_§

© A

IC50=5.3 uM Kaollajen
IC50=0.2 uM COX-2

Bununla beraber, diarilpirazol tarevleriyle yapilan ileri
calismalar sonucu COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe etmeden kollajen
ile indUklenen platelet agregasyonunu potent olarak inhibe eden yeni

tirevlere ulasiimistir’”®.

/"\l\>7lé_R < N ~
< N N
Hetero . S
WhE e By

B F
IC57=0.04 uM Kollajen IC50=0.09 uM Kaollajen
50 uM konsantrasyonda 50 uM konsantrasyonda
COX-1 ve COX-2 inhibisyonu  COX-1 ve COX-2 inhibisyonu
siraslyla 7.3 ve 3.4'tUr. g6stermemistir.

Bu calismalarda sentezlenen turevilerin genel vyapisi

incelendiginde (B), pirazol halkasinin visinal konumlarda heteroaril
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gruplar tasidigl ve Uguncu konumunda bazik merkez igeren karboksamit
yapisinda kuguk substituentler bulundugu gortulmektedir. Bu tez g¢alismasi
kapsaminda sentezlenen bilegikler de bu yaklagimla tasarlanmis ve
ucuncu konumda cgesitli ester turevleri kullaniimistir. Ayrica pirazolun C5-
heteroaril grubu 4-klorofenil ile degistiriimis ve N1-heteroaril grubu olarak
6-metoksipiridazin secilmigtir. Sentezlenen 20 adet bilesigin 100 uM
konsantrasyonda insan kanindan elde edilen PRP’de AA ile indiklenen
agregasyon uzerinde inhibe edici etkileri test edilmistir. Tablo 2'de
goruldugu uzere serbest karboksil grubu tagiyan Bilesik 2 hari¢ butin
ester ve amit tlrevleri platelet agregasyonunu % 96-100 oraninda inhibe
etmiglerdir. Bunun yaninda, Bilesik 9 ayni konsantrasyonda kollajen ile
indUklenen platelet agregasyonu icin test edilmis ve kollajen ile indiklenen

platelet agregasyonunu % 67 oraninda inhibe etmisgtir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasinda elde edilen aktivite
sonuglarina gore secilen genel yapinin antiplatelet etki profili igin uygun

oldugu gorulmektedir.

Bu tez calismasinda daha ileri c¢alismalarin temelini
olusturacak sonuglara ulasiimistir. Ozellikle bu bilesikler ile yapilacak
biyolojik deneylerde ICsy deg@erlerinin belirlenmesi ile kurulacak yapi-etki

iligkileri sonucunda daha ileri optimizasyon ¢alismalari planlanabilecektir.
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6. OZET

DIARILPIRAZOL TUREVI BILESIKLERIN SENTEZI VE ANTIPLATELET
ETKILERININ INCELENMESI UZERINDE CALISMALAR

Dunyadaki en yaygin Olum nedenlerinden biri koroner
arteriyel trombozun neden oldugu akut miyokardiyal enfarktlstar (MI).
Arteriyel trombozun olugsmasinda ise plateletler (trombositler) énemli rol
oynamaktadir. Plateletlerin endotel hasarini takiben adezyona ugrayip
asir aktivasyonlari sonucu agrege olmalari hasarli damarda pihti
olusumuna neden olarak vaskuler tikanikhga yol agmaktadir. Plateletlerin
Ozellikle koroner ve serebral arter tikanmalarda rol aldigi bilinmektedir. Bu
sebeple, platelet agregasyonunu engelleyen tedaviler aterotromboza bagli
gelisen akut koroner sendrom, MI ve felg vakalarinin 6nlenmesinde ve
tedavisinde ¢cok onemlidir. Klinikte guncel antiplatelet tedavide en yaygin
kullanilan ilaglar aspirin, ADP P2Y, reseptdr antagonisti tiyenopiridin
turevleri (6rn; klopidogrel), allbp3 integrin (GPIIb/llla) antagonistleri (6rn;

tirofiban) ve fosfodiesteraz inhibitorleri dipiridamol ve silostazoldur.

Antiplatelet etkili yeni molekul bulma c¢alismalarinda farkl
kimyasal yapida bircok bileside rastlanmaktadir. Bununla beraber bu
bilesiklerin yapisal Ozellikleri ile antiplatelet etkileri arasindaki iligkiyi
gOsteren yapi-aktivite galismasi sinirh sayidadir. Bu sebeple, gelistirilen
bilesiklerin  farmakoforik &zelliklerinin  belirlenmesi ve bu ¢alisma
sonugclarindan faydalanarak etkin inhibitorlerin tasarlanabilmesi icin 6nem
tasimaktadir. Bu amagla baglatigimiz tez c¢alismalarimizda 5-(4-
klorofenil)-1-(6-metoksipiridazin-3-il)-1H-pirazol-3-karboksilik asit (Bilesik
2) ana yapisindan hareketle bir seri ester ve amit tlrevi bilesik
sentezlenmistir. Bu bilesiklerin arasidonik asitle induklenen platelet

agregasyonu uUzerindeki inhibitor etkileri 100 uM tek dozda test edilmis ve
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agregasyonu %96-100 oraninda inhibe ettikleri bulunmustur. Bilegiklerden
sadece Bilesik 9 kollajen ile indUklelen platelet agregasyonuna karsi test
edilmis ve % 67 oraninda inhibitdr etkisi tespit edilmistir. Bu verilerin
Isiginda, bu tez calismasinda segilen ana yapinin antiplatelet etki igin
uygunlugu kanittanmis ve bu yapi Uzerinde yapi-aktivite galismalari igin

daha ileri galismalarin gerekliligi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Platelet, Trombosit, Pirazol, Agregasyon
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7. SUMMARY

STUDIES ON THE SYNTHESIS AND ANTIPLATELET ACTIVITY OF
DIARYLPYRAZOLE DERIVATIVES

Myocardial infarction (MI) may occur as a result of coronary
atherothrombotic vascular disease is a leading cause of morbidity and
mortality in many countries around the world. Platelets play a pivotal role
in the pathogenesis of cardiovascular thrombosis. Following endothelial
damage platelets adhere with the collagen in the subendothelium and
aggregate upon their activation with different agonists and form a
thrombus leading to a vascular blockage. Therefore, antiplatelet drugs are
very important for prevention and treatment of recurrent acute coronary
syndrome (ACS), MI and stroke. Current clinical antiplatelet therapies
include aspirin, ADP P2Y12 receptor antagonists thienopyridine
derivatives (i.e., clopidogrel), allbp3 integrin (GPIlIb/llla) antagonists
(antibody abciximab, oligopeptid eptifibatide and nonpeptide tirofibane)

and phosphodiesterase inhibitors dypyridamole and cilostazole.

Many compounds owing to different chemical classes as
antiplatelet agents have been developed. However, a limited number of
SAR studies are available to explain the relationship between chemical
structure and antiplatelet activity. Therefore, understanding the structural
properties of developed compounds is very critical for coherent evaluation
these studies and for developing better inhibitors. With this
encouragement, we have synthesized a series of ester and amide
derivatives starting from 5-(4-chlorophenyl)-1-(6-methoxypyridazin-3-yl)-
1H-pyrazol-3-carboxylic acid (Compound 2). We tested the inhibitory
activities of these compounds on AA-induced platelet aggregation at 100
MM screening dose and found that these compounds inhibited AA-induced

platelet aggregation (96-100%). One of the compounds is also tested
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against collagen-induced platelet aggregation and found that the inhibitory

activity was 67%.

Key Words: Platelet, Thrombocyte, Pyrazol, Aggregation
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