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1. GIRIS VE AMAC

Prostaglandinler, bircok fizyolojik ve patofizyolojik fonksiyonda yer alan
lipit medyatérlerdir. Bu fonksiyonlarinin arasinda agri, ates ve enflamasyonla
iliskili semptomlari indUklemeleri yer almaktadir [1]. Arasidonik asitten
prostaglandin (PG) biyosentezindeki anahtar enzim siklooksijenaz (COX),
nonsteroidal antienflamatuvar (NSAE) ilaglarin ana hedefidir [2]. Bu ilaglarin
kronik kullanimlari siklikla gastrointestinal yan etkilere neden olsa da ¢ok sayida
COX inhibitért bilesik analjezik, antipiretik ve antienflamatuvar etkileri nedeniyle
tedavide kullaniimaktadir [3].

COX enziminin, COX-1 ve COX-2 olmak Uzere iki ayri izoformu
bulunmaktadir. COX-1’in fizyolojik fonksiyonlardan sorumlu yapisal form, COX-2’
nin ise c¢ogunlukla enflamasyon uyaranlar ile indiklenen ve enflamasyon
bblgesindeki prostaglandinlerin  sentezinden sorumlu indiklenebilir form
oldugunun bulunmasi yeni bir hipotezi ortaya cikarmistir. Buna gére NSAE
ilaglarin antienflamatuvar etkisi COX-2 inhibisyonu sonucu, gastrik ve intestinal
mukoza hasari ve renal toksisite gibi istenmeyen yan etkileri ise COX-1
inhibisyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Sonucta selektif olarak COX-2'yi inhibe
edecek ilaglarin gastrointestinal toksisiteden yoksun ve daha gulvenilir olacagi
distndimastir [4]. Bu hipoteze dayanarak birgok selektif COX-2 inhibitdri bilesik
sentezlenmis ve dokuz yil 6nce ilk olarak rofekoksib (Vioxx) ve selekoksib
(Celebrex) klinikte yerini almigtir [5, 6].

Son vyillarda COX-2 enziminin gastrik mukoza korunmasi, renal
fonksiyonun dizenlenmesi ve endotel prostaglandin I, olusumu gibi fizyolojik
rollerine iligkin bulgularin giderek artmasi, rofekoksib ve valdekoksibin ciddi
kardiyovaskiiler yan etkiler nedeniyle piyasadan c¢ekimesi COX-2 selektif

inhibitérlerin yararlarinin sorgulanmasina neden olmustur [5, 7-12].

Bu gelismelerden sonra NSAE ilaglarla ilgili calismalar énem kazanmis,
bu ilaglarin terapétik etkinligini gelistirmek, daha iyi tolere edilmelerini saglamak
icin yeni stratejiler ortaya ¢ikmistir. Yeni terapétik yaklagimlar arasinda dual COX



ve 5-LOX inhibitérleri, sentetik lipoksinler ve nitrik oksit (NO) salici NSAE ilaglar
yer almaktadir [12, 13].

Arasidonik asit metabolizmasindaki diger énemli yolak lipoksijenaz (LOX)
yolagidir. Lékotrienlerin (LT) olusumuna neden olan 5-lipoksijenaz (5-LOX) yolagi
proenflamatuvar kaskad olarak bilinmektedir [1]. L&kotrienlerin mide hasar
olusumundaki rollerinin yani sira bronglari daraltici ézellikleri de bulunmaktadir
[14]. COX inhibisyonu sonucu vasodilatér ve mide koruyucu prostaglandinlerin
sentezi azalirken, lipoksijenaz yolagi ile olusan I8kotrienlerin miktarinin arttigi
bildiriimistir [15, 16]. Cesitli hiicrelerde COX inhibisyonu sonucu 5-LOX veya 5-
LOX aktive edici proteinin (FLAP) ekpresyonundaki artis arasidonik asit
metabolizmasinin COX yolagindan 5-LOX yolagina kaymasini agiklamaktadir
[17, 18].

Bu bulgular temel alinarak prostaglandin ve I6kotrienlerin birlikte
inhibisyonunun daha gu¢li antienflamatuvar etkinlik olusturacagr ayrica
I6kotrienlerin gastrointestinal mukozadaki yan etkileri nedeniyle dual inhibisyonun
gastrointestinal gavenilirligi artiracagi distndlmastir. Bu amacgla COX ve 5-LOX
yolaklarini es zamanh inhibe eden ilaglar tasarlanmis ve dual etkili
antienflamatuvarlar olarak adlandiriimistir [14, 19, 20]. Bununla birlikte dual
inhibitérlerin trombozun énlenmesinde ve aterosklerozis tedavisinde de yararh

olacagi dusunudlmektedir [21].

Bu dual etkili bilesikler hem enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde hem de
COX ve 5-LOX enzimlerinin rol oynadigi g¢esitli kanser tiplerinin ve
ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde umut verici gértlmektedir [4, 22-25].

Bugline kadar degisik yapida dual inhibitér etkili bilesikler tasarlanmis ve
aktiviteleri arastiriimistir. Ancak tedavide kullanilan dual etkili antienflamatuvar bir
ilag henliz bulunmamaktadir. Bu bilesiklerden en ileri asamadaki aday likofelon
osteoartrit tedavisindeki etkinligini ve gastrointestinal guvenilirligini  klinik
denemelerde kanitlamistir [13, 26-28].



Son yillarda 6nem kazanan bu yeni strateji esas alinarak tez kapsaminda
dual COX/5-LOX inhibitér etkili ilaglar igin ©6ncl bilesiklere ulasmak
hedeflenmistir. Bilesiklerin ana yapisi segilirken NSAE ilaglardan oksaprozin,
selektif COX-2 inhibitérlerden selekoksib, dual etkili bilesiklerden tepoksalin ve
likofelonun yapisal 6zellikleri g6z dniinde bulundurularak COX-2 selektif ve dual
inhibitérlerin yapisinda yer alan diarilpirazol trisiklik halka yapisi ile NSAE ve
antilékotrien ilaglarda yer alan karboksilik asit grubunun ayni molekilde

birlestirilmesi distntlmistar.
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Karboksilik asit grubu birgok NSAE ilag yapisinda bulunmakla birlikte, 5-
LOX yolaginin inhibisyonunu saglayan FLAP inhibitorlerinin ve bazi dual
inhibitérlerin yapisinda da yer almaktadir. 1,5-diarilpirazol yapisi tasiyan selektif
COX-2 inhibitdéri selekoksibin suda zayif ¢6zinGrliglu nedeniyle oral
biyoyararlanimi disidk bir ilag oldugu bilinmektedir [29]. Bu sinif bilesiklerin
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerini iyilestirmek igin fenil halkalarindan
birinin piridin veya piridazin gibi farkli heterosiklik halkalar ile degistiriimesi
arastiricilar tarafindan yaygin kullanilan bir yaklasimdir [30-35]. Bu amagla genel
yapida pirazol halkasin 1. konumuna farkh sibstitlientler tasiyan piridazin halkasi
yerlestirilmistir.

1,5-diarilpirazol-3-propanoik asit tlrevlerinin COX veya 5-LOX enzim

inhibitdr etkileri Gzerinde sinirli sayida ¢alisma kayithdir. Bu galismalardan Ortho



Pharmaceuticala ait bir patentte fenil gruplari farkli heterosiklik halkalarla
degistiriimis ancak bu tlrevlerden piridazin halkasi iceren tek bilesik tez
kapsamindaki bilesiklerden Bilesik 2c ile sinirli kalmistir [36].

Bu bilgilere dayanarak bu tez kapsaminda 1,5-diarilpirazol-3-propanoik asit
genel yapisina sahip bilesiklerde pirazol halkasinin 1. konumunda kloropiridazin,
metoksipiridazin, piridazinon ve metilstlfonilpiridazin halkalarinin, 5. konumdaki
fenil halkasinda yer alan sibstitlientlerin ve 3. konumda propanoik asit grubunun
COX ve 5-LOX inhibisyonuna etkilerinin arastiriimasi, aktif bilesiklerin COX ve 5-
LOX enzimlerinin aktif bdlgeleriyle baglanma etkilesimlerinin incelenmesi
amaglanmistir. Sentezi planlanan final bilesiklerin kimyasal yapilari Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1: Sentezi planlanan final bilesikler

cl H4CO
N N
N N
N N—N N N—N
\\ o \\ o R
P . 4-H
R/ Pz OH R/ Pz OH 4-F
Bilesik 2a-i Bilesik 3a-h 4l
lesl a-1 lesi a- 4-Br
o) H,CO,S
% \ 3 2 \ 4-OCHs
HN N/ 4-CHs
N N—N N N—N 4-CFs
A\ . \ . 4-SO,CHs
N = = 2-OCHs
R// OH OH
Bilesik 4a-h Bilesik 5b



2. GENEL BILGILER
2.1, Arasidonik Asit Metabolizmasi

Eikosanoid biyosentezinin 6nclisi olan arasidonik asit (5, 8, 11, 14-
eikosatetraenoik asit) fosfolipit hiicre membranlarinda en sik rastlanan c¢oklu
doymamis yag asitidir. Membran fosfolipitlerinden fosfolipaz AJnin (PLAy)
aktivasyonu ile salinan arasidonik asit yapisinda cis pozisyonda dort cifte bag
icermesi nedeniyle oksijenle tepkimeye oldukga yatkindir [23].

Arasidonik asit ¢ 6nemli yolakla, siklooksijenaz (COX), lipoksijenaz
(LOX), sitokrom P450 (CYP450) epoksijenaz yolaklari ile metabolize olur. COX
yolagi ile prostaglandinler (PG) ve tromboksanlar (TX), LOX yolagi ile I6kotrienler
(LT), lipoksinler (LX), hidroksieikosatetraenoik asitler (HETE) ve hepoksilinler,
epoksijenaz yolagiyla ise epoksieikosatrienoik asitler (EET) olugur. COX ve LOX
yolaklari ile olusan eikosanoidler birgok biyolojik fonksiyonda yer almakla birlikte
enflamasyon, ates, artrit ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarda da rol oynamaktadir
[37].

2.1.1. Siklooksijenaz Yolag!

Siklooksijenaz  (prostaglandin  endoperoksit H sentaz) enzimleri,
siklooksijenaz ve peroksidaz aktivitesi gosteren cift fonksiyonlu proteinlerdir ve
arasidonik asitten prostaglandin endoperoksidaz ara uriinlerinin (PGG, ve PGH,)
olusumunu katalize ederler. Siklooksijenaz reaksiyonunda arasidonik asit iki
molekil oksijen eklenmesiyle PGGy'ye cevrilirken, peroksidaz reaksiyonu ile
PGG, PGH_'ye indirgenir [38].

PGH, doku spesifik sentazlar tarafindan PGD,, PGE,, PGF,, PGl,
(prostasiklin) ve TXA,'ye metabolize olmaktadir (Sekil 1). Bu COX Urlnlerinin
biyosentezi hlicre spesifiktir ve prostanoid reten hiicre bu bilesiklerden sadece
bir tanesini ana Oriin olarak olusturma egilimindedir. Ornegin beyin ve mast
hicrelerde PGH; sitozolik enzim PGD sentaz aracigiyla PGD,’'ye donUstiralir.
PGF,, esas olarak uterusta bulunan PGF sentaz araciligiyla sentezlenir.



Vaskiler endotel hicreler PGl sentaz ile PGH,'den PGl, olustururken,
plateletler TX sentaz ile TXA; olusturur. PGl, ve TXA, dayaniksiz olup sirasiyla 6-
keto-PGF;4 ve TXB,'ye hidroliz olurlar [39].

Arasidonik Asit

l+2 o,

Sekil 1: Siklooksijenaz Yolagi ve Prostanoidlerin Olusumu

Godu hlcrede sentezlenen PGE,, PGE sentaz (PGES) araciligiyla
olusturulmaktadir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda sitozolik PGES (cPGES),
mikrozomal PGES-1 (veya membran bagh PGES) ve mMPGES-2 olmak lizere l¢
farkli PGES izoformu tanimlanmistir [40-42]. Mikrozomal PGES indiiklenebilen
COX-2 ile iligkili olarak PGE, sentezinden sorumlu olmasi ve COX-2'nin yer aldigi



cesitli patofizyolojik olaylara katilmasi nedeniyle yeni bir ila¢g hedefi olmaktadir
[43, 44].
Prostanoidlerin biyolojik etkileri

Prostanoidler otokrin ve parakrin fonksiyonlari olan lipit medyatérlerdir,
etkileri hedef hiicre membranlarinda bulunan 6zel prostaglandin reseptérlerinin
aktivasyonu sonucu olusur. Bu reseptoérler sirasiyla PGE,, PGD,, PGF,,, PGl ve
TXAZnin baglandigi EP-EP,, DP, ve DP,, FP, ve FPg IP, TP, ve TPg
reseptorleridir. DP, disindaki prostaglandin reseptérleri G-protein bagh reseptdr
sUper ailesinde ¢ farkl gruba aittir. Prostaglandinler hiicre ¢ekirdegine girebilir
ve PPAR-y (peroksizom proliferasyonu aktive edici reseptér) gibi nikleer hormon
reseptorlerini aktive edebilirler [1, 38].

Prostanoidler cok sayida fizyolojik ve patofizyolojik cevapta rol
oynamaktadir. En iyi bilinen fonksiyonlari enflamasyonun agri, ates ve sisme gibi
belirtilerinin gelisiminde rol oynamalandir. PGE, ve PGl,, histamin ya da
bradikinin gibi diger otokoidlerle sinerji icinde hareket eden potent
vazodilatdrlerdir. Bunlarin kapillerde birlikte ¢alismalar akut enflamasyonlu
bélgelerde kizariklik ve artmis kan akisina neden olur. Vaskiler permeabiliteyi
artirarak dokularin karakteristik sisligine neden olurlar. Ayrica duyusal sinirlerin
periferal terminallerini duyarli hale getirerek hiperaljezi vyaratirlar. PGE;
ndronlarda etkilidir ve enflamasyonun ates, yorgunluk ve agri hipersensitivitesi
gibi sistemik cevaplarina eslik eder [45].

Prostanoidler enflamasyon uyarani, Uretilen prostanoid ve prostanoid
reseptériine bagli olarak hem proenflamatuvar hem de antienflamatuvar etkinlik
gosterebilirler. PGE2'nin glcli proenflamatuvar etkileri bilinmekle beraber lenfosit
proliferasyonunu baskilayici ve bazi interlékin ve interferonlarin olusumunu
engelleyici antienflamatuvar 6zellikleri de bilinmektedir. Bunun yaninda PGD;’'den
treyen siklopentanon tlrevi prostaglandinlerin de antienflamatuvar etkiye sahip
olduklari bilinmektedir [46, 47].

Damar endotelindeki baslica COX Uriini olan prostasiklin (PGly), platelet
agregasyonu ve adhezyonunu inhibe eder ayrica vazodilatér etkiye sahiptir, kan



basincini digUrir ve damar diz kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder.
TXA; plateletlerde COX-1 araciligiyla olusur ve platelet agregasyonunu artirir. Bu
etkisinin yaninda kan damarlarinda konstriksiyona neden olur ve damar kas
hicrelerinin proliferasyonunu artirir. Bu 6zelliklerine bagli olarak PGl, ve TXA;
arasindaki denge kardiyovaskduler sistem saglgi agisindan énemlidir [5, 11].

PGE, ve PGI, asit GUretiminin azalmasi, mukus salgisinin artmasi ve
mukozada vazodilatér etki sonucunda gastrik mukoza korunmasina yardimci
olur. Normal fizyolojik kosullarda gastrik mukozada koruyucu prostaglandinlerin
olusumundan COX-1 sorumlu iken, patolojik durumlarda COX-2’nin de mukoza
korunmasina katildigi bilinmektedir [12, 19].

Normal bobrek korteksi baslica PGl, ve PGE, az miktarda da TXA;
Uretirken, medulla ¢ogunlukla PGE;, Uretir ve renal prostaglandinlerin Uretildigi
major boélgedir. Renal PGE, baslica COX-1 aracilidiyla sentezlenirken makula
densadaki bazal COX-2 araciligiyla PGl, sentezlenmektedir. Normal bébrek
fonksiyonu igin PG’ler esansiyel degildir ancak fonksiyonu bozulmus bdbrekte
6nemli rol oynamaktadir [48]. Bunun yaninda PG’lerin solunum, Ureme, kas
iskelet ve merkezi sinir sistemindeki gesitli rolleri bilinmektedir [49].

COX enzimleri

COX-1 ve COX-2 baglica endoplazmik retikulumda yerlesmis membran
bagh proteinlerdir. COX-1 ve COX-2 geni sirasiyla kromozom 9 ve 1’de yer alir.
insan COX-2 geni 8.3 kilobaz, COX-1 geni ise 22 kilobaz bilylkligiindedir. COX-
1 ve COX-2 mRNA’lari da biyUklik agisindan farkhdir (2.8 ve 4 kilobaz). Bu iki
enzimi kodlayan genler ve mRNA’lar farkli olsa da COX-1 ve COX-2 enzimleri
amino asit dizilimi, molekller kutle, hiicre ici yerlesim ve enzimatik fonksiyon
acisindan oldukga benzerdir [6, 11].

COX genlerinin 6zellikle COX-1’in ek varyantlar Urettigi bilinmektedir.
Simmons ve ekibi tarafindan kdpekte bulunan COX-1 varyanti COX aktivitesi
tasiyan tek varyant olmasi nedeniyle COX-3 olarak adlandiriimigtir. COX-3'lin
cogunlukla serebral kortekste ve kalpte bulundugu ayrica bu izoformun



parasetamol, fenasetin, antipirin ve dipiron gibi analjezik/antipiretik ilaglara
duyarl oldugu bildiriimistir [50-52].

Ancak yapilan diger calismalarda insan, kdpek ve kemirgenlerdeki COX-3
proteinlerinin dnemli bir homoloji géstermedigi bulunmustur. insan ve sican COX-
3’0 tarafindan kodlanan proteinlerin COX-1 ve COX-2’den tamamen farkli amino
asit dizilimine sahip oldugu ve COX aktivitesine sahip olmadig bildirilmistir. Bu
nedenle COX-3 yerine COX-1b olarak adlandiriimasinin daha dogru olacagi

disUnUImaOstar [53, 54].

Gok sayida tirden elde edilmis COX-1 ve COX-2'nin birincil yapilari
bilinmektedir. Olgun memeli COX-1 ve COX-2 enzimleri 576 ve 587 aminoasit
icerir. % 60-65 oraninda dizilim benzerlidi tasirlar. Siklooksijenazlar hem
foksiyonel hem de yapisal olarak homodimer olarak bulunurlar. Her monomer (¢
yapisal bolge icerir. Bunlar N-terminal epidermal biylime faktérii (EGF) benzeri
bélge, membran baglanma bdlgesi, C-terminal globiler katalitik bolgedir (Sekil 2)
[55].

Sekil 2: Koyun COX-1 enzimi yapisi: (A) Membrana bagh ve aktif bélgede flurbiprofen
(sar1) bagh COX-1 homodimeri (B) Epidermal blyime faktéri (EGF, yesil), membran
baglanma bélgesi (MBD, turuncu), globller katalitk bdlge (mavi), hem (kirmizi),
peroksidaz bolgesi (POX), siklooksijenaz bdélgesi (COX). Kaynak [55]'den Annual Review
of Biochemistry'nin izni ile kullaniimistir. (Reprinted, with permission, from Annual Review
of Biochemistry, Volume 69 © 2000 by Annual Reviews www.annualreviews.org )



COX-1 ve COX-2 monomerlerinin her biri membran baglanma
bélgesinden katalitik merkeze uzanan uzun hidrofobik kanal icerir. Peroksidaz
reaksiyonu protein ylzeyine yakin hem igeren aktif bdlgede, siklooksijenaz
reaksiyonu ise enzim iginde hidrofobik kanalda gergeklesir. NSAE ilaglarin
baglanma bdlgesi arjinin 120’den tirozin 385’e kadar, kanalin st yarisinda
yerlesmistir. Hidrofobik siklooksijenaz aktif bdlgesinde yirmidért aminoasit
kalintisi bulunmaktadir ve sadece (¢ aminoasit polardir (Arg120, Ser353,
Ser530). Arjinin 120 cogu NSAE ilac ve yag asitlerinde yer alan karboksilat
grubuna baglanir, serin 530 kanalin ortasinda yer alir ve aspirinin asetilledigi
yerdir [55-59].

COXA1 COX-2
Leu503

Phes03

Leu3ad Tyras

Tyrags
Leu3gd Sers30
Serb30 Arg120
Ii lle523 Vals23
D Hiss13
Args13
Tyrass
Tyrass

Arg120

Sekil 3: COX-1 ve COX-2’deki 6nemli aminoasit kalintilari. Kaynak [60]'dan Macmillan
Publishers Ltd.’nin izni ile kullanilmigtir. (Reprinted by permission from Macmillan
Publishers Ltd: NATURE REVIEWS DRUG DISCOVERY Ref. [60], Copyright 2003)

Siklooksjenaz aktif bdlgesi COX-2'de % 20 daha genistir ve COX-1'den
farkli bir sekle sahiptir (Sekil 3). Aktif bdlgedeki biyiklik ve sekil farki COX-1 ve
COX-2 arasindaki G¢ aminoasit farklihgina baghdir. COX-1’de 523. konumdaki
izolésin yerine COX-2'de valin bulunmaktadir. Bu farklilik kanalda kigUk hidrofilik
bir yan cep acarak COX-2 aktif bélgesinin hacmini genisletir. Bu yan cep COX-2
inhibitérler tarafindan kullanilan yapisal bir 6zelliktir. Ek olarak COX-1 enziminde
434. konumdaki izolésin yerine COX-2'de valin yer almaktadir. COX-2'deki 523.
ve 434. konumlardaki bu degisiklikler fenilalanin 518’'de konum degisikligine
neden olur ve yan cep hacmini artirir [57, 61]. Ayrica COX-1’de 513. konumdaki
histidinin, COX-2'de arjinin ile yer degistirmesi yan cebin kimyasal yapisini

degistirir ve polar gruplarla etkilesimi saglar [57, 60].
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NSAE ilaclarla siklooksijenaz inhibisyonu

Agri ve enflamasyon tedavisinde kullanilan nonsteroidal antienflamatuvar
(NSAE) ilaglar dinyada en yaygin kullanilan ila¢g grubudur. Kimyasal olarak
oldukga farkli yapilarda olsalar da ortak ozellikleri terapotik etkilerini COX
enzimlerini inhibe ederek gbstermeleridir. Terapdtik yararlarina ragmen
kullanimlari gastrointestinal yan etkileri nedeniyle sinirlanmaktadir [6].

Tarihsel olarak bakildiginda terapétik olarak etkili ilk NSAE ilag 100 yildan
fazla slredir kullanilan aspirindir [62]. 1940’ yillarda fenilbutazon, 50’lerde
fenamatlar, 60’larda indometazin, 70’lerde propiyonatlar ve 80’lerde oksikamlar
geligtirilmistir. 1990°li yillarda ikinci COX izoformunun kesfiyle yeni selektif

izoform inhibitérleri arayisi baslamistir [60].

COCH

@OTCHS

Asetilsalisilik asit

COOH
COOH
H3CO \ CH,
NH CHjy
Cl cl N HsC COOH

0 CHs  ibuprofen
Diklofenak
Cl
indometazin
QP
Sy OO COOH
= NHNS HaCO
OH o) | _ Naproksen
Piroksikam

Selektif COX-2 inhibitérleri gelistiriimesi igin, bilesiklerin her iki enzim
Uzerindeki inhibitdr etkilerini dlgmeye uygun in vitro test sistemlerine ihtiyag
duyulmustur. Bu test yontemlerinde enzim kaynagi olarak saflastinimis enzimler,
hiicre kultirleri veya insan tam kani kullaniimaktadir. Gogu test final Griin
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PGE2'nin RIA, EIA veya HPLC ile élcimine dayanir. Her ydntem inhibitérle
enzimin 2 dakika ile 15 dakika arasinda 6n inkiibasyonunu gerektirir [62, 63].

Godunlukla enzim selektivitesi tayini igin kullanilan parametre bilesiklere
ait COX-1/COX-2 ICsq degerleri oranidir. 1Cso degerleri test sistemlerine goére
farklilik gosterebilir. Bu nedenle iki bilesigin selektivite degerleri ancak ayni test
sistemi kullanildiginda karsilastirilabilir [62, 63].

NSAE ilaglar dért farkli inhibisyon kinetiginden birini sergilemektedir: (1)
basit yarismali inhibisyon, 6r. ibuprofen (2) siki baglanma, zamana baglh
inhibisyon &r. indometazin (3) zayif baglanma, karisik inhibisyon 6r. naproksen,
oksikamlar (4) kovalan inhibisyon 6r. aspirin [63].

Bazi NSAE ilaglar her iki enzim inhibisyonunda ayni mekanizmayi
sergilerken bazilari ayri iki mekanizmayla etki gdsterir. Zayif baglanan inhibitérler
enzim testlerinde degisken davranis sergiler ve inhibitdr etkinlikleri deney
kosullarindan belirgin sekilde etkilenir. NSAE ilaglarin her bir enzim izoformunun
inhibisyonunda gosterdigi bu kinetik farkhliklar COX-1 ve COX-2 enzim inhibitor
aktivitelerinin kargilastiriimasini zorlastirmaktadir [55, 63].

Selektif COX-2 inhibitérler COX-2’yi zamana bagll psédo geri
doénlsimsiz mekanizma ile inhibe ederken, COX-1’i yarismali geri dénisimli
olarak inbibe etmektedir [55]. Zamana bagli inhibisyonun etkinligi, enzim ve
inhibitérin 6n inklbasyon siresi ile belirgin sekilde artis gdstermektedir. Bu
inhibisyon tipi kovalan olmayan ancak g¢ok siki baglanmayla karakterizedir ve
ancak yavas sekilde geri donisimItdar [63].

Genel olarak NSAE ilaglar iki sinifta toplanabilir: (a) klasik NSAE ilaglar (b)
selektif COX-2 inhibitérleri. Klasik NSAE ilaclar hem COX-1'i hem COX-2Yyi
inhibe ederler ancak genel olarak COX-1’'e daha siki baglanirlar, COX-2
inhibitérler ise dogal olarak COX-2’ye selektivite gbsterirler [55].

NSAE ilaglarin kimyasal yapilarindaki farkhliklarina ragmen uzun sire
karboksilik asit grubunun etki igin 6n kosul oldugu distunOimdstir. Bugln
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indometazin ve flurbiprofende bu grubun COX-2 aktif bélgesinin alt kisminda yer
alan arjinin 120 guanidinyum grubu ile tuz képrisi olusturdugu bilinmektedir [57].
Diklofenak ise karboksilik asit grubu ile aktif bélgenin tst kisminda bulunan tirozin
385 ve serin 530 ile hidrojen bagi yaparak digerlerine gore ters konformasyonda
baglanmaktadir [64]. Aspirin COX aktif bdlgesindeki serini (insan COX-1'de serin
529, COX-2'de serin 516) asetilleyerek geri dénlsimsiz enzim inhibisyonuna
neden olmaktadir [6].

\\ _CHg H
H,C
HN" \\ 8
H
\© N
/ /N\
//\\
Nimesulid Etodolak Meloksikam

Hem COX-1 hem de COX-2yi inhibe eden klasik NSAE ilaglarin
selektiviteden yoksun olmalari kronik kullanimlari sonucu gastrik (lserasyon ve
diger yan etkilerde artisa neden olmaktadir [63]. NSAE ilaglar arasindan disik
Ulserojenik aktviteye sahip etodolak, meloksikam ve nimesulidin tercihnen COX-
2'yi inhibe ettikleri COX-2 geninin tanimlanmasindan sonra anlasiimistir [48].

Selektif COX-2 inhibitorleri

COX izoformlarinin  tanimlanmasindan sonra yapilan c¢alismalar,
enflamasyonla iligkili prostaglandinlerin olusumuna indiklenebilen COX-2'nin,
gastrik mukoza korunmasi  gibi yapisal fonksiyonlardan  sorumlu
prostaglandinlerin olusumuna ise COX-1’in aracilik ettigini isaret etmistir [6]. Bu
teoriyi esas alan ilac endulstrisi hizli bir sekilde selektif COX-2 inhibitorleri
gelistirmeyi amaglamistir.

Hizla gelisen bu alanda COX-2 selektiviteye sahip birgok bilesik
sentezlenmistir. Bu bilesiklerin blylk ¢ogunlugu merkezde karbosiklik veya
heterosiklik bir halkaya bagh visinal aril gruplari tagsimaktadir. Genellikle aromatik
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halkalardan birinin para konumunda metilsilfonil veya sllfonamit grubu
bulunmaktadir ve bu gruplar COX-2 aktif boélgesinde yer alan yan cebe
baglanarak bilesige selektivite kazandinr [62]. Daha 6nce belirtildigi gibi COX-2
enziminde 513. konumda arjinin bulunmasi yan cep merkezinde polar gruplarla
etkilesebilen stabil pozitif bir yik olusturmaktadir [45, 55, 57].

Selekoksib (Celebrex) ve rofekoksib (Vioxx) piyasaya ilk olarak ¢ikan
selektif COX-2 inhibitérlerdir. Daha sonra ylksek COX-2 selektiviteye sahip
valdekoksib (Bextra), parekoksib, etorikoksib (Arcoxia) ve lumirakoksib (Prexige)

gelistiriimistir [5].

Bu grup bilesikler degisik kimyasal yapilara ve farkli farmakokinetik
Ozelliklere sahiptir. Selekoksib ve valdekoksib silfonilamit grubu tasirken,
rofekoksib ve etorikoksib metilsilfon yapisi tasimaktadir. Parekoksib,
valdekoksibin 6n ilaci olup sodyum tuzu halinde enjektabl olarak kullaniimak
Uzere hazirlanmigtir [12, 29].

H2NO,S HyCO,S H,NO,S
H
@LN/N O
HaC
Selekoksib Rofekoksib Valdekoksib
HaCO,S o\\
3v-2 H4C c
’ COOH s \)\N,:,
cl
/
— /
HaC N O

Etorikoksib Lumirakoksib Parekoksib

Diklofenak analogu olmasiyla yapisal olarak diderlerinden farklilasan
lumirakoksib bu ilaglar icinde en yiksek selektiviye sahiptir (Grafik 1). Karboksilik
asit grubu ve lipofilik gruplar amfifilik bir molekil olmasini saglar. Bazi deneysel
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sonuglar enflamasyon bdlgesine diger koksiblerden daha hizli dagildigini
gbstermektedir [29, 38].

log (IC50 COX1/COX2)
o

Lumirakoksib
Etorikoksib
Rofekoksib
Valdekoksib
Selekoksib
Nimesulid
Diklofenak
Etodolak
Meloksikam

Grafik 1: COX-2 inhibitorlerin selektivitite kargilagtirmasi. insan tam kan testi
sonuglarindan elde edilen ICs, degerleri Kaynak [65] ve [66]'dan alinmistir. COX1/COX2
IC5o degerleri orani logaritmik olarak belirtilmistir.

Bu bilesikler akut agri durumlarinda, osteoartrit ve romatoid artrit
tedavisinde kullaniimak Gzere gelistiriimistir. Bu ilaglarin klasik NSAE ilaglar kadar

etkin olduklar ve gastrointestinal glvenilirliklerinin gelismis oldugu gérilmustir.

FitzGerald ve ekibi tarafindan saglkli bireylerde yapilan c¢alismalarda
selekoksib ve rofekoksibin prostasiklin biyosentezinin isareti olan Griner
prostasiklin metabolitini (2,3-dinor-6-keto PGF;,) ©nemli odlcide azalttig
gb6rilmis, bu nedenle saglikli bireylerde COX-2'nin sistemik prostasiklin
biyosentezinde majér kaynak oldugu sdylenmistir. Bu bilesiklerin tromboksan
sentezini etkilemeden prostasiklin sentezini baskilamalari, risk tasiyan bireylerde
tromboz riskini artirabilecekleri hipotezini ortaya ¢ikarmistir [38, 67-70].

Bu sirada selektif COX-2 inhibitérleri genis klinik arastirmalar altinda
incelenmistir [71-77]. Rofekoksib bu arastirmalarda trombotik olaylarda artis
géstermesi nedeniyle Ekim 2004’de piyasadan cekilmis ve selektif COX-2
inhibitérlerinin gelecedi ile ilgili sipheler artmigtir [8, 9, 67, 68, 78]. 2003 yilinda
FDA tarafindan onaylanan valdekoksib Nisan 2005’te kardiyovaskuler yan etkiler
ve cilt reaksiyonlari nedeniyle piyasadan c¢ekilmistir [79]. FDA tarafindan onay
alamayan parekoksib, etorikoksib ve lumirakoksib Avrupa’da ve bazi Ulkelerde
kullaniimaktadir. Ancak Kasim 2006'da Avrupa Birligi Ulkelerinde satisi
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onaylanan lumirakoksib ciddi karaciger yan etkileri nedeniyle Aralik 2007'de
piyasadan gekilmistir [80].

Bu gelismelerle birlikte selektif COX-2 inhibitérler ve kardiyovaskiler yan
etkileriyle ilgili bir cok gcalisma yapiimis degisik gérisler ortaya gikmistir. Ancak
kardiyovaskiler yan etkilerden sorumlu mekanizma halen tam olarak

anlagilamamistir.

Selektif COX-2 inhibisyonunun kardiyovaskiler hasara yol acgma
mekanizmasinin en basit agiklamasi COX-2 inhibisyonunun, tromboksan
seviyesinde degisiklik yapmadan prostasiklin olusumunu azaltmasi sonucu
tromboz, hipertansiyon ve aterosklerozise egilimi artiran bir durum olusturmasidir
[5].

Endotel hicrelerde prostasiklin sentaz, plateletlerde ise tromboksan
sentaz fazla miktarda eksprese edilmektedir. Prostasiklinin vazodilatér ve platelet
agregasyonunu inhibe edici Ozellikleri  bilinmektedir. Tersine  TXA;
vazokonstruktér 6zellige sahiptir ve platelet agregasyonunu artirir [11, 67]. Bu
karsit biyolojik fonksiyonlari nedeniyle endotel hiicreler tarafindan olusturulan
PGl, ve plateletler tarafindan olusturan TXA, arasindaki dengenin
kardiyovaskdler sistem icin dnemi otuz yil énce belirtilmistir [5, 81, 82].

Saglikh bireylerde selekoksib ve rofekoksibin prostasiklin metabolitinin
atihmini azaltmasi COX-2'nin vaskiler endotelde baskin izoform oldugunu
distndarmUstir [5, 68]. Ancak immuinohistokimya calismalari vaskiler hastalik
olmadiginda kan damarlarinda g¢ogunlukla COX-1 izoformunun bulundugunu
godstermektedir [5, 6]. Endotel kiltiir hiicrelerinde statik durumlarda sadece COX-
1 eksprese edildigi bilinmekle birlikte, laminar kan akigi baskisi bu hilicrelerde
COX-2 ekspresyonunu indikleyebilir. Bu nedenle in vivo endotel hicrelerde
hemodinamik olarak COX-2'nin indiiklenebilecegdi hipotezi olusmustur [38, 67].

Selektif COX-2 inhibitdrler genel olarak diaril heterosiklik yapida olsalar da
her biri ayri kimyasal, farmakodinamik ve farmakokinetik &zelliklere sahiptir.
Silfon yapisi taslyan inhibitérlerin membran fosfolipitleriyle farkli sekilde
etkilestikleri ve biyolojik lipitlerin oksidatif hasara yatkinligini enzimatik olmayan
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bir islemle artirdiklar belirtiimis, bu sonuglarin kardiyovaskdiler hasarla iligkili
olabilecegi disUndlmagtar [83, 84].

Griffoni ve ekibi tarafindan yapilan galismada rofekoksibin prostasiklin
sentaz aktivitesini inhibe ettigi bildiriimistir [85]. Sud’ina ve ekibinin 2008 yilinda
yayinladiklari calismada ise selekoksibin  hem insan polimorfonikleer
I6kositlerinde hem de insan tam kan deneyinde 5-LOX enzim inhibisyonu
gosterdigi bulunmustur [86]. Bu calismalar her bilesigin farkh farmakodinamik
Ozelliklere sahip oldugunu vyan etkilerine veya glvenilirliklerine bu
mekanizmalarin eslik edebilecegini gdstermektedir.

COX-2 inhibisyonun arasidonik asit metabolizmasinin LOX yolagina
kaymasina neden olmasi ve LOX yolaginin kardiyovaskiler hastaliklarda rol
almasi nedeniyle selektif COX-2 inhibitérlerin kardiyovaskiler yan etkilerine bu
mekanizmanin aracilik edebilecegi de distiniimektedir [87].

2.1.2. 5-Lipoksijenaz Yolag!

Lipoksijenazlar, (Z,Z)-1,4-pentadien yapisi tasiyan ¢oklu doymamis yag
asitlerine, stereo ve regiospesifik oksijen katilmasini katalizleyerek, hidroperoksi
tdrevleri olusturan dioksijenazlardir. Her molekil icin hem yapisinda olmayan bir
demir atomuna gerek duyarlar [88, 89]. Memelilerde major olarak ¢ farkh
lipoksijenaz izoformu 5-LOX, 12-LOX ve 15-LOX bulunmaktadir. Bu enzimler
arasidonik asitin 5, 12 ve 15. konumlarina oksijen katarlar ve sirasiyla 5-, 12- ve
15-HPETE (hidroperoksieikosatetraenoik asit) olustururlar [4].

5-LOX arasidonik asiti 5-HPETE’ye donustirerek I6kotrien biyosentezinin
baslangic basamagini katalizler. 5-HPETE daha sonra ayni enzim araciligiyla
dayaniksiz epoksit LTA,'e donhstirdlar (Sekil 4). LTA,Gn LTB4'e dénisimi LTA,
hidrolaz enzimi aracihgiyla gergeklesir. LTC4 sentaz enzimi LTA, ve indirgenmis
glutatyonun konjugasyonunu Kkatalizler ve LTC, olusur. y-Glutamiltransferaz
enzimi aracihiglyla ve konjuge tripeptit glutatyonun, konjuge dipeptit
sisteinilglisine ¢evrilmesiyle LTC, LTD,'e dénisturalir. Dipeptidaz enzimi LTD,' G
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LTE,e doénadstirir. LTC,, LTD,s ve LTE, peptidoldkotrienler ya da sisteinil
I6kotrienler olarak adlandirihr [90].

Arasidonik Asit

— COOH
lS-LOX
OoH COOH
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5-HPETE
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Sekil 4: 5-Lipoksijenaz Yolagi ve Lokotrienlerin olugumu

Aragidonik asit metabolizmasinda lipoksijenaz yolagiyla olusan bir diger
lipit medyatdr grubu lipoksinlerdir. Lipoksin A4 ve By ilk defa 1984 yilinda Serhan
ve grubu tarafindan tanimlanmistir [91].

Lipoksinler arasidonik asitle iki ya da daha fazla lipoksijenazin transselller
bir dizi etkisimi sonucu olusmaktadir. Arasidonik asitten 15-LOX enzimi ile olusan
15-HPETE daha sonra 5-LOX ile etkileserek lipoksinleri olusturmaktadir. Ayrica
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5-LOX aracihigiyla olusan LTA,Un platelet 12-LOX veya epitelyal 15-LOX
enzimlerinin  lipoksijenaz reaksiyonu sonucunda lipoksinleri olusturdugu
bilinmektedir (Sekil 5) [92, 93].

Yakin zamanda kesfedilen ve aspirinin aracilik ettigi bir yolakla lipoksin
epimerleri olusmaktadir. Aspirinin geri déniisimsiz olarak asetilledigi COX-2
enzimi arasidonik asiti substrat olarak kullanabilir ve 15(R)-HETE olusturur.
15(R)-HETE 5-LOX araciigr ile transselller biyosentez sonucu 15-epi-
lipoksinlere (15-epi-LX) gevrilir (Sekil 5). Bunlar aspirinin tetikledigi lipoksinler
(ATL) olarak bilinmektedir [94].

Arasidonik Asit

— — COOH
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Sekil 5: Lipoksinlerin Olugumu



Lékotrienler ve lipoksinlerin biyolojik etkileri

Loékotrienler baslica astim olmak Uzere romatoid artrit, enflamatuvar
barsak hastalidi, psoériazis, allerjik rinit gibi gesitli enflamatuvar ve allerjik
reaksiyonlarda rol oynayan medyatérlerdir [90]. Yakin zamanda 5-LOX yolagi,
aterosklerozis ve belirli kanser tipleriyle de iliskilendirilmistir [90, 95].

LTB, nétrofil, makrofaj ve eisonofiller icin potent kemotaktik etkinlik
gbsteren bir maddedir. Enflamasyon bdlgesine dogru I6kosit gé¢line neden olur.
LTB, enzim salinmasi ve slperoksit olusumu ile iligkili olarak nétrofil
degranillasyonunu artirir. Lékositlerin damar endoteline yapismalarini ve doku
icine sizmalarini artitir.  Son olarak makrofajlardan ve lenfositlerden
proenflamatuvar sitokinlerin salinimini artirarak, immdin reaksiyonlarda énemli rol
oynar [45, 93, 96].

Sisteinil I6korienler bronslarda daraltici etkiye, mukus salgilanmasina ve
6deme neden olurlar. Bugun sisteinil l16kotrienlerin astimda ve hipersensitivite
reaksiyonlarinda énemli rol oynadiklari bilinmektedir. Gastrik mukozada damar
daraltici etkileri kan akisini azaltarak sisteinil I6kotrienlerin Ulserojenik etkilerine
neden olmaktadir [4, 20, 90]. Endotel hiicrelerde vaskiler permeabiliteyi ve
trombozisi artirirlar [96].

Lokotrienler etkilerini  spesifik reseptérlerine baglanarak goésterirler.
Sisteinil I6kotrienler igin tip 1 ve tip 2 sisteinil |6kotrien reseptérleri (CysLT; ve
CysLT,) bilinmektedir. CysLT; brons daralmasi, mukus sekresyonu ve 6deme
aracilik eder. Selektif CysLT; antagonistleri astim tedavisi icin kullaniimaktadir.
CysLT, brons daralmasina katilmaz ancak enflamasyon, damar gegirgenligi ve
doku fibrozuna eslik eder [96].

B Ibkotrien reseptér 1 (BLT;) LTB, igin yUksek afinite gosterir,
kemoatraktant ve proenflamatuvar etkiye aracilik eder. B ldkotrien reseptér 2
(BLT,) LTB, icin daha dusuk afiniteye sahiptir ve diger lipoksijenaz Urlnlerine de
baglanir ve fizyolojik fonksiyonu hakkinda bilgi azdir [97].
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5-LOX yolagi ile olusan ve kardiyovaskiler dokularda gUgli
proenflamatuvar 6zellik gdsteren Ibkotrienlerin kardiyovaskiler hastaliklardaki
roli uzun zamandir bilinmektedir. Ancak son yillarda yapilan birkag yeni ¢alisma
5-LOX ve astim (izerine yodunlasan ilgiyi kardiyovaskiiler hastaliklara gekmistir
[96, 98]. Aterosklerotik lezyonlarda 5-LOX, 5-LOX aktive edici protein (FLAP) ve
LTA, hidrolaz mRNA seviyelerinin oldukg¢a artmis oldugu gézlenmistir [99, 100].

Son yillarda yapilan genetik calismalar 6zellikle 5-LOX (ALOX5) ve FLAP
(ALOX5AP) genlerindeki polimorfizmin aterosklerozis ve miyokardiyal enfarktls
riskiyle korelasyonu oldugunu gdéstermistir [101, 102]. Degisik popiilasyonlarda
yapilan calismalar incelendiginde kardiyovaskiller hastaliklarda 5-LOX
yolagindaki genetik polimorfizmin etkisinin  popllasyona 6zgl oldugu
dustnilmustar [96, 103-107].

Lipoksinler ve aspirinin tetikledigi karbon-15 epimerleri antienflamatuvar
etkiye sahip ve enflamasyon ¢dzilmesinde rol oynayan medyatdrlerdir. Spesifik
uyaranlara cevap olarak sentezlenip lokal olarak etki gdsterirler ve hizla
enzimatik olarak inaktive edilirler. Monositler ve enflamasyon bélgesindeki diger
hiicreler tarafindan hizla transformasyona ve inaktivasyona ugramalari nedeniyle
son yillarda metabolizmaya dayanikli sentetik lipoksin analoglari hazirlanmasi
enflamasyon tedavisinde yeni bir alternatif sunmaktadir [92, 94, 108].

5-LOX enzimi

5-LOX esas olarak I6kositlerde bulunur. Granllositler,
monositler/makrofajlar, mast hiicreleri, dentrik hicreler ve B lenfositler 5-LOX
eksprese edebilir. Deride Langerhans hiicreleri 5-LOX eksprese etmektedir [109].
Memeli 5-LOX enzimi 672 veya 673 amino asit icermektedir. U¢ boyutlu yapisi
halen tanimlanamamis olsa da % 38 dizilim benzerligi gésteren tavsan 15-LOX
enzimi kullanilarak homoloji modeli olusturulabilir ($ekil 6) [110, 111].

Amino asit dizilim benzerligi diistik olmasina ragmen farkli LOX enzimleri
iki farkll birimden olugsan ayni katlanmis yapiy!r paylasirlar. Bunlar kigik N-
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terminali B-sandvi¢c bdlgesi ve daha genis C-terminal katalitik bdlgedir. Katalitik
bdlge demir ve substrat baglanma bdlgelerini icerir. Demir lipoksijenazlarin
katalitik aktivitesi igin esansiyeldir, Fe** ve Fe* arasinda gidip gelir [90, 111].

Sekil 6: Tavsan 15-LOX yapisi (solda) insan 5-LOX homoloji modeli (sagda) Kaynak
[1117den American Chemical Society’nin izni ile kullaniimistir. (Reprinted with permission
from reference [111] Copyright 2006 American Chemical Society)

Dinlenme halindeki hilicrelerde 5-LOX sitozolde, bazi hiicre tiplerinde ise
cekirdekte yer alir. Genel olarak, hiicresel uyariima sonucunda 5-LOX ve sitozolik
PLA, (cPLA,) nikleer membrana gé¢ eder ve cPLA, fosfolipitlerden arasidonik
asiti serbest birakir. 5-LOX aktive edici protein (FLAP) arasidonik asitin 5-LOX’a
transferine aracilik eder [90].

5-LOX aktivitesinin diizenlenmesi oldukca komplekstir. Hiicre ici Ca®*
konsantrasyonu, protein kinaz ve/veya diagilgliserol baglanmasi, fosforilasyon,
hiicresel peroksit tonusu, hicresel yer degistirme ve FLAP ile etkilesim 5-LOX
aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynar [90, 112].

5-LOX aktif bélgesindeki énemli aminoasitler Sekil 7°de goérilmektedir.
Ana baglanma yarigi, st kisimda fenilalanin 177 ve tirozin 181’den alt kisimda
triptofan 599 ve l6sin 420’ye kadar uzanir. 5-LOX aktif bdlgesi ve inhibitorlerle
yapilan molekiler modelleme ve farmakofor modelleme sonuglari etkilesme

bélgelerini aydinlatmistir [111].
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Sekil 7: insan 5-LOX aktif bélgesinin sematik gdsterimi. Kaynak [111]den American
Chemical Society’'nin izni ile kullaniimistir. (Reprinted with permission from referece [111]
Copyright 2006 American Chemical Society)

Charlier ve ekibibin 2006 yilinda yayinladiklari bu ¢alisma sonuglarina
gbre, yarigin ortasinda l6sin 414 aromatik halkalar ile etkilesmektedir. Akiif
bélgede iki hidrofobik grup etkilesim bdlgesi yer almaktadir. Birinci hidrofobik
bélge fenilalanin 421 ve l6sin 368’i iceren kiguk hidrofobik yan cep, digeri ise
baglanma bdlgesinin Ust kisminda izoldsin 406 ve I6sin 607’ye oldukga yakin bir
bélgedir. iki hidrojen bagi akseptér bolgesinden biri aktif bolge girisindeki tirozin
181 digeri asparajin 425’e yakin bodlgedir. Bu etkilesimlere ek olarak arjinin 411’in
asidik gruplarla etkilestigi gézlenmistir [111].

Antilékotrien ilaclar

Lokotrienlerin dnemli biyolojik 6zelliklerine bagh olarak, ila¢ endistrisi
Ozellikle 16kotrien biyosentezini engelleyen bilesikler ve reseptér antagonistleri
gelistiriimesi (zerinde calismistir. Bu calismalar I6kotrien modifiye edici veya
antilékotrienler olarak bilinen birgok sayida bilesigin bulunmasiyla sonuglanmigtir.
Bu bilesiklerden bazilari giinimizde astim tedavisi igin kullaniimaktadir. Son
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zamanlarda I6kotrienlerin kardiyovaskuler hastaliklardaki rollerine iligkin yapilan
calismalar ilgiyi yeniden 5-LOX yolagina ¢ekmistir [98]. Antildkotrien ilaglar
genellikle 5-LOX inhibitérleri, FLAP inhibitorleri ve Ibkotrien reseptor
antagonistleri olarak gruplandirilir.

5-LOX inhibitérleri

5-LOX inhibitérleri G¢ ana grupta toplanir: redoks inhibitérleri, demirle
kelat yapan bilesikler ve redoks aktivitesi olmayan bilesikler [113]. 5-LOX
enziminin katalitik siklusa girmesi icin gerekli olan Fe*, hidroperoksitlerin Fe®*’yi
(inaktif form) Fe®*"ya (aktif form) yilikseltgemesi sonucu elde edilir. Cogu 5-LOX
inhibitér etkili sentetik ve dogal kaynakh bilesik demiri rediikleyerek veya kelat

yaparak etkisini géstermektedir [114].

Redoks inhibitdrleri aktif bdlgedeki demir atomunu indirgeyerek etki
gosterirler. Bu sinifin prototipi fenidon ve BW755C kodlu bilesiklerdir. Selektif
olmayan antioksidan etkileri nedeniyle diger biyolojik redoks sistemleriyle
etkilesirler ve methemoglobin olusumuna neden olurlar. Bu sinif bilesiklerin ¢cogu
oral biyoyararlanimdan yoksundur, zayif selektiviteleri ve ciddi yan etkileri
nedeniyle ileri asamalara gegememistir [90, 93, 113].

o_ H HoN
N N
\ =\
ENO \LN@
CF,

Fenidon BW-755C

Demirle kelat yapan bilesikler hidroksamik asit ya da N-hidroksilire
tarevleridir. Bu gruptan astim tedavisinde kullanilan zileuton piyasada yer alan ilk
ve tek 5-LOX enzim inhibitéri bilesiktir. Atreleuton gibi ikinci jenerasyon 5-LOX
inhibitér bilesikler hazirlanarak genis 6n klinik testlerden gegmistir ancak reseptor
antagonistlerinin piyasada yerlerini almasiyla gelistiriimeleri sonlandiriimigtir [98].

HO\ NH, oHy
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Redoks inhibitérleri ve demirle kelat yapan bu iki sinifin diger redoks
reaksiyonlarina katilma ve zayif biyoyararlanim gibi dezavantajlari nedeniyle
redoks ve kelat yapma aktivitesi olmayan enzim inhibitérleri geligtiriimistir [115].
Bu sinif yapisal olarak oldukga farkli molekdilleri kapsar.

Oncii yapilarin optimizasyonu ile ulasilan ZD-2138 selektif ve oral olarak

aktif 5-LOX enzim inhibitéradr [116]. Cesitli ex vivo ve in vitro test sistemlerinde

yiksek aktivitesine ragmen kronik enflamasyon yoéresinde bu etkinlik

F
o o o
o) CHs 0
|
CHy

ZD- 2138

gorilememistir [113].

Daha ileri arastirmalar metoksitetrahidropiran yapisi ve dogal Uriinlerin
hibrit molekdllerini vermistir. Bu bilesiklerden biri olan L-697,198 insan
polimorfonikleer ldkositlerde LTB, olusumunu ICso=1.5 nM ile inhibe etmektedir

[117].
L-697,198 =

Mano ve ekibi tarafindan yapilan calismalarda, ZD-2138'de yer alan
dihidrokinolinon grubu imidazolilfenil grubuyla, metoksi grubu ise karboksamit ile
degistirilmistir. Bu optimizasyon c¢alismalari sonunda metil eter kikurtle
degistirilerek farmakokinetik 6zellikleri gelistiriimis klinik olarak aday CJ-13,610
kodlu bilesige ulasiimistir [118-121].
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Landwehr ve ekibinin 2-amino-5-hidroksiindol tlrevleri ile yaptigi
calismada 2. konumda fenil/feniletilamino ve fenilpiperazin tasiyan tlrevlerden
klorofenil grubu tagiyan iki bilesigin en etkili tirevler oldugu bildiriimistir [122].

COOEt COOEt
HO HO /_\
N N/
H H

indol tlrevleri izerinde Zheng ve ekibi tarafindan yapilan galismada rat
peritonal l6kositlerindeki 5-LOX inhibitér etkileri gicli, 1Csy degerleri 1uM’dan
dUsUk tlrevler elde edilmistir [123].

Merck arastirmacilar tarafindan indol sinifi MK-886 kodlu bilesigin in vitro

FLAP inihibitérleri

ve in vivo lékotrien olusumunu 5-LOX, fosfolipazlar veya diger selektif olmayan
mekanizmalar etkilemeden inihibe ettigi bulunmustur. MK-886 tam hicrelerde 5-
LOX aktivitesini etkili bir sekilde inhibe ederken, hiicre homojenatlarinda bu etkiyi
gbstermemektedir. Bu bilesigin etki mekanizmasini kesfetmek icin yapilan
calismalar, 5-lipoksijenaz aktive edici protein (FLAP) olarak adlandirilan proteinin
kesfine yol acmistir. MK-886 konsantrasyona bagli olarak arasidonik asitin
FLAP’a baglanmasini 6énlemekte ayrica daha ylksek konsantrasyonda FLAP ve
5-LOX etkilesmesini inhibe etmektedir [98, 124, 125].
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Kinolin-indol hibrit molekdli MK-591 bu sinifa ait bir diger bilesiktir, astim
tedavisi icin faz Il denemelerde etkili olsa da ileri agsamalara gegmemistir [124].

Bayer arastirmacilari tarafindan bulunan bir diger FLAP inhibitéri kinolin
sinifi BAY-X-1005 (DG031) kodlu bilesiktir. Astim tedavisi i¢in faz Il denemeleri
tamamlanmistir ancak bu konuda ileri galismalara devam edilmemigtir [98, 124].
deCODE genetics tarafindan izlandada yapilan galismada, dért hafta DG031
alan miyokardiyal enfarktiis gegirmis, FLAP veya LTA, hidrolaz kodlayan varyant
genlerden birini tagiyan hastalarda bu ilacin LTB, seviyesini azalttigi géralmustir
[126]. DGO31 miyokardiyal enfarktlisii dnlemek icin kullaniimak tzere faz Il klinik
denemelere hazirlanmaktadir [127].
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Ferguson ve ekibi tarafindan 2007 yilinda insan FLAP (¢ boyutlu yapisi
MK-591 ile kompleks halinde tayin edilmistir [125]. MK-591’in FLAP ile
etkilesiminde anahtar bélgelerin kinolin, tersiyer butil ve benzil gruplari oldugu
bildirilmistir [124].



FLAP inhibitérlerinin  kardiyovaskiler hastaliklarla olan iligkisi ilag
endustrisinin ilgisini gekmis, son zamanlarda bu konuya olan ilgi artmistir. Amira
Pharmaceuticals tarafindan gelistirilen indol sinifit AM103 kodlu bilesigin Kasim
2007’'de astim tedavisi igin faz | klinik gcalismalari tamamlanmig, Subat 2008'de
ise solunum ve kardiyovaskiler hastaliklarin tedavisi icin GlaxoSmithKline ile
ortak bir programa alinmigtir [128].

Merck Frosst tarafindan 2008 yilinda yayinlanan g¢alismada 2,2-bisaril-
bisikloheptan tlrevlerinin  FLAP inhibitér  aktiviteleri  arastinlmig, 5-
benzotiyazolilmetoksi-2-piridinilkarbamat tlrevi en aktif tiirev (FLAP 1C5=2.8 nm)

olarak bildirilmistir [129].
. -
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Lékotrien reseptér antagonistleri

Sisteinil 16kotrien reseptérlerini hedef alan selektif antagonistlerin
gelistiriimesinde oldukg¢a basarili olunmustur. CysLT; antagonistleri zafirlukast,
montelukast ve pranlukast astim tedavisi igin piyasada yer almaktadir [96, 98].

Sisteinil reseptér antagonistlerinin aksine LTB, reseptér
antagonistlerinden klinige gecen ilag olmamistir. Bu alandaki en gelismis aday
bilesik faz Il denemelerdeki LY293111 kodlu bilesiktir. LY293111’in in vitro ve in
vivo insan pankreatik kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi ve
apoptozisi indikledigi bildiriimistir [130-132].
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LY293111

2.1.3. COX/5-LOX Dual inhibitorler

Klasik NSAE ilaglar ve selektif COX-2 inhibitérler etkilerini enflamasyon
durumunda prostaglandin Gretimini azaltarak g&stermektedirler. Lokotrienlerin
enflamatuvar 6zellikleri gdz énline alindiginda COX/5-LOX enzimatik yolaklarin
her ikisini inhibe eden bilesiklerin daha iyi antienflamatuvar etkinlige sahip
olacag! ayrica I6kotrienlerin gastrointestinal mukozadaki yan etkileri nedeniyle
dual inhibisyonun gastrointestinal gtvenilirligi artiracagr dugundlmustar [14, 19,
20, 133]. Bu iki avantajin yaninda COX-1, COX-2 ve 5-LOX enzimlerinin birlikte
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inhibisyonunun, platelet TXA, olusumunu, vaskiler enflamasyonu, I6kositlerin
enflamatuvar ve trombotik 6zelliklerini énlemesi sonucu kardiyoprotektif etki
saglayabilecegi de dustnilmektedir [21].

Bu dual etkili bilesikler enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecedi gibi COX ve 5-LOX enzimlerinin rol oynadigi cesitli kanser
tiplerinin ve nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde de umut verici gérilmektedir
[4, 22-25].

Otuz yil dnce ilk COX/5-LOX inhibitor etkili bilesik benoksaprofen
piyasada yerini almig, klasik NSAE ilaclarla kiyaslandiinda daha iyi
gastrointestinal givenilirlige sahip oldugu g6riimastir. Ancak bu bilesik
hepatotoksik etkisi ve 1gs1da duyarliliga bagh yan etkileri nedeniyle piyasadan

cekilmigtir [26, 134].
o]
cl
HoC N/> < >

9] OH  Benoksaprofen

Seksenli yillarin sonunda cgesitli ilag sirketleri dual COX/5-LOX inhibitdri
ilag gelistirme programlari baslatmistir. Yapilan arastirmalarda COX ve 5-LOX
yolaklarinin dual inhibisyonu ile antienflamatuvar etkinlik, analjezik aktivite,
gastrointestinal guvenilirlik agisindan olumlu sonuglar elde edilmistir [26]. Bu
alanda yapilan g¢alismalar kimyasal vyapilarindaki farkliliklara  gore
siniflandirilabilir.

Di-tersiyer-Biitilfenoller

2,6-Di-tersiyer-butilfenoller antienflamatuvar fenolik bilesikler iginde
antioksidan 6zellikleri ile prostaglandin ve lékotrien sentezini inhibe eden énemli
bir gruptur. Cok sayida di-tersiyer-bitilfenol tirevi bilesik sentezlenmis, COX/5-
LOX enzim inhibisyonlari ve yapi-etki iligkileri arastirilmistir. Bu bilesiklerin
antioksidan ve radikal stpurtcu 6zellikleri nedeniyle Alzheimer hastaldi, kanser
gibi hastaliklarda da etkili olacagi distnalmastar [135].
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Bu sinif bilesiklerden 2,6-di-ter-butil-4-(2'-tiyenoil)fenoliin (R-830) kobay
akciger lipoksijenazi ve sigir seminal vezikll siklooksijenazini inhibe ettigi
bildirilmistir [136].

(H3C)3C S
| /
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R-830

Hidaka ve arkadaslar tarafindan yapilan calismalarda di-ter-bitilfenol
yapisindaki alfa-(3,5-di-ter-bdtil-4-hidroksibenziliden)-gama-bditirolaktonun (KME-
4) COX/5-LOX inhibisyon etkisi bildirilmistir. Ayni arastirmacilar tarafindan
yayinlanan calismalarda bilesigin analjezik ve antienflamatuvar etkileri
gorilmuistir [137-141].
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KME-4

N-metoksi-3-(3,5-di-ter-bltil-4-hidroksibenziliden)-2-pirolidonun  (E-5110)
rat sinoviyal hiicre klltirinde PGE, olusumunu ve kalsiyum iyonoforla stimile
edilmis insan nétrofillerinde LTB, ve siperoksit olusumunu inhibe ettigi
bildirilmistir. Analjezik etkisi indometazin ve piroksikama benzer, antipiretik etkisi
bu ilaglardan daha fazla, Ulserojenik etkisi ise her iki ilagtan daha az bulunmustur
[142-147].
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Biofor 389 (BF-389) adli bilesigin oldukga etkili in vitro COX enzim
inhibitéri olmasinin yaninda 5-LOX inhibitér etkisinin oldugu bildirilmistir. Yapilan
calismalarda bilesigin antienflamatuvar etkinligi ve Ulserojenik etkisi arasinda
genis bir gliven araligi bulunmaktadir [148, 149].

(H3C)5C

HO
C(CHg)s
BF-389
Oksadiazol, tiyadiazol, tiyazol, oksazol ve imidazol tlrevi di-ter-
bitilfenoller Uzerinde yapilan calismalar sonucunda 5-LOX ve COX enzim
yolaklarinin dengeli inhibisyonunu saglayan darbufelon mesilat (CI-1004)
bilesigine ulasiimistir [150-152].
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Darbufelon mesilat

Inagaki ve arkadaslar tarafindan hazirlanan y-sultam yapisina sahip S-
2474 kodlu bilesigin COX-2 ve 5-LOX enzim inhibisyonu etkisi bildirilmis,
antiartritik ilag adayi olarak klinik denemelere alinmistir [153, 154]. Bilesigin
metabolizasyon calismalarinda, antioksidan etkisi olmayan 2,3-dihidrobenzofuran
tlrevi oksidatif metabolitin glg¢li PGE, olusum inhibitérii oldugu bulunmustur
[155]. Yagami ve arkadaslar tarafindan yapilan calismalarda S-2474 kodlu
bilesigin ndroprotektif etkisi oldugu bildiriimistir [156, 157].
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S-2474 Dihidrobenzofuran tiirevi metabolit
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Tebufelonun (NE-11740) dual inhibitdr etkisinin bildiriimesinden sonra
dihidrodimetilbenzofuran (DHDMBF) tlrevi metabolitinin de dual inhibitér etkili
oldugu bildiriimistir. Bu sonug¢ Uzerine ¢ok sayida DHDMBF tirevi bilesigin
sentezi yapilarak farmakolojik etkileri ve yapi etki iliskileri arastiriimistir [158-160].
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Tebufelon DHDMBF

Dihidrodimetilbenzofuran Tiirevleri

Janusz ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismalarda, dihidrodimetiloenzofuran
sinifi bilesikler (zerinde 5. konumda amit, amidin, Ure, guanidin, amin ve
hetetosiklik halka iceren tlrevler hazirlanmisg, dihidrobenzofuran halkasi tizerinde
degisiklikler yapilarak COX/5-LOX enzim inhibisyonlari arastiriimistir. Tebufelon
ve metaboliti DHDMBF’in terminal doymamiglik nedeniyle karaciger enzimlerini
inhibe etme potansiyelleri g6z 6énlne alinarak 5-keto grubu Uzerinden de
modifikasyonlar yapilmistir. Bu bilesikler iginde en aktif bilesikler terminalde
siklopropil grubu ve bitirolakton tasiyan tirevlerdir [160-162].
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Zheng ve arkadaslar tarafindan dihidrodimetilbenzofuran tarevi yirmiyedi
bilesik Uzerinde molekiler modelleme ve U¢ boyutlu yapi-etki iligkisi ¢alismasi
yapiimistir. Modelleme sonuglari bu tlrevlerin COX-2 ve 5-LOX enzimlerine
baglanma modlarini agiklamaktadir [110].
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Fenamat Tiirevleri

Juby ve arkadaslari gesitli fenamat tlrevlerinde karboksilik asit grubunun
tetrazol halkasiyla degistiriimesinin bilesige 5-LOX inhibisyonu kattigini
bildirmiglerdir. Bu bilgiye dayanarak Boschelli ve ekibi tarafindan yapilan
calismada, meklofenamik asit, flufenamik asit ve mefenamik asit gibi fenamat
tirevi NSAE ilaglarda, karboksilik asit grubu oksadiazol, tiyadiazol ve triazol
gruplariyla yer degistiriimistir. Hazirlanan bilesikler icinde 1,3,4-oksadiazol-2-tiyon
ve 1,3,4-tiyadizol-2-tiyon halkasi tasiyan tirevlerin in vitro gicli COX/5-LOX dual
inhibitér etkileri bildirilmistir [163].

o o o
> > G

Meklofenamik asit R: 2,6-di-Cl, 3-CH,
Flufenamik asit R :3-CF,
Mefenamik asit R:2,3-di-CH,

indometazin Tiirevleri

indometazinin karboksilik asit grubunun N-hidroksilire grubuyla yer
degistirmesiyle COX enzimlerine karsi inhibitér etkinliklerinin yani sira 5-LOX
inhibisyonu olan tiirevler elde edilmistir [164, 165].

OH Ho 9
R \N,,/<
7]/NH2 NH,
H4CO
\ o H3;CO
CHg AN

N

R:H, CH,

Cl
Cl
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Kalkon tiirevleri

3,4-dihidroksikalkon tlirevierinin 5-LOX ve COX inhibitér etkinlikleri
arastirimis bu tdrevler icinde 2',5'-dimetoksi tlrevi optimal COX/5-LOX inhibitér
etkiye sahip bulunmustur [166].

OCH; ©

Jahng ve ekibi tarafindan yapilan c¢alismada propenon yapisi esas
alinarak basit aromatik bilesikler hazirlanmigtir. Fenil, piridil, tiyenil ve furil
gruplari iceren propenon tlrevlerinden C15 kodlu bilesigin COX-2 ve 5-LOX
inhibitér etkiye sahip oldugu bildirilmistir [167].

Ci5

Araico ve ekibi tarafindan fenilsllfonil Grenil kalkon tlrevlerinin (UCH)
COX-2 ve 5-LOX enzim inhibitdr etkileri bildiriimistir [168]. Bu tirevlerden Me-
UCH 9 kodlu bilesigin in vivo antienflamatuvar ve analjezik etkisi arastiriimistir

[2]-
o
o 0O 0)
\Y%
S
Q \NH/U\NH Cl Cl
H3C

Me-UCH 9
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1,3-Diarilprop-2-in-1-on Tiirevleri

Rao ve ekibi tarafindan yayinlanan ¢alismada bir grup 1,3-difenilprop-2-in-
1-on vyapisinda bilesik sentezlenmis, merkezde propinon yapisinin dual
COX/LOX inhibitérleri gelistiriimesinde uygun bir yapi oldugu bildiriimistir [169].

Ayni ekip tarafindan bu yeni sinif COX/LOX inhibitorlerin tasarimi, sentezi
ve genis yapi-etki iligkileri bildirilmistir. 1,3-diarilprop-2-in-1-on grubu bilesiklerde
3. konumundaki fenil halkasindaki p-metilstlfonil grubunun COX-2 selektivitesi
icin gerekli oldugu, 1. konumdaki fenil halkasindaki grubun elektronik ve sterik
Ozelliklerinin degismesiyle dual COX/LOX enzim inhibisyonu saglanabilecegi
gbsterilmistir. R grubu yerinde izo-propil ve siyano grubu tagiyan bilesiklerin
uygun kombinasyonda COX/LOX enzim inhibisyonu yaninda oral
antienflamatuvar ve analjezik etkileri bildirilmistir [170].

{\_ =

Tiyofen Tiirevleri

\ /

R=i-Pr, CN

o=0

Bu sinif bilesiklere 6rnek, Beers ve ekibi tarafindan hazirlanan ve yapisal
olarak nimesulide benzeyen RWJ-63556 kodlu bilesiktir. Bilesigin gigli COX-2
(ICs50=1.86 uM) ve 5-LOX (IC5=0.13 pyM) enzim inhibisyonuna sahip oldugu
bildirilmistir [171, 172].

S
0) NH o)
X
o/ \CH3
F
RWJ-63556
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Pirol Tiirevleri

Dannhardt ve Lehr tarafindan yapilan ¢alismada N-alkildifenilpirol asetik
asit ve propanoik asit tlrevlerinden azota bagh alkil gruplari iki karbondan fazla
olan propanoik asit tirevleri ylksek COX/5-LOX inhibitér etkiye sahip

Q

) \ °

’? OH

R

bulunmustur [173].

Piroloimizadol tiirevleri

Smith Kline ve French Laboratuvarlarn tarafindan tasarlanan ve
sentezlenen piridinilpiroloimidazol tirevlerinden SK&F 105561 ve bu bilesigin én
ilaci olan SK&F 105809 dual COX/5-LOX inhibitér etkiye sahip bulunmustur [174-
176].

SK&F 105561 SK&F 105809

Izoksazol tiirevleri

Searle (Pharmacia) arastirma grubu dual inhibitérlere ulasmak igin COX-2
ve 5-LOX inhibitérlerin farmakofor gruplarini ayni molekllde birlestirerek in vitro

aktif bilesiklere ulasmistir [177].

Ry
CI Rs
N
R,.Ry: H,F

o 0 R,:SO,CH,, SO,NH,

O OCHj
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Pharmacia arastirma grubuna ait bir diger patentte oksazol hidroksamik
asit tlrevlerinden asagida formali verilen bilesidin, COX-2 enzimini 1C5,=5.1uM,
5-LOX enzimini IC50=0.05 pM degerleri ile inhibe ettigi bildirilmistir [178].

F
H.C
O \ N\ ’ “N—OH
DA
( i

HsCO,S

Pirazol tiirevieri

Dual etkili bilesiklere ilk érneklerden biri pirazol halkasi igeren hidroksamik
asit tirevi tepoksalindir [179, 180]. Tepoksalin ve asit metabolitinin sinoviyal
dokuda doz bagdimh dual inhibitdr etkisi literatrde bildirilmistir [181]. Tepoksalin
halen képeklerde artrit tedavisinde kullaniimaktadir [182].

HO

H3CO. \N,_CH3
[ j\ N
NN o)

Tepoksalin

C

Connolly ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢alismada, dual inhibitdr
tepoksalin ve 5-LOX inhibitéri atreleutonun (ABT-761) yapisal &zelliklerini
tasiyan N-hidroksilire ve hidroksamik asit tlrevi bilesikler sentezlenmis ve
COX/LOX inhibitér aktiviteleri arastiriimistir. Bu bilesiklerin in vitro dual inhibitdr
etkiye sahipken ex vivo testlerde 5-LOX inhibitér etki slresi acisindan

tepoksaline gére Ustlnllkleri olmadigr gdzlenmistir [183].
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Horizoe ve arkadaslari tarafindan yapilan galismalarda ER-34122 kodlu
pirazol tlrevi bilesigin in vitro, ex vivo ve in vivo testlerde COX ve LOX enzim

drbnleri olusumunu inhibe ettigi bildiriimistir [184, 185].

ER-34122

Barbey ve ekibi dual inhibitér gelistirmek icin daha 6nce Searle tarafindan
uygulanan farmakoforik kombinasyon yéntemi ile yeni bir dual inhibitér
gelistirmistir. Bilesikte selektif COX-2 inhibitdrlerinin trisiklik metansilfon yapisi ve
5-LOX inhibitérii ZD-2138'in 4-metoksitetrahidropiran grubu kombine edilmistir.
Bilesigin in vitro ve in vivo yiksek aktiviteye sahip oldugu gérilmastar [186].

R
QL
N\

AN
HaCO

R:-SO,CHj , -SO,NH,
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Ayni ekip tarfindan daha sonra yapilan ¢alismada bu bilesidin yapisi esas
alinarak yeni COX-2/5-LOX inhibitdér( diarilpirazol tirevleri sentezlenmis,
aminostlfonil grubu tasiyan bilesigin insan prostatik kanser hucrelerinde
apoptozisi indikledigi bulunmustur [25].

Kawano ve ekibine ait bir patentte pirazol-4-alkanoik asit turevlerinin
aktiviteleri arastiriimis glcli PGE, ve LTB, inhibisyonu gdsteren tlrevler elde
edilmistir [187].

H3CO H3;CO
COOEt COOEt
— g—
N\N/ N\/
H3CO H3CO Br
R:CH,, OCH,

Reddy ve ekibinin 1-(4-sulfamoilfenil)-3-triflorometil-5-indolil pirazolinlerle
yaptiklari caismada COX-2 ve LOX inhibitdr aktiviteye sahip tirevlere ulasiimis,
kiral merkeze sahip bu tlrevlerden iki bilesigin (R:H ve 7-Cl) enantiyomerleri
ayrilarak f-izomerlerin daha yiuksek COX aktiviteye sahip oldugu bildirilmisgtir.
indol halkasinda siibstitlient tagimayan tiirevin aromatizasyonu COX-2 aktivitenin
kaybina yol agmistir [188].

HoNO,S

Hibrit bilesikler

Uddin ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismalarda triaril (Z)-eten yapisinda,
fenil halkasinin para konumunda stilfonilmetil COX-2 farmakoforu tasiyan asiklik
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rofekoksib analoglari sentezlenerek selektif COX-2 inhibisyonlari bildirilmistir
[189, 190]. Charlier ve ekibi tarafindan ise redoks inhibitdri olmayan bilesiklerin
insan 5-LOX enzimi aktif bolgesine baglanma modeli agiklanarak likofelonun
karboksil grubunun 5-LOX aktif bélgesinde arjinin 411 ile elektrostatik etkilesimi
olabilecegi bildirilmistir [111].

Bu bilgilere dayanarak Moreau ve ekibi tarafindan karboksil grubu tasiyan
asiklik rofekoksib analoglari sentezlenerek, in vitro COX/LOX inhibitér etkileri ve
in vivo antienflamatuvar ve analjezik etkileri arastinimistir. COX-2 ve 15-LOX
enzimleri aktif bolgeleri ile yapilan modelleme caligmalarinda sustitient hacmi,
konumu ve elektronik parametrelerin ligant-enzim baglanma modlarini degistirdigi
bildiriimistir [191].

H3CO,S

/X

COOH

Moreau ve ekibi tarafindan yapilan diger bir calismada rofekoksibin asiklik

analogu olan ve COX-2 selektif inhibitér aktiviteye sahip triaril (Z)-olefin

yapisindaki bilesiklere, di-ter-biitilfenol farmakoforu vyerlestirilerek COX/LOX

inhibitéri bilegikler elde edilmistir. Bu bilesikler icinde optimum etkiye sahip
bilesik 1-hekzen (R=n-butil) yapisi tasimaktadir [192].

H4CO,S (HsC)sC OH

O Q C(CH3)3

R Q
Hibrit bilesiklere ait diger bir sinif, selektif COX-2 inhibitdr rofekoksibe 5-

LOX inhibitérlerinde bulunan oksim ya da N-hidroksikarbamat gruplarinin

yerlestirimesiyle elde edilmistir. /in vitro enzim inhhibisyonlari ve in vivo
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antienflamatuvar, analjezik etkileri incelendiginde 3. konumundaki fenil
halkasinda p-oksim grubu tasiyan tirevler dual COX/LOX enzim inhibitorleri
tasarimi icin uygun bir model olusturmaktadir [193].

OH
N%
OH
1 ) —
H4CO,S
“ —
o) o N
0 (e}

Scholz ve arkadaslari tarafindan, antioksidan ebselenin karakteristik
yapisi ile diaril heterosiklik halka grubu birlestirerek 4,5-diaril isoselenazol
yapisinda dual inhibitér etkili bilesiklere ulasiimistir. Bu bilesiklerden flor ve
stlfonilmetil grubu tasiyan tlrevin COX-2 ve 5-LOX inhibitér etkisinin yaninda
zayf hidroksil radikali supUricU etkisi de bildirilmistir [194].

: [
\ / : A
Se
O Ebselen

F

H4CO,S

Pirolizin tirevleri

Diarilpirolizin tirevlerinin COX-1, COX-2 ve 5-LOX enzim inhibitér etkileri
genis sekilde arastiriimistir [195-200]. Merckle tarafindan yapilan calismalar
osteoartrit tedavisi igin faz Il klinik denemelere alinan likofelonun (ML3000)
kesfine yol agmistir. Likofelonun COX1/2 (IC5p=0.16-3.9uM) ve 5-LOX (ICs5,=0.23-
3.8 uM) inhibitér aktivitesi in vitro hiicresel testlerde gdsterilmistir [28].

Likofelonun hayvan testlerinde analjezik, antienflamatuvar ve antitrombotik
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etkilere sahip oldugu ve gastrointestinal yan etkilere yol agmadidi bildiriimistir
[13]. Insan Kklinik denemelerinde osteoartrit tedavisinde etkinligini ve
gastrointestinal guvenilirligini kanitlamigtir [26]. Ancak likofelon ile ilgili genis
¢apta klinik denemelere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Likofelon

Son yillarda likofelon ile yapilan calismalar bilinen farmakodinamik
etkilerinin yaninda farkli &zelliklere de sahip oldugunu gdstermektedir.
Likofelonun endotele I6kosit adhezyonunu 6nledidi, fonksiyonal ve metabolik
platelet-l6kosit etkilesimlerini, platelet fonksiyonunu ve nétrofil aktivasyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir [201-204].

Fischer ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada likofelonun hiicresel 5-LOX
arOnleri olusumunu efkili bir sekilde inhibe ettigi ancak saflastiriimis 5-LOX enzimi
veya hlicre homojenatlarinda zayif etki gosterdigi gdzlenmistir. Ayrica yapilan
testlerde likofelon FLAP inhibitéri MK-886 ile benzer ézellikler sergilemistir. Bu
calisma sonuglarina goére likofelonun FLAP araciligiyla 5-LOX drinleri
olusumunu inhibe ettigi distnltimektedir [205].

2.1.4. COX veya 5-LOX inhibitor Etkili Diarilpirazolpropanoik asit Tiirevleri

Antienflamatuvar ve COX-2 veya 5-LOX enzim inhibitérii etkileri
arasgtirlmak Uzere hazirlanan 1,5-diaril-3-slbstitlie pirazol tlrevlerinden 3.
konumda propanoik asit tasiyan tlrevleri iceren calismalar ve bu bilesiklerin
biyolojik etkileri asagida 6zetlenmistir.
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Ortho Pharmaceutical tarafindan yapilan arastirmalarda 1,5-diaril-3-
sUbstitle pirazol tlrevlerinin antienflamatuvar etkinlikleri arastinimis bu
calismalar sonucunda dual etkili tepoksalin bilesigine ulasiimistir. Ancak
hidroksamik asit tlrevlerinin demirle kelat olusturarak 5-LOX enzim inhibisyonu
sagladigi bilinmektedir. Bu tlrevlerden antienflamatuvar etkiye sahip 1,5-
diarilpirazol-3-propanoik asit tdrevlerinin rat pence dédemi testinde gdsterdikleri
inhibisyon oranlari veya EDs, degerleri verilmigtir [206].

R,: OCH; R,: Cl EDg,=5.2 mpk (mg per kg)

R,: OCH,; R,: CH; % 87 inh. (10 mpk, p.o)
\ OH

O

Fenil gruplarinin farkli heterosiklik halkalarla degistiriimesiyle elde edilen
tirevlerden benzotiyazol halkasi iceren bilesik rat penge édemi testinde 15
miligram per kilogram dozda % 60 inhibisyon g&stermistir [36].

O

N\ N OH
>N
S =

Cl

Ayni grup tarafindan yapilan bir baska calismada fenil halkalari FLAP
inhibitérleri yapisinda yer alan kinolin grubu ile substitie edilerek 5-HETE
olusumunu inhibe eden tiirevler elde edilmistir. Bu bilesiklerin inhibitér etkileri tam
hicrelerde ve izole enzimde arastiriimis bilesikler hlicresel testte daha yiksek
aktivite gOstermistir [207].
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Pirazol halkasinin birinci konumundaki fenil halkasinda sllfonamit grubu
tasiyan bilesikler genis sekilde arastiriimis bu bilesiklerden selekoksib COX-2
selektif inhibitdér etkili ilk ilaglardan biri olarak tedavide yerini almistir. Bu
calismalarda flor sibstitlenti tasiyan 1,5-diarilpirazol-3-propanoik asit tlrevinin
COX-2 inhibitér etkisi bildirilmistir [208].

HoNO,S
\@\ COX-2 ICgy= 3.5 uM
N/N\ o COX-11C5,=100 uM
——

OH

Birkag ay once yayinlanan patentli ¢alismada selekoksibde yer alan
triflorometil grubu alkilkarboksilik asit grubuyla degistirilerek COX-2 enzim
inhibitér etkili tirevlere ulasiimistir [209].

HoNOLS . .
Saf Enzim Testi

N COX-2 ICx,=8.9 uM

N~ COX-1 IC5>25 uM

N (6]
— J
Makrofaj Testi
OH  COX-2IC,=1.4 uM
COX-1 1C4>5 uM
LM-4762
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kimyasal Caligmalar
3.1.1. Gerecler

Calismada kullanilan c¢6zlciler analitik niteliktedir. Dimetilformamit
distillendi veya Aldrich firmasindan temin edilen susuz dimetilformamit kullanildi.
Asetofenon ve tlrevleri, potasyum tersiyer butoksit, siksinik anhidrit, 3,6-
dikloropiridazin, hidrazin hidrat ve m-kloroperbenzoik asit Aldrich firmasindan;
trietilamin, hidroklorik asit, sdlfiirik asit, asetik asit, sodyum asetat, sodyum
tiyometoksit, metalik sodyum Merck firmasindan temin edildi.

3.1.2. Genel Sentez Yontemleri
6-Fenil-4,6-dioksohekzanoik asit tlirevleri

Potasyum tersiyer bitoksit (7.08 g, 0.06 mol) susuz dimetilformamit (20
ml) icinde ¢ozllerek argon atmosferi altinda 0°C’ye sogutulur. Bu g¢ozeltiye
asetofenon tirevinin (0.03 mol) dimetilformamit (15 ml) igindeki ¢dzeltisi damla
damla 45 dakika icinde eklenir ve 0°C’de 30 dakika karistirilir. Stksinik anhidrit
(3g, 0.03 mol) dimetilformamit (15 ml) icinde oda isisinda ¢éziilerek balondaki
enolat ¢ozeltisine 80 dakikada 0-5°C’de eklenir. Reaksiyon karigimi bu sicaklikta
30 dakika daha karistirildiktan sonra 55°C’'de 45 dakika isitilir. Stire sonunda
reaksiyon karisimina su (200 ml) eklenerek, konsantre hidroklorik asit ile
asitlendirilir. Karisim sogdutularak karistirilir, ¢éken madde sizilerek alinir, su
(100 ml) ile yikanir. Sudan blyik 6lclide arindiktan sonra toluen (15 ml) ile
yikanir. Uygun ¢dzictden kristallendirilir [210].

3-Kloro-6-hidrazinopiridazin hidrokloriir

3,6-Dikloropiridazin (40 g, 0.27 mol) lzerine hidrazin hidrat (30 ml, 0.6
mol) 0°C’de argon atmosferi altinda eklenerek karistirilir. Balon igerigi bir gece
bekletilerek olusan beyaz ¢okelek sudan kristallendirilir, stzaltr, kurutulur (E.N:
137°C). Elde edilen 3-kloro-6-hidrazinopiridazin metanolde ¢ozilir, g¢dzeltiden
gaz hidroklorik asit gecirilerek elde edilen 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidroklortr
stzllerek alinir (E.N: 250°C dec.) [211].
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3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-fenil-1H-pirazol-3-iljpropanoik asit tiirevleri

6-Fenil-4,6-dioksohekzanoik asit tirevi (0.008 mol), metanol (50 ml) ve
trietilamin (2.2 ml, 0.016 mol) oda isisinda argon atmosferi altinda karistirilir. 3-
Kloro-6-hidrazinopiridazin hidroklortr (1.81 g, 0.01 mol) eklenerek geri geviren
sogutucu altinda 6 saat isitiir. Sonug ¢dzelti vakum altinda kuruluga kadar
ucurulurak kalan artik kloroform (100 ml) ile alinir. Kloroform, 1N hidroklorik asit
(100 ml) ve su (100 ml) ile yikanir, susuz sodyum sulfat ile kurutulur, vakum

altinda kuruluga kadar ugurulur. Elde edilen kati uygun ¢éziclden kristallendirilir.

3-[1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-il]propanoik asit tiirevleri

Sodyum (0.009 mol, 0.207 g) ve susuz metanolden (20 ml) hazirlanan
sodyum metoksit ¢bzeltisi  3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-il]
propanoik asit tlrevinin (0.003 mol) metanol (30 ml) icindeki ¢bzeltisi Uzerine
eklenir. Reaksiyon karisimi geri ceviren sodutucu altinda 6 saat isitilir. Reaksiyon
karisimina su (100 ml) eklenir ve 6N hidroklorik asit ile asitlendirilir. Coken kati
madde sizilerek alinir. Uygun ¢6ziciden kristallendirilir.

3-[1-(6-0kso-1,6-dihidropiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
turevleri

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-iljpropanoik  asit  tlrevi
(0.003 mol) ve sodyum asetat trihidrat (0.006 mol, 0.816 g) glasiyel asetik asit
(50 ml) icinde geri ceviren sogutucu altinda 10 saat isitilir. Reaksiyon karisimi
oda isisina geldikten sonra buzlu su (100 ml) Gzerine dokilir. Céken katli madde

stiztilerek alinir. Uygun ¢ézlctden kristallendirilir.

3-{1-[6-(metiltiyo)piridazin-3-il]-5-fenil-1 H-pirazol-3-il}propanoik asit

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-il] propanoik asit (0.003 mol,
0.98 g) ve sodyum tiyometoksit (0.009 mol, 0.63 g) dimetilformamit (40 ml) iginde
argon atmosferi altinda 50°C’de 5 saat Isitiir. Bir gece oda isisinda
karistirildiktan sonra reaksiyon karisimina su (100 ml) eklenir. 6N hidroklorik asit
ile asitlendirilir. Goken kati madde siizilerek alinir. Asetondan kristallendirilir.
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3-{1-[6-(metilslilfonil)piridazin-3-il]-5-fenil-1 H-pirazol-3-il}propanoik asit

3-[1-(6-tiyometilpiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik asit (0.0006
mol, 0.2 g) diklorometan (15 ml) ve metanol (3 ml) karisiminda ¢6zilir. Bu ¢dzelti
Uzerine m-kloroperbenzoik asit (%70, 0.0016 mol, 0.39 g) porsiyonlar halinde
0°C’de eklenir. Reaksiyon karisimi 20 dakika 0°C’de karistirildiktan sonra oda
Isisinda bir gece karistinlir. Vakum altinda kuruluga kadar ugurulur, kalan artik
eterle (50 ml) kanstirihr, stizdldr.

3.2. Analitik Caligmalar
3.2.1. Erime Noktasi Tayini

Bilesiklerin erime noktalari, Electrothermal 9300 erime derecesi cihazi ile

tayin edildi ve degerler dizeltiimeden verildi.

3.2.2. ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

Kimyasal sentez c¢alismalarinda ve bilesiklerin saflik kontrollerinde
Silikajel 60 Fas4 (Merck) hazir aliminyum plaklar kullanildi. G6zlicu sitemi olarak
Toluen:Metanol (80:20), Kloroform:Metanol (90:10), Hekzan:Aseton:Asetik asit
(60:40:2 damla) kullanildi. Lekelerin belirlenmesinde UV isigidan (254 ve 366
nm) ve demir (Ill) klortr reaktifinden yararlanildi.

3.2.3. Elementel Analizler

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

3.2.4. IR Spektrumlar

Sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlari, potasyum bromir (Merck) ile
hazirlanan, yaklagik %1 oraninda madde iceren pelletler kullanilarak, Bruker
Vector 22 (Opus Spectroscopic Software Version 2.0) IR Spektrometresi'nde
alindi ve dalga sayisi (cm™) cinsinden degerlendirildi.
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3.2.5. NMR Spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin 'H ve C-NMR spektrumlari, DMSO-ds veya
CDCl; igindeki cozeltileri ile Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez
Laboratuvar’'nda Varian Mercury 400, 400 MHz High Performance Digital FT-
NMR Spektrometresinde alinip kayma degerleri & (ppm) skalasinda
degerlendirildi. Eslesme sabitleri Hz (Hertz) olarak verildi.

3.2.6. MS Spektrumlari

Mass spektrumlar, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi Merkez
Laboratuvar’'nda  Waters 2695  Alliance ZQ  Micromass LC/MS
Spektrometresi’nde elektrospray iyonizasyon (ESI) ydontemi kullanilarak alindi.

3.3. Biyolojik Calismalar
3.3.1. COX inhibisyonu Tayini
Gerecler

Sentezlenen bilesiklerin in vitro COX-1 ve COX-2 etkileri saflastiriimis
enzim testi [160, 212] ile Faes Farma (ispanya) Farmakoloji Balimi
laboratuvarlarinda yapildi.

in vitro COX-1 ve COX-2 inhibitér etki tayini igin koyun COX-1 ve COX-2
enzimleri (Cayman Chemical) kullanildi. PGE, miktari Enzim immiin Testi (EIA)
(Amersham Biosciences) ile 6lcldl.

Butln bilegikler 10 uM final konsantrasyonda test edildi. Tasiyici olarak
%1’lik DMSO kullanildi. Referans bilesik olarak rofekoksib COX-1 inhibitdr
aktivitesi icin 100 uM, COX-2 inhibitdr aktivitesi i¢in 1 uM konsantrasyonda,
indometazin ise 10 pM konsantrasyonda kullanildi.

COX inhibisyonu Test Yéntemi

Bir tnite COX-1 veya COX-2 enzimi igeren 50 ul ¢bzelti, kofaktdr olarak
hematin (1 pM) ve fenol (2 mM), EDTA (5 mM) iceren 0.35 ml pH 8 Tris-HCI
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tamponu (100 mM) ile slispanse edilir. Reaksiyon ortami 50 pl test bilesigi (10
uM), referans bilesik ya da taslyici eklenerek 37 °C’de 15 dakika slreyle inkiibe
edilir. Enzimatik reaksiyon, 50 ul arasidonik asit substrati (100 uM) eklenerek
baslatilir. 37 °C’de 5 dakika inklibasyon sonunda reaksiyon 50 pl 1N hidroklorik
asit ilavesi ile durdurulur ve reaksiyon ortami 50 ul Tris-baz (1 M) ile nétralize
edilir.

50 ul final ¢bzelti immianoenzimatik test tamponu ile 1:10 oraninda
seyreltilir. Seyreltilmis ¢dzeltiden 50 ul alinarak Enzim immiin testi (EIA) ile PGE;
miktar tayin edilir. Olglimler mikroplaka okuyucusu ile (Labsystems multiscan
MS) 450 nm dalga boyunda yapilir. Veriler GENESIS-LITE programi (Mikroplaka
Yazilimi) kullanilarak elde edilir. Sonuglar, taslyiciyla karsilastirmali olarak %
COX-1 veya COX-2 inhibisyon seklinde ifade edilip asadida verilen denkleme
gbre hesaplanir.

% COX Inhibisyon = ([PGEzlasiyici — [PGEzliest biesig)) X 100 / [PGEz)iasiyici

Test edilen bilesiklerden COX-2 inhibisyonu % 50’den blylk olanlar %
COX-1 inhibisyonu ve ICs, degerleri hesaplanmak Uzere tekrar degerlendirilir.
ICso degerleri, PRISM programinda (GraphPad) non-lineer regresyon yéntemi
uygulanarak, selektivite indeksleri (Sl) ise asagida verilen oran kullanilarak
hesaplanir.

SI = [ICs(COX-1) / IC5o(COX-2)]

3.3.2. 5-LOX inhibisyonu Tayini
Geregler

Sentezlenen bilesiklerin 5-LOX inhibitér etkileri, insan I6kosit LTB,
inhibisyon testi [213] ile Amira Pharmaceuticals (San Diego, Kaliforniya)
laboratuvarlarinda yapildi. LTB, miktari Enzim immin Testi (EIA) (Assay
Designs) ile él¢ulda.
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Loékosit izolasyonu icin insan kani Heparin Vacutainer™ tiipler igine
toplandi ve 2 saat icinde kullanildi. % 3’lik Dekstran ¢bzeltisi, fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS) ile hazirlandi. HBSS/HEPES 100 ml Hank’s Buffered Salt Solution
(Invitrogen, Carlsbad, CA) Uzerine 1.5 ml 1M HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetansilfonik asit) eklenerek hazirlandi. Kalsiyum iyonofor (A23187)
DMSO igerisinde 50 mM (26.18 mg/ml) konsantrasyonda hazirlandi, isiktan
korunarak -20°C’de saklandi. Sentezlenen bilesikler 30, 10, 3 ve 1 pM
konsantrasyonda DMSO ile seyreltilerek test edildi.

5-LOX inhibisyonu Test Yéntemi
insan Lékosit izolasyonu

20 ml insan kani 50 ml'lik bir tibe aktarilarak 7 ml % 3’lik dekstran
cozeltisi eklenir. Oda isisinda 45 dakika bekletilerek kirmizi kan hicrelerinin dibe
cbkmesi saglanir. Stipernatant alinarak HBSS/HEPES ile 40 ml'ye tamamlanir.
Oda 1sisinda 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. Hlicre ¢cokelekleri 30 ml kirmizi
kan hlicresi pargalama ¢ozeltisi ile stispanse edilir ve 37°C’'de 5 dakika inkiibe
edilir. Daha sonra oda isisinda 1200 rpm’de 5 dakika santrif(j edilir. Elde edilen
cokelek 40 ml HBSS/HEPES ile yikanir. Oda isisinda 1200 rpm’de 5 dakika daha
santrifiij edilir. Cékelek 25 ml énceden 37 °C’ye getirimis HBSS/HEPES (Ca* ve
Mg* iceren) ile siispanse edilir. Triptan mavisi ve hemositometre kullanarak
sayllir.

Test Yontemi

Lokositler HBSS/HEPES (Ca*® ve Mg*™ igeren) ile 1.25x10°/ml'ye
seyreltilir. 1 pl test bilesidi ya da DMSO, 96 kuyucuklu polipropilen mikroplakaya
aktarlir. Her kuyucuga 250 pl seyreltiimis I6kosit eklenir. 10 saniye plaka
karistiricida galkalanir. 37°C’de 5 dakika inkiibe edilir. inkiibasyon sirasinda 40 pl
A23187 (50 mM stok ¢dzeltisi), 4 ml HBSS (Ca* ve Mg* iceren) icine eklenerek
karistirilir. Her kuyucuga 5 ul seyreltimis A23187 eklenir (Final konsantrasyon 10
uM). Plaka 10 saniye galkalanir. 37°C’de 5 dakika inklbe edilir. Plaka 4°C’de
1200 rpm’de 10 dakika hicrelerin ¢ékmesi igin santrif(j edilir. 150 pl sipernatant
temiz bir plakaya aktarilir. Siipernatant 1:4 oraninda seyreltilerek LTB, miktar
Enzim imm(in Testi (EIA) (Assay Designs) ile dicillir. Test bilesigi yerine tasiyici
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iceren ve A23187 iceren kuyucuklar =Total baglanma (TB), test bilesigi yerine
tasiyici igceren ancak A23187 icermeyen kuyucuklar=Nonspesifik baglanma
(NSB) olarak degerlendirilir. Sonuglar, % 5-LOX inhibisyon seklinde ifade edilip
asagida verilen denkleme gore hesaplanir.

i LTB —[LTB est bilesigi
% 5-LOX inhibisyon = ([LTBelro = [ TBdestotess) 4
([LTB4]te — [LTB4]nsB)

30 UM konsantrasyonda 5-LOX inhibisyonu % 50’den blylk olanlar 1Csy
degerleri hesaplanmak Uzere 30, 10, 3.3, 1.1, 0.370, 0.123 ve 0.041 uM
konsantrasyonda test edilerek non-lineer regresyon yéntemi (Graphpad Prism)
kullanilarak 1Cs, deg@erleri hesaplanir.

3.4 Molekiiler Modelleme Calismalar
3.4.1 COX-2 Aktif Bélgesi ile Etkilesim

Bilesiklerin COX-2 aktif bdlgesi ile etkilesim galismasi (docking) Prof. Dr.
Antonio Entrena (Granada Universitesi, Ispanya) ve Prof. Dr. Gabriele Costantino
(Parma Universitesi ,italya) tarafindan gerceklestirildi.

Proteinin hazirlanmasinda Maestro programi ve COX-2 enziminin selektif
inhibitér SC-558 ile kompleks halinindeki X-ray yapisi kullanildi (PDB kodu:1cx2).
Bitln iyonize olabilen kalintilar iyonize halde birakildi. Protein yapisindaki su,
hidroksil ve tiyollerdeki protonlarin pozisyonlari, ayrica histidin, asparajin ve
glutaminin rotamer ve tautomer durumlarini olusturan yan zincir torsiyon acilari
sabitlendi. Protein yapisinda iyilestirme 6ncesinde su molekilleri silinmedi.
Ligand merkezleri hesaplanan bdlge icine yerlesecek sekilde segmentler
hesaplandi. Molekiler etkilesim calismalari (docking) Glide programi ile yapildi.
Glide algoritmasi, bir seri hiyerarsik filtreler araciligiyla protein baglanma cebinde
ligandin pozisyon, oryentasyon ve konformasyonlarinin sistematik tahminini
gerceklestirir [214]. Reseptoriin sekli ve 6zellikleri, farkli alan setleri ile gosterilir
bu sayede ligand durusunun degerlendiriimesinde daha hassas sonuglar
saglanir. Bu alanlar aktif bdélge ile etkilesim c¢alismasi éncesinde hesaplandi.
Baglanma bodlgesi ligand merkezinin gevrilmesini sinirlandirmak igin dikdértgen
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bir kutu ile tanimlandi. Bir seri baslangi¢ ligand konformasyonu en kiiglk torsiyon
acisinin ayrintih taramasi ile olusturuldu ve konformerler kombinatoryal sekilde
gruplandi. Ligand merkezinin ortak konformasyonu ve ayrintih yan zincir
konformasyonlari ile karakterize edilen her bir grup tek bir nesne olarak
degerlendirilip aktif bolge ile etkilesimi baslatildi. Tarama kaba bir pozisyonlama
ve degerlendirme fazi ile baslamaktadir, bu sekilde énemli dlglide tarama alani
sinirlanir ve degerlendirilecek olan durus sayisi azaltilir. Bir sonraki basamakta,
secilen duruglar reseptér icin OPLS-AA (Optimized Potentials for Liquid
Simulations/All Atom) kuvvet alani ile dnceden hesaplanan segmentlere minimize
edilir. Son basamakta, bu sekilde elde edilen 5-10 en diistk enerjili durus,
ligandin g¢evresindeki gruplarin minimum torsiyon agilarini inceleyen ve bu
gruplarin oryantasyonlarini iyilestiren Monte Carlo metotu ile degerlendirilir.
Minimize edilen duruslar Extra Precision (XP) Glide Score fonksiyonu ile tekrar
degerlendirilir. Bu islem suyun desolvasyon enerjilerini ve daha gelismis
baglanma afinitesi saglayan protein-ligand yapisal modellerini igerir. Bu
calismada aday liganlarin reseptériin spesifik konformasyonuna baglanmasinin
yari kantitatif siniflandinimasini amaglayan XP Glide metodu kullaniimistir [214].

3.4.2. 5-LOX Aktif Bolgesi ile Etkilesim

5-LOX inhibitér bilegiklerin insan 5-LOX enzimi aktif bdlgesi ile etkilesim
(docking) galismasi Dr. Caroline Charlier tarafindan (Namur Universitesi, Belcika)
gerceklestirildi. insan 5-LOX enzimi 3 boyutlu modeli homoloji modelleme ile elde
edildi.

Homoloji Modelleme

insan 5-LOX enzim amino asit dizini Swiss-Prot veri tabanindan alind.
Protein Veri Bankasinda (PDB) dizilim analizi BLAST kullanilarak gergeklestirildi.
En uygun kalip olarak insan 5-LOX ile dizilim benzerligi % 30’dan fazla olan
tavsan 15-LOX (PDB kodu 1LOX) enzimi segildi. Kalip ve hedef aminoasit
dizilimleri EsyPred3D programi ile siralandi. 3 boyutlu yapi Insightll Homology
paket programi ile yapilandirildi. Sonug modelin enerjisi CVFF (Consistent
Valence Force Field) kuvvet alani kullanilarak minimize edildi. Optimizasyon

sirasinda demir-ligand kalintilari sabit tutularak metal baglanma bdlgesinin
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oktahedral geometrisi korundu. Modelin dogrulamasi Procheck 3.0 programi ile
yapildi [111].

inhibitér-enzim etkilesimi

Ligandlar Insightll Builder modul kullanilarak modellendi, geometrileri
CFF91 (Consistent Force Field) kuvvet alani ile molekiler mekanik yéntemle
optimize edildi. inhibitérlerin 5-LOX aktif bolgesi ile etkilesimi genetik algoritma
kullanan GOLD version 3.1 ile yapildi. Bu program fleksibl ligandlarin, aktif bélge
cevresinde kismi fleksibilite gdsteren proteinlerle etkilesimini gergeklestirir [215].
Serin, treonin, ve tirozin hidroksil gruplari, ayrica lizin amonyum grubu iglem
sirasinda hidrojen bagi olusumu tercih edilecek sekilde optimize edildi. Generik
algoritma parametreleri olarak GOLD programinin varsayilan ayarlari kullanild.
Farkli ¢6zimler ligandin reseptére uyumunu gdsteren GOLDScore fonksiyonu ile
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Kimyasal Bulgular

4,6-Diokso-6-fenilhekzanoik asit (Bilesik 1a)

(0] (0]

OH

Asetofenon (0.03 mol, 3.5 ml), potasyum tersiyer bltoksit (7.08 g, 0.06 mol) ve
suksinik anhidritten (3 g, 0.03 mol) hareketle genel sentez ybéntemine gbre
sentezlendi. 2.12 g (verim % 32) Uriin elde edildi.

Erime derecesi: 105-106 °C (Lit. 103-105°C [216])

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1702 cm™ (C=0
gerilimi), 1613 cm™ (C=C gerilimi)

'H-NMR spektrumu (CDCIs) : (enol) 2.76 (2H, m), 2.84 (2H, m), 6.2 (1H, s), 7.44-
7.87 (5H, m)
4,6-Diokso-6-(4-florofenil)hekzanoik asit (Bilesik 1b)

(o]

F

4-Floroasetofenon (0.03 mol, 3.6 ml), potasyum tersiyer bltoksit (7.08 g, 0.06
mol) ve siksinik anhidritten (3 g, 0.03 mol) hareketle genel sentez ydntemine
gbre sentezlendi. 3.09 g (verim % 43) Grin elde edildi.

Erime derecesi: 122-123°C (Lit. 120-122°C [217])

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1699 cm” (C=0
gerilimi), 1605 cm™ (C=C gerilimi)

'H-NMR spektrumu (CDCls): 2.75 (2H, m), 2.82 (2H, m), 6.15 (1H, s), 7.13 (2H,
m), 7.88 (2H, m)
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4,6-Diokso-6-(4-klorofenil)hekzanoik asit (Bilesik 1c)

4-Kloroasetofenon (0.03 mol, 3.9 ml), potasyum tersiyer bitoksit (7.08 g, 0.06
mol) ve siksinik anhidritten (3 g, 0.03 mol) hareketle genel sentez ydntemine
gbre sentezlendi. 3.80 g (verim % 50) rln elde edildi.

Erime derecesi: 144-145°C (Lit.137-139°C [216])

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1703 c¢cm™(C=0
gerilimi), 1625 cm™ (C=C)

'H-NMR spektrumu (DMSO-dg): 2.5:1 enol:keto tautomer karisimi (Enol) 2.59
(2H, t, J=6.8 Hz), 2.77 (2H, t, J=6.8 Hz), 6.62 (1H, s), 7.60 (2H, d, J=8.4 Hz) 7.97
(2H, d, J=8.4 Hz): (Keto) 2.44 (2H, t, J=6.8 Hz), 2.83 (2H, t, J=6.8 Hz), 4.32 (2H,
s), 7.60 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.97 (2H, d, J=8.4 Hz)

4,6-Diokso-6-(4-bromofenil)hekzanoik asit (Bilesik 1d)

Br

4-Bromoasetofenon (0.03 mol, 5.97 g), potasyum tersiyer butoksit (7.08 g, 0.06
mol) ve siksinik anhidritten (3 g, 0.03 mol) hareketle genel sentez yéntemine
gbre sentezlendi. Etanol-su ile kristallendirildi. 3.78 g (verim % 42) (rln elde
edildi.

Erime derecesi: 163-164°C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1705 cm” (C=0
gerilimi), 1589 cm™ (C=C gerilimi)
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'H-NMR spektrumu (DMSO-dg): 1.5:1 enol:keto tautomer karisimi (Enol) 2.57
(2H, t, J=6.6 Hz), 2.75 (2H, t, J=6.6 Hz), 6.60 (1H, s), 7.73 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.86
(2H, d, J=8.0 Hz): (Keto) 2.42 (2H, t, J=6.4 Hz), 2.82 (2H, t, J=6.4 Hz), 4.30 (2H,
s), 7.73 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.86 (2H, d, J=8.0 Hz)

Elementel analiz C4,H11BrO,igin
Hesaplanan % C: 48.18 H: 3.71
Bulunan % C: 47.84 H: 3.59

4,6-Diokso-6-(4-metoksifenil)hekzanoik asit (Bilesik 1e)

0 0
] on
/@/\/\/\”/
o
HyCO

4-Metoksiasetofenon (0.03 mol, 5.97 g), potasyum tersiyer bitoksit (7.08 g, 0.06
mol) ve siksinik anhidritten (3 g, 0.03 mol) hareketle genel sentez ydntemine
gbre sentezlendi. Etanol-su ile kristallendirildi. 2.02 g (verim % 27) Urln elde
edildi.

Erime derecesi: 131°C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1701 cm™ (C=0
gerilimi), 1603 cm™ (C=C gerilimi)

'H-NMR spektrumu (DMSO-dg): 1.5:1 enol:keto tautomer karisimi (Enol) 2.57
(2H, t, J=6.8 Hz), 2.71 (2H, t, J=6.8 Hz), 3.84 (3H, s), 6.51 (1H, s), 7.06 (2H, m)
7.93 (2H, m) (Keto): 2.42 (2H, t, J=6.4 Hz), 2.82 (2H, t, J=6.4 Hz), 3.84 (3H, s),
4.23 (2H, s), 7.06 (2H, m), 7.93 (2H, m)
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4,6-Diokso-6-(4-metilfenil)hekzanoik asit (Bilesik 1f)

HsC

4-Metilasetofenon (0.03 mol, 4 ml), potasyum tersiyer bitoksit (7.08 g, 0.06 mol)
ve siksinik anhidritten (3 g, 0.03 mol) hareketle genel sentez yéntemine goére
sentezlendi. 3.16 g (verim % 45) Uriin elde edildi.

Erime derecesi: 138-139°C (Lit. 139-141°C [206])

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1698 cm™(C=0
gerilimi), 1611 cm™(C=C gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg): (enol) 2.38 (3H, s), 2.58 (2H, t, J=6.6 Hz), 2.74
(2H, t, J=6.6 Hz), 6.54 (1H, s), 7.34 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.85 (2H, d, J=8.4 Hz)
4,6-Diokso-6-(4-triflorometilfenil)hekzanoik asit (Bilesik 1g)
(0] (0]
OH
F3C

4-Triflorometilasetofenon (0.03 mol, 5.64 g), potasyum tersiyer bltoksit (7.08 g,
0.06 mol) ve siksinik anhidritten (3 g, 0.03 mol) hareketle genel sentez
ybntemine gbre sentezlendi. Eter-petrol eteri ile kristallendirildi. 3.45 g (verim
%40) Urtn elde edildi.

Erime derecesi: 127°C

IR spektrumu : 3300-2600 cm™ (genis O-H gerilimi), 1705 cm™ (C=0 gerilimi),
1624 cm™ (C=C gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-ds): 4:1 enol:keto tautomer karisimi (Enol) 2.57 (2H,
t, J=6.6 Hz), 2.78 (2H, t, J=6.6 Hz), 6.69 (1H, s), 7.87 (2H, d, J=8.4 Hz) 8.11 (2H,
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d, J=8.4 Hz): (Keto) 2.41 (2H, t, J=6.6 Hz), 2.83 (2H, t, J=6.6 Hz), 4.37 (2H, s),
7.87 (2H, d, J=8.4 Hz), 8.1 (2H, d, J=8.4 Hz)

Elementel analiz C13H41F30, icin
Hesaplanan % C: 54.17 H: 3.85
Bulunan % C: 53.65 H: 3.85

4,6-Diokso-6-[4-(metilsiilfonil)fenillhekzanoik asit (Bilesik 1h)

0]

—O

OH

H3C0O,S

4-(Metilsilfonil)asetofenon (0.03 mol, 5.95 g), potasyum tersiyer biitoksit (7.08 g,
0.06 mol) ve suksinik anhidritten (3g, 0.03 mol) hareketle genel sentez yéntemine
gbre sentezlendi. Etilasetat-hekzan ile kristallendirildi. 2.68 g (verim % 30) Urin
elde edildi.

Erime derecesi: 160°C

IR spektrumu : 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1701 cm™ (C=0 gerilimi),
1609 cm™ (C=C gerilimi), 1292 ve 1147 cm™ (asimetrik ve simetrik SO gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-ds): 4:1 enol:keto tautomer karisimi (Enol) 2.57 (2H,
t, J=6.6 Hz), 2.78 (2H, t, J=6.6 Hz), 3.27 (3H, s) 6.70 (1H, s), 8.04 (2H, d,
J=8.4Hz), 8.15 (2H, d, J=8.4 Hz): (Keto) 2.41 (2H, t, J=6.6 Hz), 2.83 (2H, t, J=6.6
Hz), 3.27 (3H, s), 4.38 (2H, s), 8.04 (2H, d, J=8.4Hz), 8.15 (2H, d, J=8.4 Hz)

Elementel analiz C13H1406S igin
Hesaplanan % C: 52.34 H: 4.73 S: 10.75
Bulunan % C:51.85H:4.69 S:10.77

MS (ES-) spektrumu: 297.06 [M-H]
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4,6-Diokso-6-(2-metoksifenil)hekzanoik asit (Bilesik 1i)

OCH,

2-metoksiasetofenon (0.03 mol, 4.13 ml), potasyum tersiyer bltoksit (7.08 g, 0.06
mol) ve siksinik anhidritten (3 g, 0.03 mol) hareketle genel sentez ydntemine
gbre sentezlendi. Reaksiyon sonunda reaksiyon karigimi su (200 ml) ile seyreltildi
ve konsantre HCI ile asitlendirildi. Ayrilan yagimsi kisim kloroformda (100 ml)
cozilerek % 10’luk NaHCO; cozeltisi (3x50 ml) ile ekstre edildi. Sulu fazlar
birlestirilip konsantre HCI ile asitlendirildi. Coken kati madde suzilerek alindi.
2.25 g (verim % 30) Urun elde edildi.

Erime derecesi: 116-117 °C

IR spektrumu (KBr): 3400-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1711 cm™ (C=0
gerilimi), 1624 cm™ (C=C gerilimi)

'"H-NMR spektrumu (DMSO-dg): 1.5:1 enol:keto tautomer karisimi (Enol) 2.52
(2H, t, J=6.6 Hz), 2.71 (2H, t, J=6.6 Hz), 3.84 (3H, s) 6.52 (1H, s), 7.0-7.7 (4H,
m): (Keto) 2.39 (2H, t, J=6.6 Hz), 2.76 (2H, t, J=6.6 Hz), 3.87 (3H, s), 4.07 (2H,
s), 7.0-7.7 (4H, m)

Elementel analiz C43H140s igin
Hesaplanan % C: 62.39 H: 5.64
Bulunan % C:62.17 H: 5.71
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3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-il]propanoik asit (Bilesik 2a)

Cl

| XX
N
\N/ N/N\ OH
— \
o)

4,6-Diokso-6-fenilhekzanoik asit (0.008 mol, 1.76 @), trietilamin (2.23 ml, 0.016
mol) ve 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidroklorirden (1.81 g, 0.01 mol) hareketle
genel sentez yéntemine gbére sentezlenip, etanol-su ile kristallendirildi. 1.81 g
(verim % 69) rln elde edildi.

Erime derecesi: 156 °C
IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1713 cm™ (C=0
gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-de) 5: 2.69 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.91 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH,CH,COOH), 6.64 (1H, s, pirazol H-4), 7.29-7.37 (5H, m, fenil), 8.09
(1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5), 8.13 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4), 12.20 (1H,
s, COOH)

Elementel analiz C1sH3CIN4O> icin
Hesaplanan % C: 58.45 H: 3.99 N: 17.04
Bulunan % C:58.68 H: 3.93 N: 17.03
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3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-florofenil)-1H-pirazol-3-il]propanoik asit
(Bilesik 2b)
Cl

| X
N
\N/ N/N\ OH
— \
o}

4,6-Diokso-6-(4-florofenil)hekzanoik asit (0.008 mol, 1.91 g), trietilamin (2.23 ml,
0.016 mol) ve 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidroklorirden (1.81 g, 0.01 mol)
hareketle genel sentez yontemine gére sentezlenip, etanol-su ile kristallendirildi.
2.33 g (verim % 84) Uriun elde edildi.

Erime derecesi: 149 °C
IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1725 cm™ (C=0
gerilimi)

'H-NMR spektrumu (DMSO-dg) : 2.66 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.88 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH,CH,COOH), 6.61 (1H, s, pirazol H-4), 7.18 (2H, t, J=8.8 Hz, fenil
H-3, 5), 7.34 (2H, dd, J= 8.8 ve 5.6 Hz, fenil H-2, 6), 8.06 (1H, d, J=9.2 Hz,
piridazin H-5), 8.11 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4), 12.20 (1H, s, COOH)

Elementel analiz CigH12CIFN,O»
Hesaplanan % C: 55.42 H: 3.49 N: 16.16
Bulunan % C:55.43 H:3.52 N: 16.14
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3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik asit

(Bilesik 2c)
Cl

| X
N
\N/ N/N\ OH
— \
o}

4,6-Diokso-6-(4-klorofenil)hekzanoik asit (0.008 mol, 2.04 g), trietilamin (2.23 ml,
0.016 mol) ve 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidroklorirden (1.81 g, 0.01 mol)
hareketle genel sentez yontemine gére sentezlenip, etanol-su ile kristallendirildi.
2.44 g (verim % 84) Urun elde edildi.

Erime derecesi: 164 °C
IR spektrumu (KBr): 3250-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1717 cm™ (C=0
gerilimi)

'H-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5: 2.66 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.89 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH,CH,COOH), 6.65 (1H, s, pirazol H-4), 7.32 (2H, d, J=8.8 Hz fenil
H-2, 6),7.42 (2H, d, J=8.8 Hz, fenil H-3, 5), 8.08 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5),
8.13 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4), 12.20 (1H, s, COOH)

3C-NMR spektrumu (DMSO-ds) &: 23.83, 33.12, 110.69, 126.41, 129.03, 130.10,
130.89, 132.07, 133.85, 144.19, 155.10, 155.38, 155.81, 174.35

Elementel analiz C1gH2CIN4O»
Hesaplanan % C: 52.91 H: 3.33 N: 15.43
Bulunan % C:52.82 H: 3.43 N: 15.41
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3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-bromofenil)-1H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
(Bilesik 2d)

c
I | N
N
\N/ N/N\ OH
\\o

Br
4,6-Diokso-6-(4-bromofenil)hekzanoik asit (0.008 mol, 2.39 g), trietilamin (2.23
ml, 0.016 mol) ve 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidrokloriirden (1.81 g, 0.01 mol)
hareketle genel sentez yontemine gére sentezlenip, etanol-su ile kristallendirildi.
2.48 g (verim % 76) Urun elde edildi.

Erime derecesi: 169°C
IR spektrumu (KBr): 3250-2500 cm™ (O-H gerilimi), 1697 cm™ (C=0 gerilimi)

'H-NMR spektrumu (DMSO-ds) 5: 2.66 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.89 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH.CH.COOH), 6.65 (1H, s, pirazol H-4), 7.25 (2H, d, J=8.4 Hz fenil
H-2, 6), 7.54 (2H, d, J=8.8 Hz, fenil H-3, 5), 8.07 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5),
8.13 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4), 12.20 (1H, s, COOH)

3C-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5: 23.81, 33.13, 110.65, 122.47, 126.39, 130.45,
131.13, 131.92, 132.05, 141.23, 155.09, 155.38, 155.79, 174.32

Elementel analiz C15H12BrCIN4Oz icin
Hesaplanan % C: 47.14 H: 2.97 N: 13.74
Bulunan % C:47.15H:2.91 N: 13.75
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3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-metoksifenil)-1H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
(Bilesik 2e)
Cl

| X
N
\N/ N/N\ OH
— \
o)

HsCO

4,6-Diokso-6-(4-metoksifenil)hekzanoik asit (0.008 mol, 2.00 g), trietilamin (2.23
ml, 0.016 mol) ve 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidrokloriirden (1.81 g, 0.01 mol)
hareketle genel sentez yontemine gére sentezlenip, etanol-su ile kristallendirildi.
1.73 g (verim % 60) Urln elde edildi.

Erime derecesi: 140-141°C
IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1711 cm” (C=0
gerilimi)

'"H-NMR spektrumu (DMSO-ds) 5: 2.68 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.90 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH.CH,COOH), 3.77 (3H, s, OCHz) 6.56 (1H, s, pirazol H-4), 6.92 (2H,
d, J=8.8 Hz, fenil H-3, 5), 7.22 (2H, d, J=8.8 Hz, fenil H-2, 6), 8.08 (2H, s,
piridazin H-4, 5)

Elementel analiz C47H5CIN4Oz igin
Hesaplanan % C: 56.91 H: 4.21 N: 15.62
Bulunan % C:56.96 H: 4.19 N: 15.47
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3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-metilfenil)-1 H-pirazol-3-il]propanoik asit
(Bilesik 2f)
Cl

B
N
\N/ N/N\ OH

H3C

4,6-Diokso-6-(4-metilfenil)hekzanoik asit (0.008 mol, 1.87 g), trietilamin (2.23 ml,
0.016 mol) ve 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidroklorirden (1.81 g, 0.01 mol)
hareketle genel sentez yontemine gére sentezlenip, etanol-su ile kristallendirildi.
2.00 g (verim % 73) Grln elde edildi.

Erime derecesi: 171°C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1714 cm” (C=0

gerilimi)

'"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) d: 2.31 (3H, s, CH;) 2.68 (2H, t, J=7.4 Hz,
CH,COOH), 2.90 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,CH,COOH), 6.59 (1H, s, pirazol H-4), 7.17
(4H, s, fenil), 8.09 (2H, s, piridazin H-4, 5), 12.20 (1H, s, COOH)

Elementel analiz C7H;5CIN4O; igin
Hesaplanan % C: 59.57 H: 4.41 N: 16.34
Bulunan % C:59.71 H: 4.40 N: 16.25
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3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-triflorometilfenil)-1 H-pirazol-3-il]propanoik
asit (Bilesik 29)

cl
B
N
\N/ N/N\ OH
— N\
o)
FsC

4,6-Diokso-6-(4-triflorometilfenil)hekzanoik asit (0.008 mol, 2.30 @), trietilamin
(2.23 ml, 0.016 mol) ve 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidroklorirden (1.81 g, 0.01
mol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlendi. Etilasetat-hekzan ile
kristallendirildi. 1.77 g (verim % 56 ) trln elde edildi.

Erime derecesi: 163°C
IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1712cm™ (C=0
gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) &: 2.67 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.91 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH,CH,COQOH), 6.75 (1H, s, pirazol H-4), 7.54 (2H, d, J=8.4 Hz, fenil
H-2, 6), 7.72 (2H, d, J=8.4 Hz, fenil H-3, 5), 8.10 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5),
8.18 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4)

Elementel analiz C7H12CIF3N4Oz igin
Hesaplanan % C: 51.46 H: 3.05 N: 14.12
Bulunan % C:51.04 H: 3.26 N: 14.08
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3-{1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-[4-(metilsllfonil)fenil]-1 H-pirazol-3-il} propanoik
asit (Bilesik 2h)

Cl | SN
N N\ OH
— \\o
HaCO,S

4,6-Diokso-6-[4-(metilsilfonil)fenillhnekzanoik asit (0.008 mol, 2.38 g), trietilamin
(2.23 ml, 0.016 mol) ve 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidroklorirden (1.81 g, 0.01
mol) hareketle genel sentez ydntemine gére sentezlenip, eter ile kristallendirildi.
1.95 g (verim % 60) trln elde edildi.

Erime derecesi: 176-177°C

IR spektrumu (KBr): 3300-2750 cm™ (genis O-H gerilimi), 1740 cm™ (C=0
gerilimi), 1302 ve 1153 cm™ (asimetrik ve simetrik SO, gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-de) 5: 2.68 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.91 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH,CH,COOH), 3.25 (3H, s, SO,CHa), 6.77 (1H, s, pirazol H-4), 7.59
(2H, d, J=8.4 Hz, fenil H-2, 6), 7.89 (2H, d, J=8.4 Hz, fenil H-3, 5), 8.10 (1H, d,
J=9.2 Hz, piridazin H-5), 8.19 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4)

Elementel analiz C17H15CIN,O,S icin

Hesaplanan % C: 50.19 H: 3.72 N: 13.77 S: 7.88
Bulunan % C:50.06 H: 3.71 N: 13.68 S: 8.06
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3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(2-metoksifenil)-1H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
(Bilesik 2i)

Cl

| X
N
\N/ N/N\ OH
\\o
OCHj

4,6-Diokso-6-(2-metoksifenil)hekzanoik asit (0.008 mol, 2.00 g), trietilamin (2.23
ml, 0.016 mol) ve 3-kloro-6-hidrazinopiridazin hidrokloriirden (1.81 g, 0.01 mol)
hareketle genel sentez yontemine gére sentezlenip, etanol-su ile kristallendirildi.
2.09 g (verim % 73) Urun elde edildi.

Erime derecesi: 136°C
IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1700 cm™ (C=0
gerilimi)

'"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) &: 2.66 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.88 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH,CH,COOH), 3.24 (3H, s, OCH,3) 6.48 (1H, s, pirazol H-4), 6.90 (1H,
d, J=8.4 Hz fenil H-8), 7.00 (1H, t, J=7.2 Hz fenil H-5), 7.35 (2H, m, fenil H-4, 6),
8.04 (2H, s, piridazin H-4, 5), 12.20 (1H, s, COOH)

Elementel analiz C7H;5CIN4O3igin
Hesaplanan % C: 56.91 H: 4.21 N: 15.62
Bulunan % C:56.92 H: 4.31 N: 15.39
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3-[1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-fenil-1H-pirazol-3-il]propanoik asit
(Bilesik 3a)

HaCO | N
N
\N/ N/N\ OH
— \
o

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-iljpropanoik asit (0.003 mol, 0.98 g)
ve sodyum metoksitten (0.009 mol) hareketle genel sentez ydntemine gbére
sentezlendi. Eter ile kristallendirildi. 0.79 g (verim % 82) Urtn elde edildi.

Erime derecesi: 172 °C

IR spektrumu (KBr): 3200-2700 cm™ (O-H gerilimi), 1696 cm™ (C=0 gerilimi)
"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) &: 2.66 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.88 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH,CH,COOH), 3.98 (3H, s, OCHs) 6.57 (1H, s, pirazol H-4), 7.22-7.43
(5H, m, fenil), 7.42 (1H, d, J=8.8 Hz, piridazin H-5), 7.91 (1H, d, J=9.2 Hz,
piridazin H-4), 12.20 (1H, s, COOH)

Elementel analiz Ci7HsN4Og igin

Hesaplanan % C: 62.95 H: 4.97 N: 17.27
Bulunan % C:62.70H: 5,17 N: 17.12
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3-[1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-(4-florofenil)-1 H-pirazol-3-il]propanoik asit
(Bilesik 3b)

HaCO | N
N N
\N/ N N\ OH

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-florofenil)-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik asit (0.003 mol,
1.04 g) ve sodyum metoksitten (0.009 mol) hareketle genel sentez yéntemine
gbre sentezlendi. Etilasetat-hekzan ile kristallendirildi. 0.63 g (verim % 61) Urin
elde edildi.

Erime derecesi: 146 °C

IR spektrumu (KBr): 3250-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1703 cm™ (C=0
gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5: 2.64 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.86 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH,CH,COOH), 3.96 (3H, s, OCHz), 6.55 (1H, s, pirazol H-4), 7.17
(2H, t, J=8.8 Hz, fenil H-3, 5), 7.28 (2H, dd, J=9.2 Hz ve 5.6 Hz, fenil H-2, 6), 7.40
(1H, d, J=9.6 Hz piridazin H-5), 7.91 (1H, d, J=9.6 Hz, piridazin H-4)

Elementel analiz C17H1sFN4Og icin
Hesaplanan % C: 59.65 H: 4.42 N: 16.37

Bulunan % C:59.55 H: 4.65 N: 16.25

MS (ES+) spektrumu: 343.20 [M+H], 365.18 [M+Na]
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3-[1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
(Bilesik 3c)

H3CO.
3 | N
N\/ _N
N N \ OH

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1 H-pirazol-3-iljpropanoik  asit (0.003
mol, 1.09 g) ve sodyum metoksitten (0.009 mol) hareketle genel sentez
yontemine gbre sentezlendi. Eter-petrol eteri ile kristallendirildi. 0.76 g (verim %
71) Oriin elde edildi.

Erime derecesi: 164 °C

IR spektrumu (KBr): 3250-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1698 cm™ (C=0
gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-de) 5: 2.66 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.88 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH.CH,COOH), 3.98 (3H, s, OCHz) 6.60 (1H, s, pirazol H-4), 7.27 (2H,
d, J=8.4 Hz, fenil H-2, 6), 7.42 (2H, d, J=8.8, fenil H-3, 5), 7.43 (1H, d, J=9.2 Hz,
piridazin H-5), 7.94 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4)

Elementel analiz C17H15CIN,Osicin

Hesaplanan % C: 56.91 H: 4.21 N: 15.62
Bulunan % C:56.74 H: 4.35 N: 15.63
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3-[1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-(4-bromofenil)-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
(Bilesik 3d)

HaCO | N
N N
\N/ N N\ OH

Br

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-bromofenil)-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik asit (0.003
mol, 1.22 g) ve sodyum metoksitten (0.009 mol) hareketle genel sentez
ybntemine gére sentezlendi. Eter-petrol eteri ile kristallendirildi. 0.65 g (verim %
54) (riin elde edildi.

Erime derecesi: 161 °C

IR spektrumu (KBr): 3250-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1698 cm™ (C=0

gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5: 2.66 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.88 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH,CH,COOH), 3.98 (3H, s, OCHs) 6.60 (1H, s, pirazol H-4), 7.20 (2H,
d, J=8.8 Hz, fenil H-2, 6), 7.43 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5), 7.55 (2H, d,
J=8.8, fenil H-3, 5), 7.94 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4)

Elementel analiz C17H1sBrN4O3 igin
Hesaplanan % C: 50.64 H: 3.75 N: 13.89

Bulunan % C:50.67 H: 3.94 N: 13.82

MS (ES+) spektrumu: 403.15, 405.14 [M+H], 425.14, 427.14 [M+Na]
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3-[1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-(4-metoksifenil)-1H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
(Bilesik 3e)

HaCO N
N
\N/ N N\ OH
—
\\o
HsCO

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-metoksifenil)-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik asit (0.003
mol, 1.07 g) ve sodyum metoksitten (0.009 mol) hareketle genel sentez
yéntemine gore sentezlendi. Karbontetraklorir ile kristallendirildi. 0.70 g (verim %
66) Uriin elde edildi.

Erime derecesi: 122-123 °C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1699 cm™ (C=0

gerilimi)

'H-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5: 2.65 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.87 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH.CH,COOH), 3.74 (3H, s, OCHjs), 3.99 (3H, s, OCH3) 6.48 (1H, s,
pirazol H-4), 6.89 (2H, d, J=8.4 Hz, fenil H-3, 5), 7.16 (2H, d, J=8.8 Hz, fenil H-2,
6), 7.40 (1H, d, J=9.6 Hz, piridazin H-5), 7.86 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4),
12.20 (1H, s, COOH)

Elementel analiz C1gH1gN4O, .0.5 CCly,igin
Hesaplanan % C: 51.52 H: 4.20 N: 12.99

Bulunan % C:51.85H:4.17 N: 13.12

MS (ES+) spektrumu: 355.18 [M+H], 377.18 [M+Na]
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3-[1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-(4-metilfenil)-1 H-pirazol-3-il]propanoik asit
(Bilesik 3f)

HaCO. | N
N\N/ N/N\ OH
— \\O
HaC

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-metilfenil)-1 H-pirazol-3-iljpropanoik  asit (0.003
mol, 1.083 g) ve sodyum metoksitten (0.009 mol) hareketle genel sentez
ybntemine gore sentezlendi. 0.95 g (verim % 94) Urln elde edildi.

Erime derecesi: 151 °C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1699 cm™ (C=0

gerilimi)

'"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5:2.28 (3H, s, CHs), 2.65 (2H, t, J=7.6 Hz,
CH.COOH), 2.87 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,CH,COOH), 3.98 (3H, s, OCHjz) 6.52 (1H,
s, pirazol H-4), 7.10 (2H, d, J=8.0 Hz, fenil H-3, 5), 7.15 (2H, d, J=8.0 fenil H-2,
6), 7.41 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5), 7.88 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4),
12.20 (1H, s, COOH)

Elementel analiz C1gH1gN4O3 icin

Hesaplanan % C: 63.89 H: 5.36 N: 16.56
Bulunan % C:63.88 H: 5.42 N: 16.49
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3-[1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-(4-triflorometilfenil)-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik
asit (Bilesik 39)

HaCO. | N
N\N/ N/N\ OH
— \\O
FsC

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-triflorometilfenil)-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
(0.003 mol, 1.19 g) ve sodyum metoksitten (0.009 mol) hareketle genel sentez
yéntemine gbre sentezlendi. Aseton-hekzan ile kristallendirildi. 0.94 g (verim %
80) uriin elde edildi.

Erime derecesi: 179 °C

IR spektrumu (KBr): 3250-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1723 cm™ (C=0
gerilimi)

'H-NMR spektrumu (DMSO-de) 5: 2.67 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.90 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH,CH,COOH), 3.97 (3H, s, OCHs) 6.69 (1H, s, pirazol H-4), 7.45 (1H,
d, J=9.2 Hz, piridazin H-5), 7.48 (2H, d, J=8.4 Hz, fenil H-2, 6), 7.72 (2H, d, J=8.4
Hz, fenil H-3, 5), 8.00 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4), 12.20 (1H, s, COOH)

Elementel analiz CigH15sF3N4Ozicin

Hesaplanan % C: 55.10 H: 3.85 N: 14.28
Bulunan % C:54.71 H: 3.75 N: 14.07
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3-{1-(6-metoksipiridazin-3-il)-5-[4-(metilsilfonil)fenil]-1 H-pirazol-3-il}
propanoik asit (Bilesik 3h)

HyCO | N
N A N
N N OH
— \
0
HyCO,S

3-{1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-[4-(metilsulfonil)fenil]-1 H-pirazol-3-il}propanoik  asit
(0.003 mol, 1.22 g) ve sodyum metoksitten (0.009 mol) hareketle genel sentez
yéntemine gbre sentezlendi. Aseton-hekzan ile kristallendirildi. 0.65 g (verim %
54) (riin elde edildi.

Erime derecesi: 213-214 °C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1716 cm” (C=0
gerilimi), 1304 ve 1150 cm™ (asimetrik ve simetrik SO, gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) &: 2.68 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.91 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH.CH,COOH), 3.26 (3H, s, SO,CHs), 3.98 (3H, s, OCHj3), 6.72 (1H, s,
pirazol H-4), 7.47 (1H, d, J=9.2 Hz piridazin H-5), 7.54 (2H, d, J=8.8 Hz, fenil H-2,
6), 7.90 (2H, d, J=8.4, fenil H-3, 5), 8.01 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-4)

Elementel analiz C1gH1gsN4O5S icin
Hesaplanan % C: 53.72 H: 4.51 N: 13.92 S: 7.97
Bulunan % C:53.85H:4.70 N: 13.70 S: 7.99
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3-[1-(6-0kso-1,6-dihidropiridazin-3-il)-5-fenil-1H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
(Bilesik 4a)

N
/N\ / /N
H N N \ OH
\\O

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-iljpropanoik asit (0.003 mol, 0.98 g)
ve sodyum asetat trihidrattan (0.006 mol, 0.816 g) hareketle genel sentez
yéntemine gére sentezlendi. 0.77 g (verim % 83) Uriin elde edildi.

Erime derecesi: 223-224 °C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1729, 1709 cm™ (asit
C=0 gerilimi), 1652 cm™ (laktam C=0 gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5: 2.63 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.85 (2H, t,
J=7.8 Hz, CH.CH,COOH), 6.53 (1H, s, pirazol H-4), 7.03 (1H, d, J=10.4 Hz,
piridazin H-5), 7.28-7.37 (5H, m, fenil), 7.71 (1H, d, J=10.0 Hz, piridazin H-4),
12.80 (1H, s, NH)

3C-NMR spektrumu (DMSO-de) : 23.79, 33.32, 108.37, 128.74, 129.03, 129.27,
130.52, 132.00, 132.62, 142.03, 144.76, 153.90, 160.52, 174.42

Elementel analiz C1sH14N4O3 icin

Hesaplanan % C: 61.93 H: 4.55 N: 18.06
Bulunan % C:61.88 H: 4.46 N: 17.83
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3-[1-(6-0kso-1,6-dihidropiridazin-3-il)-5-(4-florofenil)-1 H-pirazol-3-il]
propanoik asit (Bilesik 4b)

O\ X

N

H \N/ N/N\ OH
\\o

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-florofenil)-1 H-pirazol-3-iljpropanoik asit (0.003 mol,
1.04 g) ve sodyum asetat trihidrattan (0.006 mol, 0.816 g) hareketle genel sentez
ybntemine gére sentezlendi. Kloroform ile yikanip etanol ile kristallendirildi. 0.68
g (verim % 69) drin elde edildi.

Erime derecesi: 258-259°C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1695 cm™ (asit C=0
gerilimi), 1653 cm™ (laktam C=0 gerilimi)

'"H-NMR spektrumu (DMSO-ds) : 2.63 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.85 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH.CH,COOH), 6.53 (1H, s, pirazol H-4), 7.03 (1H, d, J=10.4 Hz,
piridazin H-5), 7.22 (2H, t, J=8.8 Hz, fenil H-3, 5), 7.36 (2H, dd, J=8.4 Hz ve 5.6
Hz, fenil H-2, 6), 7.72 (1H, d, J=10.0 Hz, piridazin H-4), 12.18 (1H, s, COOH),
12.79 (1H, s, NH)

Elementel analiz C1sH13FN4Os3 igin

Hesaplanan % C: 58.54 H: 3.99 N: 17.07
Bulunan % C:58.44 H: 3.98 N: 16.90
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3-[1-(6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1H-pirazol-3-il]
propanoik asit (Bilesik 4c)

N N \ OH

Cl

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-klorofenil)-1 H-pirazol-3-iljpropanoik  asit  (0.003
mol, 1.09 g) ve sodyum asetat trihidrattan (0.006 mol, 0.816 g) hareketle genel
sentez ydntemine goére sentezlendi. Etanol ile kristallendirildi. 0.82 g (verim % 79)
ardn elde edildi.

Erime derecesi: 238-239 °C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1705 cm™ (asit C=0O
gerilimi), 1649 cm™ (laktam C=0 gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) &: 2.67 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.88 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH,CH,COOH), 6.61 (1H, s, pirazol H-4), 7.08 (1H, d, J=10.0 Hz,
piridazin H-5), 7.37 (2H, m, fenil H-2, 6), 7.48 (2H, m, fenil H-3, 5), 7.78 (1H, d,
J=10.0 Hz, piridazin H-4), 12.21 (1H, s, COOH), 12.83 (1H, s, NH)

Elementel analiz C1sH13CIN4O; icin

Hesaplanan % C: 55.74 H: 3.80 N: 16.25
Bulunan % C:55.36 H: 3.82 N: 16.15
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3-[1-(6-0okso-1,6-dihidropiridazin-3-il)-5-(4-bromofenil)-1H-pirazol-3-il]
propanoik asit (Bilesik 4d)

N N \ OH

Br

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-bromofenil)-1 H-pirazol-3-iljpropanoik asit (0.003
mol, 1.22 g) ve sodyum asetat trihidrattan (0.006 mol, 0.816 g) hareketle genel
sentez ybntemine go6re sentezlendi. Kloroform ile yikandi. Etanol ile
kristallendirildi. 0.88 g (verim % 76) Urln elde edildi.

Erime derecesi: 227-228 °C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1706 cm™ (asit C=0
gerilimi), 1649 cm™ (laktam C=0 gerilimi)

'"H-NMR spektrumu (DMSO-ds) : 2.63 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.85 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH,CH,COOH), 6.57 (1H, s, pirazol H-4), 7.04 (1H, d, J=10.4 Hz,
piridazin H-5), 7.27 (2H, d, J=8.4 Hz, fenil H-2, 6), 7.58 (2H, d, J=8.8 Hz, fenil H-
3, 5), 7.74 (1H, d, J=10.0 Hz, piridazin H-4), 12.23 (1H, s, COOH), 12.79 (1H, s,
NH)

Elementel analiz C1sH13BrN4Os igin

Hesaplanan % C: 49.38 H: 3.37 N: 14.40
Bulunan % C:49.30 H: 3.30 N: 14.39
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3-[1-(6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il)-5-(4-metoksifenil)-1H-pirazol-3-il]
propanoik asit (Bilesik 4e)

0
\
N N
N NN OH
— \
\o
HyCO

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-metoksifenil)-1 H-pirazol-3-iljpropanoik asit (0.003
mol, 1.07 g) ve sodyum asetat trihidrattan (0.006 mol, 0.816 g) hareketle genel
sentez yéntemine gore sentezlendi. 0.91 g (verim % 89) Uriin elde edildi.

Erime derecesi: 222-223 °C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1733,1707 cm™ (asit
C=0 gerilimi), 1653 cm™ (laktam C=0 gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5: 2.61 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.83 (2H, 1,
J=7.6 Hz, CH,CH,COOH), 3.74 (3H, s, OCHa), 6.44 (1H, s, pirazol H-4), 6.93
(2H, d, J=8.8 Hz, fenil H-3, 5), 7.01 (1H, d, J=9.6 Hz, piridazin H-5), 7.21 (2H, d,
J=8.4 Hz, fenil H-2, 6), 7.66 (1H, d, J=10.0 Hz, piridazin H-4), 12.80 (1H, s, NH)

Elementel analiz C47H1gN4Oy4 igin

Hesaplanan % C: 59.99 H: 4.74 N: 16.46
Bulunan % C:59.66 H: 4.68 N: 16.08
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3-[1-(6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il)-5-(4-metilfenil)-1H-pirazol-3-il]
propanoik asit (Bilesik 4f)

H;C

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-metilfenil)-1 H-pirazol-3-iljpropanoik  asit (0.003
mol, 1.03 g) ve sodyum asetat trihidrattan (0.006 mol, 0.816 g) hareketle genel
sentez ydntemine gére sentezlendi. 0.63 g (verim % 65) Uriin elde edildi.

Erime derecesi: 231-232°C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1712 cm™ (asit C=0
gerilimi), 1652 cm™ (laktam C=0O gerilimi)

'H-NMR spektrumu (DMSO-dg) &: 2.25 (3H, s, CHs), 2.37 (2H, t, J=7.4 Hz,
CH,COQOH), 2.81 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,CH,COOH), 6.45 (1H, s, pirazol H-4), 6.97
(1H, d, J=9.6, Hz piridazin H-5), 7.14 (4H, s, fenil ), 7.64 (1H, d, J=9.6 Hz,
piridazin H-4)

Elementel analiz C17HgN4O5 icin
Hesaplanan % C: 62.95 H: 4.97 N: 17.27

Bulunan % C:62.63 H: 5.11 N: 16.99

MS (ES+) spektrumu : 325.19 [M+H]
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3-[1-(6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il)-5-(4-triflorometilfenil)-1H-pirazol-3-il]
propanoik asit (Bilesik4g)

O\ X
N N \ OH
= N\
\O
FsC

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-triflorometilfenil)-1 H-pirazol-3-ilJpropanoik asit
(0.003 mol, 1.19 g) ve sodyum asetat trihidrattan (0.006 mol, 0.816 g) hareketle
genel sentez ybntemine gbre sentezlendi. Aseton ile kristallendirildi. 0.68 g
(verim % 60) Urtin elde edildi.

Erime derecesi: 251 °C

IR spektrumu (KBr): 3250-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1699 cm™ (asit C=0
gerilimi), 1646 cm™ (laktam C=0 gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) &: 2.65 (2H, t, J=7.4 Hz, CH,COOH), 2.88 (2H, t,
J=7.4 Hz, CH.CH,COOH), 6.68 (1H, s, pirazol H-4), 7.08 (1H, d, J=10.4 Hz,
piridazin H-5), 7.56 (2H, d, J=8.0 Hz, fenil H-2, 6 ), 7.76 (2H, d, J=8.0 Hz, fenil H-
3, 5), 7.81 (1H, d, J=10.0 Hz, piridazin H-4), 12.20 (1H, s, COOH), 12.80 (1H, s,
NH)

Elementel analiz C17H13F3N4O3 icin

Hesaplanan % C: 53.97 H: 3.46 N: 14.81
Bulunan % C: 53.84 H: 3.41 N: 14.61
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3-{1-(6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il-5-[4-(metilsiilfonil)fenil]-1 H-pirazol-3-il}
propanoik asit (Bilesik 4h)

RN X
H/N\/ /N
N NN OH
i
\\o
HaCO,S

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-[4-(metilslfonil)fenil]-1 H-pirazol-3-iljpropanoik  asit
(0.003 mol, 1.22) ve sodyum asetat trihidrattan (0.006 mol, 0.816 g) hareketle
genel sentez ybntemine gbre sentezlendi. Aseton ile kristallendirildi. 0.85 g
(verim % 73) Uriin elde edildi.

Erime derecesi: 257-258 °C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1699 cm™ (asit C=0
gerilimi), 1646 cm™ (laktam C=O gerilimi), 1306 ve 1147 cm™ (asimetrik ve
simetrik SO, gerilimi)

"H-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5: 2.66 (2H, t, J=7.2 Hz, CH,COOH), 2.89 (2H, t,
J=7.0 Hz, CH,CH,COOH), 3.26 (3H, s, SO,CHz), 6.71 (1H, s, pirazol H-4), 7.10
(1H, d, J=9.6 Hz, piridazin H-5), 7.62 (2H, d, J=8.4 Hz, fenil H-2, 6 ), 7.83 (1H, d,
J=10.0 Hz, piridazin H-4), 7.94 (2H, d, J=8.4 Hz, fenil H-3, 5), 12.80 (1H, s, NH)

Elementel analiz C17H1sN4OsS icin
Hesaplanan % C: 52.57 H: 4.15N: 14.43 S: 8.26

Bulunan % C:52.24 H: 4.24 N: 14.24 S: 8.35

MS (ES+) spektrumu: 389.13 [M+H]
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3-{1-[6-(metiltiyo)piridazin-3-il]-5-fenil-1 H-pirazol-3-il}propanoik asit
(Bilesik 5a)

HsCS | N
N
\N/ N/N\ OH
\\o

3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-fenil-1 H-pirazol-3-iljpropanoik asit (0.003 mol, 0.98 g)
ve sodyum tiyometoksitten (0.009 mol, 0.63 g) hareketle genel sentez yéntemine
gobre elde edilip aseton ile kristallendirildi. 0.88 g (verim % 87) Urun elde edildi.

Erime derecesi: 195°C

IR spektrumu (KBr): 3300-2500 cm™ (genis O-H gerilimi), 1695 cm™ (C=0
gerilimi)

'"H-NMR spektrumu (CDCls) &: 2.66 (3H, s, SCHs), 2.86 (2H, t, J=7.6 Hz,
CH,COOH), 3.08 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,CH,COOH), 6.40 (1H, s, pirazol H-4),
7.26-7.34 (5H, m, fenil), 7.38 (1H, d, J=9.2 Hz, piridazin H-5), 7.58 (1H, d, J=9.2
Hz, piridazin H-4)

Elementel analiz C4,H1gN4O,S igin
Hesaplanan % C: 59.98 H: 4.74 N: 16.46 S: 9.42

Bulunan % C:59.80 H: 4.69 N: 16.38 S: 8.99

MS (ES+) spektrumu: 341.15 [M+H]
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3-{1-[6-(metilslilfonil)piridazin-3-il]-5-fenil-1 H-pirazol-3-il}propanoik asit
(Bilesik 5b)

H,C0,S | §
NP N
N NN OH
—
\\o

3-{1-[6-(metiltiyo)piridazin-3-il]-5-fenil-1 H-pirazol-3-il}propanoik asit (0.0006 mol,
0.2 g) ve m-kloroperbenzoik asitten (%70, 0.0016 mol, 0.39 g) hareketle genel
sentez yéntemine gére sentezlendi. 0.15 g (verim % 69) Uriin elde edildi.

Erime derecesi: 184-185°C

IR spektrumu (KBr): 3300-2600 cm™ (genis O-H gerilimi), 1700 cm™ (C=0
gerilimi), 1315 ve 1166 cm™ (asimetrik ve simetrik SO, gerilimi)

'H-NMR spektrumu (DMSO-dg) 5: 2.68 (2H, t, J=7.6 Hz, CH,COOH), 2.91 (2H, t,
J=7.6 Hz, CH,CH,COOH), 3.40 (3H, s, SO,CHs), 6.66 (1H, s, pirazol H-4), 7.36
(5H, m, fenil), 8.36 (1H, d, J=10.4 Hz, piridazin H-5), 8.41 (1H, d, J=10.4 Hz,
piridazin H-4), 12.20 (1H, s, COOH)

Elementel analiz C4;,H1gN4O,4S igin
Hesaplanan % C: 54.83 H: 4.33 N: 15.04 S: 8.61

Bulunan % C:54.36 H: 4.32 N: 14.79 S: 8.57

MS (ES+) spektrumu: 373.20 [M+H]

87



3.2. Biyolojik Bulgular

Bilesiklerin % COX-2 inhibisyonu 10 pM final konsantrasyonda test edildi.
Referans olarak indometazin 10 uM, rofekoksib 1 puM final konsantrasyonda
kullanildi. Elde edilen COX-2 inhibisyon degerleri % inhibisyon + standart hata
(n=4) seklinde Tablo 2’de verildi.

Tablo 2: Bilesiklerin % COX-2 inhibisyon degerleri

Ry
\N—N
\ OH
P I
A= °
Rz

Bilesik % COX-2

kodu R4 R2 inhibisyonu
2a 6-kloropiridazin-3-il 4-H 16.29+1.13
2b 6-kloropiridazin-3-il 4-F 9.79+1.96
2c 6-kloropiridazin-3-il 4-Cl 27.05+2.73
2d 6-kloropiridazin-3-il 4-Br 11.22+3.84
2e 6-kloropiridazin-3-il 4-OCHs 6.33+2.20
2f 6-kloropiridazin-3-il 4-CHs 8.234+3.73
2g 6-kloropiridazin-3-il 4-CF3 73.93+0.49
2h 6-kloropiridazin-3-il 4-SO.CH3 13.56+4.28
2i 6-kloropiridazin-3-il 2-OCHs 6.28+2.55
3a 6-metoksipiridazin-3-il 4-H 8.21+4.04
3b 6-metoksipiridazin-3-il 4-F 3.81+£1.86
3c 6-metoksipiridazin-3-il 4-Cl 18.50+3.19
3d 6-metoksipiridazin-3-il 4-Br 13.30+2.52
3e 6-metoksipiridazin-3-il 4-OCHjs -1.88+1.63
3f 6-metoksipiridazin-3-il 4-CHs 1.73+2.00
39 6-metoksipiridazin-3-il 4-CFs 17.20+1.74
3h 6-metoksipiridazin-3-il 4-SO,CHs 8.62+4.93
4a 6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-H 10.094£3.72
4b 6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-F 8.10+4.00
4c 6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-Cl 9.42+1.62
4d 6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-Br 7.97+4.94
4e 6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-OCHs -3.63+6.30
4f 6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-CHs 6.80+3.95
49 6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-CF3 15.17+3.60
4h 6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-SO>CH3 11.6945.81
5b 6-(metilstlfonil)piridazin-3-il 4-H -11.84+4.16
indometazin 89.94+0.29
Rofekoksib 59.64+3.39
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Bilesik 2g’nin 10 pM konsantrasyonda COX-2 enzim inhibisyonu % 73.93
olarak saptandi. Bilesik 2g ve indometazin 10 pM, rofekoksib 100 puM final
konsantrasyonda % COX-1 inhibisyonu icin test edildi. Elde edilen COX-1
inhibisyon degerleri % inhibisyon + standart hata (n=4) seklinde gérilmektedir.

Bilesik kodu %COX-1 inhibisyonu
29 68.87+5.88
indometazin 71.89+6.31
Rofekoksib 13.66+6.66

Bilesik 2g’nin COX-1 ve COX-2 enzim inhibisyonu igin 1Cs, degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilan final konsantrasyonlar, % inhibisyon degerleri ve ICs
grafigi Grafik 2 ve 3’te verilmistir.

100
Bilesik 2g | .
[Bilesik] % COX-2 ~ 807
g
M inhibisyonu | | 60
1x10* | 91.20+0.44 |
3x10° | 85.22+1.06 | € 40
1x10° | 76.07+0.25 | .
r > 20
3x10° | 61.27+1.45 | S
1x10° | 37.66%3.21 | 0-
3x107 | 21.95+0.96 | . . . . . .
1x107 | 10.004.74 | 8 7 6 _ K 4 3
3x10° |  6.49+3.67 | Log [Bilesik 2g]

Grafik 2: Bilesik 2g’nin COX-2 inhibisyonu IC5, grafigi
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Bilesik 2g | 1004
[Bilesik] % COX-1 804
M inhibisyonu Q s
o
1x10* | 89.75:4.01 | o 60
3x10° | 8442+242 | |E
5 € 40
1x10° | 77.06+3.31 | | Z
3x10° | 7588+1.71 | ¥ 20
1x10° | 4738340 | © ]
3x107 | 33.49+4.27 | . . . . . |
1x107 | 32.22+7.58 | 8 -7 6 5 -4 3
3x10° | 28.67+4.43 | Log [Bilesik 2g]

Grafik 3: Bilesik 2g’nin COX-1 inhibisyonu ICs, grafigi

Bilesik 2g, indometazin ve rofekoksib’in COX-1 ve COX-2 enzim
inhibisyonu igin hesaplanan ICs, degerleri ve selektivite indeksleri (Sl) asagida

gOrilmektedir.

Bilesik kodu | COX-1ICs (uM) | COX-2 ICs (uM) | SI

29 1.506 1.615 0.93
indometazin 0.123 0.565 0.22
Rofekoksib >100 0.294 340

Sentezlenen bilesiklerin % 5-LOX inhibisyonu 30, 10, 3 ve 1 pM final
konsantrasyonda test edildi. Elde edilen 5-LOX inhibisyon degerleri % inhibisyon
seklinde Tablo 3'te verildi. Referans olarak Amira Pharmaceuicals’a ait 1Csg
degeri 0.014 uM olan AP-100088-3B kodlu bilesik kullanildi.
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Tablo 3: Bilesiklerin % 5-LOX inhibisyon degerleri

Bilesik
kodu

2a
2b
2c
2
2e
2f
29
2h
2i
3a
3b
3c
3d
3e
3f
39
3h
4a
4b
4c
4d
4e
4f
4g
4h
5b

Ry
N—n
] NN\ )
o
R, R
6-kloropiridazin-3-il 4-H
6-kloropiridazin-3-il 4-F
6-kloropiridazin-3-il 4-Cl
6-kloropiridazin-3-il 4-Br
6-kloropiridazin-3-il 4-OCHs,
6-kloropiridazin-3-il 4-CHs3
6-kloropiridazin-3-il 4-CF4
6-kloropiridazin-3-il 4-SO,CHj,4
6-kloropiridazin-3-il 2-OCHs,
6-metoksipiridazin-3-il 4-H
6-metoksipiridazin-3-il 4-F
6-metoksipiridazin-3-il 4-Cl
6-metoksipiridazin-3-il 4-Br
6-metoksipiridazin-3-il 4-OCHs,
6-metoksipiridazin-3-il 4-CH,
6-metoksipiridazin-3-il 4-CF;
6-metoksipiridazin-3-il 4-SO,CHj
6-0kso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-H
6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-F
6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-Cl
6-0kso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-Br
6-0kso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-OCHjs
6-okso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-CHj
6-0kso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-CF;
6-0kso-1,6-dihidropiridazin-3-il | 4-SO,CHj3
6-(metilsilfonil)piridazin-3-il 4-H
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OH

% 5-LOX inhibisyonu
inhibitér kons. (uM)

30

8.6
96.0
8.1
21.9
21.6
62.7
11.2
4.9
-1.5
26.4
13.2
2.4
14.4
-1.8
14.6
0.1
-1.1
-2.8
19.3
24
18.9
5.8
23.2
5.9
-0.7
3.7

10

1.9
335
0.8
0.1
7.0
15.9
3.9
15
1.2
3.6
1.6
5.2
3.4
3.8
9.2
1.2
4.0
5.2
6.8
4.4
9.6
0.4
9.6
0.9
2.2
3.2

3
5.9

4.4

8.6

6.1

4.9

8.8

11.2

0.5

12.4

8.9

5.0

-1.0

1.4

2.7

0.3

3.5
-0.5

1

14
3.9
11.6
-0.5
225
9.2
7.1
15.8
6.0
18.9
32
2.7
1.4
1.5
4.1
7.5
14.9
14
27
7.6
5.6
10.7
1.1
9.0
9.3
7.3



Bilesik 2b ve Bilesik 2fnin 30 uM konsantrasyonda 5-LOX enzim
inhibisyonu sirasiyla % 96.0 ve % 62.7 olarak saptandi. Bu bilesiklere ait 5-LOX
enzim inhibisyonu icin 1Cs, degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan final
konsantrasyonlar, % inhibisyon degerleri ve 1Cs, grafikleri Grafik 4’te verilmigtir.
Bilesik 2b ve 2fnin 5-LOX inhibisyonu 1Csy degerleri 12 ve 14 yM olarak
belirlenmistir.

Bilesik | Bilesik | |
2b 2f
[Bilesik] % LTBa4
uM inhibisyonu
30 | 986 | 922 | Siesik 2
10 | 258 | 166 | B Bl
33 | 68 | -168 |
11 | -08 | 22 |
0370 | -88 | -12,7 |
0123 | -05 | -125 |
0041 | 6 | 4 |

Grafik 4: Bilesik 2b ve 2f’nin 5-LOX inhibisyonu IC5, grafigi

3.3 Molekiiler Modelleme Bulgularn

Bilesik 2b ve 2f'nin 5-LOX aktif bdlgesi ile molekiler etkilesim calismasi
sonucu her bir bilesik igin 20 ¢dzim elde edilmistir. Bilesik 2f igin bu 20
¢6zimden 19’u ayni baglanma sekline sahip, GOLD skoru 55.28 olan ilk siradaki
¢6z0m olarak belirlenmistir. Bilesik 2b icin ise 20 ¢ézimden 8'i Bilesik 2f ile ayni
baglanma sekline sahiptir ve GOLD skoru 49.66 olarak bulunmustur. Diger 12
¢6ziimde dnemli bir gruplasma olmamistir.

Bilesik 2a-h, Bilesik 3a-h, Bilesik 4a-h, Bilesik 5b ve selekoksibin COX-2

aktif bdlgesi ile molekiler etkilesim calismasi sonucu elde edilen baglanma
sekillerinin Glide skorlari Tablo 4'te verilmistir.
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Tablo 4 : Bilesiklerin COX-2 aktif bolgesindeki baglanma sekillerinin
XP Glide skorlar (kcal/mol)

Baglanma sekli

Bilesik kodu
1 2 3 4

2a -14.52 | -9.31
2b -15.92 | -9.54 | -10.33
2c -15.11 | -9.20 | -10.08
2d -12.87 | -14.16 | -8,83 | -9.11
2e -14.24 | -14.35 | -9.23
2f -14.67 | -15.46 | -9.12 | -9.69
29 -14.36 | -11.16
2h -15.57
3a -12.45 | -14.61 | -8,02 | -8.53
3b -10.04 | -14.97 | -8,42 | -10.03
3c -15.40 -9.31
3d -13.03 | -15.59
3e -9.73 | -14.71
3f -15.65 -9.61
39 -13.97 -10,76
3h -13.86
4a -13.69 | -8.05 | -7.90
4b -14.74 | -8.33 | -9.49
4c -12.37 | -14.88 | -8.16
4d -15.52 | -14.49
4e -12.37 | -14.51
4f -13.22 | -14.97 | -7.88 | -9.07
49 -16.17 | -15.15
4h -16.02
5b -14.58

Selekoksib -13.64
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada 1,5-diaril-3-pirazolpropanoik asit genel yapisina sahip énci
bilesiklerin sentezi, COX/5-LOX inhibisyon etkilerinin saptanmasi ve aktif
bilesiklerin enzimlerle baglanma sekillerinin arastirlmasi amaglanmistir.
Bilesiklerin genel sentez semasi Sekil 8’de gérilmektedir.

o)
l o§< © 740 a— o
~N CH; + N\ //
R—! N—N
= 1. tB}JOK LNH,
2.H 2.Gaz HCI
|o o)
OH —
X

cl NH-NH,HCI
| N\ / 2

R : o) N—N
/
Bilesik 1a-i EtN
CH,OH

Bilesik 2a-i

HsCO
/ N 1. NaOCH 1.NaSCH,
CH,COOH 2H"
\ CH.COONa

Bilesik 3a-h

MCPBA

Sekil 8: Genel sentez semasi
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Asetofenon tirevleri, potasyum tersiyer butoksit ile tepkimesinin ardindan
stiksinik anhidritle literatlirde kayith yénteme goére tepkimeye sokularak 4,6-
diokso-6-fenilhekzanoik asit tirevleri elde edilmistir [210]. Dokuz adet baslangi¢
bilesiginden bes bilesik literatirde kayitlidir [206, 216-218]. Literatlirde kayitl
bilesiklerin erime noktalari, IR ve 'H-NMR spektrumlari alinarak yapilari
aydinlatiimig literattr verileriyle uyumlu sonuglar elde edilmistir. 4,6-diokso-6-
fenilhekzanoik asit tlrevlerinden dort bilesik literatlirde kayith olmayan orijinal
bilesiklerdir (Bilesik 1d, 1g, 1h, 1i). Bu bilesiklerin yapilan IR, 'H-NMR

spektrumlari ve elementel analiz verileriyle aydinlatiimigtir.

4,6-diokso-6-fenilhekzanoik  asit  turevleri  keto-enol  tautomerisi
gOstermektedir. Bu bilesiklerin ¢cogu durumda kati fazda proton kelat formda
oldugu bilinmektedir. Bu durum IR spektrumlarinda (KBr) acikca goérilmektedir
[216]. CDCl; icindeki cozeltilerinde c¢ogunlukla proton kelat form tercih
edilmektedir. DMSO-ds icindeki ¢ozeltilerinde ise proton kelat formu orani fazla
olmakla birlikte keto formuna da rastlanmaktadir. Bilesiklerin CDCI; icinde
DMSO-dg’ya gére daha fazla enolize olduklari bildirilmistir [216]. Keto-enol orani
proton NMR spektrumlarindan elde edilebilmektedir. 5. konumdaki protonlar keto
formunda & 4.07-4.38 arasinda, enol formunda ® 6.15-6.70 arasinda rezonans
olmaktadir.

OH L R / OH

keto form proton kelat form

6-Hidrazino-3-kloropiridazin, 3,6-dikloropiridazin ve hidrazin hidratin
tepkimesinden elde edilmistir [211, 219]. 6-Hidrazino-3-kloropiridazin hidroklorir
6-Hidrazino-3-kloropiridazinin metanol igindeki ¢dzeltisinden gaz hidroklorik asit
gecirilerek hazirlanmistir.

Pirazoller B-dikarbonil bilesikleri ile hidrazinin reaksiyonuyla elde
edilmektedir. Hidrazin turevinin sibstitient tagidigi durumlarda farkl iki izomer

olusumu s6z konusudur [217].
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Murray ve arkadaslari tarafindan yapilan calismalarda, 4,6-diokso-6-
arilhekzanoik asit tlrevleri arilhidrazin hidroklorlrleri ile trietilamin varliginda
metanol i¢inde tepkimeye sokuldugunda tepkime regioselektif olarak yarimis ve
3-(1,5-diaril-3-pirazolil)propanoik asit tlirevleri elde edilmistir [206, 217, 218].

Regioselektif 1,5-diarilpirazol sentezinin ilk basamaginin 1-aril-1,3-diketon
bilesiginin 3. konumdaki karbonil grubu Uzerinden hidrazon olusumu oldugu
bildirilmigtir. Singh ve ekibi tarafindan yapilan calismada elektron cekici gruplar
(R=CFj3, piridin) iceren 1-aril-1,3-diketon bilesiklerinin asidik veya nétral
kosullarda ¢ogunlukla enolik form A seklinde bulundugu, elektron salici gruplar
(R=CHs, n-CzH-) iceren bilesiklerde ise bu formun ancak nétral veya bazik
tepkime kosullarinda bulundugu ve bu kosullarda 1,5-diarilpirazolleri
olusturduklari bildirilmistir [220].

OH o} O OH

P——
ArMR ArMH

A B

Bu bilgilere dayanarak 4,6-diokso-6-fenilhekzanoik asit tlrevleri trietilamin
varlidinda metanol iginde 6-hidrazino-3-kloropiridazin hidroklordr ile tepkimeye
sokularak kloropiridazin halkasi tasiyan Bilesik 2 tirevleri elde edilmigtir.
Bilesiklerin yapilari spektral verilerle ve elementel analiz sonuglar ile
kanitlanmistir. Patentli bir calismada kayith Bilesik 2c ile ilgili herhangi bir veri
bulunmamasi nedeniyle bu tirev de degerlendirmeye alinmigtir.

1,5-izomerlerin eldesinde regioselektif 1,5-diarilpirazol sentez ydntemi
kullaniimis ayrica Bilesik 2¢’nin HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
spektrumunda bu izomerin elde edildigi gérGimuastir. HMBC spektrumunda
propanoik asit yan zincirindeki protonlarin (5 2.66 ve 2.89) pirazol C-3 (6 155.37)
ile etkilesimi, fenil H-2 ve H-6’nin (& 7.32) ise pirazol C-5 (6 144.19) ile etkilesimi
gbrilmektedir. Bu  etkilesimler  bilesigin  1,5-diaril  izomer  oldugunu
kanitlamaktadir. Bilesigin tek bag 'H-'C etkilesimleri HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Correlation) spektrumu ile belirlenmistir.
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Kloropiridazin  halkasinin nudkleofilik yer degistirme reaksiyonuyla
metoksipiridazin halkasi igeren Bilesik 3 tlrevleri elde edilmistir. Bu tlrevler
literatirde kayith ydntemlere gbére Bilesik 2 tiirevlerinin sodyum metoksitle
tepkimesi sonucu elde edilmistir [221-223].

Bilesik 2 tlrevleri, literatirde kayith ydnteme gbére sodyum asetat
varliginda asetik asit igcinde tepkimeye sokularak Bilesik 4 tlrevleri elde edilmistir
[219]. Bu turevlerde yer alan hidroksipiridazin halkasi laktam-laktim tautomerisi
gbstermektedir. Hidroksipiridazinler ile yapilan ¢alismalar hem kati fazda hem de
cOzeltilerde sadece okso formun bulundugunu gbéstermektedir [224, 225]. Bu
calismada sentezlenen Bilesik 4 tirevlerinin IR spektrumlarinda karboksilik asit
karbonili disinda ~1650 cm™'de piridazinon halkasina ait laktam karbonil gerilimi
bulunmaktadir. Ayrica Bilesik 4a’nin DMSO-ds iginde alinan '*C-NMR spektrumu
piridazinon yapisiyla uyumlu sonu¢ vermektedir. Bu veriler belirtilen kosullarda
piridazinon yapisinin tercih edildigini géstermektedir.

Tiyometilpiridazin halkasi tasiyan Bilesik 5a, Bilesik 2a’nin sodyum
metantiyolatla tepkimesi ile elde edilmistir. Piridazin halkasinda metilsilfonil
grubu tasiyan Bilesik 5b tiyometil tirevinin m-kloroperbenzoik asitle oksidasyonu
sonucu elde edilmistir. Bu bilesiklerin sentezinde literatiirde benzer bilesikler igin
kullanilan yéntemler uygulanmistir [226, 227].
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Sentezlenen yirmi alti final bilesik 10uM konsantrasyonda COX-2 enzim
inhibisyonlar tayini i¢in saflastirilmis enzim ile 100 uM arasidonik asit substrat
olarak kullanilarak test edilmistir. Aktivite sonuclari Grafik 5’te % inhibisyon olarak
gOrulmektedir.

100,00+
80,00+
60,00+
40,00+
20,00+
0,00+

%COX-2
inhibisyonu

0,
2a 2b 2c 2d 2e 2f 2g 2h 2i 3a 3b 3c 3d 3e 3f 3g 3h 4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g 4h 5a

Grafik 5: Bilesiklerin % COX-2 inhibisyon grafigi

Elde edilen 1,5-diarilpirazol-3-propanoik asit tlrevlerinden yiiksek COX-2
inhibitdr etkiye sahip tek tlrev kloropiridazin ve triflorometilfenil tasiyan ve %
73.93 COX-2 enzim inhibisyonu gézlenen Bilesik 2g’dir. Bilesik 2g’'nin COX-1
inhibisyonu 10 uM konsantrasyonda test edilerek inhibisyon degeri % 68.87
olarak bulunmustur. COX-1 ve COX-2 ICs, degerleri ise sirasiyla 1.506 pM ve
1.615 pM olarak saptanmistir.

Kloropiridazin tasiyan ve Bilesik 2g ile ayni seride yer alan diger tirevlerde
ise 6Gnemli bir COX-2 inhibisyonu gériilmemektedir. Ayni sekilde metoksipiridazin
ve piridazinon tasiyan triflorometilfenil slbstitlie tlrevlerde de inhibisyon orani
dasuktar. 1,5-diarilpirazol-3-propanoik asit genel yapisina sahip Ug¢ seri bilesikte
sadece tek tlrevin aktivite gdstermesini aydinlatmak amaciyla molekuler
modelleme ¢alismasi yapilmistir.

NSAE ilaglarla COX-2 enzimin etkilesiminde deneysel olarak en az (g
farkh baglanma sekli goérilmektedir. Birincisi indometazin ve flurbiprofende
g6zlenen, karboksilik asit grubunun arjinin 120 guanidinyum grubu ile tuz kdpris(
olusturdugu sekildir [57]. Karboksilik asit grubu tasiyan diklofenak ve
lumirakoksib ise tamamen farkli bir baglanma sekli sergilemektedir. Bu
bilesiklerde karboksilik asit grubu aktif bélge st kisminda serin 530 ve tirozin 385
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ile hidrojen badl yapmaktadir [64, 228]. Son olarak klasik diaril heterosiklik
yapidaki koksiblerde ise bes Uyeli halkada polar kisim arjinin 120/tirozin 355’e
dogru ybnlenmekte, silfonilmetil veya sulfonamit grubu ise histidin 90, arjinin
518, glutamin 192, fenilalanin 518 ve valin 523’0n yer aldigi cebe yerlesmektedir

[57] (Sekil 9).
W387
L384
F518

E R120

V116

L531

Y355

mojﬁ’
y355 L359

Sekil 9: Selekoksibin COX-2 enzim aktif bélgesine baglanma sekli ve
Hidrojen bag: etkilesimi

M113

Molekiler modelleme galismasinda kullanilan yéntemin etkinligi deneysel
baglanma sekilleri bilinen ligandlarin molekller etkilesim c¢alismalari yapilarak
test edilebilir. Bu amagla protein-ligand kompleksinin X-isini yapisindan ligand
cikarilarak baglanma bdlgesine tekrar yerlestirilir ve elde edilen baglanma sekli
deneysel verilerle karsilastirilir [229].

Bu calismada ydntemi test etmek igin COX-2 enzimi aktif bdlgesi ile
kompleks halindeki SC-558 (PDB kodu 1cx2, 6cox), diklofenak (PDB kodu 1pxx)
ve indometazin (PDB kodu 4cox) X-isini yapisindan cikarilarak baglanma
bdlgesine tekrar yerlestirildi. Baglanma sekilleri deneysel olarak bilinen bu
bilesiklerle yapilan calisma sonucunda elde edilen birinci siradaki baglanma
seklinin kompleks X-isini yapisi ile uyumlu oldugu belirlendi. Ancak géz énliinde
bulundurulmasi gereken 6nemli nokta, eger protein ve ligand yapilari degistirilirse
ayni sonuglarin alinamamis olmasidir. Ornedin eder 6cox.pdb’nin  aktif
bélgesinden SC-558 kaldirildiktan sonra diklofenak ile aktif bdlge etkilesimi
calisilirsa birinci siradaki baglanma sekli karboksilik asit grubunun serin 530’a

99



degil arjinin 120°’ye baglandigi sekil olmaktadir. Bu durum kullanilan kristal
yapilarda indiiklenmis uyum etkilerinin oldugunu gdstermektedir. Ornegin
karsilastirma yapmak i¢in bakildiginda 1pxx.pdb veya 6cox.pdb protein
yapilarinda yan zincirde arjinin 120 veya histidin 90'da énemli yer degisikligi
bulunmaktadir.

Bu calismada indUklenmis uyumun getirdigi sinirlama g6z &6ndnde
bulundurularak 1cx2.pdb protein yapisi molekiler etkilesim c¢alismasinda
baslangic yapisi olarak segcildi. Tablo 4'te 6zetlenen sonugclara bakildiginda tim
serilerdeki bilesiklerde temel olarak iki baglanma sekli gézlenmistir. Her iki
baglanma sekli de karboksilik asit grubunun arjinin 120 ile etkilesimiyle
karakterizedir. Birinci baglanma seklinde piridazin halkas triptofan 387, tirozin
385 ve fenilalanin 518’e dogru yénelmistir. ikinci sekilde ise, piridazin halkasi
arjinin 513, valin 523 ve histidin 90’in yer aldigi bélgeye ydnlenmistir (Sekil 10).
Tim bilesikler i¢in her iki baglanma sekline ait ligandlarin reseptére baglanma
afinitelerini tahmin eden XP Glide skorlari referans bilesik selekoksible
karsilastirmali incelelendiginde bilegiklerin oldukga aktif olmalari beklenmektedir.

w387
L384 w% F381
F518
Q192

Sekil 10: Bilesik 2g’nin COX-2 enzim aktif bélgesine 1. ve 2. baglanma sekli
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Ozellikle Bilesik 5b icin baglanma sekli incelendiginde bilesikte yer alan
metilstilfonil grubu selekoksib ve SC-558'deki sllfonamit yapisiyla tam olarak
cakismakta, propanoik asit yan zinciri ise arjinin 120 ve tirozin 355 ile etkileserek
selekoksibdeki triflorometil grubu etkilesimini taklit etmektedir (Sekil 11).

Sekil 11: Bilesik 5b’nin COX-2 enzim aktif bélgesine baglanma sekli ve
Hidrojen bag etkilesimi

Saflastinimis COX-2 enzim testinde yalnizca Bilesik 2g’nin ICsp 1.6 pM
degeri ile inhibitér etki géstermesinin nedeni tam olarak agiklanamamaktadir.
Tablo 4’te XP Glide skorlar incelendidinde Bilesik 2g’nin iki baglanma seklinden
birinci baglanma seklini tercih ettigi goérilmektedir. Bu badlanma seklinde
piridazin halkasi triptofan 387, tirozin 385 ve fenilalanin 518’e dogru yénelmistir.
Triflorometil grubu selekoksibdeki silfonamit grubuyla ayni cebe yerlesmektedir.
Ancak bu baglanma seklinin tim seriler iginde sadece Bilesik 2g’ye inhibitér
etkinlik katmasi tam olarak anlasilamamaktadir. Fenil halkasinda metilsilfonil
grubu ile karakterize 2h, 3h ve 4h kodlu bilesiklerin de birinci baglanma seklini
tercih ettikleri gorilmektedir. Piridazin halkasinda metilstlfonil tasiyan Bilesik 5b
ise selekoksible ayni baglanma sekline sahiptir. Ancak bu bilesiklerde &nemli
COX-2 inhibitér etki gdzlenmemistir.

Molekiler modelleme calismasinda 1cx2 protein yapisi kullanildiginda,
elde edilen bilesiklerin cogunun selekoksible kiyaslanabilir baglanma sekline ve
oldukga iyi XP Glide skoruna sahip olduklari gériilmektedir. Bilesik 2g disindaki
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bilesiklerin inaktif olmalari baska bir nedene bagl olabilecegi gibi molekiler
modelleme g¢alismasi da bu durumu aydinlatmada yetersiz kalmis olabilir.
Modelleme caligmalarinda XP Glide skoru ve deneysel ICso dederleri arasinda
her zaman korelasyon goérilmeyebilir ve bu durumun da @bz ©6nlinde
bulundurulmasi gerekmektedir [230].

Bilindigi gibi NSAE ilaglar COX enzim inhibisyonunda farkli inhibisyon
kinetigi gosterirler. Zayif baglanan inhibitdrlerin etkinlikleri deney kosullarindan
belirgin sekilde etkilenir [63]. Bununla birlikte bazi COX inhibitérleri saflastiriimis
enzim testlerinde zayif inhibitér etkinlik gdsterirken hulcre kullanilan testlerde
daha yiUksek aktivite gdstermektedir. Genel bilgiler béliminde formalli belirtilen
LM-4762 kodlu selekoksib propanoik asit analogu bilesik saflastiriimig enzim
testinde 6 kat daha az etkinlik gdstermistir [209].

Tam kan testlerinde yiiksek COX-2 selektiviteye sahip arilasetik asit sinifi
lumirakoksible yapilan calismada bilesik saflastirimis enzim testinde 50 uM
arasidonik asit kullanildiginda fare ve insan COX-2 enzimine karsi zayif inhibitdr
etki gostermistir. Substrat konsantrasyonunun enzim inhibisyonuna etkisi
arastirildiginda insan COX-2 enzimi ile yapilan galismada lumirakoksib 50 uM
arasidonik asit substratiyla yarismakta fakat yaklasik % 100 inhibisyon ancak
ylksek inhibitér ve disik arasidonik asit konsantrasyonunda gorilmektedir.
Lumirakoksib fare COX-2 enzimi igin daha zayif inhibitdr etkinlik gdstermekle
birlikte ylksek inhibitér ve dislk arasidonik asit konsantrasyonunda bile
tamamen inhibisyon gésterememektedir. Enzim kinetigi ¢alismasi lumirakoksibin
iki basamakli inhibisyon mekanizmasi gosterdigini ve disosiyasyon hizinin fare
COX-2 enzimi igin daha yUksek oldugunu géstermistir [228].

Bu tez calismasinda saflastiriimis enzim testinde koyun COX enzimi ve
100 uM arasidonik asit konsantrasyonu kullaniimigtir.  Bu  substrat
konsantrasyonu enzimin doygunluk seviyesinin oldukga tstiinde (Ky=2-5 uM) yer
almaktadir. Bu nedenle bilesikler eger COX-2 enziminin hizli geri dénisimli
inhibitéri ise yuksek substrat konsantrasyonunda COX-2 aktivitesini gigli bir
sekilde inhibe etmeleri beklenemez. Bu nedenle normal substrat konantrasyonu
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ve insan tam kan testi ile bilesiklerin COX enzim inhibitdr aktiviteleri tekrar

degerlendirilerek daha glvenilir sonuglar alinabilir.

Sentezlenen bilesiklerin 30 uM konsantrasyonda 5-LOX enzim inhibit6r
etkileri insan I6kosit LTB, inhibisyon testi kullanilarak test edilmigtir. Aktivite

sonuglar Grafik 6'da % inhibisyon olarak gérilmektedir.
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Grafik 6: Bilesiklerin % 5-LOX inhibisyon grafigi

Elde edilen 1,5-diarilpirazol-3-propanoik asit tlrevlerinden Bilesik 2b ve 2f
siraslyla % 96.0 ve % 62.7 LTB, inhibisyonu géstermistir. Bu bilesiklere ait 5-LOX
enzim inhibisyonu ICs, degerleri 12 ve 14 uM olarak saptanmistir. Bilesik 2b flor
stbstitlie Bilesik 2f ise metil sibstitle fenil halkasi tagimaktadir. Her ikisi de
pirazol halkas! birinci konumunda kloropiridazin halkasi tasiyan bu bilesiklerin 5-
LOX enzimi ile etkilesimleri molekiler modelleme g¢alismasiyla incelenmistir.

5-LOX enzimi kristal yapisinin halen aydinlatilamamis olmasi nedeniyle
insan 5-LOX homoloji modeli ile gahgiimigtir. 5-LOX aktif boélgesi tirozin 181’den
triptofan 599’a kadar uzanan kivrik bir yariktan olugsmaktadir. Baglanma
yariginda 6énemli noktalar, hidrojen bagdi akseptédrlerinin etkilestigi aktif bélge
girisindeki tirozin 181 ve yarigin alt kisminda yer alan asparajin 425, yarigin
merkezinde aromatik halkalarin etkilesim gbésterdigi 16sin 414, hidrofobik
gruplarin etkilestigi lipofilik yan cepte yer alan fenilalanin 421 ve asidik gruplarin

etkilestigi arjinin 411 olarak bilinmektedir [111].

5-LOX enzimi igin ICs, degerleri birbirine oldukga yakin olan Bilesik 2b ve
2f, 5-LOX enzimi aktif bélgesinde majér olarak ayni baglanma seklini
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sergilemektedir. Bilesik 2f icin baglanma seklinin goésterildigi Sekil 12'de
gorildugu gibi pirazol halkasi aktif bdlge merkezinde yer almakta ve 16sin 414 ile
C-Heeer etkilesimi gdstermektedir. Kloropiridazin halkasi fenilalanin 421 ile
etkilesime uygun sekilde fenilalanin 421, glutamin 363 ve I6sin 368’in yer aldig
ek hidrofobik oyuga yerlesmistir. Metil stbstilie fenil halkasi ise ana yarigin alt
kismini doldurmaktadir. Karboksilik asit grubu arjinin 411’e dogru yonelmistir
(O++N uzaklik= 7.7A) ve bilesiklerin 5-LOX enzim aktif bolgesine yerlesimleri
Charlier ve ekibi tarafindan 6nerilen etkilesim modeliyle uyum gdstermektedir.
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Sekil 12: Bilesik 2f’nin 5-LOX enzimi aktif bélgesine baglanma sekli

N425

COX/5-LOX dual inhibitér etkili dnct bilesiklere ulagsmayi hedefleyen bu
tez calismasinda COX enzim inhibitdr etkili Bilesik 2g ve 5-LOX enzim inhibitér
etkili Bilesik 2b ve 2f tUrevlerine ulasiimistir. 1,5-diarilpirazol-3-propanoik asit
genel yapisina sahip bilesiklerden pirazol halkasinin 1. konumunda kloropiridazin
tasiyan turevlerde aktivite gbzlenmesi bu halkanin metoksipiridazin ve piridazinon
halkalarina gére COX veya 5-LOX inhibitér etki icin daha uygun oldugunu
gbstermektedir.

Molekiler modelleme galismalari degerlendirildiginde piridazin halkasinda
metilstlfonil tasiyan Bilesik 5b COX-2 enzimi aktif bdlgesinde selekoksibe benzer
baglanma sekline sahip olmasina ragmen inaktiftir. Her ne kadar bu sonug¢
beklenmedik olsa da yakin zamanda yapilan bir calismada da selekoksib
propanoik asit analogu (LM-4762) COX-2 inhibitér etkili iken bu tlrevin
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metilstilfonil analogu inaktif bulunmustur [209]. Bu nedenle bilesiklerde ileri
modifikasyonlarda piridazin halkasinda sulfonamit grubu tasiyan tdrevin
hazirlanmasi ayrica metilsilfonilpiridazin  ve triflorometil sdbstitie fenil

halkalarinin ayni bilesikte birlestirilmesi distnulebilir.

2008 yilinda yayinlanan iki ayri calismada selekoksibin 5-LOX enzim
inhbisyonu etkisinin bulunmasi bu tez calismasi igin segilen genel yapinin bu
aktivite icin uygunlugunu desteklemektedir [86, 188]. Selekoksib gibi metil
sUbstite fenil halkasi tasiyan Bilesik 2f'nin 5-LOX enzim aktif bdlgesinin alt
kismina yerlestigi gériimektedir. Asetik asit yan zinciri tasiyan ve 5-LOX enzim
inhibitér etkisi bilinen bilesiklerde arjinin 411 azotu ile olan uzaklik ~8.5 A iken
propanoik asit yan zinciri tagiyan Bilesik 2f i¢in bu uzakligin azaldigi gézlenmistir.
Bununla birlikte daha uzun yan zincirin daha gugcli etkilesim saglayabilecegi de
dusnulebilir.

Bilesiklerin 5-LOX enzimi aktif bdlge girisindeki hidrojen bagi akseptori
tirozin 181 ile etkilesim gdsteremedikleri gbrtilmektedir. Bu nedenle daha ylksek
inhibitér etki icin bu bolgeyle hidrojen bagi etkilesimi saglayacak yapisal
modifikasyonlar yapilabilir. Ozellikle karboksilik asit grubundan yapilacak
tirevlendirmeler ile nonredoks 5-LOX inhibitérleri yapisinda yer alan farmakoforik
gruplar bilesige kazandirilabilir.

Sonug¢ olarak bilesiklerin kimyasal yapilari ve molekller modelleme
galismalari gdéz 6nlne alindiginda segilen genel yapinin dual etki profili igin
uygun oldugu gortlmektedir. Kloropiridazin halkasi tasiyan Bilesik 2b, 2f ve
2g’nin 6nclliginde ileri calismalarla ayni bilesikte COX/5-LOX dual etkinin elde
edilmesi mimkin gérulmektedir.
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6. OZET

1,5-DIARILPIRAZOL-3-PROPANOIK ASIT YAPISI TASIYAN COX/5-LOX
DUAL iNHIBITORU BILESIKLERIN SENTEZi VE IN VITRO iNHIBITOR ETKIi
TAYINLERI UZERINDE CALISMALAR

Arasidonik asit metabolizmasinin ki énemli yolagi siklooksijenaz (COX)
ve 5-lipoksijenaz (5-LOX) yolaklarinin birlikte inhibisyonunu saglayan ilaglarin
daha guUgli antienflamatuvar etkinlikle birlikte, daha iyi gastrointestinal ve
kardiyovaskuler guvenilirlik saglayacadl duistntimektedir. Bu yaklagim esas
alinarak bu ¢alismada COX ve 5-LOX enzim yolaklarinin birlikte inhibisyonunu
saglayan 6ncl bilesiklere ulasmak hedeflenmistir. Bu amagla, 1,5-diarilpirazol-3-
propanoik asit genel yapisindaki bilesiklerde pirazol halkasinin 1. konumunda
kloropiridazin, metoksipiridazin ve piridazinon halkalari tasiyan tlrevler
hazirlanmistir. Bu (¢ seride yer alan bilesikler pirazol halkasinin 5. konumunda
nonsubstitiie fenil ve F, Cl, Br, OCHs;, CH;, CF3, SO,CHjs sibstitlie fenil halkalari
tagimaktadir. Bu bilesiklere ek olarak piridazin halkasinda metilstlfonil grubu ve
nonsUbstitle fenil tasiyan 1,5-diarilpirazol tirevi de hazirlanmistir. Bu ¢alismada
literatirde kayith olmayan otuz yeni bilesigin sentezi gerceklestiriimis, yapilari

spektral veriler ve elementel analiz sonuglariyla kanitlanmistir.

Elde edilen yirmialti final bilesigin COX ve 5-LOX enzim inhibitér etkileri
arastinimistir. Sentezlenen tirevlerden 3-[1-(6-kloropiridazin-3-il)-5-(4-triflorometil
fenil)-1H-pirazol-3-iljpropanoik asit (2g) COX-1 ve COX-2 enzimlerini sirasiyla 1.5
ve 1.6 uM ICs, degerleri ile inhibe etmistir. Bunun yaninda, 3-[1-(6-kloropiridazin-
3-il)-5-(4-florofenil)-1 H-pirazol-3-iljpropanoik asit (2b) ve 3-[1-(6-kloropiridazin-3-
il)-5-(4-metilfenil)-1 H-pirazol-3-iljpropanoik asit (2f) tdrevlerinin 5-LOX enzimi
inhibitdr etkileri igin 1Cso degerleri 12 ve 14 uM olarak saptanmistir. Molekuler
modelleme c¢alismalari ile inhibitdér bilesiklerin enzim aktif bdlgesiyle 6nerilen
baglanma sekilleri belirlenerek daha ileri arastirmalar igin ipuglari elde edilmistir.

Sonug olarak, kloropiridazin halkasi tasiyan Bilesik 2b, 2f ve 2g’in
Oonciluginde ileri cahsmalarla ayni bilesikte COX/5-LOX dual etkinin elde

edilmesi mimkin gértulmektedir.
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7. SUMMARY

SYNTHESIS AND /N VITRO INHIBITORY ACTIVITIES OF DUAL COX/5-LOX
INHIBITOR 1,5-DIARYLPYRAZOLE-3-PROPANOIC ACID DERIVATIVES

Drugs are able to inhibit cyclooxygenase (COX) and 5-lipoxygenase (5-
LOX) enzymes, two major pathways of arachidonic acid metabolism, are thought
to have powerful anti-inflammatory activity as well as better tolerability with
respect to gastrointestinal and cardiovascular safety. Based on this therapeutic
approach, the aim of this study was to obtain compounds with dual COX and 5-
LOX inhibitory activities, which can be used as leads for design of novel anti-
inflammatory drugs. For this purpose, three groups of 1,5-diarylpyrazol-3-
propanoic acid derivatives characterized by the presence of chloropyridazine,
methoxypyridazine and pyridazinone rings at 1-position of the pyrazole nucleus
were prepared. This series also included differently substituted phenyl ring at 5
position of pyrazole. In addition, one derivative with sulfonylmethylpyridazine and
nonsubstituted phenyl rings about the central pyrazole was prepared. The
structures of thirty newly synthesized compounds were fully elucidated using

spectral techniques and elemental analysis.

The obtained twenty-six final compounds reported herein were evaluated
for their ability to inhibit COX and 5-LOX enzymes. ICsy values for 3-[1-(6-
chloropyridazin-3-yl)-5-(4-trifluoromethylphenyl)-1H-pyrazol-3-yl]propanoic  acid
(29) were determined as 1.5 uM and 1.6 uM for COX-1 and COX-2, respectively.
In addition, in the same series, compounds 2b (4-fluorophenyl derivative) and 2f
(4-methylphenyl derivative) inhibited 5-LOX product synthesis with ICs, values 12
UM and 14 uM, respectively. Molecular modeling studies were also carried out to
further investigate the predicted binding modes of the active compounds with

enzymes active site.
In summary, the preliminary in vitro activity results of this class of

compounds (especially compounds 2b, 2f and 2g) may possess potential for
further studies to develop dual inhibitors of COX/5-LOX.
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