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1. GIRiS

Non-steroidal antienflamatuvar ilaglar (NSAIi), analjezik,
antipiretik, antienflamatuvar aktivite gosteren, akut ve kronik enflamasyon
bozukluklarinda kullanilan dinyada ¢ok genis kullanim alanina sahip
ilaglardir. Non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin kullanimi binlerce yil
Once salisilik asit iceren bitki 6zlerinin agri, enflamasyon ve ates
tedavisinde kullanilmasina dayanmaktadir’. 1899 yilinda salisilik asitin
asetillenmesiyle olugsan asetilsalisilik asit (Aspirin®) ilk non-steroidal
antienflamatuvar ilag olarak kullanima sunulmustur®.

1971 yihinda Vane ve arkadaslari aspirin ve diger tim non-
steroidal antienflamatuvar ilaglarin prostaglandin biyosentezini inhibe
ederek etki goésterdiklerini bulmuslardir. Non-steroidal antienflamatuvar
ilaclar terapdtik etkinliklerini ¢esitli biyoaktif lipitlerin olusumuna neden olan
arasidonik asit yolagindaki siklooksijenaz enzimini (COX) inhibe ederek
gdstermektedirler’.

1988 yilinda Needleman ve arkadaglari lipopolisakkarit
(LPS) ile indiklenmeyen ve deksametoksazon ile inhibe edilemeyen
prostaglandin olusumundan iki c¢esit siklooksijenaz enzimini sorumlu
tutmusglardir. Bu enzimler; bazal prostaglandinlerin olusumundan sorumiu
olan COX-1 ve enflamasyon reaksiyonlarina aracilik eden indiklenebilir
ozellikteki COX-2 enzimleridir®®. 1991 yilinda ise indiiklenebilir bir form
olan COX-2 enzimi klonlanmis ve bodylece COX-2 enziminin varlig
ispatlanmistir®.

COX-1 enzimi, bircok dokuda Uretiimekte, gastrik
mukozanin devamlihigi, renal kan akiginin dizenlenmesi ve platelet
agregasyonu %ibi yararli olaylarda prostaglandinlerin  olusumunu
saglamaktadir.*

indiiklenebilir form olan COX-2 enzimi ise sitokinler, bliylime
faktorleri, timoér gelistirici ajanlar, bakteriyal endotoksinler gibi pro-
enflamatuvar uyaranlara  cevaben enflamasyonlu hucrelerde
indilklenmektedir®. COX-2 enziminin bazal seviyede cok az olmasi ve
patolojik durumlarda artmasi COX-2 enziminin kétl enzim oldugu yéninde
degerlendirilmesine yol agmaktadir®.

COX-2 enzimi sitokin ve enflamatuvar uyaranlarla
inddklendigi icin non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin antienflamatuvar



etkilerinin COX-2 inhibisyonundan, gastrik, barsak mukozal hasari ve
bébrek toksisitesi gibi istenmeyen yan etkilerinin ise COX-1
inhibisyonundan kaynaklandigi (COX-2 hipotezi) ileri stirliimistiir'°.

COX-1 ve COX-2'nin degisik doku dagilimi, gastrointestinal
ve hematolojik yan etki gdstermeksizin analjezik ve anti-enflamatuvar etki
gdsteren selektif COX-2 inhibisyonunun dnemini ortaya ¢ikarmistir®.

Selektif COX-2 inhibisyonun &6nem kazanmasi sonucu
500’den fazla COX-2 inhibitdrii bilesik sentezlenmistir®.

Selektif COX-2 inhibitorleri yapi olarak ¢ogunlukla merkezi
siklik halkaya bagll 1,2-diaril substitisyonu icerselerde 1,3-diaril
substitisyonu iceren selektif COX-2 inhibitérleri de literatlrlerde
bulunmaktadir''>.

Rofekoksib (Vioxx®) ve selekoksib (Celebrex®) ilk selektif
COX-2 inhibitdrleri olarak klinik kullanima sunulmus’ ardindan valdekoksib
klinik kullanima girmistir. Lumirakoksib ve parekoksib ise hala onay
bekleyen selektif COX-2 inhibitdri bilesiklerdir.

Klinik gelismelerle ayni zamanda ortaya ¢ikan selektif COX-2
inhibitorleri (koksibler) ile ilgili sonuglar, COX-2 hipotezinin aksine, COX-2
enziminin sadece agri ve enflamasyona eslik eden prostaglandinlerin
mediyatéri olmadigini, ayni zamanda bu enzimin damar fonksiyonu,
trombozis, ag/nl zamanda kan basincini da etkileyen bir enzim oldugunu
gostermistir'®.

Selektif COX-2 inhibitérlerinin  gastrointestinal glvenlik
profillerini belirlemek igin yapilan g¢alismalar sonucunda bu bilesiklerin
kardiyovaskller yan etki potansiyelleri ortaya c¢ikmistir. VIGOR ve
APPROVe caligmalarinin sonucu rofekoksibin, CABG-1 ve CABG-2
calismalarinin  sonucu valdekoksibin piyasadan kalkmasina sebep
olmustur. CLASS, APC ve ADAPT calismasinin sonuglarindan yola
cikilarak ise selekoksibin kullanimina sinir getirilmistir'”.

Endotelde prostasiklin Uretimi baskin olarak COX-2 enzimi
tarafindan gerceklestiriimektedir. Selektif COX-2 inhibitérleri, COX-1
tarafindan Uretilen tromboksan A, (TXAz) sentezini etkilemezken COX-2
kaynakli prostasiklin (PGl.) dretimini baskilamaktadir. COX-2 kaynakli



prostasiklin inhibisyonu, artmis TXA, / PGl, oranindan dolayi trombotik
uyaranlara karsi trombotik cevabi arttirmakta dolayisiyla istenmeyen
kardiyovaskdiler olaylara karsi egilim artmaktadir'’.

Prostasiklin olusumunu etkilemeden, prostasiklin antagonisti
olarak bilinen TXA, miktarini azaltan ilaclarin, TXA. artisi ile seyreden
hastaliklarin tedavisinde faydali olabilecegi diistiniiimektedir>®. Bu amagla,
tromboksan A, sentaz enzimini inhibe eden c¢esitli TXA, sentaz inhibitorleri
sentezlenmis ve klinik olarak degerlendirilmislerdir'®.

TXA2 sentezinin baskilanmasiyla kardiyoprotektif —etki
gbérulmekte bu ise selektif COX-2 inhibitérleri ile tedaviye yeni bir boyut
kazandirmaktadir' 2.

Literatdr bilgileri 1s1dinda, bu calhgsmada 1,3-diaril tiyazol
yapisina sahip selektif COX-2 inhibitér 6zellik gbstermesi beklenen 18
adet bilesik sentezlenmesi ve sentezlenen bilesiklerin COX-1 ve COX-2
inhibitdr aktivitelerinin incelenmesi amaglanmistir.

Sentezlenmesi planlanan bilesiklerin merkezi halkasini,
tiyazol halkasi, aril substitisyonlarini ise 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol
ve sUbstitie fenil tlrevleri olusturmaktadir. Sentezlenmesi planlanan
bilesiklerden (5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol)-3-ilalkanoik asitlerin, TXA;
sentaz inhibitérlerinin farmakofor gruplarina sahip olmasi dolayisiyla hem
TXA:z sentaz inhibitdéri hem de selektif COX-2 inhibitéri 6zellik géstermesi
beklenmektedir. Sentezlenmesi planlanan bilesiklerin yapilar asagida

gOsterilmistir.
Ro
o N
/ﬁ >:O
= (@)
S
—N

Ry = H, 2-Cl, 4-Cl, 4-OCHg, 2-F, 4-F
R, = H, CH,COOCH,CHs, CH,COOH



2. GENEL BILGILER
2.1 Enflamasyon
Enflamasyon (iltihap);

Canli ve damarh dokularda yerel zedelenmeye karsi gelisen
ve organizmayl korumaya yoénelik bir dizi reaksiyonlarin timiU olarak
adlandiriimaktadir?’.

Enflamasyon, hem hlicre zedenelenmesini ortaya c¢ikaran
nedeni ortadan kaldirmak hem de hiicresel zedelenme sonucu olusan
nekrotik hlcreler ve dokulari ortamdan uzaklastirmak igin gerekli bir
koruyucu yanittir®?,

Enflamasyonun Kklinik olarak doért ana belirtisi olan rubor
(kirmizilik), calor (sicaklik), tumor (sislik) ve dolor (agr) birinci yUzyilda
Celsus tarafindan tanimlanmistir®'.

Enflamasyon, akut ve kronik enflamasyon olmak Uzere iki
ana grupta grupta siniflandiriimaktadir;

Akut enflamasyon: Nispeten kisa sureli (birkag dakika-
birkag gin gibi), plazma sivi ve protein ekslidasyonu ve belirgin nétrofil
I6kosit birikimi ile karakterize olan enflamasyondur.

Kronik enflamasyon: Karakteristik histolojik bulgusu lenfosit
ve makrofaj toplanmasi olan, doku yikimi ve onarimi ile karakterize daha
uzun sareli (gunler-yillar gibi) enflamasyondur.

En sik rastlanilan ve en temel patolojik reaksiyon olan
enflamasyonun nedenleri arasinda; canli etkenler, fiziksel etkenler,
kimyasal etkenler, immuinite reaksiyonu yapan etkenler, anoksemi, bazi
hormonal etkiler, tiimérler ve bilinmeyen nedenler sayilabilmektedir?'.

Aragidonik asit metabolizmasindan kaynaklanan drinler,
enflamasyon ve hemostaz olmak Uzere birgok biyolojik olay Uzerine etkili



bulunmustur. Bu Grtnler kisa zamanh hormonlar olup, yapildiklarn yerlerde
lokal olarak etki etmekte daha sonra cok hizli olarak spontan veya
enzimatik sekilde yok edilmektedir®.

Arasidonik asit 20 karbonlu poliansattre bir yad asitidir ve
primer olarak diyetteki linoleik asitten tlrer ve vicutta yalnizca ester
seklinde hicre membran proteinlerinin bir komponenti olarak bulunur.
Arasidonik asit fosfolipitlerden hticresel fosfolipazlar yoluyla salinmaktadir
ve arasidonik asit metabolizmasi, siklooksijenaz ve lipoksijenaz olarak
bilinen iki biyokimyasal yolakta ilerlemektedir.



Aragidonik Asit Yolag

11-, 12- or 15-HETE

+ OOH LTB,
11-,12-or 15-HpETE : +

t Aragidonlk ~=———————p 5-HpETE —P LTA,

11-, 12- or 13- Asit 5-Lipoksijenaz $

Lipoksijenaz

LTC,

NSAITler % COX-1 weya COX-2 +
o LTD,

o

K< +

OOH LTE,
PGG;

lCOX-I veya COX-2

COOH
PGI2 Sentaz D;i::\, TzA2 Sentaz
COOH oM
PGH:

o

Q-0

HO OH OH
PGI2 (prostasikchng TXA;
[} OH v
Fe AvOu L
HO ©
- OH OH
6-keto-PGF,, TXB,

PGD2 Sentaz [P OF 2 SentaZ \ pPGED Sentaz

HO HO = -
i i
OH i) OH Ho OH
PGD, PGF; PGE;
(9ct, 110-PGF3,)

Sekil 1: Arasidonik Asit Metabolizmasi



2.2 Siklooksijenaz Enzimi

Aspirin ve diger non-steroidal antienflamatuvar ilaglar agri ve
enflamasyonla birlikte seyreden cesitli iskelet kas sistemi bozukluklarinda
kullanilan diinya ¢apinda cok genis kullanim alanina sahip ilaglardir* 7 2.

Bu genig kullanim alanlarina ragmen, 1971 yilina kadar non-
steroidal antienflamatuvar ilaglarin (NSAIi) etki mekanizmasi pek
bilinmemekteydi. 1971 yilinda Sir John Vane, non-steroidal
antienflamatuvar ilaglarin etkilerini, bu ilaglarin prostaglandin sentezindeki
siklooksijenaz yolagini inhibe ederek gésterdiklerini bulmustur® 7 2+ 2°. Bu
bulgu daha sonralari prostaglandinlerin enflamasyon alaninda tespit
edilmesi ve enflamasyon belirtilerinin olusmasinda énemli rol oynamasi ile
desteklenmistir. NSAI ilaglarin biyomolekiiler hedefleri 1976 yilina kadar
koyun vezikuler bezinden saf ve enzimatik olarak aktif COX izole edilene
kadar belirlenememistir’.

1990’ yillarin baglangicinda ise, indUklenebilir form olan
COX-2 izoenziminin kesfi tUm dikkatleri siklooksijenaz enzimi Uzerine
cekmistir®.

Siklooksijenaz enzimi (COX) vya da diger adiyla
prostaglandin endoperoksit H sentaz; membran bagdimli bifonksiyonel bir
enzim olup siklooksijenasyon ve peroksidasyon olarak bilinen ve
prostaglandinlerin (PG) ve tromboksanlarin (Tx) olusumuyla sonuglanan
prostaglandin sentez yolagindaki ilk iki basamagi katalizlemektedir. ilk
basamakta COX; hulcresel fosfolipitlerden fosfolipaz A, enzimi varlhiginda
salinan ve bir yag asiti olan arasidonik asiti siklize etmekte, arasidonik
asite iki molekll oksijen katarak siklik hidroperoksit PGG'yi
olusturmaktadir. Ardindan COX, PGG.yi PGH.ye reduklemektedir.
Biyosentezde yer alan PGH, dayaniksiz bir endoperoksit oldugu igin
spesifik sentaz ve izomerazlar tarafindan PGE;, PGF,, PGD,,PGl,
(prostasiklin) TxAzye dénUstiirilmektedir®®. Bu yolaklar Sema-1'de
gOsterilmigtir.

Prostaglandinlerin insan viicudunda fizyolojik olaylar kontrol
etmek, agri ve enflamasyon durumlarina aracilik etmek gibi cesitli
fonksiyonlari bulunmaktadir. Hangi prostaglandinlerin Uretilecegi doku
tipine bagh olarak degismektedir. Siklooksijenaz katalizi sonucu elde
edilen prostanoidlerin biyolojik aktiviteleri Sekil 1’de gdsterilmistir®”.
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Sekil 2: Siklooksijenaz aktivitesi sonucu lretilen prostanoidlerin biyolojik
etkinlikleri

2.2.1 Siklooksijenaz Enzimleri Arasindaki Yapisal Farkhliklar

Siklooksijenaz enzimleri; endoplazmik retikulumun ve
(6zellikle COX-2 igin ¢ekirdek zarfinin) Ilimenal ylzeyinde yerlesmis "hem"
iceren membran proteinleridir®.

Bu iki enzimin 3 boyutlu yapilarn X-ray kirinimi ile
belirlenmistir. Bu enzimler homodimer olarak bulunmakta ve her monomer
3 kisimdan olusmaktadir®

1) N-terminal epidermal blylime faktért benzeri kisim.
2) o — helikal membran baglanma bélgesi.

3) Peroksidaz ve siklooksijenaz aktif bélgesini iceren C-terminal globuler
katalitik bolge.



Siklooksijenaz aktif bdlgesi her iki izoenzimde de katalitik
cekirdekten membran baglanma bdlgesine uzanan uzun dar bir hidrofobik
kanal icermektedir.

Aragidonat baglanma bdélgesi, Arjinin 120'den Tirozin 385’in
yakinina kadar uzanmakta ve kanalin Ust yari kisminda bulunmaktadir.
Aspirin  tarafindan asetillenen Serin 530 ise kanalin ortasinda
bulunmaktadir®.

Epidermal
hiiyiime faktéirii
benzeri bolge

Globiller Katalitik Bilge

~

Membran
haglanma
bilgesi

Sekil 3: Fare COX-2 enziminin yapisi

Arasidonik asitin prostaglandinlere dénisimuind saglayan
siklooksijenaz enziminin iki izoformu bulunmaktadir; COX-1 ve COX-2.

COX-1 ve COX-2 enzimi; siklooksijenaz aktif bdlge yapisi,
katalitik mekanizma, UOrOnler ve kinetik agidan benzerlik gdstersede,
izoenzimler arasindaki iki yapisal fark bu iki izoenzimin farmokolojik ve
biyolojik acidan énemlerini ortaya koymaktadir. Oncelikle, COX-2 enzim
aktif bélgesinin COX-1’den daha blylUk olmasi, COX-2 enzimine spesifik
NSAI ilag geligtirmenin &nemini ortaya gikarmaktadir. ikinci olarak ise
COX-1 ve COX-2'nin benzer kinetik 6zellikli olmalarina ragmen COX-1
enziminin dlsldk arasidonat konsantrasyonlarinda negatif allosterizm
gosterirken, COX-2 enziminin bu 6&zelligi gdsteremiyor olmasi ayni
hicrede sentez edilen izoenzimlerden COX-2’'nin COX-1’e nazaran, yeni
salinan aragidonat icin c¢ok daha etkili bir sekilde yarisacagini
gdstermektedir®®2°.



COX-2 enziminin siklooksijenaz aktif bdlgesi, COX-1
enziminden sekil olarak biraz farkli olmakla birlikte %20 daha fazla
bulyuktdr. Aktif merkezin buyUkligu ve seklindeki farkhlik COX-1 ve COX-2
enzimi arasindaki 3 amino asidin farklihlgindan kaynaklanmaktadir. Bu
farkhlik, COX-1’in aktif bolgesinin birinci kabugunda yer alan izolésin
523’'n COX-2 enziminde Valin 523 ile, COX-1’deki ikinci kabugu
cevreleyen, izolosin 434’Gn COX-2 enziminde Valin 434 ve COX-1'deki
Histidin 513'tn COX-2'de Arjinin 513 ile yer degistirmesinden
kaynaklanmaktadir. Diger 6nemli yapisal fark ise siklooksijenaz enziminin
membran baglayici bdlgesindeki son doért heliks’in - konumlarindaki
farkliliktan kaynaklanmaktadir. COX-2 enzimindeki helikal kisim, membran
baglanma bdélgesinde daha genis alan saglamak Uzere Uste dogru dirsek
olusturmustur ve sonug¢ olarak COX-2 enzimindeki Arjinin 120 enziminin
yerini almistir®®,

b, . Heme
‘ r‘"'_.':‘; ‘;.. .:..‘ I...—___I | -
kit Y '.1'[ 'Y
%, W Tyr-3850 &y Globiiier
A £ Val-434 Katalitik
N/ bilge
Phe-518 ), L 3. Phe-518 Val-523
.ﬂ =V N~ [ W Ser-530
e, N Hidrofilik
I LT o VR yan cep — COox-2
= % 7 Arg-513
Arg-513 oy < - 48 - Arg-120
(- 7 N — Arg120
1\ &5 ]
\ = Membran bagianma biigesi
A

Sekil 4: COX-2 enziminin aktif yapisi ve sematik gdsterimi

COX-1 ve COX-2 enziminin gen yapisi, gen regulasyonu,
protein yapisi, Kinetik ve inhibisyon Ozellikleri agisindan kiyaslanmalari
Tablo 1'de gdsterilmistir®®.
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Tablo 1: COX-1 ve COX-2 enziminin kiyaslanmasi

Parametre COX-1 COX-2
Gen biyuklaga 22 kb 8,3 kb
Eksonlar 11 10
Kromozom 9032-933,3 1925,2-925,3
mRNA 2,8 kb 4,1 kb
mRNA regilasyonu Konstitatif induiklenebilir(>50 kat)
indikleyiciler - Sitokin, LPS, Forbol esteri
Aminoasitler 576 587
Molekdler agirlik 70 kDa 70-72 kDa
Yerleske Cekirdek zari, ER | Cekirdek zari, ER
Kofaktorler 1 molHem 1 molHem
Glikozilasyon -N, 3.bdlge -N, 3 ya da 4.bdlge
Aspirin asetilasyon bélgesi | Ser529 Ser529
Substrat spesifitesi Arasidonik asit, Arasidonik asit, y-linolenik asit,
y-linolenik asit a-linolenik; eikozapentenoik asit
Aktivite 23 mmol AA/mg/dk | 11 mmol AA/mg/dk

COX-1 enzimi bircok dokuda konstititif olarak Uretilmekte
fizyolojik olaylarda yer alan prostanoidlerin miktarini arttirmaktadir.
Gastrointestinal kanalda prostasiklin ve PGE, gastrik asit sekresyonunu
azaltarak gastrik mukoza damarlarinda vazodilatér etki gdstermektedir.
Ayrica prostasiklin ve PGE, koruyucu bariyer olarak gbrev yapan mukus
ve duodenal bikarbonat Uretimini stimlle etmektedir. Vazodilatér
prostaglandinler (prostasiklin, PGE, ve PGD,) bdbrekte kan akisinin
dizenlenmesi, vaskuler direncin azaltiimasi, bdbrek kan damarlarinin
genislemesi ve organ perflzyonun artinimasinda anahtar rol
oynamaktadirlar. COX-1 enzimi beyindeki tim néronlarda O6zellikle 6n
beyinde bol miktarda bulunmaktadir. COX-1 enzimi fétal ve amniyotik
hicrelerde Uretiimekte ve hamileligin saglikh bir sekilde sitrdurtimesine
katkida bulunmaktadir. Ayni zamanda COX-1 enzimi hamileligin erken
safhalarinda uterus epitelinde Uretilmekte ve yumurtanin implantasyonu ve
plasenta olusumu igin anjiyogenezis de dnemli rol oynayabilmektedir'.
Plateletlerde Uretilen COX-1 ise platelet agregasgonundan sorumliu
tromboksanlarin olusumunda anahtar rol oynamaktadir®.

COX-2 enzimi ise, enflamasyonlu ve neoplastik dokularda
uretiimekte, blOyume faktérleri, vaskiler endotelyal biyime faktord,
fibroblast bliyume faktori ve sitokinler gibi proinflamatuvar ve mitojenik
uyaranlarla indiiklenmektedir*®®. Ayrica makrofajlardaki COX-2 (iretimi
platelet aktive edici faktér (PAF) ve PGE; tarafindan da
uyarilabilmektedir'®>. COX-2 tarafindan (retilen prostaglandinler
enflamasyon reaksiyonlarinda blylk rol oynayarak karakteristik
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enflamasyon belirtilerinin (kizariklik, agri, 6dem, ates ve fonksiyon kaybi)
olusmasina yol agmaktadirlar®.

Bu durum; gastrointestinal ve bobrek fonksiyonlarinin
yUrGtdlmesinden COX-1 enziminin, enflamasyon, agri, ates olusumundan
ise COX-2 enziminin sorumlu oldugu hipotezinin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur®®. Son yilllarda yapilan calismalar, bu iki izoform arasindaki
iliskinin bu kadar basit olmadigini ortaya cikarmistir’. COX-1 enzimi
enflamasyon olusumuna katkida bulunabilirken, COX-2 enzimi de belirli
dokularda konstitltif olarak bulunmakta ve birgcok organin normal
fonksiyonunu siirdiirmesinde rol oynamaktadir®2°.

indiiklenebilir ya da konstititif izoform olan COX-2 enziminin
ureme, bagisiklik, renal fizyoloji, nérotransmisyon, kemik rezorbsiyonu ve
pankreatik sekresyon, yara iyilesmesi gibi ¢esitli biyolojik olaylarda spesifik
fonksiyonlari bulunmaktadir®.

COX-2'nin kesfi siklooksijenaz biyolojisini anlamakta ¢ok
blydk bir ilerleme olsa bile bu durum hergeyi agiklamaya yeterli
olmamaktadir. Ornegin; asetaminofenin (parasetamol) etki mekanizmasi
ve aspirinin analjezik ve antipiretik etkisini antienflamatuvar etki
gOstermeksizin nasil gbsterdidi hala tam olarak bilinmemektedir.

Asetaminofen terapétik konsantrasyonlarda COX-1 ve COX-
2 enzimlerini ¢cok zayif bir sekilde inhibe etmektedir. Asetaminofen zayif
antienflamatuvar etki gostermesine ragmen, gucla antipiretik ve analjezik
Ozelligi asetaminofenin non-steroidal antienflamatuvar ilaglar sinifina
girmesine yol agmistir.

2002 yilinda Dan Simmons ve arkadaslari asetaminofenin
molekuller hedefi olan, COX-1 ve COX-2’den farkli, yeni bir siklooksijenaz
enziminin varligindan bahsetmigtir. COX-1 varyanti olan bu enzime COX-3
denilmistir®®3°, COX-3 enziminin insan serebral korteksi ve kalbinde® bol
miktarda bulunduguna ve asetaminofen ve benzeri bilesiklere duyarli
olduguna dair bilgilere literatiirlerde rastlanmaktadir®®%.

indiiklenebilir COX-2 varyanti oldugu disiinilen COX-4
enziminin varli§i ise tartismalidir®®.
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2.2.2 Non-steroidal Antienflamatuvar ilaclarla Siklooksijenaz Enzim

Inhibisyonu

Narkotik olmayan analjeziklere bu grup ilaglarin farmakolojik
etki profiline uygun digsen bir adla non-steroidal (steroid olmayan)
antienflamatuvar ilaclar (NSAii’ler) veya kisaca antienflamatuvar
analjezikler denilmektedir. Bu grup analjeziklerin antienflamatuvar
etkinligi, antienflamatuvar steroidler olan glukokortikoidlerinkine gére daha
zayiftir. Analjezik etkinlikleri de antienflamatuvar etkileri olmayan, guglu
narkotik analjeziklerinkine gére daha zayftir®®.

NSAIller yiizeyel yapilarin agrilarinda, ézellikle agri hafif ve
orta derecede ve kunt nitelikte ise, yeterli analjezi yapmaktadirlar.
Basagrisi, myalji, artralji, disagrisi gibi genellikle lokal iltihabi reaksiyona
bagli olan agri gesitlerinde kullaniimaktadirlar. NSAil'lerin pek ¢gogu, hem
analjezik hem antipiretik hem de antienflamatuvar etkinlik
gostermektedirler. Bazilarinda ise sadece analjezik ve antipiretik etkiler
bulunmaktadir (asetaminofen gibi) *°.

NSAIl'lerin kimyasal yapilarina gére siniflandiriimalari Tablo
2'de gosterilmistir®”.
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Tablo 2: NSAIi’lerin kimyasal yapilarina gére siniflandiriimalari

Kimyasal Gruplar Jenerik Ilaclar

1. Salisilatlar Salisilik asit, asetil salisilik asit (aspirin),
sodyum salisilat, metil salisilat, diflunisal

2. Paraaminofenol tiirevleri | Asetaminofen (parasetamol)

3. Pirazolon tiirevleri Aminopirin, propifenazon, dipiron
(metamizol), oksifenbutazon,
fenilbutazon

4. Profenler(Fenilpropiyonik | Ibuprofen, flurbiprofen, naproksen,
tiirevleri) fenbufen, tiaprofenik asit, ketoprofen,
fenoprofen kalsiyum

5. Fenilasetik asit tiirevleri Nabumeton, diklofenak sodyum,
fenklofenak, etodolak

6. Indolasetik asit tiirevleri Indometazin, asemetazin, sulindak,
ketorolak trometamol, tolmetin

7. Fenamik asit tiirevleri Mefenamik asit, flufenamik asit,
etofenamat

8. Oksikam tiirevleri Piroksikam, tenoksikam

9. Digerleri Prokuazon, azapropazon, metotrimeprazin

Tedavide kullanilan NSAI ilaglarin ¢ogu, COX-1 ve COX-2
arasinda belirgin bir segicilik gdstermeyen COX inhibitérleridir (6zgul
olmayan COX inhibitdrleri)®.

Aspirin, insanda COX-1 enziminin kovalent ve geri
doénlsumslz  inhibisyonunu  Ser-529  aminoasitini  asetilleyerek
gerceklestirmektedir. Asetillenmis serin yan zinciri, aragidonik asitin
enzimin katalitik boélgesine girmesini engellemektedir. Benzer sekilde
aspirin, insan COX-2 enzimindeki Ser-516 aminoasitini de
asetillemektedir. Fakat bu durum COX-1 inhibisyonuyla kiyaslandiginda
10-100 kat daha zayiftir®®.
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Sekil 5: Non-steroidal antienflamatuvar ilaglarin COX-1 ve COX-2 enzimine etkileri

NSAI ilaclarla tedavinin en bilyilk yan etkisi, gastrointestinal
rahatsizlik, perforasyon, llser ve kanamadir. NSAI ilaclarla prostaglandin
biyosentezinin inhibisyonu, platelet disfonksiyonu ve buna bagh olarak
kanamaya neden olmaktadir®. NSAI ilaglarla tedavi olan hastalarin %5’
inde sivi tutulumu gibi renal yan etkiler de gérilmistiir®®.

NSAI ilaglarin yararl etkilerinin COX-2 inhibisyonuna ve
zararl etkilerinin COX-1 inhibisyonuna bagl olduguna inaniimasi, COX-
2'yi selektif veya spesifik (6zgll) olarak inhibe eden bir ilacin, bu iki
izoformun ikisini de inhibe eden (dual etkili) NSAIi'lerden daha giivenli
olacaginin diistiniilmesine sebep olmustur®.

Selektif COX-2 inhibitérleri, COX-1 enzimini yarismali bir
sekilde cok ylksek konsantrasyonda inhibe ederken, COX-2 enzimini
zamana bagli, yavas, geri donisimld, enzimle sikica bagli kompleks
olusturarak inhibe etmektedir®. Selektif (6zgll) COX-2 inhibitdrlerine;
COX-2yi tercih edenler adi da verilmektedir. Meloksikam, nimesulid ve
etodolak tedavide kullaniimakta olan COX-2'ye segici ilaglardir®®.
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COX-2’nin  6zgudl inhibitérleri ise klinikte kullanildiklar
maksimum dozlarda bile COX-1'i inhibe etmedigi kabul edilen
inhibitérlerdir. Bunlar terap6tik doz dizeyinde gastrointestinal sistemdeki
koruyucu COX-1'i inhibe etmedikleri igin, klasik NSAIl’lerin aksine
gastrointestinal yan tesirler olusturmadan antienflamatuvar etki
gdstermektedirler®.

2.2.2.1 Spesifik COX-2 inhibitdrlerinin Siniflandiriimasi

Spesifik COX-2 inhibitdrleri kimyasal vyapilarina goére
asagidaki gibi siniflandirilabilirler:

1) Heteroatom zinciri tagiyan diaril heterosiklik bilegikler
2) Diaril heterosiklik ve karbosiklik bilesikler

a) Orto-diaril heterosiklik ve karbosiklik bilesikler

) 1,3-diaril heterosiklik bilesikler

c) 1,2-Diaril Stiloen ve 1,1-Diaril Alken Tarevleri
)

Dual COX-2/5 Lipoksijenaz (5-LO) inhibitérii Olan Diaril
Heterosiklik Bilesikler

e) Diaril Bisikloheterosiklik Bilegikler

3) Non-steroidal Antienflamatuvar ilaglarin selektif COX-2 inhibitorlerine
modifikasyonu sonucu elde edilen bilegikler

4) Antioksidatif komponentli bilegikler

Heteroatom zinciri tasiyan diaril heterosiklik bilesiklerden
Nimesulid, Flosulid ve NS-398 asidik sulfonamitlere 6rnek olarak
verilebilmektedir. Heteroatom zinciri tasiyan asidik sllfonamitlerde ana
hedef orto substitlent modifikasyonu ve halkanin para pozisyonuna
elektron cekici bir grup getirilmesine dayanmaktadir'. Metilsilfon grubu
olmaksizin da heterosiklik halka ve fenil halkasinin arasina heteroatom
veya karbonil képrisinin girmesiyle COX-2 inhibitor potens ve selektivite
gdzlenmektedir'.
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Diaril heterosiklik bilesikler merkezdeki halkaya visinal iki
fenil halkasinin baglanmasiyla karakterizedir’. Bu bilesiklerden bazilari
tiyazol, oksazol, furan, pirol, imidazol, pirazol, izoksazol, piridin, ve tiyofen
gibi merkez halka (izerine temellenmislerdir®®. Optimal aktivite icin
aromatik halkalardan birisi metilsilfonil ya da sulfonamid yapisi
icermelidir®*'.  Metilslfonil grubunun sllfanamidle yer degistirmesi,
selektivitede azalmaya neden olurken fizikokimyasal ve farmakokinetik
Ozelliklerde artis gozlenmistir. Bu grup bilesikler; 2,3-diariltiyofen tirevi
olan DUP-697’'nin selektif COX-2 inhibisyonu g&stermesi sonucu
tasarlanmaya baslanmistir'.
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F
DuP-697

Orto-diaril heterosiklik bilesikler cis-stilben iskeleti tagsiyan ve
tasimayan diaril heterosiklik bilesikler olarak siniflandirilabilmektedir'. Cis-
stilben iskeleti tasiyan bilesikler tiyazol, tiyadiazol, 4,5-dislbstitle oksazol
ve 4,5-distbstitleimidazol ve 2(5H)-furanon halkasi tagimaktadir. Bu grup
bilesiklerden oksazol tirevi JTE-522 ve 2(5H)-furanon tdrevi olan
rofekoksib klinik olarak degerlendirilmislerdir’.

(0]
HaN__ //
S o.__o0
/ ~
o _
i \ />/CH3
{ W,
Ox
N
S
/o
JTE-522 HsC Rofekoksib
1C50(COX-2) = 0.30 uM IC50(COX-2) = 0.5 pM
ICsp(COX-1) = 100 uM ICso(COX-1) = 19.0 uM

Cis-stilben iskeleti tasimayan orto-diaril heterosiklik
bilesiklere selekoksib gibi di- ya da tri-sUbstitlepirazol tdrevleri érnek
olarak verilebilmektedir'. Cis-stilben iskeleti tasimayan orto-diaril
heterosiklikler merkezi halka olarak 1,2-diarilpirol, 1,2-diarilimidazol, 2-
(3H)-oksazolon ve izoksazol cekirdekleri tagiyabilirler’.
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H,NO,S
[ j\ N
NN

—

CF3

H;C
Selekoksib

ICs0 (COX-2)=0.04 uM
ICso (COX-1)=13 pM

Orto-diaril karbosiklik bilegiklerin cogunlugunu ise cis-stilben
iskeleti tagiyan 1,2-diarilbenzen ya da 1,2- ya da 3,4-distbstitlepiridin
tirevleri olusturmaktadir’.

HzCO,S
HaC N
F = |
O N
F
F

Cl HgCO,S

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

Selektif COX-2 inhibitdrleri cogunlukla merkezi siklik halkaya
bagh 1,2-diaril substitlisyonu icerselerde, 1,3-diaril stbstitlisyonu iceren
selektif COX-2 inhibitdrlerine de literatiirde rastlanmaktadir”.

1,3-diaril heterosiklik iskeletine sahip bilesiklerde merkezi
halkay! sikloalkanopirazol'', pirazol'®'*, 3(2H )-piridazinon' ve 4,5,6,7-
tetrahidro-2 H-izoindol"® olusturmaktadir.
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Tablo 3: 1,3-Diaril Heterosiklik halka iskeletine sahip bilesiklerin COX-1 ve COX-2
inhibitér etkileri

. ICs, COX- ICs, COX-
Bilesik | X |Y |n
s 2(uM) 2(uM)
1 H |H |1 6.20 >10
X v 2 |cl |[H |1 2.59 10
Z SN 3 |H |H |2 0.57 0.49
4 |cl |H |2 0.62 10
(h 5 |H |H |3 0.17 0.12
6 |Cl |H |3 0.14 1.0
= =
= =
2 | ¢
2 2
3 3
c c
Bilesik R S S
[} (2]
S el
= =
< £
0 o
x b3
o o
o [$)
HsC = o 1 N N—@—F 0 14
s _/
XN
7 N7 N Newycon —\
—N 2 B N@ 0 3
__/
3 N NO 15 14
__/ N
4 -NH-(CHz)7-CHs 1.4 8

5 —HN—@OCHa 16 5
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Tablo 4: 1,3-Diaril Heterosiklik halka iskeletine sahip bilesiklerin COX-1 ve COX-2
inhibitér etkileri

Bilesik R

COX-1 inhibisyonu (%) 10 uM
COX-2 inhibisyonu (%) 10 uM

Bilesik R’ R Ry R>

IC5,COX-2 (nM)
IC5COX-1 (M)

1 @ H F F 4.5 500

2 @ H F F 0.6 230

Yapi-etki iligkisi ¢alismalarinda COX-2 selektif inhibitdr etki
icin merkezi halka ve visinal aril gruplarinin gerekli oldugu belirtilse de
furanon halkasinin reduiksiyonu ile olusan acik, diol fonksiyonu tasiyan
bilesiklerin de COX-2 inhibitdr etki gdsterdigi yapilan calismalarla ortaya
konulmustur. Bu amagla cis-stilben turevleri ve alkillenmis stirenler de
potansiyel COX-2 selektif 6n-ilag olarak arastiriimaya baslanmistir’.
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OH
CHy H3CO,S Q OH
HSCOZS—Q—/\ OCHj

Geminal diaril ve tetrasustitieolefin yapisi tasiyan 1,1-diaril-
etenil tirevleri de COX-2 selektif inhibitér aktivite géstermektedir. Geminal
diaril kisimlari lakton, siklopentan gibi halka sistemleri olusturabilmektedir’.

HaC
34 CHs
HzCO,S HgCO,S
0
F F

3. ve 2. konumlarindan 5-Lipoksijenaz QS—LO) spesifik
farmakofor gruplariyla sibstitiie edilen 1,5-diaril-pirazol™'* ve 4,5-diaril-
oksazol tiirevleri COX-2 inhibitér aktiviteyle birlikte 5-Lipoksijenaz (5-LOX)
inhibitér etki gdsteren diaril heterosiklik bilesiklere 6rnek olarak
gbsterilmektedir.
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HyCO,S

N—N
w
F
(@)
OCH,4
(@)

1Cs0 (COX-2)=0.05 uM
ICs50(COX-1)>10 uM
1Cs0 (5-LO)=0.003 pM

5-6 Uyeli heterosiklik ve karbosiklik halkalardan baska
merkezdeki halka olarak bisiklo ya da kaynasmis halka olan sistemlere
literatiirde rastlanmaktadir'. Ancak bu bilesikler COX-2 potens ve
selektivite gostermelerine ragmen zayif farmakokinetik 6zellikleri, bu
bilegikler icin dezavantaj olusturmaktadir. Bu bilegiklere 6rnek olarak
imidazotiyazol, tiyazolotriazol ve bisiklolakton gibi tlrevler 6rnek olarak
verilebilir'.

HyCO,S HyCO,S

) )
DS O
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in-vitro potens galismalari non-steroidal antienflamatuvar ilag
tirevi birgcok bilesigin COX-1 inhibitdér aktivite géstermeksizin disik
nanomolar aralktaki 1Cso degderleri ile COX-2 inhibisyon aktivite
gbsterdiklerini ortaya gikarmistir'.

Bugiine kadar calisilan non-steroidal antienflamatuvar
bilesikler igerisinde indometasinin, COX-2 spesifik inhibitor gelistirme
acisindan en esnek bilesik oldugu bulunmustur. Ornegin indometazindeki
4-klorobenzoil grubunun 2,4,6-triklorobenzoil ya da 4-bromobenzoil grubu
ile yerdegistirmesi'“? ya da 3-asetik asit siibstitiientinin dallanmis alkil ya
da karboksilik asit homolog tiirevleri ile yerdegistirmesi'®* COX-2 potens ve
selektivitede artisa neden olmaktadir. indometasindeki karboksilik asit
kalintisinin uygun ester ya da amit tlrevlerine gevrilmesi ya da karboksilik
asitin biyoizosterlerinin hazirlanmasinin da COX-2 inhibitdér aktivite
artisinda énemli rol oynadigi bulunmustur'>42,

COOH
HaCO

b

\O

Cl

indometasin
ICso (COX-2)=0.01 uM
ICs0 (COX-1)=0.006 uM
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Non-steroidal  antienflamatuvar ilaglardaki  karboksilat
kalintisinin nétralizasyonu ya da biyoizosterik yer degistirmesi, non-
steroidal antienflamatuvar ilaglarin selektif COX-2 inhibitéri bilesiklere
modifikasyonu igin genel metodolojiyi temsil etmektedir. Ornegin,
meklofenamik asidin amitlestiriimesi ya da sulindakin karboksilat grubunun
tetronik asit ile yer degistirmesi ya da zomepirakin karboksilat grubunun
piridazinon veya agilstilfonamit grubu ile yer degistirmesi, spesifik COX-2
inhibisyonu yapan bilesiklerin gelistiriimesini saglamistir'>.

COX-1 selektif non-steroidal antienflamatuvar ilag olan
aspirinin  COX-2 selektif inhibitér bilesige doénustlriimesi literatirde
belirtilmigtir. Aspirindeki karboksilat kalintisinin alkil ya da alkinil salfit
gruplari ile yer degistirmesi izoenzim spesifitesini tersine gevirirken hept-2-
inil tirevinin (APHS) getiriimesi ile COX-2 potenste artis gérilmustiir’.
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Tablo 5: NSAI ilaclarin selektif COX-2 inhibitérlerine modifikasyonu sonucu olusan

bilesiklerin COX-1 ve COX-2 inhibitor etkinlikleri

CH,

(APHS)

Q 0 =
x | x| 2
Bilesik R 0O 2| 03| %
o ) -
-OH
0.05 | 004 1.3
R (Meklofenamik asit)
Cl
-HN-
NH (0]
xo
0.15 66 1.3
Cl
CH3
R
-OH
. o (Sulindak siifit) 0.1 0.05 1.3
O
o O
O jzz 003 | 10 13
Hcs | T OH
-COOH
2.0 0.3 1.3
(Zomepirak)
o CHy ,r‘*r\ No
J - 7 NH 0.7 | >t000 | 18
N
|/ 0
R
cl H3C I
‘“‘i\ A 09 | 242 | 13
s
o7 ONH N\
(o]
-COOH |
66 12
(Aspirin)
CH, -SCHa 250 | >5000 |
O/KO
-
R 0.8 >17 1
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COX enzim Kkatalizinin, 6zellikle tirozin kalintisi Uzerinde
radikal ara Oriin olusumunu icerdigi dusinilmektedir?. Sibstitlie fenol
tirevleri, fenoksi radikali olusturma Ozelliklerine sahip olduklari igin
substitle fenol inhibitéri bilesikler radikal sUpUrdct ajan olarak
kullanilabilmektedir’>. COX enzimi radikal aracilari Kkatalizér etkisinde
kullanilmasindan dolay: bir di-ter-bitilfenol gibi radikal stiptrici ajan COX
enziminin katalizér fonksiyonunu bozabilir®.

>k N/ \>\ /—CH,

HO

COX-1ICsp > 100 Mmol
COX-2 |C50 = 0,14 Mmol

2.2.2.1.1 COX-2 inhibitdrleri ve Kardiovaskiiler Yan Etkileri

Selektif COX-2 inhibitérii gelistirmek amaciyla DuP-697 ve
NS-398 lider bilesik olarak ele alinmistir. Her ne kadar bu bilesikler daha
ileri klinik calismalarda kullaniimasa da ginimuzde deneysel calismalar
icin kullaniimaktadir. Bu bilesikler temel alinarak gesitli COX-2 |nh|b|toru
bilesikler (koksibler) sentez edllmls ve sonucta selekoksib (Celebrex )
1998 yilinda, rofekobsib (Vioxx®) 1999 yilinda, valdekoksib (Bextra®) 2001
yihnda klinik kullanima glrm|§t|r 843 Etirokoksib (Arcoxia) Avrupa IIa%:
Ajansi (the European Medicines Agency (EMEA)) tarafindan®
onaylanmis, lumirakoksib'’ ve valdekoksibin enjektable 6n ilag formu olan
Parekoksib*® ise Gida ilag idaresi (Food and Drug Administration (FDA))
tarafindan hala onay beklemektedir.

Piyasaya sunulan COX-2 inhibitérlerinden; selekoksib ve
rofekeksib 1. kusak COX-2 inhibitérleri olarak siniflandirilirken,
valdekoksib, lumirakoksib ve etirokoksib 2. kusak COX-2 inhibitérleri
olarak siniflandiriimaktadir™.

Rofekoksibin kardiyovaskuiler yan etkileri, gastrointestinal
guvenlik profilini belirlemek igin yapilan VIGOR (Vioxx Gastrointestinal
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Outcomes Research) calismasi ile ortaya cikmistir’®'"**4¢ VIGOR
calismasi, 8076 romatoid artiriti hasta grubunda gerceklestirilen, 50
mg/gin rofekoksib ya da ginde 2 kez 500 mg naproksen kullanimini
gerektiren 9 aylik bir cahismadir. VIGOR galismasinda, rofekoksib kolunda
naproksen koluna nazaran daha az gastrointestinal yan etki g6zlenirken,
naproksen kolunda da rofekoksib koluna nazaran daha az miyokard
enfarktlsl insidansi gézlenmigtir. Fakat bu calismada plasebo grubunun
olmayigi, gdzlenen kardiyovaskuiler riskin rofekoksibin kendisinden mi
yoksa naproksenin kardiyoprotektif etkisinden mi kaynaklandigi
konusunda soru isaretleri uyandirmigtir'®'7:1944. 46.47 \JGOR calismasinin
sonuglari, Vioxx’'un belirgin iskemik kalp hastaligi olan hastalarda
kullanilmamasi i¢in 2002 yilinda etiketlenmesine sebep olmustur.

Rofekoksibin  piyasadan c¢ekiimesine ise APPROVe
(Adenomatous Polyp Prevention on Vioxx) calismasi neden olmustur.
APPROVe calismasi plaseboya karsin gunlik 25 mg rofekoksib
kullanimini gerektiren bir calismadir. Bu ¢alisma ile rofekoksibin kolorektal
kanserde gorilen adenom polipleri engelleme durumu ortaya ¢ikariimak
istenmigtir ancak uzun sdre ila¢ tUketiminden kaynaklanan kardiyovaskuler
yan etkiler ortaya cikmistir'®'" 194446 Calismanin baslarinda rofekoksib
kolunda hipertansiyon gorilmis ancak kronik rofekoksib kullanimindan 18
ay sonra kalp krizi ve trombotik felclerdeki artis istatistiksel olarak belirgin
hale gelmigtir. Bu c¢alismanin sonucu rofekoksibin Eylil 2004 yilinda
piyasadan cekilmesine neden olmustur'®'"1947.

Selekoksibin gastrointestinal gtivenlik galismalarinda CLASS
(Celecoxib Long-Term Arthritis Safety Study) rofekoksibin aksine
kardiyovaskiller olaylarda risk artisi gdzlenmemistir'®*4’.  CLASS
calismasi ginde 2 kez 400 mg selekoksib ve ginde 3 kez 800 mg
ibuprofen ya da ginde 2 kez 75 mg diklofenak alan 8059 hasta ile
gerceklestirilen bir calismadir'’. CLASS calismalarinda diisiik doz aspirin
kullanimina izin verilirken'®'” hasta populasyonunda kardiyovaskuler
olaylardaki taban sinin VIGOR calismasinda nazaran daha disik
tutulmustur'®. CLASS cgalismasinin amaci kardiyovaskiller toksisiteyi
incelemek olmasa da, bu calisma kardiyovaskiler olaylardaki degisikligi
saptamak agisindan yeterli olmamistir'’.

Selekoksibin uzun dbénem kanserden koruma calismalari
APC (Adenoma Prevention with Celecoxib) ginde 2 kez 200 mg ve
glinde 2 kez 400 mg selekoksib kullanimini gerektiren 2035 hasta ile
gerceklestirilen bir calismadir'’. APC calismasinda ise kardiyovaskiiler
olaylarda doza bagli olarak artis gdzlenmistir'®4%’.
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APC caligsmasina paralel bir bagka calisma ise, ginlik 400
mg selekoksib grubu ya da plasebo grubu iceren 1561 hasta ile
gergeklestirilen PreSAP calismasi ( The Prevention of Spontaneous
Adenomatous Polyps Trial) calismasidir. PreSAP calismasinda plasebo
grubuna kiyasla selekoksib grubunda kardiyovaskiler olaylarda herhangi
bir risk artisi gdzlenmemistir'”4+4**’ APC calismasindaki bulgular;
ADAPT (Alzheimer Disease Anti-Inflamatory Prevention Trial)
calismasindaki selekoksib grubunun kardiyovaskuiler yan etki potansiyeli
acisindan tekrar degerlendirilmesine neden olmustur'”.

ADAPT calismasi selekoksib ve naproksenin yasa bagli
kognitif cbkme ve Alzheimer hastaliginin baslangicini engellemesi ya da
geciktirmesi potansiyelini test etmek amaciyla yapilan bir ¢alismadir.
ADAPT calismasi ginde 2 kez 220 mg naproksen, ginde 2 kez 220 mg
selebreks veya plasebo grubu iceren yaklasik 2400 hasta ile baslayan bir
calismadir. 5 ya da 7 yil sUrmesi planlanan ve 2625 hasta ile
gerceklestiriien ADAPT calismasinda, naproksen grubunda plaseboya
kiyasla kardiyovaskuler olaylarda risk artisi gézlenmesi dolayisiyla 3 yil
strmistlr'’. Naproksen grubunda kardiyovaskiiler olaylarda risk artisi
gbzlenirken, selekoksib grubunda ise ilging bir sekilde kardiyovaskuler ve
serebrovaskiiler olaylarda risk artisi gdzlenmemistir'’4>47.

Bu sonuclardan yola ¢ikarak Nisan 2005’te FDA selekoksibin
piyasada kalmasina izin vermig ancak firmasindan gastrointestinal ve
kardiyovaskiller risk tasidigina dair Celebrex’e uyari koymasini istemistir'’.

COX-2 inhibitérler arasinda en selektif olan lumirakoksib igin
ise; gastrointestinal Ulser komplikasyonlarini degerlendirme agisindan
TARGET (Therapeutic Arthritis Research and Gastrointestinal Event
Trial) calismasi yapilmistir'®'. TARGET calismasi ginlik 400 mg
lumirakoksib, glinde 2 kez 500 mg naproksen ya da ginde 3 kez 800 mg
ibuprofen kullanimini gerektiren 18325 hasta ile gergeklestirilen 1 yillik bir
calismadir'’”. TARGET calismasinda diisiik doz aspirin kullaniimasina izin
verilmigtir. TARGET calismasinda, CLASS calismasina benzer bir sekilde
aspirin  kullanmayan hastalarin  Ulser komplikasyonlarinda belirgin
istatistiksel azalmalar gdzlenmistir'”. Her ne kadar naproksene kiyasla
lumirakoksib grubunda kardiyovaskuler olaylarda risk artisi gézlenmis olsa
da istatistiksel agidan belirgin bir fark gézlenmemistir'®'"*’.

Valdekoksib ve 6n ilag formu olan parekoksibin operasyon
sonrasl agri tedavisini esas alan CABG-1 ve CABG-2 calismalan ile
tasidiklari kardiyovaskiiler risk potansiyeli belirlenmistir'®*¢. Koroner
bypass ameliyati geciren hastalar dncelikle parekoksible ya da plasebo ile
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intraven6z olarak tedaviye baslamis ve sonra oral valdekoksib ya da
plasebo ile devam etmislerdir'®>. CABG calismasinin sonuglari, artmis
trombotik risk durumlarinda koksiblerin protrombotik etkileri ile uyumlu
sonug gdstermistir'®.

Valdekoksib ve 6n ilag formu olan parekoksibin anaflaksi,
anjiyoddem, eritema multiform, eksfolyatif dermatit, Stevens-Johnson
sendromu ve toksik epidermal nekroliz gibi hayati tehdit eden deri
reaksiyonlari gbstermesi ve NSAI ilaglara kiyasla higbir yararinin
olmamasi FDA’in 2005 yilinda Bextra’yl piyasadan c¢ekmesine neden
olmustur'”*.

CRESCENT (The Celecoxib Rofecoxib Efficacy and Safety
in Comorbidities Evaluation Trial) ¢alismasi ile arastirmacilar, rofekoksib
(25 mg/gun), selekoksib (200 mg/gtin), ve naproksen (500mg giinde iki
kere) ile tedavi géren hipertansiyon, osteoartrit ve Tip-1l diyabetli
hastalarda, rofekoksib kullananlarda 6 haftalik tedavi sonrasi sistolik kan
basincinin arttigini (130.3mgHg’den 134.5 mgHg'ye) gézlemlemislerdir*.

Rofekoksib ve selekoksibin kimyasal 6zellikleri vaskuler risk
acisindan endotelyal fonksiyonda farkli etki géstermektedir. Silfon grubu
tasiyan COX-2 selektif rofekoksibin ve etirokoksibin doku dagilmi
sulfonamit grubu tasiyan ve fizyolojik pH'da yUkIi bulunan selekoksibe
nazaran daha azdir*®. Rofekoksib enzimatik olmayan mekanizma ile
prooksidan O6zellik gbéstemekte ve rofekoksibin sulfon grubu fosfolipit
tabakasindaki acil yan zinciri etkileserek serbest radikallerin ve iyonlarin
permeabilitesinin artmasina sebep olmaktadir*®.

COX-2 inhibitérleri ve artmis kardiyovaskiler riskleri
degerlendirme agisindan gesitli mekanizmalar 6ne strilmistar:

1) COX-2 inhibitorleri ile yapilan bir meta analizde COX-2 inhibitérlerinin
plaseboya nazaran hipertansiyon riskini arttirdigi gézlemlenmistir. Bu
bulguya dayanarak, COX-2 inhibitérlerinin kardiyovaskuler etkilerini, kan
basincini degistirerek gdsterdikleri diistiniilmektedir*.

2) Insan epitelyumunda Prostaglandin I, (prostasiklin) baskin olarak COX-
2 aktivitesiyle Uretilmektedir.  Prostasiklin, platelet agregasyonu
inhibisyonuna neden olarak vazodilatasyona ve damar diz kas
hicrelerinin proliferasyonun engellenmesine neden olmaktadir. COX-1
enzimi tarafindan Oretilen Tromboksan A, (TXA.) ise, platelet
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agregasyonuna, vazokonstriksiyona ve diz kaslarin proliferasyonuna
neden olmaktadir'’. Aspirin ve benzeri NSAI ilaglar hem COX-1 hem de
COX-2 enzimini inhibe ettikleri icin TXA, ve PGl, miktari birlikte
azalmaktadir. Selektif COX-2 inhibitéri bilesikler ise TXA, sentezine
dokunmadan PGl, sentezini inhibe ettikleri igin TXA, miktari géreceli
olarak artmaktadir. Artmig TXA, miktarindan dolayi kan basinci artmakta,
aterojenez ve plak kopmasina kargi artmig trombotik cevap
gorilmektedir**,

3) Diger bir hipotez ise antienflamatuvar ilaglarin bazi dozlarinin vaskuiler
endoteli ya da aterosklerozun enflamatuvar komponentlerini gelistirici
etkisi ile kardiyovaskiller olaylari engelleyebilecegine dayanmaktadir**. Bir
calismada Chenevard ve arkadaslari COX-2 inhibitérlerinin ciddi koroner
arter hastaliklarinda endotelyal kaynakli vazodilatasyonu arttirdigini ve
distk dereceli kronik enflamasyon ve oksidatif stresi azalttigini
bulmuslardir®.

Platelet aldrvasyonu ve agregasyonu

.—" Vaskiiler toniis [

Pihtilagma ¥olagt

Diiz Kas Hicrelen

ACE: Anjivotensin déniigtiiriicii enzim, ADP: Adenozin difosfat, aPC: Aktive edilmis
protein C, BK: Bradikinin, ecNOS: Endotelyal hiicre NOS, TM: Trombomodulin

Sekil 6: COX izoenzimlerinin kardiyovaskiiler biyolojideki rolleri

COX-2 enziminin bdbrek ve Ureme sisteminde konstititif
olarak Uretilmesi, gastrik mukozada yara iyilegtirici 6zellik géstermesi ve
kardiyovaskuler yan etki riski tagimasi, arastiricilari yeni antienflamatuvar
ilac gelistirmeye tesvik etmistir’. COX inhibisyonu sonucu arasidonik asit
yolaginin 5-LOX yolagina kaymasi ve bunun sonucu olarak enflamasyon
mediyatdrleri olan |6kotrienlerin ve sisteinil I6kotrienlerin miktarinin artmasi
daha dual COX-2/5-LOX inhibitérleri gelistirmenin 6nemini ortaya
cikarmistir'®.
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Lokotrienler, romatoit artrit, enflamasyonlu i¢ hastaliklari,
ulseratif kolit, astim, psdriyazis ve alerjik rinit gibi ¢esitli enflamatuvar ve
alerjik hastaliklarda mediyatér olarak rol oynamaktadir®. COX-2 ve 5-LOX
enzimlerinin dual inhibisyonu ile gastrointestinal yaralara ve alerjik
reaksiyona  neden olmaksizin artmis  antienflamatuvar  etki
beklenmektedir®.

Dual etki gosteren ilk ilag Tepoksalin'dir (5-(4-klorofenil-N-
hidroksi-1-(4-metoksifenil)-N-metil-1 H-pirazol-3-propanamid)).
Tepoksalinin domuz akcigerindeki COX-I1Cso degeri 0,80 uM, 5-LOX degeri
0,15 uM’dir. Tepoksalin sicanlarda gastrik lezyon olusumunu %50
arttinrken,  kopeklerde  herhangi  bir  gastrik  Ulserojenik  etki
gostermemistir'®.

Dual etki gosteren bir diger bilesik Likofelon’dur. (2-((6-(4-
klorofenil)-2,2-dimetil-7-fenil-2,3 dihidro-1H pirolizin-5-il)asetikasit).

Likofelonun inek ve insan plateletlerinde 1Cso COX degerleri
sirasiyla 0,16-0,21 pM iken, inek ve insan grantlositlerindeki ICso 5-LOX
degerleri 0,18-0,23 puM’'dir. Tek doz ya da tekrar eden dozlarda likofelon
kullanimi sonrasi ya ¢ok az gastrointestinal hasar goérilmis ya da hig
gorilmemistir'®.
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Deneysel calismalar, COX-2 enziminin prokarsinojenleri
karsinojenlere dondstirerek tUmor blylme ve gelisiminde yer aldigini,
ayrica selektif COX-2 inhibitérlerinin (koksibler) timér blyimesini 6zellikle
antianjiyojenik ve proapoptotik mekanizmalar basta olmak UGzere cesitli
mekanizmalarla durdurmakta oldugunu go6stermigtir. Baylk  Klinik
calismalarda ise koksiblerin kolorektal kanserde kemopreventif etkisi
oldugu bulunmustur'®.
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Ayni zamanda epidemiyolojik calismalar, NSAI ilaglarin
kronik beyin enflamasyonu, artmis kompleman sistemi ve mikroglialarin
aktivasyonu ile karakterize bir hastalik olan Alzheimer hastaliginin
baslangicindan korudugunu ve bu ilaglarin Alzheimer hastahgina karsi
kullanilabilecegini géstermistir. Ayrica galismalar, NSAI ilaglarin Alzheimer
hastaliginin patogenezinde &énemli rol oynayan amiloid patolojisini
baskiladigini da ortaya gikarmistir®®.

2.3 Tromboksan, Prostasiklin ve Antiplatelet Aktivite

Tromboksan A, sikloksijenaz yolagindan Uretilen biyolojik
olarak aktif arasidonat tdrevidir. Tromboksan Ap, baslica aktive olmus
plateletlerde ve makrofajlarda PGH.'den, tromboksan sentaz araciligi ile
uretilmektedir. TXA, dayanikli olmayan epoksi bagindan dolayi (T1,2=30s)
enzimatik olmayan sekilde, daha dayanikli fakat biyolojik olarak aktif
olmayan metaboliti olan Tromboksan B, (TXB;)'ye donusturdlir. Kanda
dolasan TXB,'nin Utriner metaboliti 2,3 dinor- TXB, olarak saptanm|$t|r18'5°.
Bu yolaklarin olusumu Sekil 7’de gosterilmigtir.
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Sekil 7: Tromboksan A, katabolik yolagi

Tromboksan A2'nin baslica iki aktivitesi bulunmaktadir.
Platelet fonksiyonunun stimilasyonu ve platelet agregasyonun
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indUiklenmesiyle olusan diz kaslarin kasilmasi, vazokonstriksiyon ve
bronkokonstriksiyon

Ayrica TXA, damar diz kaslarinin mitogenezinde anahtar rol
oynamakta ve bdébrek tlibul hicrelerinde cis-platin indUkll apoptozise
aracilik etmektedir'®.

TXA2'nin biyosentetik prekiirséri olan PGH, de, TXA; ile
ayni reseptére etki ederek damar diiz kaslari ve plateletlerde ayni agonist
etkiyi gdstermektedir'®.

TXA2'nin (2,3dinor- TXB, ve TXB,) asin Uretiminin idrarla ve
kanla tespit edilebildigi hastalarda ciddi periferal damar hastaliklari, kalp
krizi, stabil olmayan anjina, gebelige bagll hipertansiyon ve preeklampsi,
astim, lupus nefritis, trombosis ve trombotik hastaliklar, pulmoner
hipertansiyon, septik sok, aterosklerozis ve Raynaud fenomeni gibi
patofizyolojik durumlar gériilmektedir'®°.

Portal hipertansiyon, preeklampsi ve iskemik kalp
rahatsizliklar gibi hastaliklarda Tromboksan A, biyosentezindeki artig,
prostasiklin miktarindaki artisi da beraberinde getirmektedir'®.

Prostasiklin (PGl,), PGH.'den prostasiklin sentaz araciligi ile
damar ve bronsiyal endotelyumda sentez edilen bir arasidonat tiirevidir'®.

Prostasiklin, platelet agregasyonunun gtgclt bir inhibitéri ve
ayni zamanda giclii bir vazodilatérdir'®®®. Bu &zelliklerinden dolayi

prostasiklin TXA, antagonisti olarak da dtsinulebilir.

Bu nedenle, prostasiklin olusumunu etkilemeden TXA;
miktarini azaltan ilaglarin, TXA, artigi ile seyreden hastaliklarin
tedavisinde faydali olabilecegi diistiniimistur'®.

Bu amagla, TXA; sentaz inhibitérleri, TXA, reseptor
antagonistleri dual etkili bilesikler (TXA2 sentaz/ TXA, antagonist) ve
prostasiklin agonistleri klinik olarak degerlendirilmislerdir.

35



2.3.1 Tromboksan Sentaz inhibitérleri:

Tromboksan sentaz inhibitdrleri, Tromboksan A, sentezini
selektif olarak inhibe etmektedirler. Dazoksiben (UK 37248), dazmagrel
(UK 38485), pirmagrel (CGS 13080), ozagrel (OKY 046), CS-518, OKY

1581, isobogrel (CV 4151) ve furegrelat (U63557A) klinik olarak
degerlendirilmis TXA, sentaz inhibitdrleridir'®.

N,
N
COCH \\\COOH
dazoksiben (UK 37248) dazmagrel (UK 38485)

/ N\ O
a,

HOOC COOH
pirmagrel (CGS 13080) isobogrel (CV-4151)
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TXA: sentaz inhibitérleri 2 alt sinifa aynilabilir:

e imidazol tirevi TXA, sentaz inhibitérii bilesikler: Dazoksiben (UK
37248), dazmagrel (UK 38485), pirmagrel (CGS 13080), ozagrel (OKY
046), CS-518,

e Piridin tdrevi TXA, sentaz inhibitéri bilegikler: OKY 1581, isobogrel
(CV 4151) ve furegrelat (U63557A)

TXA: sentaz inhibitdrlerindeki temel 6zellik 3-stbstitue piridin
ya da N-sUbstitle imidazol halkasindaki N atomu ile karboksilik asit grubu
aras| mesafenin 0,85-1 nm arasinda olmasidir. Bu bilesiklerde heterosiklik
halka Uyesi N atomu, TXA, sentaz enziminin katalitik bdlgesindeki hem
grubunun demir atomu ile kompleks olusturmaktadir®.
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imidazol tirevi TXA. sentaz inhibitdrlerinin lider bilesigi
dazoksiben iken piridinik TXA, sentaz inhibitérlerinin lider bilesigi isbogrel
olmustur'®.

Piridinik asit tdrevi TXA, sentaz inhibitéri isobogrelin
inhibitdr etkisi stereobagimli olarak bulunmustur. isobogrelin (E)-izomeri
(2)-izomerinden daha etkindir. ClnkU isobogrelin piridin halkasinin azotu
ile karboksilik asit arasindaki uzaklik E izomerinde 8,92 nm, Z izomerinde
4,92 nm bulunmustur'®.

%_/_/_/2_\_\_\

(E) izomer: 8.92 nm (Z) izomer: d=4.92 nm

isobogrel (CV-4151)
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2.4 Mikrodalga Destekli Kimyasal Sentez

2.4.1 Mikrodalga Isinimi:

Mikrodalga 1sinimi, frekansi 0,3-300 GHz arasinda olan,
dalga boyu 1 cm’den 1 m’ye kadar uzanan elektromanyetik isinimdir.
Elektromanyetik spektrumda mikrodalga bdlgesi infrared ve radyo
frekanslari arasinda yer almaktadir®'.
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Sekil 8: Elektromanyetik dalga spektrumu

1 cm ile 25 cm arasindaki dalga boylar radar iletileri icin,
kalan dalga boylari ise telekomuUnikasyon icin kullaniimaktadir. Kimyasal
sentezler icin kullanilan ve evlerde kullanilan mikrodalgalar 2,45 GHz
frekansta calismaktadir’'.

2,45 GHz frekanstaki mikrodalga fotonunun enerjisi
molekiler baglari birbirinden ayiramayacak kadar hatta Brownian
hareketinden bile kl¢cuktir. Bu sonug ultraviyole ve gbrinir radyasyonun
aksine, mikrodalganin kimyasal reaksiyonlari dogrudan elektromanyetik
enerji absorbsiyonu ile baslatamayacagini gdstermektedir’.
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Tablo 6:

Isinim cesidi ve bag enerjilerinin kiyaslanmasi

1 idi S N E = on 2 NN =N
sinim Cesidi %% = Eg Eé = Eé EE
LS | Z2a < o
Gamma 1smlar1 | 3.0x10'* [1.24x10° | CC tekli bag 3.61
X 1sinlari 3.0x10" |1.24x10° | CC cift bag 6.35
Ultraviyole 1.0x10° 4.1 CO tek bag 3.74
Goriiniir isik | 6.0x10° 2.5 CO ¢ift bagi 7.71
Kizilétesi 151k 3.0x10° 0.012 CH bagi 4.28
Mikrodalga 2450 0.0016 OH bag 4.80
Radyofrekansi 1 4.0x10” Hidrojen bag1 |0.04-0.44

2.4.1.1 Mikrodalga Dielektrik Isitma

Mikrodalga destekli kimyasal ¢alismalardaki artis, mikrodalga
dielektrik 1sinma etkilerine dayanmaktadir. Mikrodalga dielektrik 1sitmasi,
spesifik maddelerin mikrodalga enerjisini absorblama ve i1siya déntstirme
yeteneklerine baghdir. Mikrodalgalar elektrik ve manyetik alan bilesenleri
iceren elektromanyetik dalgalardir. Mikrodalga ile yapilan sentezlerde,
dalga madde etkilesiminde elektromanyetik alanin elekirik bileseni dnem
teskil etmektedir®'.

Elektromanyetik alanin
mekanizmayla neden olmaktadir:

elektrik bileseni 1sinmaya ki

1) Dipolar polarizasyon
2) lyonik iletim

Elektrik alan bileseninin matriksle olan etkilesimi dipolar
polarizasyon mekanizmasidir. Bir maddenin, mikrodalga ile 1sinlandiginda
Isi Uretebilmesi i¢in dipol momentinin  bulunmasi gerekmektedir.
Mikrodalga frekansina maruz kaldiginda, numunenin dipolleri uygulanan
elektrik alaninda siraya dizilir. Uygulanan elektrik alani sallandiginda dipol
alan kendisini deg@isen elektrik alanina gére tekrar dizene sokmaya calisir.
Bu islemde enerji, molekiler surtinme ve dielektrik kaybi nedeniyle 1si
formunda kaybolur. islem sirasinda Gretilen 1si miktari, matriksin
uygulanan alan frekansina goére kendini dlzene sokma yetenegiyle
dogrudan ilgilidir. Eger dipollin kendisini tekrar dlizene sokmak igin yeterli
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zamani yoksa (yUksek frekansh i1sinim) ya da uygulanan alanla tekrar
yonlenme ok cabuksa (duisiik frekansli 1sinim), isinma gerceklesmez®'.

Kullanilan sistemlerdeki 2,45 GHZzZ'lik frekans, alanda
ybnlenmek icin molekdler dipol zamani verir, fakat degisen alani takip
etmez. Bu yUzden dipol, elektrik alani ile tekrar ydnlenmeye caligirken
degdisen elektrik alani, alan ve dipol yodnlendirmesi arasinda faz farki
olusturur. Bu faz farki, molekiler surtinme ve carpisma ile dipolden
enerjinin kaybolmasina ve dielekirik Isinmanin artmasina sebep olur. Ozet
olarak, alan enerjisi ortama aktarilir ve elektrik enerjisi kinetik ve termal
enerjiye son olarak da 1siya déntstarilir’ .

Polar molekiller arasinda 1s1, mikrodalga Isinimi ile
rotasyonel hizin artmasindan kaynaklanan sdrtinme gugleri ile
olusmaktadir®’.

Gazlarda dbénen molekuller arasindaki uzakhk c¢ok fazla
oldugu icin, gazlar mikrodalga ile i1sitilamaz. Benzer sekilde su molekiilleri
buz halindeyken kristal kafeste zorlamalidir ve sivi fazda oIdug]u gibi
hareket edememektedir. Bu nedenle, buz da mikrodalga saydamdir®'.

Diger 1sitma mekanizmasi iyonik iletim mekanizmasidir.
iyonik iletim esnasinda drnekteki ¢oziilmis yikli parcaciklar (genellikle
iyonlar) mikrodalga i1siniminin etkisiyle ileri geri hareket ederler ve
komsularindaki molekdl ya da atomla carpisirlar. Bu garpisma harekete,
dolayisiyla isiya neden olmaktadir. Ornegin ayni miktarda distile su ve
cesme suyu iceren iki 6rnek sabit radyasyon glcu ile mikrodalga 1ginim ile
Isitilirsa, iyonik iceriginden dolayr ¢esme suyunda daha hizli isinma
olacaktir. lyonik iletim etkileri, mikrodalga alaninda iyonik sivilarin
isitilmasinda  6nemlidir. iletkenlik prensibi, 1si olusturma kapasitesi
baklmé?dan dipolar rotasyon mekanizmasindan ¢ok daha gugli bir
etkidir’".

2.4.1.2 Dielektrik Ozellikleri

Belirli bir maddenin mikrodalga 1ginimi ile 1sinma
karakteristikleri maddenin dielektrik &zelliklerine baghdir. Belirli  bir
maddenin uygulanan frekans ve isida elektromanyetik enerjiyi 1siya
cevirmesi tanjant (tand) taki kayip yetenegiyle ilgilidir. Kayip faktort tand =
e”/e’ ile agiklanir®”.
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¢”— dielekirik kaybi (elektromanyetik radyasyonun isiya
donusturdlme verimliliginin belirtisi)

¢’— dielektrik sabiti (elektrik alanindaki molekullerin polarize
olabilmelerinin sabiti )

Yiksek tandli reaksiyon ortami; etkili absorbsiyon ve
dolayisiyla hizli isinma igin gereklidir®'.

Su gibi dielektirik sabiti ylksek maddelerin tand’i blytk
olmayabilir. Etanolin dielektrik sabiti suya nazaran daha kiguUktir. Fakat
tanjantindaki kayip daha yiksek oldugu icin mikrodalga alaninda sudan
cok daha hizli isitma gergeklestirir®'.

Gozeltiler mikrodalga absorblama 6zelliklerine gére; yiksek
(tand>0,5), orta (tand 0,1 — 0,5), ya da disUk (tand<0,1) absorblayicilar
olarak siniflandinlabilirler. Karbon tetraklorir, benzen ve dioksan gibi dipol
momenti olmayan ¢ozeltiler, mikrodalgay! az ya da ¢ok gegirir. DUk tand
degerleri, 6zel bazi ¢Ozeltilerin mikrodalga ile reaksiyonlarini imkansiz
hale getirmektedir. Substratlar ya da bazi reajanlar/katalizérler polar
oldugu icin reaksiyon ortaminin tim dielektrik 6zellikleri mikrodalga ile
yeterli 1Isinma saglamaya izin vermektedir. Ayrica alkol ya da iyonik sivilar
gibi polar maddeler, diguk absorblama 6zelligi olan reaksiyon ortamlarinin
absorbans seviyelerini yUkseltmek igin reaksiyon ortamina ilave
edilebilmektedirler®”.

Mikrodalga i1sinimi ile maddelerin etkilesimi 3 farkli isleme
dayanir:

Emilme, iletim, yansitma.

Polar organik c¢Ozeltiler gibi yuksek dielektrikli maddeler
mikrodalgay! kuvvetle absorblar ve bu nedenle reaksiyon ortami ¢abuk
Isinir. Non-polar maddeler mikrodalga ile kiguk etkilesimler gdsterir ve
mikrodalga reaktérlerinin yapiminda kullanilir. Eger mikrodalga 1sinimi
madde ylzeyinden yansitilirsa, sistemde ya ¢ok az enerji kalir ya da hig
kalmaz ve maddenin isisi sinirli olarak artar®’.
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2.4.1.3 Konvansiyonel Termal Isitmaya Karsi Mikrodalga

Geleneksel organik sentez yoOntemlerinde kullanilan isi
kaynaklarinin kullanimi (yag banyosu, i1sitma mantolari gibi), penetre
olmasi gereken maddelerin i1si yaymasi ve termal iletkenligine bagh oldugu
icin enerji aktariminda yavas ve yetersiz bulunmustur. Geleneksel sentez
yontemlerinde reaksiyon kabinin isisi, reaksiyon ortamindan daha ylUksek
olmaktadir. Ornek icerisindeki sicaklik degisimi, bdlgesel olarak asir
Isinmaya neden olarak Grinln, substratin ya da reajanin bozulmasina yol
acabilmektedir'.

Bunun aksine, mikrodalga 1sinimi reaksiyon ortaminda
bulunan molekilleri mikrodalga enerijisi ile birlegtirerek hizli ve verimli
Isitma saglamaktadir. Mikrodalga reaksiyonlarinda kullanilan kaplar
mikrodalga saydam maddelerden yapildiklari i¢in (Borosilikat cami, kuvars
ya da teflon) 1sinim kabin kenarlarindan gecerek konvansiyonel isitmaya
kiyasla sicaklik degisimini tersine cevirir. Eger mikrodalga boslugu iyi
ayarlanabilirse, sicaklik artisi érnek igine dogru ayni sekilde olur. Hizli ve
verimli i¢ 1si transferi kabin ceperinde minimum etkiye neden olur®'.

2.4.1.3.1 Mikrodalga Etkileri

Mikrodalga destekli reaksiyonlardaki verimlilesen hiz artisi
icin, tartismall da olsa ti¢ farkli ihtimal &ngérilebilir":

2.4.1.3.1.1Termal Etkiler (Kinetik Etkiler)

Bircok bilim adami gb6zlenen hiz artisinin  bUyUk
cogunlugunun; polar molekullerin mikrodalga alanina tabi tutulmasi ile
ulasilan yiksek reaksiyon isisi sonucu olusan termal / kinetik etkiden
kaynaklandigini distinmektedir. Oda isisi ya da standart yad banyosu
kosullar ile ylUksek sicaklikta mikrodalga i1sitma iglemi kiyaslandiginda
carpict hiz artisi gortlmektedir. Mingos ve Baghurst; 27°C'de %90
déntsumle 68 ginde gergeklesen bir reaksiyonun 227°C’ de ayni oranda
déndsimle 1,61 saniyede gercgeklestigini gdstermistir.  Mikrodalga
kimyasinda g6zlenen asiri sicaklik ve hizli isinma, hiz artisinin termal /
kinetik etkilerden kaynaklandigini géstermektedir.

2.4.1.3.1.2 Spesifik Mikrodalga Etkileri
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Termal kinetik etkilerinin yanisira mikrodalga dielektrik 1sitma
mekanizmasindan kaynaklanan mikrodalga etkileri de dustntlmeye deger
bulunmustur.

Mikrodalga 1sinimina maruz kalan sivinin kaynama noktasi,
mikrodalga ile 1sitmada Kkarsilasilan en temel sorunlardan birisidir.
Mikrodalga ile isitilan sivilar atmosferik basingtaki kaynama noktalarinin
Uzerinde kaynarlar. Birgok c¢ozelti icin sUper 1sinma noktalari, klasik
kaynama noktalarina gére 40°C daha yukarida olabilmektedir. Bu nedenle
mikrodalga — 1sitmali reaktdérde kaynama sicakligi atmosferik kaynama
sicakligindan daha yUksek olmaktadir. Bu durum da mikrodalga gicunin,
¢bzeltinin tm hacmine dagiimasindan kaynaklanmaktadir. Kaynamanin
sadece belirli noktalarda olustugu termal i1sitmanin aksine mikrodalga
reaksiyonlarinda kaynama sivi-gaz ara ylzeyinde olugsmaktadir.
Mikrodalga 1ginimina maruz kalmig kaynamakta olan ¢ozeltinin sicaklhgi;
¢cOzeltinin fiziksel 6zelliklerine, reaktériin geometrisine, kitle-1s1 akigina ve
elektrik alaninin dagilimina baghdir. Stper isinma, ortama kaynama tasi
ilavesi ve reaksiyon ortaminin karistiriimasi ile engellenebilir.

Super 1sinma etkisine paralel bir sekilde, duvar etkisi de
sicaklik degisimine neden olmaktadir. Mikrodalga ile enerji, sivi igerisine
dagitildigi icin duvar yuzeyi 1sinmaz. Bu ylzden reaktdr ylzeyinin ig
duvarinin sicakhgr sivinin sicakligindan daha dusiktir. Mikrodalga ile
Isinmada tum hacim isinmasi gerceklestigi igin termal degisimler g6z
6ndnde  bulundurulmayabilir.  Spesifik mikrodalga etkilerinin  en
O6nemlilerinden biri; polarligi az olan reaksiyon ortaminda, guglu
mikrodalga absorblayicisi olan heterojen katalizérin ya da reajanin
selektif olarak 1Isinmasidir. Selektif iIsinma bir ya da daha fazla bilesenden
olugsan bir numunenin mikrodalga ile birlesen komponentinin selektif olarak
Isinmasidir.  Absorblama  6zelligi olmayan komponentler, Isinan
komponentten 1s1 aktarimi ile 1sinmaktadirlar. Bazi arastirmacilar,
homojen karisimlarda mikrodalga enerjisinin, ¢Ozelti igerisindeki spesifik
mikrodalga absorblayici reajanlar ya da substratlar ile etkileserek
mikroskobik sicak noktalar olusturduklarini belirtmislerdir.

2.4.1.3.1.3_Termal Olmayan (Atermal) Mikrodalga Etkileri

Termal olmayan etkilerin ¢ogu, reaksiyon ortamindaki
spesifik molekdller ve elektrik alaninin  birbirini  etkilemesinden
kaynaklanmaktadir. Elektrik alaninin varligr dipolar molekuillerin yénelim
etkilerine neden olmaktadir.  Elektrik alani  polar reaksiyon
mekanizmalarinda, temel halden gecis haline geg¢me durumlar gibi
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polaritenin arttigi durumlarda aktivasyon enerjisini azaltarak reaktivitede
artisa neden olmaktadir.

Bircok 6rnek mikrodalga i1siniminin konvansiyonel 1sitmaya
nazaran selektivitede (kemo, regio ve stereoselektivite) degdisiklige neden
oldugunu goéstermistir. Atermal ya da spesifik mikrodalga etkileri ile ilgili
olarak, mikrodalga ile 1sitma islemin gerceklestigi anda reaksiyon
karisiminin  digsaridan sogutulmasi konsepti de gundeme gelmistir.
Reaksiyon kabi mikrodalga ile 1sinim sirasinda digaridan sogutulmaktadir
ve bu durum daha yiksek seviyede mikrodalga glcinun, reaksiyon
ortamina asiri Isinmay!1 engelleyerek génderilmesine neden olmaktadir.

2.4.2 Mikrodalga Destekli Kimyasal Sentezlere Ornekler

Konvansiyonel olmayan enerji kaynagi olarak mikrodalganin
organik kimyada kullanimi, son yillarda oldukga yayginlik géstermistir.
Gedye’'nin 1986 yilinda yayimlanan mikrodalga c¢alismasinin ardindan
mikrodalga destekli organik organik kimyasal sentez ¢alismalarinda hizli
bir artis gordlmustdr. Yapilan c¢aligmalarin ¢odunlugunu, solvansiz
kosullardaki mikrodalga reaksiyonlari olusturmustur. Mikrodalga 1sinimi ve
solvansiz reaksiyon kosullarinin bir araya gelmesi reaksiyon slresinde
azalmaya, verimde ve bazen de selektivite de artmaya neden olmustur®?

Mikrodalga etkilerini agiklamak igin, mikrodalga ve klasik
Isitma iglemleri ayni reaksiyon ortaminda ayni kosullar altinda (zaman,
sicaklik, basing vb.) Kkarsilastirilmistir °2.

Varma ve arkadaslari, primer ve sekonder aminler ile aldehit
ve ketonlardan solvansiz kosullar altinda K10 Kili ile ylksek verimle imin
ya da enamin sentezlenebilecegini belirtmiglerdir. Benzer bir sekilde N-
sulfoniliminlerin solvansiz kosullarda sentezi de spesifik mikrodalga etkileri
ile agiklanmistir 2.

0
-H,0 Ar N
/U\ +  HN——SOAr , = \SOZAr‘
Ar H
H

Ar=CsH5 Ar'=pCH3-CsH4 6 dakika 190 °C
MW (Mikrodalga ile verim) 91% A (Konvansiyonel isitma ile verim) 40%
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Mikrodalga 1ginimi ile oksazolin halkasi katalizsiz ve solvansiz
ortamda karbonil grubuna iki nudkleofilik katim sonucu amit ara Grand
olusturarak sentez edilebilmektedir *2.

H
© Ar

0] /4

N=" o
+ HoN —
Ar OH
OH HO
OH

HO
10 dakika 200°C
MW (Mikrodalga ile verim) 80-95% A(Konvansiyonel isitma ile verim) <5%

Alifatik alkollerin p-toluensilfinik asit ile reaksiyonlari silikajel
varliginda ve solvansiz kosullarda mikrodalga isinimi ile yiksek verimde
p-toluensiilfinat esterleri olusturmaktadir °2,

CHg CHy

OH >

+ R

AN S
HO™ o or” o

R=(CH3).CHCH, 70 °C
MW (Mikrodalga ile verim) 1,5 dakika 95%
A (Konvansiyonel 1sitma ile verim) 30 dakika  10%
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2-halopiridinlerin ~ mikrodalga  destekli  N-alkilasyonu,
uyumluluk ve polar gegis durumlarini agiklayan mikrodalga etkilerine iyi bir

ornektir 2.

R=COsEt 165-170 °C
MW (Mikrodalga ile verim) 40 dakika  80%
A (Konvansiyonel isitma ile verim) 23 saat 46%

R=CN 165-170 °C
MW (Mikrodalga ile verim) 40 dakika  56%
A (Konvansiyonel isitma ile verim) 50 saat 10%

Aromatik eterlerin mikrodalga i1sinimi ile metalik katalizor
FeCl; varliginda solvansiz benzoillenmesi gergeklestirilmistir. Sicaklik ve
diger parametreler dikkatle kontrol edildiginde elde edilen Grtnlerin
verimleri ve izomerik oranlarinda mikrodalganin isisal olmayan etkileri

gorilmemistir 2.

COPh
= + FeCl3 (5%) i +
| PRCOCI g HZl
WEC) = MY v da A L
kel

1dk 165°C verim=95% para/orto =94/6
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Solvansiz kosullarda mikrodalga isinimi kullanilarak 1,2,4-
triazol'ln 1 numarall konumundan regiospesifik benzillenmesi
gerceklestiriimistir. Konvansiyonel isitmayla ise dusiuk verimde sadece
1,4-dialkillenmis @riin olusmustur >,

PhH,C )
NN PhCH,B NNy 2 \N\V\N o
bl —
\\\ /N + \\\N/ + \\N<
N \
H CH,Ph CH,Ph
Molar oran 1:1 N1 N4

5 dakika 165 °C MW :verim 70% 100 % N;
A:verim  14% 100 % N4

Benzer sekilde 1,2/4-triazol'lin  selektif  fenagilleme
reaksiyonunda, ayni sartlar altinda mikrodalga ve konvansiyonel i1sitmaya
¢bzlcinin etkisi arastirlmig ve asagidaki sonuglar elde edilmigtir.
Pentanol ve DMF gibi solvanlarda mikrodalga etkisi gbzlenmezken ksilen
gibi nonpolar bir solvanda regioselektivite aktivasyon durumundan
etkilenmistir. Reaksiyon mikrodalga 1sinimi altinda ksilen igerisinde veya
solvansiz ortamda tamamen regioselektif hale gelmistir’®. (Tablo 7)

cr
N N N ACOCH, . \
NN Ar NN NN\ N
| N +Cl/ﬁ( o N+ > + L/
H © CHCOAr  CH.COAr CrecoA
Ar = 2', 4','C|'CGH3 N1 N4 N1’4
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Tablo 7: 1,2,4-Triazol yapisinin fenagillenmesinde mikrodalga ve konvansiyonel
isitmali reaksiyonlar i¢in ¢éziicii etkisi

Cozucu Aktivasyon | Cevirim % N1/Ns/Nig
Durumu

Pentanol MW 90 95/5/0
A 90 95/5/0

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

o-ksilen MW 82 100/0/0
A 95 32/28/40

Solvan yok MW 92 100/0/0
A 100 36/27/27

2.5 TiYAZOL ve 5-KLORO-2-OKS0O-3H-BENZOKSAZOL TUREVLERI
HAKKINDA GENEL BILGILER

2.5.1 TiYAZOL ve TUREVLERI

2.5.1.1 Genel Bilgiler

Tiyazol halkasinin numaralandirilmasi ve tiyazol halkasinin
redilklenmis formlari asagida gériilmektedir™.

(3

N
-

W/

5—S
:

1 tiyazol

4 4 5-dihidrotiyazol

®

2 2,3-dihidrotiyazol

o

5 tiyazolidin

3

3 2,5-dihidrotiyazol
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Ik kez Hantzsch, tiyazol halkasinin tiyotire ve a-halo karbonil
bilesiklerinin reaksiyonu sonucu elde edildigini tespit etmistir. Her ne kadar
tiyazolin kendisi dogada bulunmasa da tiyazol halkasi peptit alkaloitleri,
siklopeptitler gibi dogal GrUnlerin yapisinda bulunmaktadir. Dogal olarak
bulunan bazi tiyazol tdrevleri antibiyotik ve antifungal etkiler
g6stermektedir. Deniz canlilarindan elde edilen dogal tiyazol Grinlerinde
de antineoplastik ve sitotoksik aktivite gbzlemlenmigtir. Tiyazol ve
dihidrotiyazol iceren siklopeptitlerde de sitotoksik aktivite bulunmustur®.

Tiyazol halkasi igeren en 6nemli dogal Urdn tiyamin (Vitamin
Bi)'dir. Indlklenmis tiyazol halkasi penisilin tirevi antibiyotiklerde
bulunmaktadir. Sefalosporin olan sefotaksim ise yan zincir olarak tiyazol-
4-il slibstitiisyonu tasimaktadir®®.

HoN /NYCHs oMo
SN HoN- N / y
\( ) g o
N? cr S =
HsC \v le}
} ° Y OYCHg
o
HO CO,H O
Tiyamin Sefotaksim

Tiyazol halkasi, '"H-NMR'da DMSO-ds icerisinde 9,15 (Hy),
7,97 (Hs)ve 7,75 (Hs) ppm’de 4pik verir. Tiyazol halkasi igin eglesme
sabitleri Jo5=1,95 ve J45=3,15tir".

2.5.1.2 Tiyazol Halkasi Elde Edilis Yontemleri

Hidrojen sUlfarin, sudaki doymus sodyum siyandr Gzerine
eklenmesi sonucu 5-aminotiyazol-2-karbotiyoamit bilesigi dustk verimle
edilmektedir. Reaksiyon ortamina amonyak ilavesi reaksiyonu
hizlandirmaktadir®.

NH,

N
NHj;, H50, oda sicakligl, 3-4 saat N
HoS + NaCN | \
s S
N

15-25 9
5-25 % H,
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a-Acilaminoketonlarin  sulfir verici bir reajanla tepkimesi
tiyazol halkasi olusturmaktadir>*

Ro

R

NH - e Rz N
\ Kikart verici reajan _ \ \>/R1
Rs \ // i
S
O O i

Ry =Ph, Ry =H, R3 =Ph Kukart verici reajan = P4Sy,

N-Alkiliminlerin gaz fazindaki elementel kikurtle 300 °C’nin
Uzerinde veya sulfir dioksit ile metal oksit katalizérli varliginda 450 °C’de
reaksiyonu sonucu tiyazol tiirevleri olusmaktadir™.

Ro
Kakart verici reajan, 1si R2 N
= —
S
R; R3
R3
Ry=Ph,Ro;=H,R3=H Reajan =SO,, katalizér = ZrO, / soda kireci

1887 Yilinda Hantzsch a-halo ketonlarin tiyolre ile yiksek
verimde tiyazol-2-amin tlrevlerini olusturdugunu belirtmigtir. Reaksiyon
genellikle su yada alkol igerisinde gerceklestiriimistir. Bu reaksiyon tiyoure
ile tiyoamitlere nazaran daha kolay yiiriimektedir®.

R O R
1 = NH2 1 N\
+ _ = \ >/NH2
A
S NH, S
R

Ry “Hal

R4 = Me, R, = H, Hal = Br, ¢6ziicli =Etanol
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o-Halo ketonlarin ve tiyoamitlerin (Ry=alkil ya da aril)
reaksiyonu sonucu tiyazol tirevleri olusmaktadir. a-Kloro keton yerine o-
bromo keton kullanimi reaksiyon verimini yilkseltmektedir>.

Rz NH,

0 R N
L
S
Hal S Ry R;

Ry = Ph, Ry, = Ph, Rz = H, Hal = Br, ¢b6zlici = susuz etanol

R3

R4 = Ph, R, = Me, R3 = Me, Hal = Cl, ¢dziici = NaOAc, EtOH

Tiyoamitlerle 2-halo-stbstitie aldehitlerin reaksiyonundan da
tiyazol tirevleri olusmaktadir™.

H @) N
/ NH2
¥ /l‘\ £:>/R1
S a. Ra
Rj Hal

Ry = Ph, R, = H, Hal = Br, ¢6ziicl = susuz etanol, piperidin
Ry = Ph, R, = Ph, Hal = Br, ¢6zlcl = 1, 4-dioksan

2,4-Diariltiyazol tlrevleri, o-tosiloksi-substitiie ketonlar ve
tiyobenzamitler ile asidik K-10 kili varhdinda solvansiz ortamda
sentezlenebilmektedir. Bu reaksiyonda mikrodalga kullanimi reaksiyonu
hizlandirmakta ve (riin verimini arttirmaktadir™.

Ro
NH,
Ry
S K-10 kili, mikrodalga, 3-4 dakika
+ = N7 s
/o o Ry =H,Ry,=Cl, 90 % —
2 R1 = CI, R2 = OMe, 96 °/o
OTs
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2.5.2 2-OKSO-3H-BENZOKSAZOL ve TUREVLERI

2.5.2.1 2-Okso-3H-benzoksazol ile ilgili Genel Bilgiler

2-Okso0-3H-benzoksazol, benzen ve 2-oksazolinon
halkalarinin kaynasmasindan olusmus heterosiklik bir bilesiktir. 2-Okso-
3H-benzoksazol, 2-benzoksazolinon ve 2(3H)-benzoksazolon olarak da
isimlendirilebilmektedir®®.

4 H
5 N 3
3 >—0
g 2
7 1

2-Okso-3H-benzoksazol, erime derecesi 139-140 °C olan bir
bilesiktir’®.  2-Okso-3H-benzoksazoliin  sulu  c¢dzeltilerinde pH<5'te
noniyonize, pH>11.5'de iyonize halde bulundugu bildirilmistir °’.

2-Okso-3H-benzoksazol, 2-hidroksibenzoksazol ile
totomerizm gdsterir. Spekiral ve kimyasal bulgulara dayanilarak bu
totomer dengenin laktam formu lehine oldugu belirtilmistir 8.

G — OO

2.5.2.2 2-Okso-3H-benzoksazol Yapisinin Genel Sentez Yontemleri

2-Okso-3H-benzoksazol halkasi ilk kez 1876 yilinda
Groenvik tarafindan etil N-o-hidroksifenilkarbamattan hareketle sentez
edilmistir *°.

NH o) H
T/ -OH N
e
OEt t ©i >_O
OH 0
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Close ve arkadaslari o-aminofenol ve fosgenden hareketle,
etilasetat icerisinde ve susuz potasyum asetat varliginda % 90 verimle 2-
okso-3H-benzoksazol elde etmistir *°.

NH, Q H
S I (N &, gy e
OH ¢l cl o _

o-Aminofenol veya tuzlarinin dre ile reaksiyona sokularak 2-
okso-3H-benzoksazol elde edilmesi ilk defa Sandmeyer tarafindan
gerceklestirilmistir ¢°.

H
NH2 (@] N
_—
H,N" NH
OH 2 2 (@)

Graebe ve Rostovzeff salisiamitten hareketle Hoffman
tepkimesi sartlarinda olusturulan izotiyosiyanat tlrevi Gzerinden 2-okso-
3H-benzoksazol elde edilebilecegini belirtmislerdir ¢'.

ONa
CONH
2 NaOCl @N ©:N§
., | —— °x
Cl 0
l H
N
>:O
o
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Ostaszynski ve arkadaslari, salisilhidroksamik asit ve
etilkloroformat ile Lossen gevrilmesi sonucu 2-okso-3H-benzoksazol elde
etmislerdir %2.

CONHOH KOH/CH40H CONHOCO,CH,CHj
+  CICOOCH,CHy —————>=

OH OH

H \
N N
X
0 0}
@)

H

Curtius tepkimesi sartlarinda, salisilhidrazitten hareketle 2-
okso-3H-benzoksazol hazirlanabilmektedir *°.

0]
CONHNH, N
oH OH OH
l H
N
>:O
(6]

2-Okso-3H-benzoksazol eldesinde salisilik asit ve

tirevlerinden yararlaniimis, ancak bu ydntemler verimin disOkliga ve
saflastirma islemlerindeki gugclikler nedeniyle dnemini yitirmistir.

Yamahara ve Takamatsu 1973 yilinda, o-nitrofenol ve
karbon monoksitten hareketle vanadyum oksit veya rodyum klorr
varliginda % 88 verimle %, Nagase 1983 yilinda o-nitrofenol ve karbon
monoksitten hareketle selenyum ve trietilamin varliginda %97 verimle®,
White ise 1986 yilinda ylUksek Isi ve basingta o-nitrofenol ve karbon
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monoksitten hareketle palladyum kloriir ve piridin varliginda %91 verimle®®
2-0okso-3H-benzoksazol elde etmigtir.

V505 veya RhCl;

NO, /
Se/(C,Hs >70
@[ + THF ©i
OH
PdCl,

t, P

Kervennal ve Cognion ise o-nitrofenoll, piridin-1,2-
diklorobenzen karisiminda, Pd-Mo varliginda, karbon monoksit ile 200 bar
basing ve 200°C sicaklikta sicaklikta tepkimeye sokarak 2-okso-3H-
benzoksazol sentezlemistir ®

O e
T O
nN
+
@]
O
3[3
<
o
o 2T
o

Boeshagen ve Geiger, 3-okso-1,2-benzoksazol’un 1si sonucu
%50-80 verimle, fotokimyasal olarak ise %80-90 verimle 2-okso-3H-
benzoksazol'a gevrildigini bildirmislerdir &

@)

/COR
R [ hv veya Is R N
NCOR > >:O
R] O R7 ©
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Benzer bir galismada 3-hidroksi-1,2-benzoksazoliin basing
altinda 450°C’de isitiimasiyla 2-okso-3H-benzoksazol’a  cevrildigi

bildirilmigtir %
H
o . N
0]

OH

Drent, o-nitrofenol, fenentrolin, palladyum asetat, bis (2-
metoksieter) (diglim) ve bakir tosilat karisiminin otoklavda 75 bar basing
altinda 145°C’de karbon monoksit ile 4 saat isitiimasi sonucu %100
verimle 2-okso-3H-benzoksazol elde edildigini ileri stirmiistiir *°

+ Pd OAC 2 + CH3OCH2CH200H20H200H3
+ Bakir tosilat

CO, t

o

57



Macho ve arkadaslari, o-nitro veya o-aminofenolin karbon
monoksitle 10-300 bar ve 80-240°C’de katalitik bir sistem ile katalitik bir
sistem (kUkurt, karbon oksisulfar, hidrojen salfir veya karbon disulfar,
alkali metal hidroksit, alkoksit gibi bir baz ve vanadyum pentoksit,
amonyum metavanadat gibi bir vanadyum bilesiginden olusan) varliginda
oksidatif karbonilasyonu ile 2-okso-3H-benzoksazol elde edilebilecegini
bidirmistir

NH,
@ + OHCN(CHg); 4 CHzONat CH3COONa 4§ 4 NH,VO,
OH

CO, t

CL-

1988 Yilinda vyapilan bir calismada ise sUbstitle
nitrobenzenin trietilamin varhiginda su, elementel kikOrt ve karbon
monoksit ile reddktif karbonilasyonu ile 2-okso-3H-benzoksazol elde
edilebilecegi belirtilmistir "'

R NO,
+ S + Co —>\©i —

OH

Ry = H, CHz, NO,

2-Okso-3H-benzoksazol tlrevleri o-aminofenollerin  fenil
kloroformatla tepkimesi ile de elde edilebilmektedir72

Ry
R2 NH2 CG 5OCOC| NaHC03
>7o + CgHsOH
NaOH

R3 OH

Ry=H,NO, R,=H,CHg NO,, CO,Et Rg=H,CHs, OCH,
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Meth-Cohn ve Rhouati, azidoformatlardan hareketle
gelistirdikleri ‘sprey piroliz’ yontemiyle molekdl i¢i nitren atagini igeren bir
mekanizma ile 2-okso-3H-benzoksazol sentez ettiklerini bildirmislerdir 3.

o) o) o)
ﬁ/ 300-350 °C
0.1-0.2mmHg > ©
N3 N
H

R =H, CHg, Cl, CgHs

Khajavi ve arkadaslari 1996 yilinda yaptiklari ¢calismada 2-
aminofenol ve Ureden hareketle mikrodalga 1sinimi varliginda %89 verimle
2-0kso-3H-benzoksazol elde etmislerdir. Mikrodalga 1sinimina maruz
kalma iglemi reaksiyonun kontroli agisindan iki basamak seklinde ve
basamaklar arasinda sogutma siiresi uygulanarak gerceklesmistir’.

H

NH, 0 N
+ )}\ —_— >:O

OH HoN NH, o}

1. Basamak = 210 Watt, 1 dakika
2. Basamak = 385 Watt, 2, 5 dakika

2.5.2.2.1 5-Kloro-2-okso-3H-benzoksazol Yapisinin Genel Sentez

2-Amino-4-klorofenol hidroklortrin Gre ile %60’hk salfdrik
asit varliginda tepkimesi sonucu % 95 verimle kas gevsetici etkili 5-kloro-
2-okso-3H-benzoksazol (klorzoksazon) elde edildigi bildirilmistir ”°.

+

) H
Cl
Cl NH,.CI 0 H,S0, N
+ )k B >:O
HoN NH, o)

OH

59



1986 Yilinda yapilan bir ¢alismada 4-kloro-2-aminofenollin
ekivalan miktarda di-2-piridil karbonat (2-DPC) ile metilen klorlr iginde
tepkimesi sonucu %94 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolon elde
edildigi bildirilmistir”®.

Cl NH, N
(0]
+ ‘ metllen klortr > o
= oda ISIsI
OH N (6] (0]
N ‘
X

1989 Yilinda yapilan bir calismada, S,S-bis(1-fenil-1H-tetrazol-5-il)
ditiyokarbonat ve 4-kloro-2-aminofenolliin oda isisinda reaksiyonu sonucu
%92 verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolon elde edildigi bildirilmistir’’.

N—N

//A)L

12 saat
ph “odamsst >‘O
Ph\

NN
/
=N

Prakash ve arkadaslari, 2001 yilinda yaptiklari bir calismada
5-klorosalisilamitin iyodobenzen diasetat (IDB) ile tepkimesi sonucu %68
verimle 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolon elde edildigini bildirmislerdir’®.

O

cl
NH, IBD, KOH/MeOH \©i
—0
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Varma ve arkadaslari 2004 yilinda yaptiklar bir calismada,
4-kloro-2-aminofenol ve Urenin ginkooksit katalizért varliginda mikrodalga
Isinimi altinda tepkimesi sonucu %75 verimle 5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol elde edildigini belirtmislerdir’®.

@)

H
Cl NH, zno,DMF  Cl N
+ MW, 150 W, 71 kPa >:o
i o)

OH HoN NH, 120 °C, 10 dakika

2.5.2.3 2-Okso-3H-benzoksazol Yapisinin Kimyasal Tepkimeleri

2.5.2.3.1 Benzen Halkasina Substitlisyon Tepkimeleri

2-Okso-3H-benzoksazoldaki benzen halkasi Uzerine agil
grubunun  elektrofilik  slbstitisyonunun,  Friedel-Crafts  acilasyonu
sartlarinda (polifosforik asit (PPA) icinde karboksilli asitlerle veya AIClIs-
DMF veya AICI3-CS; igerisinde asit kloriir veya anhidritlerle) molekilin 6
numarall konumundan gergeklestigi belirlenmistir®®.

RCOCI yada (RCO,)O

H
N AICl3-DMF
>:O > o
o veya RCOOH, PPA R

R = Alkil yada aril

2-Okso-3H-benzoksazolun benzen halkasinin Friedel-Crafts
acilleme tepkimelerinde; agilleyici ajan olarak asit klorlrl veya anhidritleri,
katalizér olarak Lewis asitleri, 6zellikle aluminyum klorGr, ¢cézlcu olarak da
karbon sulfar, nitrobenzen veya diklorometan kullaniimaktadir 80 Acilleme
tepkimelerinde AICIl;-DMF/ 2-okso-3H-benzoksazol oraninin 7-11 oldugu
durumlarda verimde ve hizda artis gériilmektedir &

2-Okso0-3H-benzoksazolun acillenmesi, Friedel-Crafts
acilleme tepkimesinden baska ¢6zlcU ve katalizér olarak PPA kullanilarak
da gerceklestiriimektedir. Alifatik, aromatik ve arilalifatik karboksilli asitlerle
yapilan acilleme tepkimeleri polifosforik asit icerisinde ylksek verimle
yirimektedir 8. PPA polimer bir yapiya sahiptir, organik maddeler igin iyi
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bir ¢bzicudur ve aromatik sUbstitisyon tepkimesine girme egilimi
gostermez. Akigkanhginin az olmasi nedeniyle PPA ile 90°C’nin altinda
calisiimasi zordur. Ayrica PPA’nin tepkimesi sonrasi hidrolizi gugtar. Bu
kullanim zorluklarina ragmen PPA agilleme tepkimelerinde en ¢ok tercih
edilen ¢ézucudur.

AICI3-DMF reajani kullanimi sirasinda AlCl; tiketiminin fazla
olmasi ve en iyi kosullarda bile 6-benzoil-2-okso-3H-benzoksazolun
verimin dislk olmasi nedeniyle, H. Ucgar ve arkadaslarn 2-okso-3H-
benzoksazolu 6. konumundan agillemek icin &nce 2-okso-3H-
benzoksazolu 3 numarali konumundan asit anhidrit veya acil halojendr
varliginda trietilamin ve THF icerisinde agillemis, daha sonra N-agcil tlrevini
AICI; ile 165°C'de 3 saat iIsitarak 6-agil tlrevini ylUksek verimle elde
etmistir®.

Cr- —>©[%0—>m)@fo

a = RCOCI veya (RCO) ,O, TEA, THF, reflaks, 2 saat
b = AICl3, 165°C, 3 saat

1999 Yilinda yapilan bir calismada, Liacha ve arkadaslari 3-
metil-2-okso-(3H)-benzoksazol ve benzoik asitten hareketle, mikrodalga
reaktérl igerisinde 275 Watt kullanarak 2,5 dakika sonunda %65 verimle
6-benzoil-3-metil-2-okso-(3H)-benzoksazol elde etmislerdir®.

e
N C¢H5COOH, PPA

N—o >,O
0 275W, 2, 5k

2.5.2.3.2 3 Numarali Konumdan Siibstitlisyon Tepkimeleri

Alkil (2-okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoat  tdrevlerinin
sentezinde genel olarak kullanilan ydntem 2-okso-3H-benzoksazolun

62



sodyum tuzunun olusturulmasi ve daha sonra bu tuzun haloalkanoik asit
esterleri ile uygun ¢dziicli icerisinde tepkimeye sokulmasidir &.

(/CHz)nCOOR1

N
NNa"  ci(CH,)nCOOR, XN
>:O » R ! >:O
o =~ ~0

R= CI, Br R1 = H, CH3, 02H5

(2-Okso-3H-benzoksazol-3-il)alkanoik asit tlrevleri tg farkli
ybntemle elde edilebilirler.

2-Okso-3H-benzoksazolun sodyum tuzunun haloalkanoik
asit tdrevlerinin sodyum tuzlari ile tepkimeye sokulmasiyla (2-okso-3H-
benzoksazol-3-il)alkanoik asit tiirevleri elde edilebilmektedir®.

] (CH,)nCOONa
N Na" N
CI(CH,)nCOONa X
R —0 - R >:o
(@) = o
Ha0"

(/CH2)nCOOH
N

O
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Haloalkanoik asit esterleri ile 2-okso-3H-benzoksazolun
sodyum tuzunun tepkimesinden elde edilen (2-okso-3H-benzoksazol-3-il)
alkanoik asit esterlerinin hidroliz edilmesiyle (2-okso-3H-benzoksazol-3-il)
alkanoik asit tiirevleri elde edilebilmektedir %

(CHInCOOR,
N Na" CI(CH, )nCOOR1
= o
o
H30+ veya OH-
,)NCOOH

L

R=Cl, Br R, = alkil

Degisik yontemlerle elde edilen 3-(2-siyanoalkil)-2-okso-3H-
benzoksazol tlrevlerinin asit ortamda hidrolizi ile (2-okso-3H-benzoksazol-
3-il)alkanoik asit tirevleri elde edilmistir®®.

H »)NCN
N
X(CH,)nCN
" S—o }o
) KOH

HCI, t

»)NCOOH

O
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2.5.2.4 Analjezik Ve Antienflamatuvar Ozellik Gosteren 5-Kloro-2-okso-
3H-benzoksazol Yapisindaki Bilesikler

5-Kloro-2-okso-3H-benzoksazol (klorzoksazon) kas gevsetici
bir ilagc olarak klinikte kullaniimaktadir. Klorzoksazon aromatik halkasi
uzerinde ve 3 numaral konumunda farkli halojen ve alkil gruplari tagiyan
cesitli trevler sentez edilmig, kas gevsetici etkinlige sahip olmalarinin
yaninda toksisitelerinin diisiik oldugu saptanmistir®’.

Yapilan bir c¢alismada 3-(2-, 4-piridinil)- 2-okso-3H-
benzoksazol tlrevlerinin analjezik ve yiksek antienflamatuvar etkinlige
sahip olduklari belirtilmistir®®.

CH,CH,-Ar

R, N
Ar = 2-, 4-piridinil
|OSSIEE
O

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

bildirilmistir 8.
Ra
N®<Rs Ry =H,Cl
R; N// Rp=H, OH
\@ / . Rs = fenil, benzill
(@)

1985 Yilinda yapilan bir calismada sentezlenen 6-benzoil-5-
kloro-3-alkil-2-okso-3H-benzoksazol tlirevlerinin antienflamatuvar ve
antitrombotik etkinlige sahip oldugu belirtiimektedir %°.

H
cl N

o
o)

R =H, alkil
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6-Benzoil-3-piridiniletil-2-okso-3H-benzoksazol yapisini
iceren bilesiklerin ¢cogunun yUksek analjezik ve antienflamatuvar etki
gosterdigi bildirilmistir %°.

CH,CH,-Ar N
Ar = 2-, 4-piridinil

/
R4 N R; =H, Cl
>:O R2 =Cl
R» o
0

Yapilan bir ¢caligmada 2-(5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol-3-
ilpropanoik asit ve (6-agil-5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol-3-il)asetik asit
tirevlerinin gliclil analjezik etkinlik gdsterdigi literatiirde kayithdir °°°".

Ro
>/COOR3 Ry = H, CgH5CO, 2-CIC4H,CO, 3-CIC4H,CO
cl N R, = H,CHj Rg = H, CoHs
>:O
R o

1

6 Numaralh konumunda benzoil igeren (2-okso-3H-
benzoksazol-3-il)asetamit ve asetonitril tUrevlerinin analjezik etkinliklerinin
oldugu bildirilmistir %.

CH,-Rg
Ry =H, Cl

Ry N/
Q O V=0  Re=20Cl 30| 40l 2F, 3F 4F
R, o Rg = CONHy, CN
0
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N-(2-Piridil)-2-(2-okso-3H-benzoksazol-3-il)asetamit ve N-(1-
pirolidinil)-2-(2-okso-3H-benzoksazol-3-il)asetamit  tlrevlerinin  kuvvetli
analjezik etkinlik gdsterdigi bulunmustur®*92.

CH,COR;3
R, N
JOL-
R, G
O
Ry =H,Cl
R, = fenil

R3 = OH, OCHj3, morfolinil, pirolidinil, N-piridinil

2001 Yihinda yapilan bir calismada 4-(5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol-3-il)butanoik asidin ylUksek analjezik ve antienflamatuvar
etkinlik gdsterdigi bildirilmistir .

CH,CH,CH,COOH

joss

2003 Yilinda yapilan bir diger calismada 6-benzoil-(5-kloro-
2-0kso-3H-benzoksazol-3-il)propanoik  asidin  ylksek analjezik ve
antienflamatuvar etki gésterdigi bulunmustur®.

CH,CH,COOH

cl N
S h.
o
c O
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26 COX ENZiM_i INHIBITOR ETKI TAYINLERI ICIN iN VITRO TEST
SISTEMLERI

NSAI ilaglarin COX-1 ve COX-2 selektivitilerini aragtirmak
icin cesitli in vitro test ydntemleri gelistirilmistir®8,

Geligtirilen test sistemleri:
¢ Kullanilan enzimin kaynagi (insan ya da hayvan)

e Enzim hazirlama yéntemi (saflastiriimis enzim dogdal veya
rekombinant enzim, tam hicre)

¢ Arasidonik asit kaynagi (endojen ya da ekzojen)
e Farkli inklbasyon zamanlari (COX-1 ve COX-2 igin)

e Ortamdaki  protein  konsantrasyonuna  gbére  cesitlilik
gdstermektedir®e,

ideal bir test sistemi asagidaki 6zellikleri icermelidir®;

e BOtGn insan hicrelerinde bulunan dogal enzimleri kullanarak
yapiimalidir.

e Kullanilan hiicreler antienflamatuvar etki ve NSAIl'larin yan
etkileri icin hedef hlicreler olmalidir.

e COX-2 konstitiitif olarak Uretilmekiense, indiklenmeli ve
enflamasyon olusumunu taklit etmelidir.

¢ Prostaglandin sentezi, ekzojen olarak eklenen arasidonik asit
yerine endojen olarak salinan arasidonik asitten él¢ctimelidir.
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e Ortamdaki  protein  konsantrasyonu, ilacin  proteinlere
baglanmasini dogru hesaplayabilmek acisindan plazma protein
konsantrasyonunu taklit etmelidir.

e Test sisteminin olurlugu ve tekrar yapilabilirligi hesaplanmaldir.

e Enzim aktif bdlgesi ile ilag etkilesimini arastirmak igin,
saflastirimis enzimler kullanilmahldir. Gérintileme ve yapi
aktivite iligkisi c¢alismalari igin insan hicre hatlan (konstitGtif
olarak Uretilen COX-1 ya da COX-2) veya insan rekombinant
enzimleri kullaniimalidir.  Selektif COX-2 inhibisyonun Kklinik
anlamliigini  arastirmak icin ise tam hicredeki insan
rekombinant enzimleri ya da insan tam kan testleri
kullaniimahdir.

2.6.1 Test sistemleri arasindaki fakliliklar

insan rekombinant enzim modelinde agnl ekpresyon sistemi,
hem COX-1 hem de COX-2 icin kullanilabilmektedir’®. Dogal enzim yerine
rekombinant enzim kullanilan test sisteminde COX-2 konstitttif olarak
(iretilmekte yani indilklenmemektedir®®.

insan tam kan testinde ise COX-1 aktivitesi icin pihtilasmig
insan tam kani, COX-2 aktivitesi igin lipopolisakkaritle indiklenmis insan
tam kani kullanilmaktadir®®°.

Tam kandaki plazma proteinleri, NSAI ilaclar varliginda in
vivo ile in vitro arasindaki iligkiyi kiyaslamaya imkan vermektedir. insan
tam kan testi ile COX-2 indUklenmedigi icin, COX-1 ve COX-2'nin
inklbasyon zamanlarindaki farklilik test agisindan zorluk
olusturmaktadir®.

COX-1 inhibitér aktivite testi icin, inek aortik endotelyal
hucreleri, saflastinimis ko¢ seminal vezikull, yikanmig insan plateletleri,
stimile edilmemis domuz makrofajlari, fare rekombinant enzimi, insan
rekombinant enzimi, pihtilagsan insan tam kani, insan gastrik mukoza
pargalari, stimile edilmemis insan kondrositleri, insan sinoviyositleri ve
insan plateletleri kullaniimaktadir.
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inhibitér aktivite testi igin, lipopolisakkarit (LPS) ile uyariimig
fare makrafajlar, saflastinimis koyun plasentasi, interlokin-1 (IL-1) ile
uyarilmis sican mezensiyal hicreleri, domuz makrofajlari, fare
rekombinant enzimi insan hiicre hatti, insan rekombinant enzimi, LPS ile
uyariimis insan tam kani (monositleri), IL-1 ile uyariimig insan kondrositleri
ve IL-1 ile uyarilmig insan sinoviyositleri kullaniimaktadir®.

2.6.2 SIKLOOKSIJENAZ (COX) AKTIVITE OLCUM YONTEMLERI

Siklooksijenaz aktivitesini belirlemek igin c¢esitli yontemler
belirlenmistir®”.

2.6.2.1 Polarografi (Oksigraf)

Siklooksijenaz aktivitesi, oksijen elektrot ile techizatlanmis
oksigraf ile oksijen tuketiminin  gérUntllenerek  &lgcllmesi ile
belirlenmektedir. Reaksiyon karisimi EDTA, hematin, fenol ve COX igeren
Tris tampon (pH 8.0) icermektedir. Reaksiyon arasidonat ile baglamakta
ve grafik kagidina cizilmektedir®’.

AA =) PGG, ") PGH,

Zaman

Sekil 9: Polarografik Yontem ile Olciilen Oksijen Tiiketim Hizi

Bu ybdntem oksijen tldketimini 6Ictigdu icin kesin, COX
aktivitesini dogrudan 6lctigu icin sdrekli ve inhibitér enzim mekanistik
calismalarini ayrintili verdigi icin mikemmel bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Fakat cihazin bir¢ok laboratuvarda bulunmamasi ve yéntem
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icin  ~50 (Onite enzim gerekmesi bu ydntem icin dezavantaj
olusturmaktadir®’.

2.6.2.2 Peroksidaz Aktivitesi Olciimii

Siklooksijenaz enzimi siklooksijenaz ve peroksidaz aktivitesi
olan bifonksiyonel bir enzimdir. Hidroperoksi endoperoksit (PGG,)
komponentinin alkol olan PGH.ye rediklenmesi peroksidaz katalizi
sonucu gerceklesmektedir.  Hidroperoksidin  rediklendigi  esnada,
yUkseltgenecek ikinci bir substrata ihtiyag duyulmaktadir. Fenol, COX
aktivite testlerinde kullanilan indirgeyici substratlardan birisidir. indirgeyici
substratlar, okside olduklarinda renk olugturmakta ve bu renk UV/Vis ya
da luminesans 6l¢cim ile belirlenmektedir. Peroksidaz aktivitesi icin ¢esitli
yontemler 6ne sirilmistir®”.

a) Hidrojen peroksit ya da arasidonik asitin substrat olarak kullandigi
N,N,N,N -tetrametil-p-fenilendiamin (TMPD) oksidasyonunu takip eden
kolorimetrik belirleme ile peroksidaz aktivitesi dlgulebilmektedir.

b) Siklooksijenaz peroksidaz aktivitesi rediikleyici substrat olarak luminol
kullanildiginda luminesans meydana getirmekte ve luminesans
luminometre ile élciimektedir.

c) Peroksidaz aktivitesi 5-fenil-4-pentil hidroperoksit (PPHP)’nin 5-fenil-4-
pentil alkole indigenmesi ile él¢llebilmektedir. Ters faz Cyg kolonda HPLC
ile analiz yapiimakta ve PPA ve PPHP konsantrasyonlari internal standart
kullanilarak hesaplanmaktadir.

2.6.2.3 Prostaglandin 6lcimi

Siklooksijenaz reaksiyonunda Uretilen prostaglandinlerin
miktari, enzim immunanaliz ile de ol¢limektedir. Reaksiyon karigimi
EDTA, hematin, fenol ve COX iceren Tris tampondur (pH 8.0). Reaksiyon
arasidonik asitle baglatilmakta ve belirli bir sicakhkta belirli derecede
inkUbe edildikten sonra asitlendiriimektedir. PGH.’yi daha dayanikli olan
PGHz.'ya indirgemek icin doymus kalay klorir eklenmekte ve
prostaglandin  miktari  Olgilmektedir. Bu ybéntem genel inhibitér
g6rantileme icin mikemmel bir arag ve 1 Uniteden daha az enzim
gerektirdigi icin hassas bir yontem olarak kabul edilmektedir. Numunelerin
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enzim kaynagina bagli olarak saflastirma gerektirebilmesi ve tek zaman
noktall test sistemi olmasi bu yéntem icin dezavantaj olusturmaktadir®’.

2.6.3 immunanaliz Yéntemleri

immunanaliz; serum, idrar gibi biyolojik sividaki bir madde
miktarini  antijen-antikor kompleksi  kullanarak 6lgmeye yarayan
biyokimyasal bir testtir'® "', Antijen-antikor kompleksi immun-kompleks
olarak da bilinmektedir'®. immun, viicudun antikor olusturmasina neden
olan bagisiklik cevabini, analiz ise test kelimesini ifade etmektedir'®.

Antikor yabanci maddelere cevap olarak vicut tarafindan
uretilen bir proteindir. Antikorlar viicudun kendisini korumak igin Grettigi
bagisiklik cevabidir'®.

Antijen bagisiklik yaniti olusmasina neden olan, vicudun

uzaklastirmak ya da azaltmak istedigi maddedir'®.

Antikorlarin yapisi:

Antikorlar  (Ab) immunoglobulin de denilen bir tdr
proteindirler'®.

Fab

Fc

Sekil 10: Antikor yapisi ve islevsel bolgeleri

Fab bolgesi: Farkli antikorlar arasinda degisiklik gosteren ve antijen
baglanma bdlgesini iceren kisimdir.

Fc bdlgesi: Antikor siniflarinda sabit olan bir yapidir.
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Antikor reajanlari, poliklonal ya da monoklonal antikorlardan
gelistiriimektedir.

Poliklonal Antikor: Poliklonal antiserum (istenen antikorlari iceren kan
serumu) koyun, tavsan, kegi gibi hayvanlardan elde edilmektedir.
Antiserum, herbiri degisik antijen baglanma bélgesine ya da epitoplarina
baglanan antikor karigsimini iceren bir karisimdir'®.

Antiserum genellikle ayni antijene baglanan antikor

karisimini  icermektedir ancak antikorlar farkli  epitoplara da

baglanabilmektedir'®.

Multivalan antijen Polikional Antikor -
. . Antijen
kompleksi Antikoriar Kompleksi

Sekil 11: Poliklonal antikorlarin coklu 6zgulligi

Monoklonal Antikor: Multivalan antijendeki tek bir epitopa ylksek derecede
6zgullik gbstermektedir. Monoklonal antikorlar, fare miyeloma hicre
hatlari ve hibridoma teknolojisi kullanilarak tek bir hdcre tarafindan
uretilmektedirler. Hibridomalar, ayni antijenden ¢ok sayida Ureten ve
laboratuvar kosullarinda kolayca gelistirilebilen antikor UGreten tamor

hiicreleridir'.
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Muitivaian Antijen Monokional Antikor -

Kompleksi Antikor Antijen

Sekil 12: Monoklonal antikorlarin degismez 6zgiilliikleri

Hibridoma hlcre hatlarinin  8limsiz olmasi ve ayni
antikorlari devamli ve sayisiz Uretebilmeleri monoklonal antikorlar igin
avantaj olusturmaktadir. Hayvanlari bagisiklama ile elde edilen poliklonal
antiserumun, hayvandan hayvana degismesi ve tek hayvan kullanildig
durumlarda, hayvan 6ldigi zaman antiserum elde edilememesi poliklonal
antikor kullanimi agisindan dezavantaj olusturmaktadir'®.

Tdm immunanalizler mevcut antijen ya da antikor miktarini
dlecmek icin isaretli bir madde kullanmaktadir. isaret, test sisteminin bir
parcas! olarak hareket etmekte ve kandaki ya da reajan ¢dzeltisindeki
degisikligin 8lclilmesine olanak saglamaktadir'®. Isaret radyoaktif bir
bilesik, ¢6zeltinin renginde degisiklige neden olan bir enzim ya da 1sik
(ireten bir madde olabilmektedir'®.

Immunanalizler uygulama yéntemlerine gére; yarigmasiz,
yarigmall, homojen ve heterojen immunanalizler olarak

siniflandirilabilmektedir'®,

2.6.3.1 Yarismal immunanaliz

Yarigsmali immunanalizde test 6érnegindeki isaretlenmemis
madde (genellikle antijen), isaretli antijen ile yarisma kapasitesine gore
dlclilmektedir. isaretlenmemis antijen, antikorun baglanma bélgesini isgal
ettigi igin, isaretlenmig antijenin baglanmasini engellemektedir. Bu ylzden
yarismal inhibisyonda test 6rnegindeki antijen miktari &lgllen igaretli
madde miktari ile ters orantilidir'®.
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2.6.3.2 Yarismali Olmayan (Sandvic) immunanaliz Yontemi

Bu yontem genellikle en yUksek hassasiyeti ve spesifiteyi
gOstermektedir. Bu ydntemde 6lgllecek madde miktari iki antikor arasinda
bagl bulundugu icin bu ydnteme sandvic test ydntemi de denilmektedir.
Bu ybntemde isaretli madde miktari (genellikle antikor) &6rnek igindeki
mevcut antijen miktari ile dogru orantilidir.

2.6.3.3 Homojen ve Heterojen immunanaliz metotlari

Baglanmis antikor, isaretli antijen kompleksinin ayrilmasini
gerektiren immunanaliz yéntemine heterojen, ayrilmasini gerektirmeyen
ybénteme ise homojen immunanaliz yéntemi denilmektedir'®.

Immunanaliz yéntemlerini 5 farkli sekilde siniflandirmak

mumkindir'®2,

2.6.3.3.1 Radyoimmunanaliz (RIA)

Kompetitif ya da non-kompetitif olabilen
radyoimmunanalizde antikor ya da antijen, radyoaktif bir madde
isaretlenmektedir.

2.6.3.3.2 Enzim immunanaliz (EIA)

Bu ybéntemde antikor ya da antijen, substrati dlgulebilir bir
sonuca dénustiren ( renk degisimi gibi) enzimle isaretlenmektedir.

2.6.3.3.3 Floresan Polarizasyon immunanaliz (FPIA)

Floresan isaretli antijen, isaretsiz antijenle yarigmaktadir.
BlyUk molekullerin hareket etme hizinin yavas olmasindan ve yavas
hareket eden blylk molekullerin 1191 polarize edebilme &6zelliklerinden
yararlanarak ¢ozeltideki blydk antikor-antijen-floresan partiklllerinin sayisi
Olgllebilmektedir.
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2.6.3.3.4 Mikropartikiil Enzim immunanaliz (MEIA)

Kati faz mikropartikdlt, ilgili antijene kargi Gretilmis antikor
ile kaplanmakta ve bu kompleks antikoru yakalamak igin kullaniimaktadir.
Miktari saptanacak antikor enzim immunanalizdeki gibi bir enzimle
isaretlenmektedir.

2.6.3.3.5 Kemiliiminesans Manyetik immunanaliz (CMIA)

Antijene ya da antikora konjuge edilen kemiliminesans bir
madde substratiyla birlestiginde 1sik Gretmektedir. Bu ydntem mikro
partikil  enzim immunanaliz  ydéntemine  benzemektedir, fakat
kemiliminesan reaksiyon yiksek duyarlihik ve d&lcme kolaylig
saglamaktadir.

2.6.4 ELISA

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay); peptit,
protein, antikor ve hormon gibi maddeleri tespit etmek ve miktarini
belirlemek icin kullanilan bir yéntemdir. Bu ydnteme enzim immunanaliz de
(EIA) denilmektedir'®. ELISA, antikorlarin spesifitesini basit ~enzim
testlerinin duyarliligiyla birlestiren bir ydntemdir'®.

ELISA ybnteminde antijen kati bir ylzeye sabitlenmekte ve
antijen enzime bagh bir antikor ile bir kompleks olusturmaktadir. Enzim
kompleksi saptanabilir bir Griin Ureten substrat ile inkibe edildikten sonra

spesifik antikor-antijen etkilesiminin tespiti gergeklestirilebilmektedir103.

ELISA testleri, genellikle antikor ve proteinlerin pasif olarak
baglandiklari 96 ya da 384 kuyucuklu plakalarda gergeklestiriimektedir.
Mikroplakanin ylzeyine vyerlestirilen ELISA reajanlari, baglanmis ve
baglanmamis maddelerin yikanarak uzaklagtirimasini kolaylastirirken,
ELISA testini spesifik baglanmalari élgme agisindan gugli bir yéntem
sekline getirmektedir.

ELISA ydnteminde saptanacak enzim, ya dogrudan primer
antikora ya da Erimer antikorun taniyacagr sekonder antikora
baglanabilmektedir'®.
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Genellikle kullanilan enzimler yaban turpu peroksidaz
(horseradish peroksidaz) ya da alkalin fosfataz isaretli enzimlerdir'®.
Enzimler renksiz substrati renkli Grinlere gevirirler, érnegin alkalin fosfataz
p-nitrofenilfosfati (pNPP) sari renkli p-nitro fenole gevirmektedir'®. ELISA
yonteminde kullanilan enzimler ve kromojen substratlar Sekil 13’te

gOsterilmistir.

Kromojenler ! Substratlar

Orta Fenilen Diamin (P00 Hidrojen Perok sit |

2.2' Azino Dietilbenzotivazolinsdlfonikast (ABTS) FHidrojen Peroksit

F—~—~| Tetra M etil Benzidin (TMB) / Hidrojen P eroksit |

Horse Radish P eroksidaz (HRP O
(aban Turbu Proksidaz)

Enzimler

P ara-Mitrofenil Fosfat (onpp) |

[
|
I Orta -Mitrofanil B-Galsktozidaz (ONB) |

Sekil 13: Enzimler ve kromojen substratlar

Baslica dért farkli tir ELISA bulunmaktadir:

2.6.4.1 Dogrudan ELISA

Dogrudan ELISA, 1940’li yillarda Coons ve arkadaslarinin
doku antijenlerini isaretlemek i¢in floresan igaretli antikorlar kullanmalariyla
ortaya ¢cikmigtir. Dogrudan ELISA, ELISA ybéntemleri arasinda ¢ok genis
kullanim alanina sahip olmamakla birlikte dokularin ve hicrelerin
immunkimyasal boyamalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Hizli bir
yontem olmasi, tek bir antikor kullaniimasi ve sekonder antikorun capraz
reaktivitesinin olmamasi, bu yéntem icin avantaj olusturmaktadir'®.

Primer antikorun isaretleme sonucu immunreaktivitesinin
azalabilmesi, her primer antikorun isaretlenmesinin zaman almasi ve
pahali olmasi, primer antikor seciminde esnekligin olmamasi ve disik

sinyal amplifikasyonu bu yéntem icin dezavantaj olusturmaktadir'®.
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Antijen proteint BaZlanmayan antijenler Antijen
tampon igerisinde yikanarak uzaklagtirdis. kaplanmig plaka

eklenir.

e @ e ®
& @ | @ @

a) Antijen tampon igerisinde eldenir. Protein plaka buyacuklarna pasif olarak
tutuene. Inkibasyondan sonra baglarsmayan proteinler wikanarak

uzaklagtirilir,

Enzimle igaretlentis Baflanthayat konjugat Elats fazdali antijrnfantikor
antikotlar yikanarak uzaklagtiridir, kompleksi

tampon igetisinde iave

edilit.

aF =

s \f

L B F = [T*_-_r- T
7

e NI NP4

by Enzime kovalent olarak baZlanmug antikotlar (honjugat) inert protein ve deterjan igeren gdzelti
igerisinde ilave edilir (antiborlann nonspesifik baZlanmasum engellemek igin). Antikor layucuk
yizeyindeki antijene ha@lanir Inkiihasyondan sonra haglanmammg antikorlar pkanarak uzaklagtrdar

SAubstrat ve kromojen Zatnatila renklenme
eklenir ve mkibe edilir.

ot | =]
L rflw_. (.',(‘.,_-"lr

w © .
. |

) Substrat ve kromojenik boya gdzeltisiilave edilir. Enzim ve substrat boysa
cozeltisinin renk reaksiyonu wvermesi igin etkilesir.

Sekil 14: Dogrudan ELISA diyagrami

2.6.4.2 Dolayh ELISA

Dolayli ELISA ydntemi iki basamakh bir yéntem olup
saptama icin ikinci bir antikor kullanir. Bu yéntem Weller ve Coons
tarafindan 1954 yilinda bulunmustur ve hala yaygin bir yontem olarak
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kullaniimaktadir. Dolayli ELISA’da primer antikor, antijen ile inklibe edilir
Yoes ardindan primer antikoru taniyan isaretli ikinci bir antikor ile inklbe edilir

isaretli sekonder antikorlarin gesitinin gok ve ucuz olmasi,
primer antikorlarin tek bir tirde yapilmasi ve ayni isaretli antikorlarin
saptama icin kullanilabilir olmasi, primer antikorun immunreaktivitesinin
isaretleme ile etkilenmemesi, primer antikorlarin igaretli sekonder
antikorlarin baglanacag! cesitli epitoplarinin olmasindan dolay! duyarl
olmasi ve ayni primer antikor icin degisik gorsellestirme belirteglerinin
kullanilabilmesi, bu ydntem igin bir avantaj olusturmaktadir'®.

Sekonder antikorun c¢apraz reaktivitesinin olusabilmesi ve
ybntemin fazladan bir inkilbasyon basamaginin olmasi bu yéntem igin

dezavantaj olusturmaktadir'®®.

2.6.4.3 Sandvic ELISA

iki antikor kullanilarak gergeklestirilen en  kullanigli
immunanaliz yéntemlerinden birisi sandvi¢ ELISA'dir. Eger saflastiriimis
antijen standardi mevcutsa bu test ile bilinmeyen numunedeki antijen
miktari kesin olarak saptanabilmektedir. Bu yéntemde, yakalama (capture)
antikoru denilen bir antikor saflastinlir ve plaka kuyucugunun alt
kismindaki katl faza baglanir. Antijen eklenir ve baglanmig antikor ile bir
kompleks olusturmasi saglanir. Baglanmayan GrUnler yikama ile
uzaklastinlir ve isaretli ikinci antikor (saptama antikoru) antijene baglanir
ve sandvi¢c olusturulur. Kolorimetrik substrat ilavesinden sonra igaretli

ikinci antikorun miktari 6lcalur'®.

Bu ybéntemin ¢ok spesifik olmasi ve antijenin kullaniimadan
6nce  saflastirma  gerektirmemesi bu  ybntem icin  avantaj
olusturmaktadir'®,

Tdm antikorlarin kullanilamamasi bu yontem igin dezavantaj

olusturmaktadir'®,
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(a)

Dolayll Eliza

yikama
A_ntijenle
Kaplanmig
kKuyucuk

(b) Sandvi; Eliza

vikarma

Antikarla
Kaplanmig
Kiyucuk

{c) ‘vangmal Eliza
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Antijen
Antikorla
inkithe Edilir

1
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@lgﬁﬂlEEEP-E Enzimle KEnjElge
Spesifik Edilmig
Antikar Sekonder Antikor
Eklenir [lawe Edilir.
y E —E
. & ® 9 '!llllkama - % % W

CJI;UIecek-Antijen
ilave Edilir,

-
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Antijen — Antikar
Faomleksi Antijenle
Kaplanrmig
Kuyucuda lave
Edilir

*
~ = yikama
e "

Enzimle konjlge
Edilmig

Sekonder Antikar

ilave Edilir.

Enzimle konjlge
Edilmig

Sekonder Antikor

ilzve Edilir.

yikama

yikarma

vikarma

isa u Y
Substr__at Eklenir,
Renk Qlgalar

(I,

él:lbstratléklenir,
Renk Qlgiar

Substrat Eklenir,
Renk Qlgalr

Sekil 15: Dolayh ELISA, Sandvi¢c ELISA ve Yarigmali ELISA diyagrami

Sandvi¢ ELISA’nin duyarlihgi asagidaki faktérlere baghdir

e Kati

faza baglanan primer

antikorlarin  molekdl

sayisl

¢Ozeltisinin konsantre edilmesi ya da seyreltimesiyle ayarlanabilir)

104

(Antikor

e Primer antikorun antijene ilgisi (Sadece bagka antikor kullanmak

suretiyle antikorun antijene ilgisi degisir)

e Sekonder antikorun antijene ilgisi

e Sekonder antikorun spesifik aktivitesi (isaretli maddenin tipi ve molekiil

sayisliyla belirlenir)
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2.6.4.4 Yarismali / inhibitor ELISA

Bu yontem ELISA diger 3 yontem ELISA’'yr kapsamaktadir.
Bu ydntem ile antikor ya da antijen miktari 6lctlebilmektedir. Yarigmal
ELISA’yi tanimlamak igin C-ELISA, inhibitér ELISA’y1 tanimlamak igin de |-
ELISA kisaltmalari kullanilabilmektedir. Eger test érnedi yakalayici antijen
ve saptama antikoru konjugat karisimina ilave edilirse buna yarigmal
ELISA denilir. Eger test 6rnegi konjugat ilavesinden &énce yakalayici

antikorla bir siire inkiibe edilirse buna inhibitdr ELISA denilir'®.

Bu ydntem 0&zetlenecek olursa, plakanin tabani primer
antikor ile kaplandiktan sonra isaretlenmemis standart veya test
Ornekleriyle inkibe edilir. Bu reaksiyon dengeye ulastiktan sonra konjuge
immunojen eklenir ve bu konjugat primer antikorun igaretlenmemis
immunojenlerle isgal edilmemis kisimlarina baglanir. Son olarak da

plakaya substrat ilave edilir ve renk degisikligi 8lctltir'®.
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3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1 Kimyasal Calismalar

3.1.1 Materyal ve Yontem

3.1.1.1 Kimyasal Bilesikler

Bu c¢alismada kullanilan tim c¢6zlculer teknik ve analitik
niteliktedir.  Bilegiklerin ~ sentezinde  kullanilan  5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol, fosforpentasulfir, tiyobenzamit, 2-klorobenzamit, 4-
klorobenzamit, 4-metoksitiyobenzamit, 2-florobenzamit, 4-florobenzamit,
Aldrich, bromoasetik asit, metalik sodyum Merck, etiloromoasetat Acros,
yapilan analizlerde kullanilan dimetilsilfoksit-ds (DMSO- dg) Aldrich,
potasyum bromir ve Silikajel 60 Fas4 (Kat. No: 5554) Merck firmasinin
dranleridir.

3.1.1.2 Sentez Yontemleri

6-(Bromoasetil)-5-kloro-2-okso-3 H-benzoksazol

18,35 g (0,108 mol) 5-Kloro-2-okso-3H-benzoksazol ve
16,68 g (0,120 mol) bromoasetik asit bir balona alindi ve lzerine 200 g
polifosforik asit (PPA) ilave edilerek balon icerigi homojen oluncaya kadar
mekanik olarak karistirilir. Balon mikrodalga reaktértine yerlestirilir. Balon
iceriginin 300 Watt enerjide 10 dakikalik slre igerisinde 100°C’ye
getiriimesinin ardindan, balon igerigi 300 Watt enerjide 10 dakika
icerisinde 120°C’ye getirilir ve 50 dakika boyunca 300 Watt enerjide
120°C’de karistirilmaya birakilir. Stire sonunda balon icerigi 1L buzlu su
icerisine porsiyonlar halinde bosaltilir. Géken madde stzuldr, kurutulur ve
daha ileri saflastirma yapilmadan sonraki basamakta kullanilir. Elde edilen
ham Grin verimi 31,37 g ( %70,35).

Tiyobenzamit Tlrevleri

0,0128 mol Uygun benzamit tdrevi [2-klorobenzamit (2 g) , 4-
klorobenzamit (2 g), 2-florobenzamit (1,78 g), 4-florobenzamit (1,78 g)],
0,0034 mol (1,51 g) fosforpentastlfir ile 25 ml benzen igerisinde, kalsiyum
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klorr bashgr takilmis geri ceviren sogutucu altinda 30 dakika boyunca
karistirilarak isitilir. Stre sonunda balon icerigi baska bir balona dekante
edilerek ¢6zlnmeyen safsizliklardan kurtarilir. Benzen rotavaporda
kuruluga kadar ucurulur. Balon igerigine su ilave edilir. Coken madde
suzllerek alinir ve kurutulur.

5-Kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol tlrevleri

0,01 mol 6-(Bromoasetil)-5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol 20
ml dietilenglikoldimetileter (diglim) igerisinde ¢ozdlir. Uzerine 0,011 mol
uygun tiyobenzamit ilave edilir. Reaksiyon ortaminda ¢6kme gerceklesene
kadar (1-2 saat), reaksiyon ortami oda i1sisinda karistinlir. Stre sonunda
su ilavesiyle Urinin tamamen ¢ékmesi saglanir. Céken madde sizuldr,
kurutulur ve uygun ¢dzlclden kristallendirilir.

Etil [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-illasetat

0,011 mol Metalik sodyumun 10 ml susuz etanol ile
reaksiyonu sonucu elde edilmis sodyum etoksit ¢bzeltisine 0,01 mol 5-
kloro-2-okso-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-3H-benzoksazol tdarevi ve 20 ml
susuz alkol ilave edilir. Tamamen ¢6zinme gerceklesinceye kadar balon
icerigi 1sitilir. Géztinme gergeklestikten sonra 0,011 mol etil bromoasetat
ilave edilerek 3-7 saat geri gceviren sogutucu altinda kaynatilir. Cozelti
sogutulduktan sonra ¢bken madde suzuldr, kurutulur ve uygun ¢dzicuden
kristallendirilir.

[5-Kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-illasetik  asit

1.Yontem:

0,033 mol Metalik sodyumun 50 ml susuz etanol ile
reaksiyonu sonucu olusan sodyum etoksit ¢ozeltisi rotavaporda kuruluga
kadar ucurulur. Balon igerigi 70 ml N,N-dimetilformamitte ¢dzilir ve
tzerine 0,01 mol 5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol
tirevi ilave edilir. Maddenin tamamen ¢6zinmesi saglandiktan sonra
balon igerisine 0,02 mol bromoasetik ilave edilir. Balon igerigi mikrodalga
reaktériinde 300 Watt enerjide 80-130 °C’de 20-60 dakika tutulur. Sire
sonunda c¢ozelti sogutulur ve ¢céken madde sizllir. Coken madde N,N-
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dimetilformamit ile sogukta yikanir ve ¢dkelek tekrar stzlir. Cokelek 100
ml suya alinarak derigik hidroklorik asit ile asitlendirilir. Olusan ¢okelek
suz0lur, kurutulur ve uygun ¢dziciden kristallendirilir.

2.YOntem:

0.002 mol Etil [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol-3-ilJasetat tlrevi 50 ml derisik hidroklorik asit icerisinde geri
ceviren sogutucu altinda 20 dakika ila 3 saat arasi kaynatilir. Goken
madde s0z0lir, su ile yikanir, kurutulur ve uygun ¢d6ziclden
kristallendirilir.

3.1.1.3 Analitik Kontroller

3.1.1.3.1 Erime Derecesi Tayini

Bilesiklerin erime dereceleri "Thomas-Hoover Capillary
Melting Point Apparatus 9200" erime derecesi tayin cihazinda
saptanmisgtir.

3.1.1.3.2 Ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Analizler

3.1.1.3.2.1 Materyal

Plaklar: Calismamizda Silikajel 60 Fss hazir plaklan
kullantimistir.

Co6ziclh sistemleri: Sentezlenen bilesiklerin  kromatografik
Ozelliklerini saptadigimiz ¢6zici sistemleri asagida belirtilmistir.

S-1: Sikloheksan: Etilasetat (60:40)

S-2: Benzen: Metanol (90:10)
S-3: Metanol
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3.1.1.3.2.2 YOntem

Suriklenme sartlari:  Kromatografi klvetlerine  ¢ézicu
sistemleri konulduktan sonra oda sicakliginda doygunluk saglandi. Hazir
plaklara sentez edilen bilesikler ile baslangic maddelerinin uygun
¢bzlcldeki c¢ozeltileri tatbik edilip oda sicakliginda bildirilen ¢dzUcl
sistemlerinde sUrtklenerek Rt degerleri saptanmistir.

Lekelerin _Belirlenmesi: Kromatogramlarda sentez edilen
bilesikler ve sentez baslangic maddelerine ait lekeler, UV lambasi (254 nm
ve 366 nm) ve Dragendorff belirteci kullanilarak belirlenmigtir.

3.1.1.3.3 Spektrometrik Kontroller

3.1.1.3.3.1 IR Spektrumlari

Spektrumlar, potasyum bromir ile 10 ton/cm? basingta
hazirlanan yaklasik %1 oraninda madde i¢eren diskler kullanilarak, Bruker
Vektor 22 (Opus Spectroscopic Software Version 2.0) IR
spektrofotometresinde alindi  ve dalga sayisi (cm”) cinsinden
degerlendirilmistir.

3.1.1.3.3.2 'H-NMR Spektrumlari

Spektrumlar bilesiklerin DMSO-ds igindeki ¢bzeltisinde,
tetrametilsilan (TMS) internal standart olarak kullanilarak, Ankara
Universitesi Eczacilik Fakulltesi Merkez Laboratuvarindaki Varian Mercury
400, 400 MHz High Perfonmance Digital FT-NMR spekirometresinde
alinip, & (ppm) skalasinda degerlendirilmistir.

3.1.1.3.3.3 Elementel Analizler

Bilesiklerin  elementel analizleri CHNS-932 (LECO)
Elementel Analiz Cihazi ile Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi Merkez
Laboratuvarinda yaptiriimigtir.
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3.2 Biyolojik Etkinlik Caligmalari

3.2.1 COX-1 Enzimi inhibitdr Aktivite Testi

Tromboksan Az (TXAp), fizyolojik kosullarda yari dmrinun
cok kisa (t12 =30 saniye) olmasi nedeniyle enzimatik olmayan bir sekilde
dayanikl fakat, inaktif kan metaboliti olan Tromboksan Byye (TXBy)
donustiriimekte™*® ve TXB, miktari trombin ile indiklenmis COX-1
miktarinin gdstergesi olarak dlgtiimektedir'®.

COX-1 inhibitdr aktiviteyi 6lgmek icin son bir hafta icerisinde
non-steroidal  antienflamatuvar ilag almamis, saglikh insandan
antikoagulan igermeyen tuplere kan alinarak, bilesikler ile 37 °C’de 1 saat
inkGbasyona birakilmis'® ve serumdaki TXB, miktari kompetitif ELISA
esasina gore Olcuimustar.

3.2.1.1 Materyal

Son bir hafta igerisinde non-steroidal antienflamatuvar ilag
almamisg, saglikli ve génulla bir insandan antikoagulan igermeyen tiplere
kan alinmigtir.

COX-1 testi enzim inhibitdr aktivite i¢in, Assay Designs
Correlate-EIA™ Thromboxane B, Enzyme Immunoassay Kit (Katalog No:
900-002) (96 kuyucuklu) kullaniimigtir. 4 °C’de saklanan kit kullanilmadan
30 dakika 6nce oda sicakhidina getirilmistir. Kit i¢cerisinde bulunan reajanlar
asagida belirtilmistir'®.

e Keci anti-Tavsan IgG Mikrotitre Plaka, 96 kuyucuklu, Katalog No: 80-
0060 (Tavsan IgG’inin Fc kismina spesifik, kegi antikoru ile kaplanmis
kirithp ayrilabilen seritli plaka)

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

e TXB, EIA Antikoru, 6 ml, Katalog No: 80-0006 (TXB.'ye karg! sari
renkli tavsan poliklonal antikor ¢dzeltisi)

86



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

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

e Tromboksan B, Standarti, 0.5 ml, Katalog No: 80-0007 (TXB2'nin
100,000 pg/mL’lik ¢dzeltisi)

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

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

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

3.2.1.2 Yontem

3.2.1.2.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Sentezlenen  bilegiklerin  DMSO icinde 5,11 mM
konsantrasyonda stok ¢Ozeltileri hazirlanmis ve Dilesiklerin  stok
cozeltilerinden 1 pL her bir ependorf icine aktariimistir. Uzerine son bir
hafta igerisinde non-steroidal antienflamatuvar ilag almamig, saghkl
insandan alinan kandan 500 pL ilave edilerek hafifge karistirilmis ve
ardindan bu karisim 37 °C’lik su banyosunda 1 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Stre sonunda numuneler buza alinmis ve 4 °C’de 13000
rom’de 5 dakika santrif(j edilmistir. Elde edilen sUpernatant kitin analiz
tamponu kullanilarak uygun dilisyonu seklinde hazirlanmigtir.
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3.2.1.2.1.1 Reajanlarin Hazirlanmasi

TXB, Standartlarinin Hazirlanmasi:

100,000 pg/mL konsantrasyondaki TXB, standart ¢ozeltisi
oda sicakhgina getirilir. Hazirlanan 7 adet ependorflardan ilkine 900 pL
diger 6 ependorfa da 666 pL analiz tamponu ilave edilir. Birinci ependorfa
100,000 pg/mL konsantrasyondaki TXB, standart ¢ozeltisinden 100 pL
ilave edilir ve 1. ependorf vortex ile kanigtirilir. 1. ependorftan 2. ependorfa
333 pL ilave edilir ve 2. ependorf vortex ile karigtinilir. 2. ependorftan 3.
ependorfa 333 L ilave edilir ve 3. ependorf vortex ile karigtirilir. Bu iglem
diger ependorflara ayni sekilde uygulanir. 1'den 7’ye kadar olan
ependorflardaki TXB, konsantrasyonu sirasiyla 10,000, 3,333, 1,111, 370,
123, 41.1 ve 13.7 pg/mL olacaktir'®.

Yikama Tamponunun Hazirlanmasi:

Konsantre yikama tamponundan 5 mL alinir ve Gzerine 95
mL deiyonize su eklenerek yikama tamponu hazirlanir'®,

3.2.1.2.2 Analiz Prosedirl

Reajanlar analize baglamadan 30 dakika 6nce oda

sicakligina getirilmis ve standartlar ile numuneler ¢ift olarak calisiimistir'®.

1) Analiz test plan sayfasi hazirlanarak kullanilmayacak kuyucuklar kitten
ayrilir hava almayacak sekilde 4 °C’de saklanir.
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Olusturulan TXB, test plan sayfasi asagidaki gibidir:

Tablo 8: TXB, test plan sayfasi

1 2 3 4 | 5,6 |7 |89 ]|1011]12

Kor | St.2|St2|Or. |Or.|Or. | Or. |Or.|Or. | Or. | Or. | Or.

TA [St3|St.3|Or. [Or. | Or.|Or. | Or.|Or. | Or. | Or. | Or.

NSB | St4 [St.4|Or. | Or. |Or.|Or. | Or. | Or. | Or. | Or. | Or.

NSB | St5[St.5|Or. | Or. |Or.|Or. | Or. | Or. | Or. | Or. | Or.

Bo [St6|St6|Or. [Or. | Or.|Or. |Or. | Or.|Or | Or | Or

Bo [St.7|St.7|Or. [Or. | Or.|Or. | Or.|Or. | Or. | Or. | Or.

st1|SC|SC|Or.|Or. |Or.|Or.|Or.|Or|Or | Or | Or.

I | | m| M| Ol O| | >

St.1 |Kan |[Kan | Or. [ Or. | Or. | Or. | Or. | Or. | Or. | Or. | Or.

TA: Total aktivite, NSB: Spesifik olmayan baglanma, Bo: En
fazla baglanma, SC: Gigli COX-1 inhibitérii bilesik, St: Standart, Or:
Ornek

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

3) Standart kuyucuklarina hazirlanan farkli konsantrasyondaki standartlar
ilave edilir.

4) Ornek kuyucuklarina 100 pL hazirlanan drneklerden ilave edilir.
5) NSB kuyucuguna 50 uL analiz tamponu eklenir.

6) TA ve kor hari¢ her bir kuyucuga 50 uL mavi renkli konjugat eklenir.
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7) Kér, TA ve NSB kuyucuklari hari¢ her bir kuyucuga 50 pL sari renkli
antikor ilave edilir. (Bu esnada kor ve TA kuyucuklari bos olduklari igin
renksiz, NSB mavi renkli, kalan tim kuyucuklar ise yesil renkli olmaktadir.)

8) Plaka, 200 rpm’de 2 saat boyunca c¢alkalayici da calkalanir.

9) Tum kuyucuklar, her bir kuyucuk igin 400 pL yikama g¢ozeltisi
kullanilarak 3 defa yikanir.

10) Kuyucuklarda yikama tamponu kalmasi ihtimaline karsin plaka bir
pecete Uzerine ters gevrilerek kalan yikama ¢ézeltisinden kurtarilir.

11) TA kuyucuguna 5 uL mavi konjugat eklenir.

12) Her bir kuyucuga 200 uL pNpp substrat ¢bzeltisi eklenir ve plaka 45
dakika boyunca, oda sicakliginda, ¢alkalamadan bekletilir.

13) Sire sonunda her kuyucuga 50 pL durdurma cbézeltisi ilave edilir ve
beklemeden 405 nm’de koér kuyucuguna kargi okuma yapilir.

3.2.1.2.3 Hesaplamalar

1) Ortalama net optik dansite (OD) her bir standartin ve 6rnegin optik
dansite ortalamalarindan NSB kuyucuklarinin optik dansite ortalamalarinin
¢tkariimasi ile bulunur.

Ortalama Net OD=Standartlarin veya 6rneklerin OD ortalamalari-
NSB OD ortalamasi

2) Yizde baglanma degerleri, bulunan net OD degerlerinin Bo
kuyucuklarinin optik dansite ortalamalarina bélinmesi ve 100 ile
carpilmasi ile bulunur.

% Baglanma=Net OD/ Net Bo ODx100
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3) Sigma-plot programi kullanilarak standartlarin yiizde baglanmalari ve
TXBz konsantrasyonlari ile logaritmik bir egri cizilir ve Orneklerin TXB;
konsantrasyonlari pg/mL olarak hesaplanir.

4) Bilesiklerin % inhibisyonu, kandaki TXB, konsantrasyonundan
Orneklerin  TXB, konsantrasyonunun ¢ikariimasiyla olusan degerin,
kandaki TXB; konsantrasyonuna bolinmesiyle hesaplanir.

% inhibisyon = (Kan TXB, kons.-Ornek TXB, kons.)x100
Kan TXB: kons.

3.2.2 COX-2 Enzimi inhibitdr Aktivite Testi

COX-2 inhibitér aktivite icin lipopolisakkarit (LPS) ile kanda
monositlerden COX-2 katalizérligiinde PGE. sentezi indiklenmekte ve
olusan PGE, miktari COX-2 aktivitesinin  gdstergesi  olarak
dlctilmektedir'®'%”. Son bir hafta icerisinde non-steroidal antienflamatuvar
ilag almamis, saglikli insandan heparinli tlplere alinan kan, bilegikler ve
LPS ile 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakiimis'®'%” ve serumdaki PGE;
miktari kompetitif ELISA esasina gore Olgtlmustir.

3.2.2.1 Materyal

Son bir hafta igerisinde non-steroidal antienflamatuvar ilag
almamis, saglikh ve génalli insandan heparinli tiplere kan alinmigtir.

COX-2 testi enzim inhibitdr aktivite igin, Assay Designs Correlate-EIA™
Prostaglandin E, Enzyme Immunoassay Kit (Katalog No: 900-001) (96
kuyucuklu) kullaniimistir. 4 °C’de saklanan kit (konjugat ve standart -20
°C’de saklanmistir) kullanilmadan 30 dakika &énce oda sicakligina

getirilmistir. Kit icerisinde bulunan reajanlar asagida belirtilmistir'®.

e Kegi anti-Fare 1gG Mikrotitre Plaka, 96 kuyucuklu, Katalog No: 80-0050
(Fare 1gG’ye spesifik, keci antikoru ile kaplanmig kirihp ayrilabilen seritli
plaka)

e PGE, EIA Konjugati, 6 ml, Katalog No: 80-0002 (PGE; ile konjuge
edilmis mavi renkli alkalin fosfataz ¢ozeltisi)
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e PGE; EIA Antikoru, 6 ml, Katalog No: 80-0003 (PGE.ye karsi sari
renkli monoklonal antikor ¢ozeltisi)

e Analiz Tamponu, 30 ml, Katalog No: 80-0010 (Koruyucu olarak
proteinler ve sodyum azid igeren Tris tamponlu tuz ¢ézeltisi)

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

e Prostaglandin E, Standarti, 0.5 ml, Katalog No: 80-0004 (50,000
pg/mL’lik PGE; ¢bzeltisi)

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

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

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

3.2.2.2 Yontem

3.2.2.2.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Sentezlenen  bilegiklerin  DMSO icinde 5,11 mM
konsantrasyonda stok ¢Ozeltileri hazirlanmis ve Dbilesiklerin  stok
cOzeltilerinden 1 uL her bir ependorf icine aktariimigtir. Uzerine 0.51
mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis olan stok lipopolisakkarit (LPS)
¢cbzeltisinden 10 pL ilave edilmistir. Son olarak da Uzerine son bir hafta
icerisinde non-steroidal antienflamatuvar ilag almamis, saglikh insandan
alinan kandan 500 pL ilave edilerek hafifce karistiriimis ve ardindan bu
karisim 37 °C’lik su banyosunda 24 saat boyunca inkibasyona
birakilmistir. Stre sonunda numuneler buza alinmis ve 4 °C’de 13000
rom’de 5 dakika santrifij edilmistir. Elde edilen sipernatant kitin analiz
tamponu kullanilarak uygun dilisyonu seklinde hazirlanmistir.
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3.2.2.2.1.1 Reajanlarin Hazirlanmasi

PGE, Standartlarinin Hazirlanmasi:

50,000 pg/mL konsantrasyondaki PGE. standart c¢ézeltisi
oda sicakligina getirilir. Hazirlanan 7 adet ependorftan ilkine 950 pL diger
6 ependorfa da 500 pL analiz tamponu ilave edilir. Birinci ependorfa
50,000 pg/mL konsantrasyondaki PGE, standart ¢6zeltisinden 50 uL ilave
edilir ve 1. ependorf vortex ile karigtirilir. 1. ependorftan 2. ependorfa 500
uL ilave edilir ve 2. ependorf vortex ile karistirllir. 2. ependorftan 3.
ependorfa 500 pL ilave edilir ve 3. ependorf vortex ile karistirilir. Bu islem
diger ependorflara da ayni sekilde uygulanir. 1’den 7’ye kadar olan
ependorflardaki PGE; konsantrasa/onu sirasiyla 2,500, 1,250, 625, 313,
156, 78.1 ve 39.1 pg/mL olacaktir'®®.

Yikama Tamponunun Hazirlanmasi:

Konsantre yikama tamponundan 5 mL alinir ve Gzerine 95
mL deiyonize su eklenerek yikama tamponu hazirlanir'®.

3.2.2.2.2 Analiz Proseduri

Reajanlar analize baglamadan 30 dakika 6nce, oda

sicakligina getirilmis ve standartlar ile numuneler ¢ift olarak gallgllmlgtlrmg.

1) Analiz test plan sayfasi hazirlanarak kullanilmayacak kuyucuklar kitten
ayrilir hava almayacak sekilde 4 °C’de saklanir.
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Olusturulan PGE:; test plan sayfasi asagidaki gibidir:

Tablo 9: PGE,test plan sayfasi

1 2 3 4 | 5|6 7 | 8 9 |10 [ 11 | 12
A | Kér | St2|St2|Or.|Or.|Or.|Or|Or.|Or|Or|Or|Or
B | TA |St3|St3|Or.|Or.|Or.|Or.|Or.|Or. |Or|Or|Or
C |[NSB|St4 |St4 | Or.|Or.|Or.|Or.|Or.|Or.|Or|Or|Or.
D |NSB|St5|St5|Or.|Or. |Or. |Or |Or|Or|Or|Or|Or.
E | Bo |St6|St6 |[Or.|Or.|Or.|Or. |Or.|Or|Or|Or|Or
F | Bo [St.7|St7 |Or.|Or.|Or.|Or.|Or.|Or. | Or. |Or. | Or.
G | St1 |[DuP |DuP [Or.|Or. [Or.|Or. | Or.| Or. | Or. | Or. | Or.
H | St1|Kan|Kan |Or. |Or.|Or. [Or.|Or. | Or. | Or. | Or. | Or.

TA: Total aktivite, NSB: Spesifik olmayan baglanma, Bo: En
fazla baglanma, DuP: Gugli COX-2 inhibitori bilesik, St: Standart, Or:
Ornek

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

3) Standart kuyucuklarina hazirlanan farkli konsantrasyondaki standartlar
ilave edilir.

4) Ornek kuyucuklarina 100 pL hazirlanan érneklerden ilave edilir.
5) NSB kuyucuguna 50 uL analiz tamponu eklenir.

6) TA ve kor hari¢ her bir kuyucuga 50 uL mavi renkli konjugat eklenir.
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7) Kér, TA ve NSB kuyucuklari hari¢ her bir kuyucuga 50 pL sari renkli
antikor ilave edilir. (Bu esnada kor ve TA kuyucuklari bos olduklari igin
renksiz, NSB mavi renkli, kalan tim kuyucuklar ise yesil renkli olmaktadir.)

8) Plaka, 200 rpm’de 2 saat boyunca c¢alkalayici da calkalanir.

9) Tum kuyucuklar her bir kuyucuk igin 400 pL yikama g¢ozeltisi
kullanilarak 3 defa yikanir.

10) Kuyucuklarda yikama tamponu kalmasi ihtimaline karsin plaka bir
pecete Uzerine ters gevrilerek kalan yikama ¢ézeltisinden kurtarilir.

11) TA kuyucuguna 5 uL mavi konjugat eklenir.

12) Her bir kuyucuga 200 uL pNpp substrat ¢ézeltisi eklenir ve plaka 45
dakika boyunca, oda sicakliginda, ¢alkalamadan bekletilir.

13) Sire sonunda her kuyucuga 50 pL durdurma cbézeltisi ilave edilir ve
beklemeden 405 nm’de koér kuyucuguna kargi okuma yapilir.

3.2.2.2.3 Hesaplamalar

1) Ortalama net optik dansite (OD) her bir standartin ve 6rnegin optik
dansite ortalamalarindan NSB kuyucuklarinin optik dansite ortalamalarinin
¢tkariimasi ile bulunur.

Ortalama Net OD=Standartlarin veya orneklerin OD
ortalamalari-NSB OD ortalamasi

2) YUzde baglanma degerleri, bulunan net OD degerlerinin Bo
kuyucuklarinin optik dansite ortalamalarina bélinmesi ve 100 ile
carpilmasi ile bulunur.

% Baglanma=Net OD/ Net Bo ODx100
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3) Sigma-plot programi kullanilarak standartlarin yiizde baglanmalar ve
PGE. konsantrasyonlar ile logaritmik bir egri gizilir ve érneklerin PGE;
konsantrasyonlari pg/mL olarak hesaplanir.

4) Bilesiklerin % inhibisyonu, kandaki PGE. konsantrasyonundan
Orneklerin PGE, konsantrasyonunun c¢ikarilmasiyla olusan degerin,
kandaki PGE, konsantrasyonuna béliinmesiyle hesaplanir.

% inhibisyon = (Kan PGE; kons.-Ornek PGE, kons.)x100
Kan PGE; kons.
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4. BULGULAR

4.1 Kimyasal Calismalar

41.1 5-Kloro-6-(2-fenil-1,3-tivazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol (Bilesik 1)

H
cl N
>:O
S (6]
S
—N

538 g (0,018 mol) 6-(Bromoasetil)-5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol ile 2,76 g (0,02 mol) tiyobenzamitten hareketle, 40 ml
dietilenglikoldimetileter igerisinde genel sentez yéntemine gore elde edilip,
etanolden kristallendirildi. Verim 1.64 g (%27,71)

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 237-38°C’dir.
Suda ¢6zinmez, etanolde az, N,N-dimetilformamit ve asetonda c¢ok
¢Ozundr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0,48; 0,82; 0,79’dur. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
sari zeminde yesil renk verir.

IR spektrumunda, 3275 (N-H gerilim, laktam), 3132 (C-H
gerilim, aromatik), 1775 (C=0 gerilim, laktam), 1479 (C=N gerilim, tiyazol),
761 ve 715 (monosibstitlie benzen) cm™de bandlar gérilir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) 5 12 (s, 1H, -NH-), 8,10
(s, 1H, tiyazol-H%), 8,05-8,00 (m, 2H, H*-H°%), 7,85 (s, 1H, H’), 7,57-7,50
(m, 3H, H*-H*-H®), 7,30 (s, 1H, H*) ppm’de pikler gdrilir.
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Elementel analiz:

C16HQCIN202S |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 58,45 2,76 8,52 9,75
Bulunan 58,73 2,95 8,66 9,94

4.1.2 5-Kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol

(Bilesik 2)
H
Cl N
—
= (0]
S
—N

Cl

261 g (0,009 mol) 6-(Bromoasetil)-5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol ile 1,71 g (0,01 mol) 2-klorotiyobenzamitten hareketle, 20 ml
dietilenglikoldimetileter icerisinde genel sentez yontemine goére elde edilip,
sikloheksan ile kaynatilarak temizlendi. Verim 1,06 g (%32.43)

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 270-72°C’dir.
Suda, sikloheksanda c¢6ziinmez, etanolde az, N,N-dimetilformamit ve
asetonda ¢ok ¢6zunar.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0,41; 0,82; 0,71’dir. UV 1s1dinda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
sarl zeminde yesil renk verir.
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IR spektrumunda, 3444 (N-H gerilim, laktam), 3136 (C-H
gerilim, aromatik), 1783 (C=0 gerilim, laktam), 1473 (C=N gerilim, tiyazol),
753 (1,2-disiibstitlie benzen) cm™de bandlar gériilir.

1H’-NMR spektrumunda (DMSO-de) 012 (s, 1H, -NH-), 8,33-
8,27 (m, 1H, H*), 8,27 (s, 1H, t5yazo| H®), 7,86 (s, 1H, H’), 7,70-7,65 (m
1H, H%), 7 56-7,50 (m, 2H, H*-H®), 7,31 (s 1H, H*) ppm’de pikler gorulur

Elementel analiz:

C1 6HgC|2N2028 |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 52,91 2,22 7,71 8,83
Bulunan 53,02 2,39 7,80 8,86

4.1.3 5-Kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tivazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol

(Bilesik 3)
H
Cl N
-
AN (@]
S
—N

Cl

290 g (0,01 mol) 6-(Bromoasetil)-5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol ile 1,88 g (0,011 mol) 4-klorotiyobenzamitten hareketle, 20 ml
dietilenglikoldimetileter igerisinde genel sentez yéntemine gore elde edilip,
etanolden kristallendirildi. Verim 0,93 g (%25,72)
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Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 280-82°C’dir.
Suda ¢6zinmez, etanolde az, N,N-dimetilformamit ve asetonda cok
¢6zundr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R¢ degderleri sirasiyla 0,36; 0,82; 0,79’tur. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
sarl zeminde yesil renk verir.

IR spektrumunda, 3405 (N-H gerilim, laktam), 3148 ve 3066
(C-H gerilim, aromatik), 1759-1738 (C=0O gerilim, laktam), 1476 (C=N
gerilim, tiyazol), 836 (1,4-disiibstitlie benzen) cm™’de bandlar gériilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 12 (s,1H, -NH-), 8,13
(s, 1H, tiyazol-H°), 8,07-8,01 (d, 2H, J=8,8, H*-H®), 7,85 (s, 1H, H’), 7,62-
7,57 (d, 2H, J=8,4, H*-H®), 7,30 (s, 1H, H*), ppm’de pikler gérulir.

Elementel analiz

C1 6H30|2N2028 |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 52,91 2,22 7,71 8,83
Bulunan 52,59 2,31 7,75 8,74
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4.1.4 5-Kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tivazol-4-il]-2-okso-3 H-
benzoksazol (Bilesik 4)
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CHjy

290 g (0,01 mol) 6-(Bromoasetil)-5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol ile 1,83 g (0,011 mol) 4-metoksitiyobenzamitten hareketle, 20
ml dietilenglikoldimetileter icerisinde genel sentez ydntemine gbére elde
edilip, etanolden kristallendirildi. Verim 0,67 g (%18,71)

Beyaz renkte, igne seklinde kristallerdir. E.d. 221-23°C’dir.
Suda, sikloheksanda ¢6zinmez, etanol, metanol, 2-propanolde az,
benzen ve asetonda ¢ok ¢6zundr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0,35; 0,82; 0,77’dir. UV 1s1dinda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
sarl zeminde yesil renk verir.

IR spektrumunda, 3193 (N-H gerilim, laktam), 3027 (C-H
gerilim, aromatik), 2966 ve 2840 (C-H gerilim, alifatik), 1758 (C=0 gerilim,
laktam), 1479 (C=N gerilim, tiyazol), 1253 (C-O gerilim), 836 (1,4-
distibstitlie benzen) cm™’de bandlar gériilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 5 7,98 (s, 1H, tiyazol-H°),
7,95-7,91 (d, 2H, J=8,4, H*-H®), 7,82 (s, 1H, H), 7,27 (s, 1H, H*), 7,08-
7,04 (d, 2H, J=8,4, H®-H®), 3,81 (s, 3H, -OCHj;) ppm’de pikler gorillr.
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Elementel analiz

C17H11C|N203S |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 56,91 3,09 7,81 8,94
Bulunan 57,16 3,15 7,97 8,94

4.1.5 5-Kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol

(Bilesik 5)
H
Cl N
-
AN (6]
S
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290 g (0,01 mol) 6-(Bromoasetil)-5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol ile 1,70 g (0,011 mol) 2-florotiyobenzamitten hareketle, 20 ml
dietilenglikoldimetileter icerisinde genel sentez yontemine goére elde edilip,
metanolden kristallendirildi. Verim 0,68 g (%19,75)

Pembemsi renkte, kiresel kristallerdir. E.d. 267-68°C’dir.
Suda c¢b6zlinmez, etanolde, 2-propanolde az, N,N-dimetilformamit ve
asetonda ¢ok ¢6zunar.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; deg@erleri sirasiyla 0,37; 0,82; 0,78°dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
sarl zeminde yesil renk verir.
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IR spektrumunda, 3476 (N-H gerilim, laktam), 3193 ve 3142
(C-H gerilim, aromatik), 1775 (C=0 gerilim, laktam), 1474 (C=N gerilim,
tiyazol), 753 (1,2-disiibstitlie benzen)  cmde bandlar gériilir.

1I-’I-NMR spektrumunda (DMSO-de) 6 12 (s,1H, -NH-) 8,36-
8,31 (t, 1H, H*), 8,23 (s, 1H, tlgazol -H°), 7,87 (s 1H, HY), 7,61-7,54 (m
1H, H°), 7 49 7,37 (m, 2H, H3 , 7,30 (s 1H, H*), ppm’de pikler gérilir.

Elementel analiz

C16HsCIFN2O2S igin: %C %H %N %S
Hesaplanan 55,42 2,33 8,08 9,25
Bulunan 54,96 2,51 8,15 8,83

4.1.6 5-Kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol
(Bilesik 6)
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290 g (0,01 mol) 6-(Bromoasetil)-5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol ile 1,70 g (0,011 mol) 4-florotiyobenzamitten hareketle, 20 ml
dietilenglikoldimetileter igerisinde genel sentez yéntemine gore elde edilip,
etanol ile yikanarak temizlendi. Verim 0,88 g (%25,37)

Pembemsi renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 261-
64 °C’dir. Suda ¢éziinmez, etanolde az, asetonda ¢ok ¢dzun(r.
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ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R dederleri sirasiyla 0,34; 0,83; 0,75tir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
sarl zeminde yesil renk verir.

IR spektrumunda, 3133 (N-H gerilim, laktam), 3034 (C-H
gerilim, aromatik), 1789-1741 (C=0O gerilim, laktam), 1480 (C=N gerilim,
tiyazol), 838 (1,4-disiibstitlie benzen)  cmde bandlar gériilir.

1I—!—NI\,/IR spektrumunda (DMSO-ds) 6 12 (s,1H, -NH-) 8,10-
8,04 (m, 3H, H?-HC-tiyazol-H®), 7,85 (s, 1H, H’), 7,40-7,33 (m, 2H, H*-H®),
7,30 (s, 1H, H*), ppm’de pikler gérilir.
Elementel analiz
C16HsCIFN2O2S igin: %C %H %N %S
Hesaplanan 55,42 2,33 8,08 9,25
Bulunan 55,08 2,61 8,11 9,04

4 1.7 Etil [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tivazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-
illasetat (Bilesik 7)

o)
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1 g (3,04x10°® mol) 5-Kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-
3H-benzoksazol ve 1,116 g (6,68x10° mol) etil bromoasetattan hareketle
genel sentez yontemine gbére elde edilip, 2-propanol-etanol karigimindan
kristallendirildi. Verim 0,98 g (77,71)

Sari renkte, igne seklinde kristallerdir. E.d.171-73°C’dir.
Etanol ve 2-propanolde az ¢ézinur.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0,54; 0,88; 0,75tir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gd6zlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda, 3074 (C-H gerilim, aromatik), 2983 (C-H
gerilim, alifatik), 1772 (C=0O gerilim, laktam), 1744 (C=0O gerilim, ester),
1485 (C=N gerilim, t|yazo|2 1204 (C-O gerilim, ester), 766 ve 684
(monosubstitiie benzen) cm™’'de bandlar g6ralar.

"H-NMR sgektrumunda DMSO -dg) & 8,08 (s, 1H, tiyazol-H®),
8,00-7,97 (m, 2H, HZ-H°), 7,91 (s, 1H, H"), 7,68 (s, 1H, H%), 7.53- -7,47 (m
3H, H®-H*-H®), 4,80 (s, 2H N-CH,- CO) 4,197 (g, 2H, CO-Cﬂg-CHg), 1,21
(t, 3H, CH2-CH3) ppm’de pikler gOraldr.

Elementel analiz

Con15C|N204S |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 57,90 3,64 6,75 7,73
Bulunan 57,86 3,64 6,90 7,83
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4 1.8 Etil {5-kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3 H-
benzoksazol-3-il}asetat (Bilesik 8)
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0,7 g (1,92x10° mol) 5—K|oro—6—[2—§2—klorofeni|)—1 ,3-tiyazol-4-
il]-2-okso-3H-benzoksazol ve 0,704 g (4,22x10™ mol) etil bromoasetattan
hareketle genel sentez ydntemine goére elde edilip, 2-propanol-etanol
karigsimindan kristallendirildi. Verim 0,66 g (%76,56).

Beyaz renkte, amorf seklinde kristallerdir. E.d. 179-81°C’dir.
Etanol ve 2-propanolde az, metanol ve asetonda ¢ok ¢ézunar.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R degerleri sirasiyla 0,52; 0,86; 0,74’ttr. UV 1siginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gd6zlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda, 3147 (C-H gerilim, aromatik), 2982 (C-H
gerilim, alifatik), 1779 (C=0O gerilim, laktam), 1741 (C=0O gerilim, ester),
1486 (C=N gerilim, tiyazol), 1230 (C-O gerilim, ester), 759 (1,2-dislbstitlie
benzen) cm™’de bandlar goriilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) & 8,32-8,26 (m, 2H, H*-
tiyazol-H°), 7,95 (s, 1H, H’), 7,71 (s, 1H, H*), 7,68-7,63 (m, 1H, H®), 7,55-
7,48 (m, 2H, H¥- H®), 4,82 (s, 2H, N-CH,-CO), 4,20 (q, 2H, CO-CH,-
CHj3), 1,283 (t, 3H, CH»-CH3) ppm’de pikler gérilir.
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Elementel analiz

Con14C|2N204S |g|n %GC %H %N %S
Hesaplanan 53,46 3,14 6,23 7,14
Bulunan 53,45 3,28 6,26 7,23

4.1.9 Etil {5-kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tivazol-4-il]-2-okso-3 H-
benzoksazol-3-il}asetat (Bilesik 9)
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1 g (2,75x10® mol) 5-Kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-okso-3H-benzoksazol ve 1,010 g (6,04x10° mol) etil bromoasetattan
hareketle genel sentez ydntemine goére elde edilip, etanol-2-propanol
karisimindan kristallendirildi. Verim 0,27 g (%21,86)

Sari renkte, igne seklinde kristallerdir. E.d.178-79°C’dir.
Suda ¢béziinmez, etanol ve 2-propanolde az ¢ézinlr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0,52; 0,85; 0,78tir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gd6zlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.
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IR spektrumunda, 3068 (C-H gerilim, aromatik), 2985 (C-H
gerilim, alifatik), 1776 (C=0O gerilim, laktam), 1742 (C=0O gerilim, ester),
1484 (C=N gerilim, tiyazol), 1212 (C-O gerilim, ester), 838 (1,4-dislbstitlie
benzen) cm™’de bandlar gériilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) 5 8,13 (s, 1H, tiyazol-H®),
8,02-8,00 (d, 2H, J=8,4, H*-H®), 7,93 (s, 1H, H'), 7,69 (s, 1H, H*), 7,58-
7,55 (d, 2H, J=8,8, H®-H°), 4,80 (s, 2H, N-CH,-CO), 4,19 (q, 2H, CO-CH,-
CHs), 1,21 (1, 3H, CH>-CH3) ppm’de pikler gordldr.

Elementel analiz

Con14C|2N204S |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 53,46 3,14 6,23 7,14
Bulunan 53,14 3,09 6,42 7,26

4.1.10 Etil {5-kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-
benzoksazol-3-il}asetat (Bilesik 10)
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29 (5,57x10'3 mol) 5-Kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-
4-il]-2-okso-3H-benzoksazol ve 2,048 ¢ (12,26x10'3 mol) etil
bromoasetattan hareketle genel sentez ydntemine gore elde edilip,
etanolden kristallendirildi. Verim 1,626 g (%65,62).

Beyaz renkte, igne seklinde kristallerdir. E.d. 165-67°C’dir.
Etanol ve 2-propanolde az, asetonda ¢ok ¢ézundr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0,44; 0,84; 0,73ttr. UV 1siginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gd6zlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda, 2963 (C-H gerilim, alifatik), 1791 (C=0
gerilim, laktam), 1749 (C=0O gerilim, ester), 1489 (C=N gerilim, tiyazol),
1261-1231 (C-O gerilim, -OCHj3; ve ester), 828 (1,4-distbstitle benzen)
cm"’de bandlar gérilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) & 8,01 (s, 1H, tiyazol-H®),
7,94-7,92 (d, 3H, J=8,4, H*-H®-H’), 7,69 (s, 1H, H*, 7,06-7,04 (d, 2H,
J=8,8, H*-H®), 4,80 (s, 2H, N-CH,-CO), 4,19 (q, 2H, CO-CH,-CHs), 3,81
(s, 3H, -OCHs3), 1,21 (t, 3H, CH2-CH3) ppm’de pikler géraldr.

Elementel analiz

021 H17C|N205S |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 56,69 3,85 6,30 7,21
Bulunan 56,16 3,75 6,46 7,30
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4 1.11 Etil {5-kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tivazol-4-il]-2-okso-3 H-
benzoksazol-3-il}asetat (Bilesik 11)

O
///<O/\
cl N CHy
>:O
A (@)
S
—N

1 g (2,88x10° mol) 5-Kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-okso-3H-benzoksazol ve 1,05 g (6,34x10™ mol) etil bromoasetattan
hareketle genel sentez ydntemine gbére elde edilip, 2-propanolden
kristallendirildi. Verim 0,24 g (%19,26)

Beyaz renkte, igne seklinde kristallerdir. E.d.173-74°C’dir.
Suda ¢béziinmez, etanol ve 2-propanolde az, aseton ve toluende c¢ok
¢ozundr.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0,50; 0,84; 0,77°dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan leke seklinde gdzlenir. Dragendorff belirteci ile
renk vermez.

IR spektrumunda, 3152 (C-H gerilim, aromatik), 2972 (C-H
gerilim, alifatik), 1780 (C=0O gerilim, laktam), 1742 (C=0O gerilim, ester),
1483 (C=N gerilim, tiyazol), 1228 (C-O gerilim, ester), 759 (1,2-dislbstitlie
benzen) cm™’de bandlar goriilir.

'"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) & 8,32 (t, 1H, H*), 8,24
(s, 1H, tiyazol-H%), 7,96 (s, 1H, H), 7,71 (s, 1H, H*%, 7,59-7,52 (m, 1H,
H®), 7,47-7,35 (m, 2H, H¥-H™), 4,81 (s, 2H, N-CH,-CO), 4,19 (g, 2H, CO-
CH,-CHj3), 1,21 (t, 3H, CH»>-CH3) ppm’de pikler géralir.
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Elementel analiz

C20H14C|FN204S |g|n %GC %H %N %S
Hesaplanan 55,50 3,26 6,47 7,41
Bulunan 55,24 3,23 6,59 7,43

4.1.12 Etil {5-kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-
benzoksazol-3-illasetat (Bilesik 12)

O
//’/<
Cl N o/\CHs
/ﬁﬁ %o
= o]
S
—N

2 g (5,76x10° mol) 5-Kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-okso-3H-benzoksazol ve 2,11 g (12,68x10° mol) etil bromoasetattan
hareketle genel sentez ydntemine goére elde edilip, 2-propanol-etanol
karisimindan kristallendirildi. Verim 0,38 g (%15,24)

Turuncu renkte kristallerdir. E.d. 97-99°C’dir. 2-propanolde
az, aseton ve etanolde ¢ok ¢6zunar.

ince tabaka kromatografisinde, S-1, S-2, S-3 ¢ozicl
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0,51; 0,85; 0,80’dir. UV 1s1ginda 254
nm’de floresan olmayan, 366 nm’de floresan leke seklinde gdzlenir.
Dragendorff belirteci ile renk vermez.
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IR spektrumunda, 3083 (C-H gerilim, aromatik), 2985 (C-H
gerilim, alifatik), 1773 (C=0O gerilim, laktam), 1744 (C=0 gerilim, ester),
1488 (C=N gerilim, tiyazol), 1207 (C-O gerilim, ester), 842 (1,4-dislbstitlie
benzen) cm™’de bandlar gériilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) & 8,10 (s, 1H, tiyazol-H®),
8,08-8,02 (m, 2H, H*-H®), 7,93 (s, 1H, H), 7,70 (s, 1H, H%), 7,35 (t, 2H,
H® H®), 4,81 (s, 2H, N-CH,-CO), 4,20 (q, 2H, CO-CH,-CHs), 1,22 (t, 3H,
CH»>-CH3) ppm’de pikler gordldr.

Elementel analiz

Con14C|FN204S |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 55,50 3,26 6,47 7,41
Bulunan 55,43 3,41 6,51 7,50

4 .1.13 [5-Kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)- 2-okso-3H-benzoksazol-3-
illasetik asit (Bilesik 13)
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3,18 g (0,009 mol) 5-Kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-
3H-benzoksazol ve 1,52 g (0,022 mol) bromoasetik asitten hareketle genel
sentez yontemindeki yéntem 1’e gdre elde edilip (300 Watt, 80-95°C’de,
60 dakika), asetik asitten kristallendirildi. Verim 0,84 g (%26,41)
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Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 257-258°C’dir.
Suda ¢bézlinmez, etanolde az ¢ézindr.

ince tabaka kromatografisinde, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R degerleri sirasiyla 0,25; 0,74’tar. UV 1s1ginda 254 nm’de
floresan olmayan leke seklinde gozlenir. Dragendorff belirteci ile sari
zeminde mavi renk verir.

IR spektrumunda, 3236-2825 (O-H gerilim), 1757 (C=0
gerilim, laktam), 1740 (C=0O gerilim, karboksilli a3|t) 1482 (C=N gerilim,
tiyazol), 762 ve 688 (monosiibstitlie benzen) cm™’de bandlar gériiliir.

"H-NMR sgektrumunda (DMSO-dg) 8 8,11 (s, 1H, tiyazol-H®),
8,03-7,98 (m, 2H, H*-H°), 7,93 (s, 1H, H'), 7,70 (s, 1H, H*), 7,55-7,49 (m,
3H, H¥-H*-H®), 4,69 (s, 2H CH,COOH), ppm’de pikler gérilir.

Elementel analiz

C13H11C|N204S |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 55,89 2,87 7,24 8,29
Bulunan 55,70 3,02 7,32 8,36
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4 1.14 {5-Kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tivazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol-
3-illasetik asit (Bilesik 14)
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1,07 g (0,0029 mol) 5-Kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-
il]-2-okso-3H-benzoksazol ve 0,80 g (0,0058 mol) bromoasetik asitten
hareketle genel sentez ydntemindeki yéntem 1’e gére elde edilip (300
Watt, 130°C’de, 20 dakika), asetik asitten kristallendirildi. Verim 0,36 g
(%29,50)

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 248-249°C’dir.
Suda ¢bzinmez, asetik asitte az ¢dzindr.

ince tabaka kromatografisinde, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R; degerleri sirasiyla 0,25; 0,74’t0r. UV 1s1ginda 254 nm’de
floresan olmayan leke seklinde gdézlenir. Dragendorff belirteci ile sari
zeminde mavi renk verir.

IR spektrumunda, 3194-2861 (O-H gerilim), 1756 (C=0
gerilim, laktam), 1729 (C=0O gerilim, karboksilli asit), 1483 (C=N gerilim,
tiyazol), 762 (1,2-disbstitiie benzen) cm™de bandlar gérilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-d) & 8,34-8,29 (m, 2H, H*-
tiyazol-H°), 7,96 (s, 1H, H’), 7,73 (s, 1H, H*), 7,71-7,66 (m, 1H, H°), 7,56-
7,50 (m, 2H, H*-H®), 4,72 (s, 2H, CH,COOH), ppm’de pikler gérilir.
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Elementel analiz

C13H100|2N204S |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 51,32 2,39 6,65 7,61
Bulunan 51,21 2,60 6,69 7,62

4.1.15 {5-Kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3 H-benzoksazol-
3-il}asetik asit (Bilesik 15)
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1 g (0,0027 mol) 5-Kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-
okso-3H-benzoksazol ve 0,76 g (0,0055 mol) bromoasetik asitten
hareketle genel sentez ydntemindeki yéntem 1’e gére elde edilip (300
Watt, 130°C’de, 20 dakika), asetik asitten kristallendirildi. Verim 0,14 g
(%12,31)

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 305-307°C’dir.
Suda ¢bzinmez, asetik asitte az ¢dzindr.

ince tabaka kromatografisinde, S-3 ¢6ziici sisteminde Ry
degeri ;0,66'dir. UV 1s1ginda 254 nm’de floresan olmayan leke seklinde
g6zlenir. Dragendorff belirteci ile sarl zeminde mavi renk verir.

115



IR spektrumunda, 3505 (O-H gerilim), 1757 (C=0 gerilim,
laktam), 1729 (C=0 gerilim, karboksilli asit), 1483 (C=N gerilim, tiyazol),
836 (1,4-disiibstitiie benzen) cm™de bandlar gériilir.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-ds) & 8,17 (s, 1H, tiyazol-H°),
8,06-8,04 (d, 2H, J=8,4, H*-H%), 7,95 (s, 1H, H’), 7,72 (s, 1H, H*), 7,61-
7,59 (d, 2H, J=8,4, H®-H®), 4,71 (s, 2H, CH,COOH), ppm’de pikler gérilliir.

Elementel analiz

C18H1oc|2N204S |g|n %C %H %N %S
Hesaplanan 51,32 2,39 6,65 7,61
Bulunan 51,22 2,56 6,71 7,66

4.1.16 {5-Kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3 H-
benzoksazol- 3-il}asetik asit . 1,5 H,O (Bilesik 16)
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1,13 g (0,0025 mol) 5-Kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-
4-il]-2-okso-3H-benzoksazoldan hareketle genel sentez ydntemindeki
yontem 2ye gbére elde edilip, asetik asit:su (3:1) karisimindan
kristallendirildi. Verim 0,39 g (%35,15)
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Beyaz renkte kristallerdir. E.d. 229-231°C’dir. Suda
¢bzliinmez, asetik asitte az ¢6zunar.

ince tabaka kromatografisinde, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R degerleri sirasiyla 0,24; 0,73tar. UV 1s1ginda 254 nm’de
floresan olmayan leke seklinde gozlenir. Dragendorff belirteci ile sari
zeminde mavi renk verir.

IR spektrumunda, 3505 (O-H gerilim), 3162 ve 3072 (C-H
gerilim, aromatik), 2935 ve 2833 (C-H gerilim, alifatik), 1764 (C=0 gerilim,
laktam), 1726 (C=0 gerilim, karboksilli asit), 1486 (C=N gerilim, tiyazol),
1243 (C-O gerilim, -O-CHs), 834 (1,4-disibstitlie benzen) cm™de bandlar
goraldr.

"H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) 8 8,01 (s, 1H, tiyazol-H>),
7,95-7,93 (d, 2H, J=8,8, H*-H®), 7,92 (s, 1H, H'), 7,70 (s, 1H, H*), 7,07-
7,05 (d, 2H, J=8,4, H®-H®), 4,70 (s, 2H, CH,COOH), 3,82 (s, 3H, OCHs)
ppm’de pikler goralir.

Elementel analiz

C19H13C|N205S.1 5 Hzo |Q|n %GC %H %N %S
Hesaplanan 51,41 3,63 6,31 7,22
Bulunan 51,66 3,82 6,49 7,27
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4 1.17 {5-Kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol-
3-illasetik asit (Bilesik 17)
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0,61 g (0,0014 mol) 5-Kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-0kso-3H-benzoksazoldan hareketle genel sentez yontemindeki yontem
2'ye gobre elde edilip, asetik asit:su (3:2) karisimindan kristallendirildi.
Verim 0,24 g (%42,35)

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 246-248°C’dir.
Suda ¢bézinmez, asetik asit, etanol, 2-propanolde az ¢ézinur.

ince tabaka kromatografisinde, S-2, S-3 ¢6ziici
sistemlerinde R: degerleri sirasiyla 0,23; 0,75tir. UV 1siginda 254 nm’de
floresan olmayan leke seklinde gdézlenir. Dragendorff belirteci ile sari
zeminde mavi renk verir.

IR spektrumunda, 3194-2833 (O-H gerilim), 1756 (C=0
gerilim, laktam), 1728 (C=0O gerilim, karboksilli asit), 1482 (C=N gerilim,
tiyazol), 759 (1,2-disubstitiie benzen) cm™de bandlar gérilir.

'H-NMR spektrumunda (DMSO-dg) 5 8,36-8,30 (t, 1H, H*),
8,25 (s, 1H, tiyazol-H%), 7,96 (s, 1H, H), 7,72 (s, 1H, H%), 7,60-7,53 (m,
1H, H®), 7,48-7,36 (m, 2H, H>-H°), 4,71 (s, 2H, CH,COOH) ppm’de pikler
goraldr.
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Elementel analiz

C1 3H100|FN204S . %C %H %N %S
Hesaplanan 53,41 2,49 6,92 7,92
Bulunan 53,13 2,44 7,05 8,00

4.1.18 {5-kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol-3-
il}asetik asit (Bilesik 18)
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0,85 g (0,0019 mol) 5-Kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-
2-0kso-3H-benzoksazoldan hareketle genel sentez yontemindeki yontem
2'ye gobre elde edilip, asetik asit:su karigimindan kristallendirildi. Verim
0,39 g (%49,18)

Beyaz renkte, toz seklinde kristallerdir. E.d. 284-286°C’dir.
Suda ¢bézlinmez, asetik asit, etanolde az, asetonda ¢ok ¢6zUndir.

ince tabaka kromatografisinde, S-3 ¢oziicli sisteminde Ry
degeri 0,65'tir. UV isiginda 254 nm’de floresan olmayan leke seklinde
g6zlenir. Dragendorff belirteci ile sari zeminde mavi renk verir.
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IR spektrumunda, 3194-2861 (O-H gerilim), 1757 (C=0
gerilim, laktam), 1729 (C=0O gerilim, karboksilli asit), 1484 (C=N gerilim,
tiyazol), 841 (1,4-distibstitiie benzen) cm™de bandlar gérilir.

1H-NMR’ spektrumunda (DMSO-dg) 6, 8,10 (s, 1H, tiyazol-
H°), 8,8-8,3 (t, 2H, H*-H°%), 7,93 (s, 1H, H'), 7,70 (s, 1H, H%), 7,38-7,32 (t,
2H, H*-H®), 4,70 (s, 2H, CH.COOH) ppm’de pikler gériliir.

Elementel analiz

C1sH10CIFN2O4S igin: %C %H %N %S
Hesaplanan 53,41 2,49 6,92 7,92
Bulunan 53,24 2,54 6,92 7,97

4.2 Biyolojik Etki Calismasi

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin  COX-1 inhibitér aktivite
sonuglarl Tablo 10’da, COX-2 inhibitér aktivite sonuclari Tablo 11’de
gOsterilmistir.
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Tablo 10: Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin COX-1 inhibitor aktivite sonuglari

Bilesikler R, R, | Rs |%B/Bo é’fﬁi_ inﬁgg;‘;lu
1 H H | H | 12513 | 2710 | 40479
2 H | -H | 11967 | 2028 | 35690
3 H H | -cl | 10822 | 3489 | 23369
4 H H | -oCH, | 11,29 | 3239 28,86
5 H F | H | 1038 | 3752 17,581
6 H H | F | 91575 | 4817 | 63035
7 “CH:COOCH.CHs |\ 1 1 | 41,7065 | 3100 31,902
8 “CH:COOCHCH, | -H 9,7815 | 4427 14,144
9 | CHCOOCHCHs | 1 | o | 96515 | 4274 | 61168
10 | CHCOOCHLCHs | 1 oo | 95755 | 4366 6,732
19 | CHCOOCHCHs | 1y | 9443 | 4442 | 04942
12 | CHCOOCHCHs | 1 £ | 9339 | 4546 3,327
13 -CHCOOH H | H | 12175 | 3054 | 32912
14 -CHCOOH | -H | 10796 | 3582 21,326
15 -CHCOOH H | - | 12207 | 2820 38,063
16 -CHCOOH H | -OCH, | 11,602 | 3088 32,177
17 -CHCOOH F | H | 8325 | 5589 0
18 “CH,COOH H | -F | 11186 | 3446 | 24302

SC-558 90,583 | 7 99,846
KAN 9,313 | 4553 0
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Tablo 11: Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin COX-2 inhibitor aktivite sonuclari

Bilesikler Ry R. Rs B;/Eo :g(/;:li. inT:ilc):i(s);(c;ﬁu
1 -H H| -H | 14357 | 1788 0
5 -H Cl| -H |19616 | 1226 8,507
3 -H H| -cI | 18530 | 1323 6,156
4 H H | -OCH, | 18,28 | 1342 4,738
5 -H -F H | 14,941 | 1709 0
6 -H H| -F | 16360 | 1570 2,201
7 “CHCO0CHCHs | 1\ | 15005 | 1732 0
8 “CHCOOCHCHs | o\ | | 13189 | 2106 0
9 “CHCOOCHCHs | 1\ o | 24207 | 1032 25,97
10 "CHCOOCHCHs | 1y | ocH, | 23,789 | 1172 |  28.209
11 “CH.COOCH.CHs | £ | iy | 06004 | 829 38,134
12 -CHCOOCH:CHs | |, F | 22,704 | 1113 23,171
13 -CH,COOH H| -H | 14858 | 1798 0
14 -CH,COCH | -H | 18196 | 1351 4,738
15 -CH,COCH H | -cl | 20033 | 1187 | 11,380
16 -CH.COOH H | -OCH, | 22,370 | 1045 | 21,977
17 -CH,COOH F | -H | 21,085 | 1115 | 16,753
18 -CH,COOH H | -F | 1419 | 1875 0
Dup-697 91,486 | 0 100
KAN 18,197 | 1340 0
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5. TARTISMA

Bu calismada 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol hareket
maddesinden baglayarak 5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-
benzoksazol ve [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-
3-ilJlalkanoik asit ve bu asitlerin esteri olan 18 yeni bilesigin sentezi
gerceklestiriimis, yapilan kanittanmis COX-1 ve COX-2 inhibitér etkinlikleri
acisindan degerlendirmeleri yapiimistir.

Bilesiklerin  sentezi  5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolden
hareketle gerceklestiriimigtir. 5-Kloro-2-okso-3H-benzoksazol ve
bromoasetik asitin mikrodalga i1sinimi ile tepkimesi sonucu 6-bromoasetil-
5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol sentez edilmigtir. 6-Bromoasetil-5-kloro-2-
okso-3H-benzoksazolun konvansiyonel isitma ile eldesinin gi¢ olmasi
mikrodalga isinimi ile reaksiyonun tercih edilmesine neden olmustur.

H H
cl
N BrCH,COOH Cl N
>:O > —0
5 PPA BrH,C O>
0

1. basamak = 300 W, 10 dk, 100 °C
2. basamak = 300 W, 60 dk, 120 °C

6-Bromoasetil-5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol uygun
tiyobenzamit turevleri ile dietilenglikoldimetileter (diglim) igerisinde oda
Isisinda reaksiyona sokulmus ve 5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-
3H-benzoksazol tirevleri elde edilmigtir.

H
Cl N o —0
>:O + NH,  diglim S o
BrH,C S
0] —N
@)

R = H, 2-Cl, 2-F, 4-Cl, 4-F, 4-OCHy,
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Elde edilen 5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol tirevlerinin IR spektrumlarinda amit grubuna ait NH gerilim
bantlari 3133-3444, aromatik CH gerilim bantlari 3034- 3193, C=0
bandlari 1741-1789, tiyazole ait C=N gerilim bantlari 1473-1480 cm"de
g6zlenmisgtir.

Bilesiklerin DMSO-ds icinde alinan 'H-NMR spektrumlarinda
12 ppm’de NH, 7,98-8,23 ppm aras! tiyazol H® 7,82-7,87 ppm aras! 5-
kloro-2-okso-3H-benzoksazol H’ ve 7,27-7,31 ppm aras! 5-kloro-2-okso-
3H-benzoksazol H* protonlarina ait sinyaller gériimustir.

Sentezlenen 5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol tlrevlerinin susuz etanol icerisinde metalik sodyum ile tuzlari
hazirlanmistir. Hazirlanan sodyum tuzlarinin etilboromoasetat ile susuz
alkol iginde tepkimesinden etil [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-
3H-benzoksazol-3-ilJasetat tlrevleri elde edilmigtir.

. CH,COOCH,CHj

H
N cl N/
>:O >:O
A O
S BrCH,COOCH,CHj X %
—N

Na®, susuz etanol

R =H, 2-Cl, 2-F, 4-Cl, 4-F, 4-OCHj4

Etil [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-
3-il] asetat turevlerinin IR spektrumlarinda, aromatik CH gerilim bantlar
3152-3068, alifatik CH gerilim bantlan 2985-2963, laktam halkasina ait
C=0 gerilim bantlar 1791-1772, ester C=0 gerilim bandlari 1741-1749,
tiyazole ait C=N gerilim bantlari 1489-1483, ester C-O gerilim bandlari
1204-1231 cm™"de gdzlenmistir.

Bilesiklerin DMSO-ds icinde alinan "H-NMR spektrumlarinda
8,28-8,08 ppm aras! tiyazol H°, 7,96-7,91 ppm arasi 5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol H’ ve 7,71-7,68 ppm aras! 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol
H*, 4,82-4,80 ppm arasi NH-CH2-CO, 4,20-4,19 ppm arasi CO-CH2-CH3,
1,23-1,21 ppm arasi CH2-CH3 protonlarina ait sinyaller gértlmastdir.
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[5-Kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol-3-
illasetik asit trevlerinin hazirlanmasinda iki farkh yontem uygulanmigtir.
ik yéntemde 5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol
tirevlerinin sodyum tuzlari hazirlanmis ve olusan sodyum tuzlarinin
bromoasetik asit ile dimetilformamit (DMF) icerisinde mikrodalga 1ginimi ile
tepkimesi sonucu [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-
benzoksazol-3-iljasetik asit tlrevleri elde edilmigtir.

CH,COOH
H cl [
Cl N N
>:O >:O
S o N o
S 300 W, 80-130°C, 20-60 dk
—N - —N
MW
R R
R =H, 2-Cl, 4-Cl

Bu ydntemde verimin disik olmasi [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-
tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-iljasetik asit tdrevlerinin
hazirlanmasinda ikinci yéntemin tercih edilmesine neden olmustur. ikinci
ybntemde, etil [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-
3-iljasetat tlrevlerinin ester bagi asidik ortamda hidroliz edilerek [5-kloro-
6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-iljJasetik asit tlrevleri
elde edilmigtir. Bu yontemde nikleofilin gicti degismedidi igin reaktifin
glcundn arttinimasi  yéntemine gidilmis ve bromoasetik asit yerine
etilbbromoasetat kullaniimistir. Bdylece daha verimli sonuglar elde
edilmistir.

CHoCOOCH,CHg
cl N OH,C00H
> o cl N
X O >_O
S der. HCI, 20 dk.- 3 saat S o
—N '~ S
—N

R = -OCHg, 2-F, 4-F
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Elde edilen [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-
benzoksazol-3-ilJasetik asit tlrevlerinin IR spektrumlarinda, OH gerilim
bandi 3505-2825, laktam halkasina ait C=0O gerilim bantlari 1764-1756,
karboksilli asit C=0O gerilim bandlari 1740-1728, tiyazole ait C=N gerilim
bantlari 1484-1482 cm™"'de gbzlenmistir.

Bilesiklerin DMSO-ds icinde alinan "H-NMR spektrumlarinda
8,30-8,01 ppm aras! tiyazol H°, 7,96-7,92 ppm arasi 5-kloro-2-okso-3H-
benzoksazol H’ ve 7,73-7,70 ppm aras! 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol
H*, 4,72-4,69 ppm arasi CH>COOH protonlarina ait sinyaller gérilmustur.

Kimyasal sentez calismalarinda, daha &nce sentezi
yapllmamis olan ve tarafimizdan sentez edilen tim bilesiklerin
enstrimental analiz verileri degerlendirilmig, elementel analiz sonuglarinin
da kimyasal yapilariyla uyum icerisinde olmalariyla yapilari kanitlanmistir.

Hazirlanan bilesiklerin COX-1 ve COX-2 inhibitdr etkinlik
tayinlerinde in vivo test ydntemlerini en iyi taklit eden insan tam kani
kullanilmigtir. Bilesiklerin COX-1 inhibitdr etkinlik tayininde pihtilasmis
insan tam kani, COX-2 inhibitér etkinlik tayininde ise lipopolisakkarit ile
indiklenmis insan tam kani kullaniimistir. COX-1 inhibitér aktivite
calismasinda SC-558 referans alinarak  bilesiklerin 10 uM
konsantrasyonda COX-1 inhibisyonu yapma oranlari belirlenmigtir. COX-2
inhibitér aktivite ¢calismasinda ise DuP-697 referans alinarak bilesiklerin 10
UM konsantrasyonda COX-2 inhibisyonu yapma oranlari belirlenmistir.
Bilesiklerin COX-1 ve COX-2 inhibitdér aktivite sonuglari Tablo 12’de
gOsterilmigtir.

R1
/
cl N
>:O
A (0]
S
—N

Sekil 16: Sentezlenen bilesiklerin kimyasal yapisi
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Tablo 12: Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin COX-1 ve COX-2 inhibitor aktivite

sonuglari
Bilesikler Ry R, Rs inoﬁ,il():i(s)y)l(t;:lu in?il(a:ig;(c;ﬁu
1 -H H H 40,479 0
5 -H -Cl H 35,690 8,507
3 H H | -l 23,369 6,156
4 H ‘H | -OCH, 28,86 4,738
5 -H F H 17,581 0
6 -H -H F 6,3035 2,201
. -CH,COOCH.CH; | |, | 31,902 0
o -CH,COOCH.CH; | o | 4 14,144 0
o “CH,COOCH.CH; | |, | g 6.1168 25.97
10 -CH,COOCHCH | 1 | ocm, 6.732 £8.209
» -CH,COOCH,CH; | H 0,4942 38,134
" -CH,COOCH,GH; | _, = 3.327 03,171
1 -CH,COOH al 32,012 0
" -CH,COOH o | 21,326 4,738
15 -CH.COOH H | -C 38,063 11,380
16 -CH,COOH H | -OCH, | 32,177 21,977
. -CH,COOH _F H 0 16753
" ~CH,COOH H = 24,302 0
SC-558 99,846 100
KAN 0 0

1 Numarali bilesik olan 5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-
okso-3H-benzoksazol (Bilesik1), COX-1 enzimini % 40,479 oraninda
inhibe ederken COX-2 enzimi Uzerinde inhibitér etkinlik géstermemistir.
Bilesik 1’in asetik asit tlrevi olan [5-kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)- 2-okso-
3H-benzoksazol-3- illasetik asit (Bilesik 13), COX-1 enzimini % 32,912
oraninda inhibe ederken, COX-2 enzimi Uzerinde inhibisyon yapmamistir.
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Bilesik 13’Un ester formu olan bilesik 7 ise % 31,902 oraninda COX-1
enzimini inhibe ederken COX-2 enzimi Uzerinde inhibisyon yapmamistir.
Elde edilen veriler karsilastirilacak olursa substitie olmayan fenil halkasi
tasiyan tiyazol-4-il tdrevlerinde selektif COX-1 enzim inhibisyonu
g6zlenmistir. 5-Kloro-6-(2-fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3 H-benzoksazol
tirevlerinde  5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol halkasinin 3 numaral
konumunda serbest azot bulunmasi durumunda en iyi aktivite gbzlenirken,
azot atomunda asetik asit kalintisi tagiyan bilesik 13’te aktivite azalmasi
gbzlenmistir. Asetik asitin ester tlrevi olan bilesik 7’de ise asetik asit tlrevi
bilesige kiyasla aktivite azalmigs ancak anlamli bir azalma meydana
gelmemistir.

2 Numarall bilesik olan 5-kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-
4-il]-2-okso-3H-benzoksazol tlrevi ise % 35,690 oraninda COX-1 enzimini
inhibe ederken % 8,507 oraninda COX-2 enzimini inhibe etmistir. Bu
bilesigin asetik asit tlrevi olan bilesik 14 ise % 21,326 oraninda COX-1
enzimini, % 4,738 oraninda COX-2 enzimini inhibe etmistir. Bilesik 14°ln
etil esteri formu olan etil {5-kloro-6-[2-(2-klorofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-
3H-benzoksazol-3-il}asetat tlrevi olan bilesik 8 ise COX-1 enzimini %
14,144 oraninda inhibe ederken COX-2 enzimi Uzerinde inhibitdr etkinlik
gOstermemigstir.  Bu bulgulardan yola c¢ikarak 2. konumunda klor
sUbstitisyonu tasiyan bilesiklerin selektif COX-1 inhibitér ézellik gdsterdigi
sdylenebilmektedir.  5-Kloro-2-okso-3H-benzoksazol halkasinin  azot
atomunun sUbstitisyon durumu degerlendirildiginde ise slbstitientsiz azot
atomu tasiyan bilesik 2'de en yuksek inhibisyon goérulmektedir. Azot
Atomu Uzerinde asetik asit kalintisi tagiyan bilesik 14’te ise COX-1 enzim
inhibisyonu orani azalmakta ester kalintisi tagiyan tlrev olan bilesik 8'de
ise iyice dusmektedir.

3 Numarall bilesik olan 5-kloro-6-[2-(4-klorofenil)-1,3-tiyazol-
4-il]-2-okso-3H-benzoksazol, COX-1 enzimi Uzerinde % 23,369, COX-2
enzimi Uzerinde ise % 6,156 oraninda inhibisyon gdstermektedir. Bilesik
3’lin asetik asit tlrevi olan bilesik 15 ise % 38,063 oraninda COX-1 enzim
inhibisyonu, % 11,380 oraninda COX-2 enzim inhibisyonu gdstermektedir.
Bilesik 3’ Uin ester formu olan bilesik 9 ise % 6,1168 oraninda COX-1, %
25,97 oraninda COX-2 enzim inhibisyonu gdstermektedir. 2-(4-Klorofenil)-
tiyazol-4-il tasiyan 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol tirevi bilesiklerde 3.
konumda etiloksikarbonilmetil tasiyan tirevde substitisyon igcermeyen
tireve gore COX-2 selektivite artmaktadir. Azot Atomu lzerinde asetik asit
kalintisi tagiyan tlirevde ise slbstitisyon icermeyen bilesige gére hem
COX-1 hem COX-2 inhibitér aktivite artmaktadir. Ancak 2-(4-klorofenil)-
tiyazol-4-il tasiyan 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol turevi bilesiklerde en iyi
COX-2 inhibitér etkinlik 3. konumda etiloksikarbonilmetil tasiyan tirevde
g6zlenmektedir.
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4 Numarali bilegik olan 5-kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-
tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol, COX-1 enzimini % 28,86 oraninda
inhibe ederken COX-2 enzimini % 4,738 oraninda inhibe etmektedir. 5-
Kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazolun
asetik asit tlirevi olan bilesik 16, COX-1 enzimini % 32,177 oraninda inhibe
ederken, COX-2 enzimini % 21,977 oraninda inhibe etmektedir. 5-Kloro-
2-okso-3H-benzoksazol halkasinda ester artigi tasiyan bilesik 10 ise, %
6,732 oraninda COX-1 enzim inhibisyonu gdsterirken % 28.209 oraninda
COX-2 enzim inhibisyonu gb&stermektedir. Bilesik 4 COX-1 enzimine
segicilik gdsterirken, azot atomunda ester kalintisi tasiyan bilesik 10 COX-
2 enzimine segicilik géstermektedir. Asetik asit tlrevi olan bilesik 16 ise
COX-1 ve COX-2 enzim inhibitdr aktivite géstermektedir.

5 Numaral bilesik olan 5-kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-
4-il]-2-okso-3H-benzoksazol bilesigi ise, COX-1 enzimini % 17,581
oraninda inhibe ederken, COX-2 enzimi Uzerinde inhibitdér etkinlik
gbstermemektedir. Asetik asit kalintisi tasiyan bilesik 17 ise COX-1 enzimi
Uzerinde inhibitér aktivite gbstermezken COX-2 enzimini % 16,753
oraninda inhibe etmektedir. Azot atomu Uzerinde ester kalintisi tasiyan
bilesik 11 ise COX-1 enzimini % 0,4942 oraninda inhibe ederken COX-2
enzimini % 38,134 oraninda inhibe etmektedir. Azot atomu Uzerinde
substitisyon tagsimayan bilesik 5 dlislk derecede selektif COX-1 inhibitér
Ozellik gdstermektedir. Azot atomu Uzerinde asetik asit kalintisi tagiyan 17
numarali bilesik anlaml olmayan selektif COX-2 inhibitér 6zellik
gOstermektedir. Ester tlrevi olan bilesik 11 ise anlamli selektif COX-2
inhibisyon 6zellik gbstermektedir.

6 Numaral bilesik olan 5-kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-tiyazol-
4-il]-2-okso-3H-benzoksazol tirevi % 6,3035 oraninda COX-1 enzim
inhibitdr 6zellik gdsterirken, % 2,201 oraninda COX-2 enzim inhibisyonu
gbstermektedir. Asetik asit tlrevi olan bilesik 18 COX-1 enzimini % 24,302
oraninda inhibe ederken, COX-2 enzimini inhibe etmemektedir. Ester
tirevi olan bilesik 12 ise % 3,327 oraninda COX-1 enzimini inhibe
ederken, % 23,171 oraninda COX-2 enzimini inhibe etmektedir. N
atomunda sUbstitisyon icermeyen bilesik 6 anlamh olmayan COX-1 ve
COX-2 inhibitér aktivite gbstermektedir. 5-Kloro-6-[2-(4-florofenil)-1,3-
tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazolun asetik asit tlrevi olan bilesik 18
selektif COX-1 inhibitér 6zellik gbsterirken, ester tlrevi olan bilesik 12
COX-2 enzimine segicilik géstermektedir.

Genel olarak bilesiklerin COX-1 ve COX-2 inhibit6r
aktiviteleri kiyaslanacak olursa bilesiklerin COX-1 enzim inhibisyon
Ozelliklerinin fazla oldugu soéylenebilir. Fenil halkasinda sUbstitisyon
tasimayan 1, 7 ve 13 numaral bilesiklerde COX-2 inhibitér aktivite
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g6zlenmezken, Bilesik 1’de % 40,47, Bilesik 7’de % 31,90, Bilesik 13'de
% 32,90 oraninda COX-1 enzim inhibisyonu gézlenmistir. Bilesik 1, 7, 13,
ve 18 selektif COX-1 enzim inhibit6ri 6zellik gdstermektedir.

Ester tlrevi bilesiklerde (Bilegik 9, 10, 11, 12) COX-2
inhibitér aktivitede belirgin bir artis gbézlenmistir. Ozellikle 2-F tirevi olan
Bilesik 11 cok disuk oranda COX-1 inhibitér aktivite goésterirken, %
38,134 oraninda COX-2 inhibitér aktivite géstermistir. Azot atomuna asetik
asit substitisyonu sadece 4-OCHj tlrevi bilesik 16 COX-2 inhibitér
aktivitede artisa neden olmustur. Ancak bu artis COX-2 selekiifligin
degerlendirilmesi agisindan belirgin bir fark olusturmamistir.

Yapilan galismada bilesiklerde ylksek oranda COX-1 ve
COX-2 inhibitér aktivite gézlenmemistir. Ancak Bilesik 11 diger bilesiklere
gbre yuksek sayilabilecek selektif COX-2 inhibisyon 6zellik gdstermesi
bakimindan énem kazanmaktadir.

TXA, sentaz inhibitér aktivite, TXB, miktari Uzerinden
yapiimaktadir. Hem COX-1 hem TXA. sentaz inhibitér aktivite, TXB;
miktar Uzerinden yapilmaktadir. Sentezlenen asetik asit tlrevlerinin COX-
1 enzimini anlamli derecede inhibe etmis olmasi, ortaya ¢ikan bu durumun
COX-1 enzimi Gzerindeki inhibitér etkilerinden mi, yoksa TXA. sentaz
enzimi Ozerindeki inhibitér etkilerinden mi kaynaklandigini anlayabilmek
icin plateletce zengin kanda in vitro TXA; sentaz inhibisyon testi
yapiimasini gerektirmektedir. Sentezlenen asetik asit tlrevleri anlamh
COX-1 inhibitér aktivite géstermedikleri igin TXA, sentaz enzimi tGzerindeki
inhibitor etki tayini yapmaya gerek gérilmemistir.

Selektif COX-2 inhibitdér etki ve TXA, sentaz inhibitér etki
acisindan bakildiginda asetik asit turevi bilesiklerde COX-1 ve COX-2
inhibitér etkilerin her ikisinin de arttidi bilesiklerin degerlendiriimesi
gerekmektedir. Bilesik 16’da COX-1 inhibitér aktivite %32,177 iken COX-2
inhibitdr aktivite %21,977 olarak bulunmugtur. COX-1 inhibitdr etki tayini
yonteminde TXA, sentaz inhibitér etki nedeni ile de TXB, miktarinda
azalma olusabilecedi dastnildiginden bu bilesigin hem TXA. sentaz
inhibitéri hem de selektif COX-2 inhibitori etkiye sahip olabilecedi
disunUlmektedir. Ancak inhibitér etki siddetindeki artis yeterli gérilmedigi
icin bu bilesik icin TXA2 sentaz inhibitdr etki tayini caligmasi yapiimamigtir.

Bu ¢alismanin devami olacak sekilde, Bilesik 16 yapisi gbz
6ndnde bulundurularak, selektif COX-2 inhibitér etkisi daha yiiksek, COX-
1’i inhibe etmeden TXA, sentazi inhibe edebilecek bilesiklerin tasarimi ve
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inhibitér etkilerinin (COX-1, COX-2, TXA. sentaz) ortaya konulmasi
calismalari distntimektedir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada alti tanesi 5-kloro-6-(2-substitlie fenil-1,3-tiyazol-4-il)-
2-0kso-3H-benzoksazol, alti tanesi [5-kloro-6-(2-stbstitle fenil-1,3-tiyazol-
4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-ilJasetat ve alti tanesi [5-kloro-2-okso-6-(2-
substitie fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-iljJasetik asit olan
18 yeni bilesik sentezlenmis ve sentezlenen bilesiklerin yapilar IR, "H-
NMR spektrumlari ile aydinlatiimis ve elementel analiz sonuglar ile
desteklenmisgtir.

Bilegiklerin 10 pM konsantrasyonda, COX-1 ve COX-2
enzimi inhibitdr aktivitelerine bakilmis ve bilesiklerin COX-1 ve COX-2
enzimlerine secicilikleri degerlendirilmistir.

Etil {5-kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3 H-
benzoksazol-3-il}asetat (Bilesik 11) selektif COX-2 inhibitér aktivite
artigini  de@erlendirmek agisindan {5-kloro-6-[2-(4-metoksifenil)-1,3-
tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol- 3-il}asetik asit (Bilesik 16) ise COX-1
ve COX-2 inhibitér aktivitedeki artigi belirlemek bakimindan &énem
kazanmistir.

Sentezlenen 18 bilesigin kimyasal yapilari, erime dereceleri,
% verimleri ve COX enzimi inhibitér aktivite testi sonuglari Tablo 13’te
gOsterilmigtir.

R1
/
cl N
>:O
A (0]
S
—N
Ra

Bu calismanin devami olarak, Bilesik 16 yapisi gbz 6éninde
bulundurularak, selektif COX-2 inhibit6r etkisi daha yiksek, COX-1’i inhibe
etmeden TXA; sentazi inhibe edebilecek bilesiklerin tasarimi ve inhibitér
etkilerinin (COX-1, COX-2, TXA, sentaz) ortaya konulmasi caligmalari
disutnulmektedir.
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Tablo 13: Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin erime derecesi, % verim, % COX-1 ve
% COX-2 inhibisyonlari

Bilesik Ry R: | Rs Dgfégzsi 7eVerim inol/:i!?i(s);(c;;u in‘ﬁit?i(s);(c;ﬁu
1 H H | -H | 23738 | 27,71 40,479 0
2 H | H | 27072 | 3243 35,690 8,507
3 H H | -cl | 28082 | 2572 23,369 6,156
4 H H | -OCHs | 221-223 | 18,71 28,86 4,738
5 -H F| -H | 26768 | 19,75 17,581 0
6 H H | -F | 26164 | 2537 6,3035 2,201
7 -CH2COOCH2CH3 H -H 171-73 77,71 31,902 0
g [CHLOOCHCHs | o 1 1 | 47981 | 76,56 14,144 0
g [CHCOOCHCHs | i o | 47879 | 21,86 6,168 25,97
19 [CHCOOCHLCHs | ) och, | 16567 | 65,62 6,732 28.209
11 [CHCOOCHCHs | & |y | 47374 | 19,26 0,4942 38,134
12 [CHCOOCHLCHs | 1 e | 9709 | 1524 3,327 23,171
13 -CH2COOH -H -H 257-58 | 26,41 32,912 0
14 -CH.COOH Cl | -H | 248-249 | 29,50 21,326 4,738
15 -CH.COOH -H | -Cl | 305-307 | 12,31 38,063 11,380
16 -CH.COOH H | -OCHs | 229-231 | 35,15 32,177 21,977
17 -CH.COOH F | -H | 24648 | 42,35 0 16,753
18 -CH.COOH H | -F 284-86 | 49.18 24,302 0
SC-558 99,846 100
KAN 0 0
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7. OZET

BAZI 5-KLORO-6-( SUBSTITUE TiYAZOL-4-iL)-2-OKSO -3H-
BENZOKSAZOL YAPISINDAKI BILESIKLERIN SENTEZi VE COX
INHIBITOR AKTIVITELERININ BELIRLENMESI UZERINDE
CALISMALAR

Bu calismada 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazolden hareketle
5-kloro-6-(2-sUbstitle fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol ve [5-
kloro-6-(2-substitlie fenil-1,3-tiyazol-4-il)-2-okso-3H-benzoksazol-3-il]
asetik asit ve bu asitlerin esteri olan 1,3-diaril yapisina sahip 18 yeni
bilesigin sentezlenmesi, yapilarinin kanittanmasi ve COX-1 ve COX-2
inhibitér etkinliklerinin degerlendiriimesi amaglanmigtir.

Sentezlenen bilesiklerde merkezi halkayl tiyazol, aril
substitisyonlari ise 3-slbstitle-5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol ve 2. ya
da 4. konumunda stbstitient tasiyan fenil halkasi olugturmustur. 5-kloro-
2-0kso-3H-benzoksazol halkasinin 3. konumundaki substitisyonlari asetik
asit ve ester kalintisi, fenil halkasindaki substitisyonlarn ise flor, klor,
metoksi gibi kli¢lk gruplar olusturmustur.

Sentezlenen 1,3-diaril-tiyazol tlrevlerinin literatlr verilerine
dayanarak selektif COX-2 inhibisyonu géstermesi distnilmustir. Asetik
asit kalintisi tasiyan 1,3-diaril tirevlerinin ise selektif COX-2 inhibisyonun
yaninda TXA; sentaz inhibitér aktivite de gdstermesi beklenmistir.

Elde edilen bilesiklerin yapilari IR ve "H-NMR spektrumlari
ile aydinlatilmis ve elementel analiz verileri ile desteklenmisgtir.

Sentezlenen bilesiklerin COX-1 ve COX-2 inhibitér aktiviteleri
10 uM konsantrasyonda enzim immuanoanaliz ydntemi kullanilarak
belirlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerden etil {5-kloro-6-[2-(2-florofenil)-1,3-
tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol-3-il}asetat (Bilesik 11) selektif COX-2
inhibitér aktivite artisini degerlendirmek agisindan  {5-kloro-6-[2-(4-
metoksifenil)-1,3-tiyazol-4-il]-2-okso-3H-benzoksazol-3-il}asetik asit
(Bilesik 16) ise COX-1 ve COX-2 inhibitér aktivitedeki artigi belirlemek
acisindan énemli bulunmustur.

Anahtar kelimeler: 1,3-diaril heterosiklik bilegikler, selektif COX-2
inhibisyonu, 5-kloro-2-okso-3H-benzoksazol
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8. SUMMARY

The aim of this study is to synthesize 18 new 1,3-diaryl
heterocyclic compounds starting from 5-chloro-2-oxo-3H-benzoxazole and
to prove their structure and to evaluate their COX-1 and COX-2 inhibitory
activities. The synthesized compounds are originated from 5-chloro-6-(2-
substitue phenyl-1,3-thiazole-4-yl)-2-oxo-3H-benzoxazole and [5-chloro-6-
(2-substitue phenyl-1,3-thiazole-4-yl)-2-oxo-3H-benzoxazole-3-yl] acetic
acid and the ester forms of these acids.

The synthesized 1,3-diaryl compounds possess thiazole ring
as central heterocyclic ring and possess 5-chloro-2-oxo-3H-benzoxazole
and 2 or 4 substitue phenyl as diaryl substitutions. The third position of 5-
chloro-2-ox0-3H-benzoxazole is substitued with acetic acid or ester moiety
and the phenyl ring is substitued with small groups such as fluorine,
chlorine and methoxy.

Based on the literature, the synthesized compounds are
considered to have selective COX-2 inhibitory activity. The compounds
possessing acetic acid moiety are expected to have TXA, synthase activity
as well as selective COX-2 inhibitory activity.

Complete structural assignments of all compounds were
established by 'H-NMR and IR spectroscopic data and the results of these
data are supported with elementary analysis.

The activities of the compounds for possible COX-1 and
COX-2 inhibitory activity were performed by enzyme immunoassay
method at 10 uM concenration.

Ethyl {5-chloro-6-[2-(2-florophenyl)-1,3-thiazole-4-yl]-2-oxo-
3H-benzoxazole-3-yl}acetate (Compound 11) have been found out
considerable for evaluating the increase in selective COX-2 inhibition and
{5-chloro-6-[2-(4-methoxyphenyl)-1,3-thiazole-4-yl]-2-oxo-3H-
benzoxazole-3-yl}acetic acid (Compound 16) have been found out
considerable for evaluating the increase in COX-1 and COX-2 inhibitory
activity.

Key words: 1,3-diaryl heterocyclic compounds, selective
COX-2 inhibition, 5-chloro-2-ox0-3H- benzoxazole.
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