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GIRIiS

Inflamasyon, farkl1 hiicre tiplerine ve faktdrlerine gereksinim duyan, patojenik,
travmatik ya da toksik yaralanmalara karsi doku hasarini kontrol eden kompleks bir
siirectir. Inflamasyon siireci, hiicre kemotaksisini, hiicre migrasyonunu ve hiicre
proliferasyonunu diizenleyen proinflamatuvar ve antiinflamatuvar molekiillerce
kontrol edilmektedir (27). Inflamasyon her ne kadar viicudun bir savunma
mekanizmasi olsa da kronik inflamasyon, kanser, diabet, kardiyovaskiiler, pulmoner,
norolojik ve otoimmiin hastaliklarda etkili olabilmektedir (2, 27, 70, 77, 93, 114).
Inflamasyon olusumuna arasidonik asit kaskati ile olusan eikosanoid olarak
isimlendirilen arasidonik asit metabolitleri tarafindan aracilik edilmektedir (61).

Arasidonik asit birgok memeli i¢in gerekli olan bir esansiyel yag asitidir.
Eikosanoidler siklooksijenaz (COX), lipoksioksijenaz (LOX) ve sitokrom P450
epoksijenaz (CYP 450) enzimlerinin katalitik aktiviteleri ile arasidonik asitten
olusmaktadirlar (61, 92). Eikosanoidler, hiicre i¢i fizyolojik ve patofizyolojik
olaylarla ilgili sinyal kaskatinda merkezi bir rol oynamaktadirlar (42, 61, 92).
Eikosanoidler sadece hiicre i¢i sinyal kaskatinin diizenlemesinde degil ayn1 zamanda
inflamatuvar yanitlarin  indiiklenmesine de katkida bulunmaktadirlar (61).
Inflamasyondan sorumlu eikosanoidlerden olan prostaglandinler, arasidonik asit
kaskatinda etkili olan siklooksijenaz enzimleri tarafindan sentezlenmektedirler. Bu
nedenle siklooksijenaz enzimleri antiinflamatuvar ilaglar icin Onemli bir hedef

olusturmaktadir (64).



COX enzimlerinin 3 izoformu vardir. Bunlar COX-1, COX-2 ve COX-3"tiir.
COX-1 viicutta bircok dokuda yaygin olarak bulunan, memeli hiicre ve dokularinda
prostaglandinlerin temel seviyesini diizenlemek i¢in iiretilen bir enzimdir (61). COX-
2 enzimi ise proinflamatuvar ve mitojenik uyarilar olan sitokinler, biiylime faktorleri
ve bakteriyel endotoksinler tarafindan indiiklenerek inflamasyonlu ve neoplastik
dokularda eksprese olmaktadir (46, 93). COX-1 ve COX-2 izoformlar1 benzer yapi
ve kinetik 6zelliklere sahiptirler (93). Bununla birlikte bu iki izoenzim bagimsiz
proteinlerdir. Insanlarda her iki izoenzime ait genler farkli kromozomlarda
bulunmaktadirlar. Ayrica bu iki izoform farkli 6zellikler gostermektedirler. COX-2
izoformu nonsteroidal antinflamatuvar ilaglar (NSAII) i¢in daha biiyiik bir baglanma
cebine sahiptir (30).

COX-2 enzimi oOzellikle kanserli dokularda eksprese olmaktadir. COX-2
enzimi gogiis kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri, 6zafogal adenokarsinom ve
akciger kanserinin apoptozis, proliferasyon, anjiyogenez, istila ve metastaz
stireclerine katkida bulunmaktadir (2, 61, 70, 77). Ayrica COX-2 izoenzimi,
Alzheimer, Parkinson, Creutzfeldt-Jakob hastaligi ve amiotropik lateral sklerozis
(ALS) gibi inflamasyon sonucunda néron kayb1 goriilen ndrodejeneratif hastaliklarda
inflamasyonu ve oksidatif stresi indiikleyerek hastalik patojenezinde etkili
olmaktadir (93).

NSAIli’lar inflamasyon goriilen hastaliklarin tedavisinde &nemli rol
oynamaktadirlar. NSAIl’lar antiinflamatuvar etkilerini siklooksijenaz enzimlerini
bloke ederek prostaglandin sentezini durdurmak suretiyle gdstermektedirler.
NSAIi’lar siklooksijenaz enziminin izoformlarina karsi gosterdikleri selektiviteye
gore siniflandirilmaktadirlar. Siniflandirmada COX-2/COX-1 ICsy degerinin orani

kullanilmaktadir. Bu oran enzim selektivitesinin tayini i¢in kabul goren ve yaygin



olarak kullanilmakta olan bir parametredir. NSAII’lar selektif COX-1 inhibitérleri,
non-selektif COX inhibitorleri, tercihli COX-2 inhibitorleri ve yiliksek selektiviteli
COX-2 inhibitorleri olarak siniflandirilmaktadirlar (29). Tercihli COX-2 inhibitorleri
biitiin hiicre sistemlerinde diisiik COX-2/COX-1 ICsy oranina sahiptirler. Selektif
COX-2 inhibitoérlerinde ise biitiin hiicre sistemlerinde goriilmekte olan COX-2/COX-
1 ICsp oran1 0.001°den daha kiigiiktiir (40).

Talidomit 1950’lerden 1960’lara kadar sedatif-hipnotik ve antiemetik olarak
kullanilmis, daha sonra ise teratojenik etkisinden dolayr 1960’larda tedaviden
kaldirilmis bir bilesiktir (33, 53, 90, 103). Talidomit i¢in immiinomodulatér ve
antiinflammatuvar aktivitesi sebebiyle Hansen hastalig1 tedavisinde kullaniimak
tizere 1998 yilinda ve antianjiyogenik etkisi sebebiyle multiple miyelom tedavisinde
kullanilmak tizere 2006 yilinda FDA’dan onay alinmustir (50, 53, 101, 103).
Talidomitin romatoit artrit, fotodermatit, Behget sendromu, sistemik Ilupus
eritematozuz, graft-versus host hastaligi, akciger kanseri multiple miyelomu, kolon
kanseri, prostat tiimorii, AIDS, malarya, tiiberkiiloz, miyeloma displastik sendrom,
Crohn hastaligi, diyabet ve glioblastma gibi hastaliklar {izerine teropdtik etki
gosterdigi rapor edilmistir (33, 53, 103). Talidomit ¢esitli yararli farmakolojik etkiler
gostermektir. Bunlar antikasesik, antiinflamatuvar, antitiimoéral, antianjiyogenik,
timor hiicreleri istilasini inhibe edici, antiviral ve hipoglisemik etkilerdir. Talidomit
bilesiginin yapist temel alinarak antianjiyogenik ajanlar, hiicre farklilasmasini
indiikleyiciler, TNF-a diizenleyicileri, androjen antagonistleri, karaciger X reseptor
antagonistleri, aminopeptidaz inhibitorleri, o-glukozidaz inhibitorleri, timidin
fosforilaz inhibitorleri, siklooksijenaz inhibitdrleri, nitrik oksit inhibitdrleri, histon
deasetilaz inhibitorleri ve tiibiilin polimerasyon inhibitorleri olan birgok biyolojik

aktif bilesik gelistirilmigtir (53).



Calismamizda talidomit bilesigi model olarak alinmistir. Dogal ya da sentetik
yapilarin biyolojik aktiviteleri korunarak veya gelistirilerek molekiiler yapinin
kiiciiltiilmesi ya da basitlestirilmesini amaglayan bir ila¢ tasarim ydntemi olan
molekiiler basitlestirme yaklasimi kullanilarak talidomitin rijit olmayan analoglarin
sentezi diisiinlilmiistiir (28, 45). Bu amagcla talidomit bilesigi kimyasal yapisinda yer
alan ftalimit halkas1 ve piperidin-2,6-dion yapist iizerinde ¢esitli modifikasyonlara
gidilmistir (Sekil 1). Gergeklestirilen modifikasyonlar;

a. Ftalimit halkasinin benzen, 2-piridin, 3-piridin, 4-piridin ve 2-tiyofen
halkalarin1 i¢eren bir agil grubu ile degistirilmesi,

b. Piperidin-2,6-dion yapisinda halkanin a¢ilmasi sonucunda amit azotu
tizerine kiigiik alkil gruplar ile bir aromatik halkanin yerlestirilmesi
ve amit azotun halka igerisine alinmasi seklindedir.

Bu yaklagimlarla tasarlanan 30 adet bilesigin sentezleri gerceklestirilip yapilar
spektral analiz yontemlerinden UV, IR, MASS ve 'H NMR ve elementel analiz
yontemi ile teyit edilmistir. Bilesiklerimizin biyolojik aktiviteleri COX-2
izoenzimine karst biyolojik inhibitor etkinlikleri ve prostaglandin iiretimi iizerine
etkileri tayin edilerek degerlendirilmistir. Caligmamizda elde edilen bu veriler rapor

edilmektedir.
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TEORIK BOLUM

I. SIKLOOKSIJENAZ iZOENZIMLERiIi HAKKINDA GENEL

BILGILER
A. Arasidonik Asit Kaskati

Arasidonik asit 20 karbonlu poli doymamis yag asidi olup memeli hiicrelerinde
bulunan eikosonoid prekiirsoriidiir (61). Arasidonik asit ve metabolitleri olan
eikosanoidler ¢esitli faktorlere cevap olarak canli hiicrelerde inflamasyon
modiilatorleri olarak sentezlenmekte ya da salinmaktadir (12). Bu nedenle aragidonik
asitin metabolitlerine donilisiimiinii saglayan arasidonik asit kaskati inflamasyon
stirecinde kilit bir rol oynamaktadir.

Aragidonik asit hiicre dis membraninda bulunan fosfolipitler ile ester
olusturmaktadir. Her bir membran fosfolipidi 2 yag asidi igermektedir. Bu esansiyel
yag asitlerinden biri aragidonik asit digeri ise eikosapentaenoik asit ya da dihomo-y-
linoleik asittir (61).

Arasidonik asit kaskatinda ilk basamakta arasidonik asit fosfolipide bagl
formundan kirilmakta ve serbest kalmaktadir (Sekil 2). Burada ii¢ farkli enzim olan
fosfolipaz A, (PLA;), fosfolipaz C (PLC) ve fosfalipaz D (PLD)’den en az bir
tanesinin yardimu ile kirilma gergeklesmektedir. PLA, fosfolipitlerin 2 konumundaki
ester baginin hidrolizi ile serbest aragidonik asit olusumunu tek basamakli bir

reaksiyonla saglayan tek fosfolipazdir. Memeli hiicrelerininde inflamatuvar sinyaller,



sitokinler, biiylime faktorleri ve hormonlardan gelen uyarici sinyalleri alan PLA;
enziminin ¢esitli izoformlarin1 bulunmaktadirlar. Arasidonik asit metabolitlerinin
bliyiik bir kismi proinflamatuvar mediyatorleri ve antiinflamatuvar mediyatorleri
etkileyebilmekte, bu sayede gen ekspresyonu, sitokin sinyalizasyonu ve diger immiin
diizenleyici faktorleri modiile etmektedirler. Arasidonik kaskatinin modiilasyonu ya
da inhibisyonu sonucunda antiinflamatuvar ve antikarsinojenik etkiler goriilmektedir.
Bu durumu daha iyi anlayabilmek i¢in arasidonik asit tiirevleri ve tiirevlerin 6zel
etkilerinden sorumlu ii¢ anahtar metabolik yolak olan COX, LOX ve CYP 450
yolaklarini yakindan incelemek gerekmektedir (61). COX yolagi ile prostaglandinler,
prostasiklin, tromboksan ve hidrooksi yag asitleri, LOX yolag: ile lokotrienler,
lipoksinler ve hepoksilinler ve son olarak CYP 450 yolag: ile epoksieikosatrienoik
asitler ve hidroksi yag asitleri olusmaktadir (61). COX vyolagi ile olusan
prostaglandinler inflamatuvar mediyatorler olarak, LOX yolagi ile olusan
l6kotrienler proinflamatuvar mediyator olarak inflamasyon siirecine katkida
bulunurlarken, CYP 450 yolagi ile olusan epoksieikosatrienoik asitler ise

karsinojenik olarak etki gostermektedirler (61).
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B. Siklooksijenaz Yolagi

COX enzimi, COX-1, COX-2 ve COX-3 izoformlar1 olarak tespit edilmistir
(61, 93). COX izoformlar1 insan hiicrelerinde ekspresyon sekillerine ve dokulardaki
dagilimlarina gore farkliliklar géstermektedirler. Bununla birlikte COX izoformlari,
COX yolagr vasitasiyla arasidonik asitin prostaglandinler, prostasiklinler ve
tromboksana doniisiimiinden sorumludurlar (Sekil 3). COX-1 izoenzimi viicut
dokularinda yaygin halde bulunan, memeli hiicreleri ve dokularinda prostaglandin
temel seviyesini diizenleyen bir enzimdir. COX-2 izoformunun ekspresyonu,
inflamasyon yoresinde sitokinler, inflamatuvar uyarilar ve glukokortikoidler gibi
faktorler tarafindan indiiklenmektedir. Bu sebeple COX-2 izoformuna indiiklenebilir
ya da diizenlenebilir COX izoformu denilmektedir (42, 93). COX metabolik
yolagimin ilk basamaginda COX izoenzimleri, prostaglandin G, (PGG;) vermek
tizere siklooksijenaz aktivitelerini kullanarak arasidonik asit bilesiginin
oksijenasyonunu gerceklestirirler. Devaminda ise COX izoenzimleri peroksidaz
aktiviteleri ile PGG,den prostaglandin H, (PGH,) ‘ye olan donisimii
gergeklestirirler. PGH; stabil olmayan bir endoperoksittir. COX yolaginda bulunan
enzimler (Sekil 3), prostasiklin D, (PGD,), prostasiklin E, (PGE,), prostasiklin
PGF,, (PGFy,), prostasiklin I, (PGI;) ve tromboksan A;’nin (TXA;) sentez
basamaklarin1 katalizleyerek PGH,’ den bu prostaglandinlerin elde edilmesini
saglamaktadirlar (61).

COX yolag: triinleri olan prostaglandinler (PG) viicutta bir¢ok fizyolojik ve
patofizyolojik olayda etkilidir. PG’ler, doku hasarina ya da inflamasyona karsi
viicudun gostermis olduklar1 karakteristik cevaplarin  yayilmasina katkida
bulunmaktadir. En 6nemli prostaglandin olan PGE, nin gdrevi inflamasyonun tipik

semptomlart olan kizariklik, sicaklik artigi, sisme, agri ve fonksiyon kaybindan



sorumludur. Prostaglandinlerden PGE, ve PGI,, en 6nemli etkilerini gastrointestinal
kanalda sitoprotektif etki ve renal fonksiyonun kontrolii ile gostermektedirler (30, 59,
78). PG’ler gastrointestinal sistemde inflamasyon goriilmesi durumunda hem
stimiilator etki hem de sitoprotektif etki gostermektedirler. Mukozal PG’lerin
ekspresyonu, gastrointestinal yaralanmalar ve f{ilserle birlikte akut ve kronik
enterokolite kars1 koruyucu etki géstermek amaciyla artmaktadir. Gastrik timorlerde
PGE; arti1, tiimor istilasi, lenf nodu metastazi ve karsinojenez ile ilgili bulunmakta
ve PGE, artisinin vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinliniin sinyalizasyonunu
etkiledigi disiiniilmektedir (61). PG’ler deri inflamasyonlar1 gibi durumlarda, artrit
ve astim gibi hastaliklarda etkisi goriilen inflamatuvar mediyatorlerdir (61). COX-2
izoenzimi 6nemli bir noroinflamasyon mediyatoriidiir. COX-2’nin iskemiyi takip
eden beyin yaralanmalarinda belirgin bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Olusumuna
COX-2’nin aracilik ettigi PGE,, EP, reseptorleri etkileyerek kortikal hiicrelerde
goriilen inflamasyonda ve kortikal hiicrelerin apoptozisinde etki gostermektedir (93).
Osteoartrit ya da romatoid artrit gibi inflamatuvar hastaliklarin NSAII’ler ile tedavisi

PG’lerin fizyolojik fonksiyonlarini da etkilemektedir (30).
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C. Siklooksijenaz Izoenzimleri

Siklooksijenazlar iki katalitik merkeze sahip bifonksiyonel enzimlerdir. COX
izoenzimlerinin siklooksijenaz merkezi prostaglandin G, (PGG)’yi olusturmak tizere
arasidonik aside 2 oksijen atomu ilave etmektedir. Enzimler {izerindeki peroksidaz
aktif merkez ise PGG;’yi PGH;’ye doniistiirmektedir. PGG,’den siklooksijenaz
izoenzimlerinin peroksidaz aktivitesiyle olusan PGH,, cesitli prostaglandinlerin,
tromboksanlarin (6rnek TXA,) ve PGI, prekiirsoriidiir. Bu prostanoidler ve bunlarin
tiirevleri olan diger COX yolag1 metabolitleri spesifik reseptorlerle etkileserek hiicre
fonksiyonlarinin diizenlemektedirler (93).

COX enzimlerinin 3 izoformu vardir. Bunlar COX-1, COX-2 ve COX-3
izoenzimleridir. COX-1 viicutta bir¢ok dokuda yaygin olarak bulunan, memeli hiicre
ve dokularinda prostaglandinlerin temel seviyesini diizenlemek i¢in iretilen bir
enzimdir (61). COX-2 enzimi ise inflamatuvar mediyatorler olan sitokinler, biiylime
faktorleri ve bakteriyel endotoksinler tarafindan hizlica indiiklenir. COX-2 izoenzimi
genellikle inflamasyon bulunan dokularda goriilmektedir (93). Bu iki izoform siklik
DNA (cDNA) ve aminoasit diizeyinde % 60 oraninda homologlardir, ayn1 zamanda
benzer yapisal ve kinetik Ozelliklere de sahiptirler. Her iki izoenzimin substrata
baglanma yorelerinin ve katalitik alanlarinin konformasyonlar1 benzerlik gostersede
bu iki izoform birbirinden farklidir (93). COX-1 izoenziminde 434 ve 523
konumlarinda izolosin amino asiti bulunmakta iken COX-2 izoenziminde ayni
konumlarda valin amino asiti bulunmaktadir. Bu nedenle COX-2 izoformu
nonsteroidal antinflamatuvar ilaglar (NSAII) i¢in daha biiyiik bir baglanma cebine
sahiptir (30). Insanlarda her iki izoenzime ait genler farkli kromozomlarda
bulunmaktadirlar. COX-1 geni kromozom 9, COX-2 geni ise kromozom 1’in

tizerindedir. COX-3 enzimi ise COX ailesinin asetaminofene duyarli izoformudur.
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Diger iki izoformuna gore farkli farmakolojik 6zellige sahip oldugu belirtilmistir.

COX-3 izoformu bir glikoproteindir (93).

1.  Siklooksijenaz -1 izoformu

COX-1 izoenzimi prostagladin H sentetaz (PGHS-1) adiylada bilinen,
siklooksijenaz enziminin katalizledigi peroksidaz ve siklooksijenaz reaksiyonlari ile
aragidonik asitten PGE, PGD, PGF,a ve TXA, gibi prostaglandinlerin prekiirsorii
olan PGH’in olusumuna aracilik ederek etki gosteren siklooksijenaz enziminin
izoformudur. COX-1 izoenzimi, 1967 koyun seminal vezikiillerde enzimatik bir
aktivite olarak tanimlanmis ve 1976 yilinda ise koyundan saflastirilmigtir (10). Aktif
enzim 74,000 Da alt birimiyle birlikte bir homodimerdir. Koyun COX-1’nin kristal
yapist 1994°te aydinlatilmig ve bunu takip eden siiregte ¢ok sayida biyokimyasal

caligsma ve yoreye yonlenen mutajenez ¢aligsmalari ger¢eklestirilmistir (11).

2.  Siklooksijenaz -2 izoformu

1980’lerde bazi ¢alisma gruplar1 trombositlerde ve seminal vezikiillerdeki
siklooksijenazin karakteristigi ile ilgili bir birbirine uyusmayan veriler elde
etmiglerdir. Fibroblastlar ve makrofajlar gibi hiicrelerde prostaglandinlerin hormonal
kontroliiniin sadece bir enzim tarafindan gergeklestirilemeyecegi diisiinlilmiistiir. Bu
caligsmalarda iki farkli siklooksijenaz enziminin var oldugu iddia edilmistir (71, 124).
COX-2 adli verilen bu ikinci bir siklooksijenaz enziminin bulunmasi sonucunda bu
konu iizerine yapilan arastirma sayisi artmistir. Bu arastirmalarin sonuglarina gore ise
COX-2’nin COX-1’den daha biiyiik molekiil agirligina sahip oldugu, COX-2’nin
mRNA ekspresyonunun seyrek oldugu, COX-2’nin biiytime faktorleri ve sitokinler

tarafindan indiiklendigi ve COX-2’nin COX-1’den daha biiyiik bir baglanma cebine
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sahip oldugu belirlenmistir (11, 44). COX-2 izoenziminin ekspresyonu sitokinler,
interlokin 4 (IL 4) ve interlokin 12 (IL 12) ve glukokortikoidler ile
indiiklenebilmekteyken, COX-1 izoenziminin ekspresyonu iizerine bu molekiillerin
etkileri goriilmemektedir (44). Daha ileri g¢alismalarda biyokimyasal, hiicresel,
farmakolojik ve iki enzim arasindaki yapisal farkliliklarin belirgin detaylar ile ilgili

bilgiler elde edilmistir (44).

3.  Siklooksijenaz -1 ve Siklooksijenaz -2 izoenzimlerine Baglanma

Yapilan aragtirmalar COX-1 ve COX-2 izoenzimleri arasinda belirgin bir
diizeyde benzerliklerin var oldugunu ortaya koymustur. COX-2 izoformu 18
aminoasit fazlasiyla COX-1 izoformundan biraz daha biiytiktiir. Aminoasit dizisideki
bu farkliliklar membran baglanma bolgesinde belirgin olarak goriilmektedir. Bu iki
izoenzim 3 yapisal alana sahip dimerlerdir. Bu izoenzimlerde bir N-terminal
epidermal biiyiime faktorii (EGF) alani, bir membrana baglanma bolgesi ve katalitik
alani igeren genis bir C-terminal globular alan mevcuttur (11, 44).

Lipofilite, NSAIl’larin etkinligi i¢in en 6nemli fizikokimyasal parametredir.
COX izoenzimlerin farkli baglanma yoreleri olmasina ragmen COX-1 ve COX-2
izoenzimlerinin protein yapilariyla ilaglarin arasindaki etkilesme, ilaglarin
farmakolojik etkilerinin ve ilag spesifikliginin aydinlatilmast ve anlagilmasi
konusunda katkida bulunmaktadir. Dannhardt ¢alismasinda, ilk kez Picot tarafindan
COX-1 izoenzimin ii¢ boyutlu kristal yapisinin X-Ray yontemi sayesinde bir
nonselektif COX inhibitorii olan flurbiprofen ile COX-1 izoenziminin olusturdugu
kompleksten faydalanilarak belirlendigini bildirmistir. Insan COX-2 enziminin yapisi

ise X-Ray difraksiyonu ya da homoloji modellemesi ile tespit edilmistir (30).
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Siklooksijenazin aktif yoresi NSAII’lerin baglanabildigi uzun hidrofobik kanal
seklindeki yore olarak tarif edilmektedir. Kanal flurbiprofenin aromatik sistemi ile
etkilesen yiiksek elektron yogunlugu sahip alanlar1 igermektedir. Flurbiprofenin
(Sekil 5) karboksil grubu kanalin agzina yonelir ve arginin 120’nin guanidinyum
grubu ile etkilesmek i¢in en uygun pozisyonu alir. Glutamik asit 524 (GLU 524)
arginin 120 (ARG 120)’nin yakininda bulunur ve bu iki artik enzimin agiz kisminin
blokaj1 i¢in bir tuz kopriisii olusturur. ARG 120 ve GLU 524 hidrofobik kanalda
bulunan yegane polar artiklardir. Flurbiprofenin kanala yerleserek arasidonik asitin
siklooksijenaz reaksiyonunu inhibe ettigi diisiiniilmektedir (30).

Indometazin (Sekil 5), COX-1 ve COX-2 izoenzimlerini yavas, zamana
bagimli sekilde inhibe eden bir nonselektif COX inhibitoriidiir. Indometazin COX-2
izoenzimi {lzerine giicli etkisinden bagimsiz olarak hidrofobik kanalin igine
kolaylikla girebilmektedir. Indometazinin benzoil grubu flurbiprofenin bu fenil
halkasina benzer sekilde kanali isgal etmekte ve hidrofobik etkilesme ile stabilize
olmaktadir. Indometazin, zamana bagimli inhibisyon etkisini molekiiliin
konformasyonel degisimi sonrasinda molekiil iizerinde bulunan asit grubu ile uzun
hidrofobik siklooksijenaz kanalinin agiz kisminda bulunan ARG 120 arasinda bir tuz
kopriisii olusturarak meydana getirmektedir (30).

COX-1 ile COX-2 izoenzimleri benzer yapt ve kinetik ozelliklere sahip
olmalarina ragmen, bu iki izoenzim arasindaki en belirgin genetik farklilik,
izoenzimlerin protein yapilarindaki bir aminoasit degisiminden kaynaklanmaktadir.
COX-1 izoenziminde enzimin hidrofobik siklooksijenaz kanalinin 523 pozisyonunda
bulunan hacimli izolosinin, COX-2 izoenziminin ayni pozisyonunda bulunan valin
ile degisimi sonucunda enzimde gergeklesen yapisal modifikasyon, enzim iizerinde

COX-2 izoenzimine karsi ilag selektivitesinin tayini i¢in gerekli olan ikinci cebe
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ulagmaya imkan saglamaktadir. Ayrica 434 pozisyonundaki valin/izolosin degisimi
de kanal girisinin seklinden sorumludur. COX-2’de daha az hacimli valin daha az
sterik engelleme saglayacagi i¢in kanal girisinin seklinin degisimine neden olmakta
ve hacimli siibstitiientlere sahip bilesiklerin kanala girisi icin yeterli bosluk
olusmaktadir (11, 30, 44) (Sekil 4).

SC-588 (Sekil 5) yiiksek selektiviteli COX-2 inhibitorii bir bilesiktir. Visinal
diaril heterosiklik yapidaki 1,5-diarilpirazol tiirevi bu inhibitor bilesik COX-2
enzimine karsi COX-1 enziminden 1900 kat daha selektiftir. COX-2 izoenziminde
SC-588 bilesigi membran baglanma yoresinden siklooksijenaz aktif yorenin kollarina
dogru yonelim gostermektedir. Bilesigin fenil siilfonamit artig1 siklooksijenaz aktif
yorenin COX-2 selektif cebine girmekteyken bilesigin bromofenil artig1 ise
siklooksijenaz aktif yorenin katalitik yoresinin bulundugu diger kola girmektedir.
Polar 6zellikteki siilfonamit grubu COX-2 izoenziminin yiizeyine yakin bir bolgeye
erismekte ve biiyiik olasilikta histidin 90 (HIS 90), glutamin 192 (GLN 192) ve
arginin 513 (ARG 513) amino asitleri ile etkilesmektedir (30).

COX-2 izoenzimin inhibisyon mekanistigini belirlemeye ve COX-2
izoenzimini hedef alan ila¢ tasarimina yonelik ¢aligmalarda izoenzimin statik olan {i¢
boyutlu yapisi kullanilmakta, fakat izoenzimin dinamik bir yapida oldugunu goz ardi
edilmektedir. Enzimin esnek yapist ve siklooksijenaz aktif yoreye giriste bulunan
hidrojen bagi bolgesinin yer degisimi gibi dinamik faktorler de enzim inhibisyonu
hakkinda yapilan degerlendirmede gozoniinde bulundurulmasi gereken onemli bir
parametredir. Ornegin ketoprofen (Sekil 5) ve analoglarmm COX izoenzimlerine
kars1 selektivitelerinin arastirildigi bir calismada, proteinin ligand baglanma
yoresinde bulunan su molekiiliiniin ligand-protein etkilesmesinde Onemli bir rol

oynadigi tespit edilmistir (30, 91).
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Sekil 4. Siklooksijenaz-1 ve Siklooksijenaz-2 izoenzimlerinin Substrat
Baglanma Bolgeleri Arasindaki Yapisal Farkhihiklar
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Sekil 5. Farkli Siklooksijenaz inhibitorlerinin Kimyasal Yapilari

D. Siklooksijenaz izoenzimleri ile iliskilendirilen Hastaliklar

1.  Norolojik Rahatsizhiklar

Prostaglandinler merkezi sinir sisteminde yaygin bir sekilde bulunmaktadir.
1960’larda prostaglandinlerin norohiimoral olabilecekleri fikri ortaya ¢ikmistir. Ayni
yillarda yapilan calismalarda prostaglandinlerin  si¢anlarin  merkezi  sinir
sistemlerinde ve serebral kortekslerinde yaygin olarak ve sinaptik vezikiillerde ise
lokalize olarak bulunduklar1 belirlenmistir. Prostaglandinlerin, kedigillerde serebral
kortekste ve kurbagalarda omurilik soganinin ekstraseliiler ortaminda tespit edilmesi
prostaglandinlerin norohiimoral olduklarint diisiindiirtmiistiir. Prostaglandinlerin,
kedilerin, tavuklarin ve kara kurbagalarinin merkezi sinir sisteminde etkili oldugu
belirtilmistir (58). Daha sonraki ¢alismalarda ise merkezi sinir sisteminde bulunan
prostaglandinlerin nosiseptif transmisyondaki etkileri iizerine odaklanilmistir.
Periferal doku yaralanmalar1 ve bunu takip eden inflamasyon siirecinde omurilik

soganinda COX 2 izoenziminin ekspresyonu ve PGE, iiretimi artmistir. Bu sonuglar
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PGE,’in omurilik soganinda nosiseptif transmisyonu gergeklestirdigini isaret
etmektedir (63, 93).

COX-2 izoenzimi énemli bir néroinflamasyon mediyatoriidiir. Iskemiyi takip
eden beyin hasarlarinda belirgin bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (88). Beyin
hasarlarinda, COX-2 izoenzimi tarafindan iiretilen PGE,, inflamasyon olusumuna
katkida bulunmakta ve bir proapoptotik ajan olan kaspase-3’ii aktive eden
prostaglandin EP, (EP;) reseptorlerini etkileyerek kortikal hiicrelerin apoptozis
stirecinde gorev almaktadir (116). COX-1 ve COX-2 genleri lizerine yapilan
calismalarda, fel¢ sonucunda olusan hasarlarda bu enzimlerin rolleri olabilecegi
konusunda bazi bilgiler elde edilmigtir. COX-1 geni bulunmayan farelerde yapilan
bir ¢alismada serebral kan akiminin azaldig1 ve beyin iskemisi sonucu olusan hasarin
arttigi bulunmus ve iskemik beyin hasarinin ve norotoksisitenin azalmakta oldugu
tespit edilmistir (62, 88). Bagka bir ¢alisma COX-2 izoenziminin norotoksik
etkisinden PGE;’nin sorumlu olabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica prostaglandin
EP;(EP,) reseptorlerinin COX-2 tiirevi PGE, nin norotoksik etkileri i¢in gerekli
olabilecegi diistiniilmektedir (76, 93).

PGE;’nin aktive ettigi EP; reseptorleri bozulan sodyum/kalsiyum degisimi ile
noronal kalsiyum homeostazini engellemektedir. Bunun sonucunda eksitotoksik
yaralanmay1 takip eden iyilesme siireci engellenmektedir. EP; reseptorlerinin
farmakolojik inhibisyonu ya da gen inaktivasyonu, serebral arter tikanmasi,
oksijen/gliikoz yoksunlugu ya da N-metil-p-aspartik asit gibi eksitotoksik amino
asitlere maruz kalmanin sebep oldugu beyin hasarlarin1 azaltmaktadir (70). Yiiksek
selektiviteli COX-2 inhibitorlerinin serebroprotektif etkilerini arastirmak igin ¢esitli
calismalar yapilmistir (88). Bu inhibitorlerden DFU bilesiginin (Sekil 6)

kemirgenlerde serebral iskeminin olusumundan birka¢ saat sonra bile noroprotektif
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etki gosterdigi tespit edilmistir (13). Diger yiiksek selektiviteli COX-2
inhibitorlerinin de sicanlarda uygulanan modellerde serebral iskemiye karsi

noroprotektif oldugu rapor edilmistir (93).

Sekil 6. DFU Bilesigi

Eksitotoksisite, fazla miktardaki glutamat ve glutamat analoglarinin ndronlar
uyardig1 ve ndronlarin dliimlerine neden oldugu bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir.
Eksitotoksisite, PLA,, COX-2, LOX ve EPOX enzimlerinin aktivasyonu, serbest
radikal tretimi ve mitokondrial disfonksiyon sonucu olusan kalsiyum akiniyla
yayilmaktadir. COX-2 ve 5-LOX’un eksitotoksisitedeki roliinii sicanlar iizerinde
yapilan mikrodializ c¢alismalar1 desteklemektedir. N-metil-p-aspartat (NMDA)
antagonistleri, PGE, ve 8-epi-PGF,, tiretimini COX-1 ve COX-2 inhibitorleri ile
birlikte uygulandiklarinda engelleyebilmekte bu sonug ise eksitotoksisitede goriilen
prostaglandin sentezine ve oksidatif hasarin olugmasma, COX-1 ve COX-2
izoenzimlerin birlikte katk:1 gosterdigini isaret etmektedir (93).

Arasidonik asit, membran fosfolipidlerinden epilepsi ndbeti siirecinde
salinmakta ve hastalik patojenezinde etkili olmaktadir. Nobetler sitosolik PLA;’yi
aktive etmekte ve COX-2 ekspresyonunu indiiklemektedir. Sigan kortiko
hippokampal ndronlarmin primer kiiltiiriindeki glutamat eksitotoksisitesinin COX-2

ekspresyonun artist ile yayildigi rapor edilmistir (119). Yapilan ¢alismalarda
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kemirgenlerdeki spontan nobetlerin serebral kortekste, hippokampusta ve stratumda
PGD; konsantrasyonun artisi ile ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (93).

Yasglanma stireciyle ilgili en yaygin norodejeneratif hastalik olan Alzheimer
hastaligi diinya iizerinde yaklagik 30 milyon kiside gorilmektedir. Alzheimer
hastalig1 patolojisi, kognitif fonksiyon kaybi ve beyin hasari sonucu yaygin ndron
kaybi, norofibriller diigiimler ve beynin hassas bolgesindeki amiloid-f plaklarinin
hiicre disinda birikmesi ile karakterize kronik inflamatuvar cevap olarak
goriilmektedir. Amiloid birikmesi ile sonu¢lanan muhtemel bir reaksiyon sonucu
yaygin bir oksidatif hasar goriiliir. Alzheimer hastaligini baglatan olgu heniiz
bilinmemesine ragmen amiloid B (AP) plagin kontrolsiiz iiretiminin Alzheimer
hastaligina neden oldugu diistintilmektedir (123). COX-1 ve COX-2 izoenzimleri, y-
sekretaz aktiviteyi kapsayan mekanizmayla B-amiloid peptid iiretimini etkin hale
getirmektedirler. PGE, artis1 ile y-sekretaz aktivite arasindaki iligkinin sadece AP
birikmesini module etmedigi ayni zamanda da Alzheimer hastaliginda beyinde
noroinflamasyonu indiikledigi bilinmektedir. Ayrica COX-2 ekspresyonu, hiicre
siklusu aktivitesinin diizenlenmesine ve Alzheimer hastaliginin patojeneziyle yayilan
hiicre siklusu anomalilerin diizenlenmesine dahil olmaktadir. COX-2 izoenziminin
hiicre siklusuna girmesi Alzheimer hastaligindaki COX-2 izoenziminin aracilik ettigi
noronal hasara sebep olmaktadir (93).

Yapilan calismalarda elde edilen sonuglara gore her ne kadar nonsteroidal
antiiflamatuvar ilaglarm (NSAII) Alzheimer hastaliginda birincil farmakolojik
aktivitesi inflamatuvar prostaglandinlerin liretiminden sorumlu siklooksijenaz enzim
inhibisyonu olmakla birlikte, NSAIi’lar y-sekretaz aktivitesini dogrudan
diizenleyerek selektif olarak amilogenik AB-42 peptidlerin azalmasini sagladiklari

rapor edilmistir (123).
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Amiotropik lateral sklerozis (ALS) beyinde ve omurilikte motor noronlarin
hasar gormesi sonucu olusan bir norolojik hastaliktir. ALS hastaligin nedeni
bilinmemesine ragmen, ALS hastaliginin patojenezinde goriilen glutamat
eksitotoksitesi ve oksidatif stresin, motor noronlar ve bunlar1 saran glia hiicreleri
arasindaki ileti transferini bozdugu tespit edilmistir. ALS vakalarinin %10’nu ailevi
kokenlidir. ALS’nin ailevi olmayan tiirii ndéroinflamasyon, COX-2 izoenziminin
mRNA’smin artis1 ve oksidatif stresle karakterizedir. ALS’de hiicre kiiltiiri modeli
kullanilarak yapilan bir ¢caligmada selektif COX-2 inhibitorii SC 236 kullanilmis ve
bu bilesigin motor ndronlarin yikimini 6nledigi rapor edilmistir. Bu kanit ALS’de
COX-2’nin inflamatuvar siiregte onemli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.
COX-2 ve PGE; miktarinin artmast hastaligin olusumu agisindan asil neden
olmamakla birlikte bu parametrelerdeki degisimler ALS hastaliginda inflamasyonun
katkisini ortaya koymaktadir (93).

Parkinson hastaligi, patojenezi kesin olarak bilinmeyen ve substantia nigrada
asamali olarak dopaminerjik noéron kaybmin goriildiigli ndrodejeneratif bir
hastaliktir. Hastalik esnasinda substantia nigrada lipid peroksidasyonu, demir
seviyesi ve siiperoksik dismutaz aktivite (SOD) artmistir. Parkinson hastaliginda
dopaminerjik noronlarda gelisen dejenerasyon ile eksitotoksik yaralanmalarin
yayildigi rapor edilmistir. Parkinson hastaligi bulunan kisilerde COX-2 ekspresyonu
hakkinda bir bilgi olmamasina ragmen COX-2 izoenziminin hastaligin patojenezine
katkis1 hayvan modellerinde arastirilmistir. Feng ve Teismann’in ayr1 ayri yaptiklari
calismalarda COX-2 geni bulunan ve bulunmayan farelere MPTP(1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridin) uygulamalart sonucunda COX-2 geni bulunmayan farelerde
daha digiik Olim oram tespit etmislerdir (39, 117). COX-2 ekspresyonu

inhibisyonunun, MPTP kaynakli lezyonlarin azalmasini ve substantia nigrada ise
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dopaminerjik noronlarin korunmasini sagladigi rapor edilmistir (117). Hayvan
modellerinde de COX-2 kaynakli nérodejenerasyon tam olarak bilinmemektedir (93,
117).

Creutzfeldt-Jakob hastalig1 insanlarda prion hastaliklarinin en yaygin tiirtidiir.
Noron kaybi, gliozis ve abnormal ekstraselliiler B- heliks zengini prion protein
(PrP*) birikmesi ile karakterize bir hastaliktir. Bu abnormal proteinler fonksiyonlar
tam olarak bilinmeyen o-heliks zengini prion proteinlerinin (PrP¢) izoformlaridirlar.
PrP®, sinaptik fonksiyon, sirkadiyen ritm regulasyonu ve bakir transportuyla
iligkilidir. Bakir, redoks iletimini saglayan bir metaldir. PrP Cu®>*/Zn*" siiperoksit
dismutazi regiile etmekte ve bu sayede PrP® redoks dengesine katkida bulunmaktadir.
Elde edilen calisma sonuglarina gore redoks degisimi ve oksidatif stres Creutzfeldt-
Jakob hastalig1 patojeneziyle yakindan ilgilidir (14). RT-PCR ve immunoblotlama
teknigi kullanilan ¢aligmalarda COX-1 ve COX-2’nin Creutzfeldt-Jakob hastaligi
bulunan hastalarin beyninde arttig1 tespit edilmistir. Creutzfeldt-Jakob hastaliginda
beyin omurilik sivisinda ve scrapie enfekte olmus farelerin beyinlerinde COX-1 ve
COX-2 artisginin, PGE, ve F2-isoprostaz 8-epi-prostaglandin Fo (8-epi-PGF2a)
konsantrasyonunu birkag¢ kat arttirdigi tespit edilmistir (80). Bulunan bu sonuglar
siklooksijenaz aktivitenin inflamatuvar siirece katkida bulundugunu ve Creutzfeldt-
Jakob hastalig1 patojenezinde de etkili oldugunu gostermektedir. Hastalik

patojenezinde goriilen noroinflamasyon, néron oliimiine sebep olmaktadir (93).

2.  Cesitli Kanser Tiirleri

Kronik inflamasyon, hiicre doniistimii, hiicre artigi, hiicrenin hayatta kalmasi,
hiicre proliferasyonu, hiicre istilasi, hiicre angiyojenezi ve metaztazinin dahil oldugu

tiimorojenez siirecindeki ¢esitli basamaklarla baglantilidir. Bu sebeple inflamasyon
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cesitli kanser tiirleri agisindan énemli bir risk faktoriidiir. COX-2 izoenziminin timor
hiicresinde hiicrenin homeostazi, anjiyogenezi ve tiimorojenezinde onemli bir rol
oynamasi, timor ve inflamasyon arasindaki baglantiy1 ortaya koymaktadir. COX-2
izoenzimi niikleer faktor kappa B (NF-gB) tarafindan ekspresyonu diizenlenen
indiikleyici bir enzimdir ve tiimorojenezin yayilmasina katkida bulunur (2). COX-2,
PGH sentetazin indiiklenebilir izoformu olarak ¢esitli insan kanser tiirlerinde biiytime
ve gelisme siireglerine etki etmektedir. Endotelyal biiylime faktori reseptorii (EGFR)
sinyalizasyonu ve COX-2 aktivitesi, premalignant ve malignant hastaliklarin
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadirlar. EGFR ve COX-2 arasindaki molekiiler
sinyal ileti yolagi, EGFR sinyalizasyonu ve COX-2 aktivite arasindaki direk
etkilesmenin kanitlanmasi ile agiga kavusmaya baslamaktadir. PGE,, EGFR’yi
transaktive etmekte ve fosforillemektedir. PGE, ekstraselliiler sinyal regiile kinaz
(ERK) 2-mitojenik sinyalizasyon yolagini tetiklemektedir. PGE, ayrica fosfotidil
inositol 3-kinaz/Akt yolagini aktive eder ve kanser hiicrelerinin migrasyon, invasyon
ve proliferasyonuna neden olur. Endotelyal biiyiime faktorii (EGF) ve anjiyogenik
faktor olan transforming biiylime faktorii-o (TGF-a) COX-2 ekspresyonu tarafindan
indiiklenmektedir. PGE; tiimor nekrozis faktdr-o (TNF-a)’y1 inhibe etmekte ve bir
immiinosiipresif sitokin olan interlokin-10 (IL-10)’u indiiklemektedir. COX-2
ekspresyonu ortadan kalktiginda in vivo IL-10 ve IL-12 arasindaki dengenin restore
edilmesiyle antitimor reaktivitenin arttigi gorilmiistiir (5).

Yakin zamanda yapilan epidemiyolojik calismalar diizenli olarak NSAIi
kullanan bireylerin kullanmayan bireylere gore kolorektal kanserde goriilen 6lim
oraninin % 40-50 oraninda daha diisiik oldugunu gdstermektedir. Klinik olarak
kolorektal teshisi konmus kisilerden alinan kolorektal kanserli dokularda COX-2

ekspresyonunun artmis oldugu tespit edilmistir. Siklooksijenaz enzimi kolon kanseri
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tarafindan indiiklenmis angiyojenezi iki mekanizma ile diizenlemektedir. COX-2
kolon kanserli hiicreler ile angiyojenik faktorlerin {iretimini module ederken, COX-1
de endotel hiicrelerde anjiyogenezi diizenlemektedir. COX-2 ve mPGES’in ailevi
adenomatus polipozis poliplerinde COX-1 eksprese fibroblastlardan indiiklenmekte
oldugu rapor edilmistir. Insan tiimorlerinde COX-2 ekspresyonu cesitli biiyiime
faktorleri, sitokinler, onkogenler ve diger faktorler tarafindan indiiklenmektedir.
Interlokin 1B (IL-1pB) nin insan kolorektal kanser hiicrelerinde goklu sinyal yolaklari
ile COX-2 ekspresyonunu arttirdigi rapor edilmistir (2).

Serum estradiol seviyesi, gogiis kanseri riskini onemli oranda arttiran bir
faktordiir. Serum estradiol, Ostrojen reseptorleri bulunan goglis kanserleri
timorlerinde goriilmektedir. COX-2’nin asir1 ekspresyonu, angiyojenez, mutajenez,
apoptozis inhibisyonu ve aromatazin Kkatalizledigi Ostrojen biyosentezinde
immunosiipresyonla birlikte timdr biiyiimesinde dnemli bir etkendir. COX-2 enzimi
tarafindan katalizlendigi bilinen PGE,, aromataz gen ekspresyonunu arttirmaktadir.
Hayvan calismalarinda farelerde COX-2’nin baskiladig1 durumda aromataz aktivite
diiserken, transemik COX-2 izoenziminin agir1 ekspresyonu sonucunda aromataz
aktivitenin arttigr goriilmektedir. COX inhibitorleri gogiis kanser hiicrelerinde
aromataz  aktiviteyi  dislirmekte ve  bunu trankripsiyonel  seviyede
gergeklestirmektedir (57).

Tiimor hiicrelerinden eksprese olan PGE,, bagisiklik modiilatorii sitokinlerin
tiretiminin dengesinin bozulmasi siirecini yonlendiren bir mediyatordiir. Huang ve
digerleri yaptig1 ¢aligmalarda IL-10 ve IL-12 dengesini degistirerek kiiclik hiicreli
olmayan akciger kanser hiicrelerinde antitimor bagisikligi baskilamig, COX-2
izoenziminin agir1 eksprese oldugunu ve bunun sonucunda yiiksek miktarda PGE,

tiretiminin gergeklestigini rapor etmistir (60). Kiiclik hiicreli olmayan akciger
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kanserinde COX-2’nin in vitro ve in vivo olarak angiyojenezi arttirdig1 rapor
edilmistir. Ayn1 zamanda fibroblast biiylime faktorii 2 (FGF-2) ‘nin indiikledigi
angiyojenezin de COX-2 ekspresyonuna bagli oldugu bildirilmistir. COX-2
inhibisyonu, akciger kanserinde antitiimér cevaba katkida bulunarak angiyojenik
aktivitenin azalmasim1 saglamaktadir. COX-2 ekspresyonu akciger kanserinde
invasyon siirecinde de etkilidir. COX-2-S ve COX-2-As klonlar1 {izerine yapilan
calismada COX-2-S klonunun PGE; seviyesini 10 kat arttirdigi, bunun sonucunda ise
kanser hiicrelerinin istila kapasitesinin arttig1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda kanser
gelisiminde COX-2 ile insan epidermal biiylime faktorii sinyalizasyonu arasinda bir
etkilesme oldugu tespit edilmistir. Mao ve digerleri ¢aligmalarinda Tsujii ve Du
Bois’in COX-2 ekspresyonunu zorladigini ve sonucunda ise apoptozise direncin
azaldigini tespit ettigini bildirmislerdir (77).

COX-2 ekspresyonu insan over tiimorlerinde de tespit edilmistir. COX-2
melonomlarda da goriilen bir enzimdir. COX-2 ekspresyonun artisi malingnant
epitelyal kanserin gelisim ve ilerleme siirecinde etkilidir. COX-2 enziminin gastrik
ve pankreas kanserlerinde de onemli bir rolii vardir. COX-2 asir1 ekspresyonu
0zofagal adinokarsinom ve Barrett 6zofagusunun metaplastik epitelyumunda da
tespit edilmistir. Ozofagal, mide ve pankreas kanserlerine yakalanma riski, Barrett
metaplazili 6zofajit, intestinal metaplazili kronik atropik gastrit ve kronik pankreotit
gibi inflamatuvar hastaliklar ile artabilmektedir. PG’ler gastrointestinal sistemde
bulunan kolon, intestinal, gastrik ve Ozofagal hiicrelerin farkli hiicre
proliferasyonlarini stimiile etmektedirler. Kanser hiicrelerinin sinyal ileti sisteminin
bir parcast olan Ras-mitojen aktive protein kinaz (Ras-MAPK) yolaginin
aktivasyonuyla indiiklenen COX-2 kaynakli PGE,, insan kanser hiicresinin

biiylimesini arttirmaktadir (25).
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Prostat karsinomlarinda COX-2’nin asir1 ekpresyonu ile ilgili siire¢ heniiz
¢cOziilememistir. Bazi arastirmacilar prostat tiimor dokusunu normal prostat
dokusuyla kiyasladiklarinda COX-2 izoenziminin ekpresyonunun artti§ina iligkin bir
belirti bulamadiklarini, diger arastirmacilar ise prostat tiimorii icerisinde ve
farklilasmis prostat kanserinde COX-2 izoenziminin mevcut oldugunu rapor
etmislerdir. Androjenden bagimsiz prostat kanserinde, otokrin ve parakrin
mekanizmalariin tiimdr hiicrelerinin  proliferasyonun stimiilasyonunu dogrudan,
prostaglandini regiile eden lokal androjen sentezini ise dolayli yoldan etkiledikleri
diisiiniilmektedir. Insan kanser hiicreleri hatlart PC-3 nm ve LNCaP ile yapilan bir
calismada COX-2 mRNA ekspresyonunda artis goriildiigli ve hiicre proliferasyonun,
total DNA igerigi ve endojen PGE, iiretiminin eksojen dimetil prostaglandin E,’ye
cevap olarak arttig1 rapor edilmistir. Baska bir ¢aligmada prostat kanseri bulunan
dokuda COX-1 izoenziminin ekspresyonuna rastlanmistir. COX-2 izoenziminin
ekspresyonu ise adenokarsinom farklilagsmasinin derecesini diizenlemektedir (5).

COX-2 izoenziminin agir1 ekpresyonunun bas ve boyun skuamoz hiicre
kanserlerinde goriildiigii rapor edilmistir (79). Immiinohistokimyasal analizlerde bas
ve boyun skuamoz hiicreleri karsinomu bulunan 10 vakada giligli COX-2
izoenziminin eksprese oldugu tespit edilmistir. COX-2 ekspresyonun, oral mukozal
lezyonlarda, hiperplazi ve displazi’de olusan lekelerde COX-2 artistyla
immiinohistokimyasal olarak kanitlandigi bildirilmistir. COX-2 izoenzimi bas ve
boyun kanserinde hiicre proliferasyonu, apoptozis ve anjiyogeneze Kkatkida

bulunmaktadir (79).
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3.  Kardiyovaskiiler Sistem Hastaliklar:

Trombozis, miyokard infarktiisii ve felg gibi iskemik kardiyovaskiiler
hastaliklara neden olan, biiyiik arter duvarlarinda lipid infiltrasyonu olarak
tanimlanan aterosklerozis plaklar1 ile karakterize inflamatuvar bir hastalik olan
aterosklerozisin ilerlemis sathasi olan bir patolojik durumdur. Trombozis,
aterosklerotik lezyonlar ve trobositlerin olusumunu saglayan 6nemli bir olusumdur.
Arasidonik kaskati {liriinii olan tromboksan kardiyovaskiiler rahatsizliklarda 6nemli
bir rol oynamaktadir (32). COX-2 izoenziminin ekspresyonunun insan
trombositlerinde gerceklestigi rapor edilmistir. COX-2 izoenzimi fizyolojik olarak
cok az bir oranda trombositlerde bulunmasina ragmen COX-2 izoenziminin eksprese
oldugu trombositler yiiksek trombosit rejenerasyonunu arttirmaktadir. Inflamasyon,
aterosklerotik plak erozyonu ve yirtilmasiyla sonuglanan siiregte etkin bir rol
oynamaktadir. Inflamasyonla kardiyovaskiiler hastalik riski arasinda bir iliski
mevcuttur. Yapilan calismalardan elde edilen sonuglara gore inflamasyonun
semptomatik plaklarda, makrofajlarin biiyiik ¢ogunlugunda ve semptomatik plaklarin
bas kisminda bulunan T hiicrelerinde yaygin bir sekilde bulundugu tespit edilmistir.
Plak bozulmasi plaklardaki inflamasyon artistyla iligkilidir (29).

COX-2/mPGES-1 enzim ¢ifti patofizyolojik olarak aterojenez siirecinde
etkilidirler. Vaskiiler hiicrelerde pro-inflamatuvar uyart ile mPGES-1 ekspresyonu
belirgin bir sekilde artmaktadir. COX-2/mPGES-1 c¢iftinin makrofajlardaki asiri
ekspresyonu insan aterojenezindeki PGE, ve PGE, bagimli MMP’lerin
biyosentezinin artmasini yoneten arasidonik asit metabolizma yolagi iizerinde
belirgin bir sekilde etkilidir (29).

COX-2 izoenziminin plak diizensizliginde kritik bir rolii vardir. Stabil olmayan

plaklarda stabil plaklara gore prostaglandin E sentaz (mPGES-1) ile COX-2 seviyesi
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artmaktadir. Bu iki enzimin asir1 ekspresyonu ile metaloproteinler olan MMP-2 ve
MMP-9’un ekspresyonu arasinda iligki vardir. Matriks degrade enzimler plak fibril
yapisini zayiflatabilmektedir. Bunu da PGE; ile gerceklestirmektedirler. Elde edilen
verilere gore COX-2, PGE, bagimli metaloproteinler ile plak diizensizligini
arttirabilmektedir (24).

COX-2’nin aterotrombozisteki rolii kompleks bir siiregtir. COX-2 arasidonik
asit kaskatinda sadece pro-inflamatuvar prostanoidlerin degil ayni zamanda anti-
inflamatuvar prostonoidlerin iretilmesinde de etkilidir. PGI, kardiyovaskiiler
hastaliklarda COX-prostanoid kaskadini tamamlayan ve COX-2 izoenzimi tarafindan
tiretilen major bir antiaterojenik prostanoiddir. TXA, ve diger aterojenik
prostanoidlerin  aksine = PGI,  kardiyovaskiiler  sistemin = homeostazinin
diizenlenmesinde en Onemli prostanoiddir. PGI,, aterojenik siirecte de trombosit
aktivasyonunu, endotelyumda 16kosit adezyonunu ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
plaktaki proliferasyonunu sinirlayarak koruyucu etkisini gostermektedir (69).

COX-2 ekspresyonunun ve COX-2 tiirevi prostanoidlerin aterojenezin farkl
fazlarinda etkileri tartismalidir. COX-2, belirgin olarak plak lezyonlar ile birlikte
makrofajlarda bulunmaktadir ve COX-2 ekspresyonun artisina paralel olarak PGE;
ekspresyonu artmaktadir. PGE, diger pro-inflamatuvar mediyatorler ve adezyon
molekiillerinin indiiksyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla aterojenez gelisimini yayan
ve makrofaj ve diger immiin hiicrelerinin gogiinii kolaylastiran aterojenik
prostanoidlerden bir tanesidir. PGI,, vaskiiler endotelyal biiyiime faktdrlerinin
tiretimini vaskiiler hiicrelerinde dahil oldugu ¢esitli hiicre tiplerinde indiiklemektedir.
PGI, proanjiyogenik faktorlerin biyolojik etkilerini arttirmaktadir. COX-2, sadece
pro-inflamatuvar prostanoidlerin degil, ayn1 zamanda antiaterojenik PGI, sentezinde

gorev almaktadir. COX-2, aterotrombotik patolojinin belirlenmesi 6nemli olan PGI,
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ile diger aterojenik prostanoidler arasindaki dengeyi de saglamaktadir. Endotelyal
hiicreler, vaskiiler diiz kaslarin dahil oldugu diger vaskiiler hiicreler ve endotelyal

projenitor hiicreler PGI; i¢in aterosklerotik lezyonlarda 6nemli bir kaynaktir (69).

4. Kemikler ve Artritler

Prostaglandinler insan ve hayvanlardaki kemik rezorpsiyonu stimiile
etmektedirler. Osteoblastlar tarafindan sentezlenen kollajen, prostaglandinler
tarafindan hem stimiile hem de inhibe edilmektedir. Kemik hiicrelerinde goriilen
mekanik stres de prostaglandin sentezini arttirmaktadir. Immobilizasyon siirecinde
goriilen kemik kaybi prostaglandinler tarafindan yayilmaktadir. Prostaglandinler
kemik modellemelerinde birkag yolla etki gostermektedirler. Prostaglandinler
osteoklastlarin ve osteoblastlarin prekiirsorlerinin farklilagmasini, in vitro olarak
kemik resorpsiyonunu ve in vivo ortama eksojen olarak verildiklerinde kemik
biiyiimesini stimiile etmektedirler. Prostaglandin sentezinin kemik kayb1 ve
sekillenmesi {izerine etkileri hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir.
Osteoblastlarda  gergeklestirilen kemik yeniden modellemelerinde, COX-2
indiiksiyonunun akut stres cevaba karsi esansiyel oldugu rapor edilmistir. Kemik
kayb1 peridontal hastaliktaki inflamasyonla ortaya ¢ikmaktadir. Sitokinlerin, COX-2
ve prostaglandin liretiminin artigini kemik iligi hiicre kiiltiirinde indiikledikleri tespit
edilmistir. Prostaglandinlerin kemiklerdeki resorpsiyon ve formasyonun esgiidiim
icinde gerceklesmesinden ve bu iki siireg arasindaki dengenin korunmasindan
sorumlu olduklar1 diisiiniilmektedir (104).

Inflamatuvar artritlerle ilgili hayvan modellerinden elde edilen kanitlara gére
COX-2 ekspresyonunun artmasi inflamasyon dokularinda prostaglandin iiretiminin

artmasina sebep olmaktadir. COX-2 indiikksiyonu hem insan osteoartritlerinden
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etkilenmis kikirdakta hem de romatoid artritli hastalardan alinan sinoviyal dokularda
goriilmektedir. Insan sinoviyal dokular1 ya da monositlerden tiirevlendirilen primer
hiicreler iizerinde yiiriitiilen hiicre kiltlirii deneylerinde inflamatuvar stiregle ilgili
indiiksiyonun modiilasyonu {izerine etkili faktorlerin anlagilmasi agisindan 6nemli
bilgiler elde edilmistir. Pro-inflamatuvar ajanlardan interlokin-1 (IL-1), tiimor nekroz
faktor—o (TNF-a) ve lipopolisakkaritle biiylime faktorlerinin bu sistemde COX-2
ekspresyonunu indiikledikleri, anti-inflamatuvar sitokinlerden interlokin-4 (IL-4) ve
interlokin-3 (IL-3) ile immiinosiipresif glukokortikoidlerin COX-2 seviyesini
diisiirdiikleri rapor edilmistir. Osteoartritli hastalardan alinan sinoviyal dokularda ise
az miktarda COX-2 izoenzimi, insan osteoartritinden etkilenmis kikirdaktan elde
edilen primer in vitro Kkiiltirlerde yliksek miktarda COX-2 izoenzimi ve
prostaglandin eksprese edildigi rapor edilmistir. Nitrik oksit ve diger Onemli
inflamatuvar modiilatorlerin  osteoartritik  kikirdakta prostaglandin iiretimini
diizenledikleri belirlenmis, buna ragmen nitrik oksit ile inflamatuvar modiilatérlerin

sinoviyal hiicrelerde tespit edilemedigi bildirilmistir (104).

E. Antiinflamatuvar Ilaclar

1.  Nonsteroidal Antiinflamatuvar ilaclarin Simflandirilmasi

Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglar (NSAII), agrinin, inflamasyonun ve
ozellikle romatoid artrit ve osteoartrit gibi hastaliklarin tedavisinde oncelige ve ¢ok
yaygin kullamma sahip terapotik ajanlardir. NSAII olarak kullanilan ilk ilag
aspirindir. 1970’lerde NSAIl’lar agisindan gerceklesen en &nemli bilimsel ilerleme,
aspirin ve diger NSAIl’larin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasidir. Dannhardt
ve Kiefer caligmalarinda Vane, Samuelson ve Bergstrom’un c¢esitli fizyolojik ve

patofizyolojik fonksiyonlar1 bulunan prostaglandinlerin (PG) biyosentezinin
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engellenmesinin antiinflamatuvar etkiyi ortaya ¢ikardigin1 rapor ettiklerini
bildirmistir (30).

NSAIl’lar siklooksijenaz enzimi ile etkileserek PG sentezinin inhibisyonunu
gerceklestirmek suretiyle terapotik etkilerini gostermektedirler. Birgok in vitro ve in
vivo test modeli, ilaglarla arasidonik asit metabolizmas1 arasindaki etkilesmeyi ortaya
koymak icin gelistirilmistir. Antiinflamatuvar bilesikler bu modeller kullanilarak
biyolojik  aktiviteleri agisindan  degerlendirilmistir. COX-1 ve COX-2
izoenzimlerinin belirlenmesinden sonra enzim selektivitesi de dikkate alinmaya
baglamistir. COX-2/COX-1 ICsy degerlerinin oran1 enzim selektivitesinin
degerlendirilmesi i¢in kabul edilen ve yaygin olarak kullanilan bir parametredir.
Enzim selektivitesinin degerlendirilmesinde kullanilan bu oran degeri, selektivite
teshisi agisindan sinirlamalar1 bulunmaktadir. Bu durumun sebebi ise COX-2/COX-1
ICsy degerlerinin oraninin, kullanilan test sistemlerine, hiicre tiplerine, stimiile eden
ajanlara ve kullanilan kiiltiiriin durumuna kuvvetli bir bicimde bagli olmasindan
kaynaklanmaktadir (30).

NSAil’lar COX-2/COX-1 ICs degerlerinin oran1 kullanilarak enzimler
lizerindeki selektif etkileri agisindan siiflandirilnislardir. Buna gore NSAIQ’lar,
nonselektif COX inhibitorleri, selektif COX-1 inhibitorleri, tercihli COX-2
inhibitorleri ~ ve  yiiksek  selektiviteli COX-2 inhibitorleri olarak

siiflandirilmaktadirlar (30).

2. Selektif Siklooksijenaz-1 inhibitorleri

Aspirin bu gruba iiye olan c¢ok etkin bir COX-1 inhibitoridir (Sekil 7).

Aspirin, diisiik dozda kardiyovaskiiler sistem ile ilgili hastaliklarda trombosit
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agregasyonunu Onlemek amaciyla selektif COX-1 inhibitorii olarak kullanilmaktadir

(40).

C[COOH
0OO0C,H;s
Aspirin

Sekil 7. Selektif Siklooksijenaz-1 Inhibitorleri

3.  Nonselektif Siklooksijenaz Inhibitérleri

Bu ilaglar COX-1 ve COX-2 izoenzimlerinin ikisini birden inhibe
etmektedirler. Bu gruba yiiksek dozda kullanilan aspirin ile indometazin, piroksikam,

diklofenak ve iburofen girmektedir (40) (Sekil 7 ve 8).
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Sekil 8. Nonselektif Siklooksijenaz Inhibitorleri



4.  Tercihli Siklooksijenaz-2 Inhibitérleri

Meloksikam ve nimesulid (Sekil 9) bu gruba ait ilaglarin 6rnekleridir. Bu
ilaglar biitlin hiicre sistemlerinde 1’den diisik COX-2/COX-1 ICsy oranina
sahiptirler. Nimesulid biitlin hiicre analizinde hem COX-1 hemde COX-2 iizerinde
esit potansiyel etki gosterirken, insan COX-1 ve COX-2’sinin mikrozomal analizinde
COX-2 iizerine 5 kat fazla selektif etki gostermektedir. Meloksikam ise biitiin hiicre
analizlerinde COX-2 iizerine selektif etki gostermektetir. Mikrozomal analizde ise
COX-2 iizerinde 75 kat fazla selektiviteye sahiptir. Klinik ¢aligmalarda meloksikam
molekiiliinlin antiinflamatuvar dozda trombosit agregasyonu ve renal prostaglandin

sentezi iizerine etki gostermedigi tespit edilmistir (40).
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Sekil 9. Tercihli Siklooksijenaz-2 Inhibitérleri

5.  Yiiksek Selektiviteli Siklooksijenaz-2 Inhibitorleri

Yeni gelistirilen yiiksek selektiviteli COX-2 inhibitorlerinde COX-2/COX-1
IC50 orani tiim hiicre sistemlerinde 0.001’den kiigiiktiir. Bu gruba selekoksib,
rofekoksib, DUP-697 (Sekil 10) gibi bilesikler dahildir (40). Bu gruba ait bilesikler
klasik NSAIi’lerden farkli olarak karboksilik grup icermemelerine ragmen enzimin
hidrofobik kanalinda bir tuz formu olusturmaksizin enzimle farkli oryantasyonlarla

etkileserek etkili COX-2 affinitesi gostermektedirler. Selektif COX-2 inhibitorleri
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farkl1 yapisal siniflara ayrilmaktadirlar. Bunlar diaril ya da arilheteroaril eterler,
visinal diaril heterosiklikler, NSAIl’lerin modifikasyonu sonucunda elde edilen

bilesikler, 1,2-diariletilen tlirevleri ve antioksidatif etkili bilesiklerdir (30, 40).

a. Visinal Diaril Heterosiklikler

Geleneksel NSAIll’lerin gastrointestinal sistemde neden olduklar1 yan
etkilerden dolayr bu yan etkileri giderilmesi amaciyla selektif COX-2 inhibitorii
bilesikler gelistirilmistir. 1999 yilinda selektif COX-2 inhibitorii olan rofekoksib
bilesigine FDA tarafindan onay verilmistir. Zaman igerisinde selektif COX-2
inhibitorii bilesiklerin kullanimi, gastrointestinal sistemde yan etkilerinin geleneksel
NSAIli’lere gore ¢ok az olmasi sebebiyle yayginlasmistir. Fakat bu yaygm kullanim
sonucunda kardiyovaskiiler hasarlarin olusumda artis oldugu tespit edilmis ve bu
hasarlarin  selektif COX-2 inhibitorii NSAIl’ler tarafindan gerceklestirildigi
belirlenmistir. Klinik ¢alismalar sonucunda koksibler olarak adlandirilan selektif
COX-2 inhibitorii NSAII’lerden rofekoksib, valdekoksib, parekoksib ve etorikoksib
bilesiklerinin (Sekil 10) kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirdigi bulunmustur. Bu
gruba ait selekoksib bilesiginin ise plaseboyla ayni diizeyde risk icerdigi
bulunmasia ragmen bu bilesigin de diger selektif COX-2 inhibitdrii NSAII’ler gibi
tedavide kullanilist 2004 yilinda durdurulmustur (37). Koksiblerin tedavide
kullaniligi durdurulamasina ragmen bu bilesiklerle ilgili arastirmalar devam etmekte
ve koksiblere yonelik olarak ¢esitli norodejeneratif hastaliklarin ve kanser tiirlerinin
tedavisine yonelik klinik caligmalar yapilmaktadir (46, 57, 123). 2009 yilinda
akciger, goOglis ve pankreas neoplazilerinin tedavisinde kullanilmasi amaciyla

aprikoksib adl1 bilesik gelistirilmistir (98).
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COX-2 iizerine yapilan c¢alismalarin biiylik bir béliimii bu gruba ait bilesikler
tizerinde yapilmistir. Bu bilesikler merkezlerinde karbosiklik ya da heterosiklik halka
sistemi ve bu halka sistemlerinin iizerinde iki visinal aril artig1 tasimaktadir. Bu
bilesikler, COX-2 inhibitorleri bilesiklerin en 6nemli grubunu teskil etmektedirler.
Bu gruba ait bir¢ok bilesik potansiyel ilag aday1 olarak gelistirilmistir (30).

Heterosiklik yapt aromatik halkalarin uzayda oryantasyonunu saglamak ve
bilesiklerin enzime baglanmalarin1 gerceklestirmek igin gereklidir. Pirol, tiyazol,
oksazol, furan, imidazol, izoksazol, pirimidin ve tiyofen gibi ¢ok ¢esitli heterosiklik
yapilar bu gruba ait COX-2 inhibitdrlerin temel yapilarini olusturmaktadirlar. Pirazol
ve siklopentanon halkalar1 ise COX-2 izoenzimi i¢in daha uygun bulunmaktadirlar.
Optium aktivite i¢in aromatik halkalarin bir tanesinde para konumunda bir
metilsiilfonil ya da bir siilfonamit siibstitiienti gerekmektedir. Metilsiilfonil grubunun
stilfonamit grubu ile yer degistirmesi COX-2 selektivitesini azaltmig olsa da oral
biyoyararliligi arttirmaktadir. Aktivitenin COX-2’ye yonlenmesi agisindan yapisal bu
degisimler zorunlu olmakta ve simetrik olmayan siibstitiie analoglarin olusmasini
saglamaktadir. Brom siibstitiie tiyofen halkasi igeren DUP-697 bilesiginde bu
gereklilik yerine getirilmistir (Sekil 10). DUP-697 bilesiginden elde edilen klinik
verilere gore bilesik 242 saat gibi ¢ok uzun plazma yarilanma 6mriine sahip oldugu
rapor edilmistir (30).

Visinal diaril heterosiklikler arasindan o&zellikle 1,5 diarilpirazol tiirevi
selekoksib ve 3,4-diarilfuranon tiirevi rofekoksibe o0zel bir ilgi duyulmus ve bu
bilesiklere ait yapilar iizerinde cesitli siibstitiisyonlara gidilerek selektif COX-2
inhibitorii  bilesikler gelistirilmistir (Sekil 10). Selekoksib i¢in 1998 yilinda
osteoartrit ve poliartritin tedavisinde kullanilmas1 amaciyla FDA’den onay alinmistir.

Selekoksib optimal in vitro ve in vivo profile sahiptir. Rofekoksib ise osteoartritin,
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akut agrinin ve primer dismonorenin tedavisi amaciyla Amerika Birlesik
Devletlerinde kullanilmaya baglamistir. Valdekoksib, parekoksib ve JTE-522
bilesikleri son olarak gelistirilen ayn1 kimyasal gruba ait COX-2 inhibitorleridir (30)
(Sekil 10).

Valdekoksib yiiksek selektivitesi ile agr1 ve inflamasyonun tedavisi i¢in klinik
olarak degerlendirilmis diarilizoksazol tiirevi bir bilesiktir. Valdekoksib COX-1’e
kars1 ¢cok zayif inhibitor aktivite gdstermektedir. Valdekoksibin kemirgenlerde ve
kopeklerde yapilan in vivo g¢alismalarda elde edilen metabolitlerinden hidroksimetil
tirevinin antiiflamatuvar aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Selekoksib ve
rofekoksibin suda ¢ozlinilirliigi diisiik oldugu icin parenteral kullanimi mevcut
degildir. Koksiblerin suda ¢oziinme giicligiinden kaynakli parenteral kullanim
zorlugunu gidermek igin parekoksib sodyum bilesigi gelistirilmistir. Valdekoksib
icin On ilag olan bu bilesik akut agrinin ve postoperatif agrinin tedavisi amaciyla
gelistirilmis bir enjektabl COX-2 inhibitoridiir.

JTE-522 bilesigi (Sekil 10) romatoid artrit ve osteoartrit tedavisi amaciyla faz 2
klinik ¢aligmalarina sokulmus bir bilesiktir. Bu bilesik hem koyun hem de insan
rekombinant COX-2 izoenzimini ICsy degeri 0.64 ve 0.085 umol ile inhibe eden ayni
zamanda koyun ve insan trombosit COX-1’ini 100 umol konsantrasyonun iizerinde
inhibe etmeyen tek spesifik COX-2 inhibitorii bilesiktir. JTE-522 terapotik dozda
gastrik mukozadaki COX-1 tirevi PGE, {iretimini etkilemeyerek gastrik iilser
olusturmayan bir bilesiktir.

Koksiblerde merkezdeki bes iiyeli halkanin farkli sayida atoma sahip halka
sistemleriyle degistirilmesi aktivite acisindan tolere edilebilmektedir. Siklobutenler
gibi kiiciik karbosikliklerin de, alti iiyeli karbosiklikler ve heterosiklilere sahip

bilesiklerin de COX-2 inhibitdr etkiye sahip olduklar tespit edilmistir. Bis-piridinil
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bilesiklerine ait MK-0663 bilesiginin (Sekil 10) tam kan analiziyle COX-1 ve COX-2
tizerine selektif olarak etkisi degerlendirilmistir. Bu bilesigin ¢ok iyi selektif COX-2

inhibitor etki gosterdigi rapor edilmistir (30).

N‘ls-ljo =
O?
2 Q
CH;—CH, N \ HyC-S O
\o N\ O
CHs
Aprikoksib DuP697 Rofekoksib
HsC
) o
0] Na o
i = e =~
S HN-S e T N
H2N-§~©7N‘j - N0y e i \0
o) N™>cr, HaC 0 HaC
Selekoksib Valdekoksib Parekoksib Sodyum
F
" N
HoN=S 7| HiC-S
0 O “en,
JTE-522 Etorikoksib (MK-0663)

Sekil 10. Visinal Diaril Heterosiklikler

b. Diaril- ve Aril-Heteroaril Eterler

Klasik NSAIl’lerden farkl1 bir yapiya sahip olan NS-398 bilesigi selektif COX-
2 inhibitoriidiir (Sekil 11). Bilesik inflamasyon hiicrelerinde PG sentezini inhibe
etmis ve bilesigin hayvan modellerinde gastrointestinal sistemde istenmeyen yan

etkiler tasimadigi anlagilmistir. NS-398 bilesiginin mide ve bobrekte fizyolojik
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olaylar i¢in gerekli olan PG’lerin iiretimini etkilemedigi tespit edilmistir. NS-398,
tercihli COX-2 inhibitorii olarak kabul edilmistir. NS-398 bilesigiyle yapisal olarak
iliskili iki bilesik olan nimesulid (Sekil 9)ve flosulid (Sekil 11) bir diaril eter ve
tiyoeter yapilari ile bagli metansiilfonanilit arti§1 tasimaktadirlar. Bu bilesikler i¢in
siilffonamit yapisinda yer alan N-H asiditesi zorunludur. Bu gruba ait ilk bilesik
nimesuliddir. Flosulid bilesigi ise nimusulidle benzer yapidadir. Molekiiller
arasindaki en Onemli fark ise nimesulid bilesigindeki elektron ¢ekici nitro
stibstitiienti yerine flosulid bilesiginde benzen halkasina kaynagmig bes iiyeli bir
karbosiklik halka olmasidir. L-745,337 (Sekil 11), flosulid bilesiginin tiyoeter
analogudur. L-745,337 bilesigi flosulidden biyoyararlilik, in vivo potansiyel ve

gastrointestinal sistem giivenligi a¢isindan daha etkili bulunmustur (30).
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Sekil 11. Diaril- ve Aril-Heteroaril Eterler

c.  Siklooksijenaz-2 Selektivitesini Arttirmak I¢in NSAII’lerin

Modifikasyonu Ile Elde Edilen Bilesikler

NSAII olarak kullanilan bazi bilesiklerin modifiye edilerek selektif COX-2
inhibitorii olarak sunulmasi iyi bir strateji olarak diisliniilmiistiir. Bu amagla bazi
NSAIl’ler iizerinde modifikasyonlar yapilmistir (30). Nonselektif COX inhibitorii

indometazin bilesigi lizerinde enzim selektivitesini COX-1’den COX-2’ye dogru
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kaydiran ayn1 zamanda potansiyel aktiviteyi ayni seviyede tutarken istenmeyen yan
etkileri azaltmayr amaclayan ¢esitli modifikasyonlar diisiiniilmiistiir. Indometazin
bilesiginde klorobenzoil grubunun triklorobenzoil grubuyla degisimi COX-2
selektivitesini optimize etmektedir. Bu modifikasyonla L-748780 (Sekil 12) bilesigi
elde edilmistir. Diger bir modifikasyonda ise indometazin bilesiginin yan zinciri
tizerinde bulunan asetik asitin beta-dallanmig biitirik asitle ve bilesigin 4-
klorobenzoil artiginin 4-bromobenzoil artigiyla yer degistirilmesi ile L-761,000
(Sekil 12) bilesigi elde edilmistir. L-748780 ve L-761,000 bilesikleri yiiksek
potansiyel etkiye ve belirgin bir selektiviteye sahiptirler. Indometazin bilesigi
tizerindeki aril asetik asit artiginin esteri ve amitine doniistiiriilmesi molekiiliin
sadece COX-2ye baglanma kapasitesini degistirmektedir. indometazinin ester ve
amit tlirevlerinin insan COX-2 enzimi {izerine diisiik dozda etki gosterdigi, koyun
COX-1 enzimine ise bu tiirevlerin etkilerinin zayif oldugu tespit edilmistir.

COX-1 selektif bir ilag olan zomepirak da benzer bir strateji ile modifikasyona
tabii tutulmustur. Bilesik tlizerindeki karboksil grubu piridazinon halkasi veya N-
fenilsiilfonilamit haline doniistiiriilerek COX-2 selektivitesine sahip RS-57067 ve
RS-1048934 bilesikleri elde edilmistir (Sekil 12).

Aspirin, COX-1 izoenzimi lizerindeki 530 nolu serinle kovalen bag yaparak
enzimi inhibe eden ve diisik dozda COX-1 izoenzimini, yliksek dozda ise her iki
izoenzimi de inhibe ettigi bilinen tek NSAII’dir. Cesitli modifikasyonlar sonucunda
elde edilen asetoksiheptinil siilfit (APHS)’in (Sekil 12) aspirinden 60 kez daha
yiiksek ve 100 kez daha selektif COX-2 aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. APHS,
COX-2 izoenzimini iizerindeki 530 nolu serini asetilleyerek COX-2 inhibisyonu
gerceklestiren ve COX-2 izoenzimi ile kovalen bag yapan ilk selektif COX-2

inhibitrii bilesiktir (30).
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Sekil 12. Siklooksijenaz-2 Selektivitesini Arttirmak i¢cin NSAiI’lerin
Modifikasyonu Ile Elde Edilen Bilesikler

d. 1,2-Diariletilen Tiirevleri

Furanon halkasinin rediiksiyonu sonrasinda halka agilmasi sonucu olusan diol
yapisina sahip aktif inhibitorler elde edilmistir. Halka acgilmasi ve heteroatomun
elimine edilmesiyle aril artiklarindan bir tanesinin {izerine metilsiilfonil grubu ve
digerinin tizerinde halojen siibstitiientleri bulunan birbirleriyle visinal olan iki

aromatik halkaya sahip ve COX-2 izoenzimini inhibe eden cis-stilbene tiirevleri elde

edilmistir (30) (Sekil 13).
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Sekil 13. 1,2-Diariletilen Tiirevleri

e.  Antioksidan Etkili Bilesikler

Bu gruba ait bilesiklerde bilesiklere ait antioksidan mekanizmalar
destekleyecek yapisal modifikasyonlar gelistirilmesine yonelik  caligsmalar
yapilmustir.  Di-tert-biitilfenol ~ gibi  yapilar1 bulunduran bilesikler COX-2
izoenziminin siklooksijenaz reaksiyonuna saldirarak olusan radikalik ara {irlinlerin
meydana gelmesini engellemektedir. Fenolik yapinin tiyazol, oksazol, tiyadiazol ya
da oksadiyazole baglanmasiyla ise non-iilserojenik ve oral aktif antiinflamatuvar
COX-2 inhibitorii bilesikler elde edilmistir (Sekil 14). Bu gruba ait en etkili ve

yiiksek COX-2 selektivitesine sahip bilesik tiyadiazol tiirevidir (30).
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Sekil 14. Antioksidan Etkili Bilesikler
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F. Talidomit

Talidomit 1950’lerden 1960°lara kadar sedatif-hipnotik ve antiemetik olarak
kullanilmis, daha sonra ise teratojenik etkisinden dolayr 1960’larda tedaviden
kaldirilmis bir bilesiktir (33, 53, 90, 103) (Sekil 15). Talidomit icin FDA’den 1998
yilinda Hansen hastaligt ve 2006 yilinda ise multiple miyelom tedavisinde
kullanilmak tizere onay alinmistir (53, 103). Talidomitin romatoit artrit, fotodermatit,
Behget sendromu, sistemik lupus eritematozuz, graft-versus host hastaligi, gogiis
kanseri, multipl miyeloma, kolon kanseri, prostat tiimori, AIDS, malarya,
tiiberkiiloz, miyeloma displastik sendrom, Crohn hastaligi, diyabet ve glioblastma
gibi hastaliklar tlizerine teropotik etki gosterdigi rapor edilmistir (33, 53, 103).
Talidomit ¢esitli yararli farmakolojik etkiler gostermektir. Bunlar antikagesik,
antiinflamatuvar, antitimoral, antianjiyogenik, antiviral, hipoglisemik ve timor
hiicreleri istilasin1 inhibe edici etkilerdir. Talidomit bilesiginin yapisi temel alinarak
TNF-o regulatorleri, hiicre farklilagmasini indiikleyiciler, karaciger X reseptor
antagonistleri, androjen antagonistleri, antiangiyojenik ajanlar, aminopeptidaz
inhibitorleri, a-glukozidaz  inhibitorleri, timidin  fosforilaz  inhibitorleri,
siklooksijenaz inhibitdrleri, nitrik oksit inhibitdrleri, histon deasetilaz inhibitorleri ve
tiibiilin polimerasyon inhibitorleri olan birgok biyolojik aktif bilesik gelistirilmistir
(53).

Talidomitin, TNF-a, c¢esitli interlokinler ve interferon-a gibi sitokinlerin
tiretiminin diizenlenmesinde etkili oldugu bildirilmigtir. TNF-a, hiicre yiizeyinde
savunma ve bagisiklik mekanizmasindan sorumlu olan, ¢esitli uyarilarla makrofajlar
ve T hiicreleri tarafindan {retilen inflamatuvar/somogenik bir sitokindir.
Transmembran proteini ve homotrimerik olarak her iki sekilde de biyoaktif olup

aktivitesini genis bir alanda gostermektedir. TNF-a, hiicresel farklilasma, cogalma ve
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O0lim i¢in uyarillarin ayrilmasini igeren pleitropik proinflamatuvar ozelliklerle
karakterizedir. Bilinen en etkili kasesik ve anjiogenez faktoriidiir. Talidomitin anti-
kasesik ve antianjiogenik etkileri TNF-o {izerindeki diizenleyici etkisinden
kaynaklanmaktadir. TNF-q, insiilinden bagimsiz tip II diabet/obezite ve AIDS’deki
HIV’in gen ekspresyonunun artmasina sebep olmaktadir. Aym1 zamanda antitimor
ajandir ve cesitli timor tiirlerine kars1 potansiyel sitotoksik etkiye sahiptir (52).

Talidomit {izerinde yapilan molekiiler modifikasyon ¢aligsmalart sonucunda
elde edilen analoglar1 N-siibstitiie ftalimit tiirevlerinin, anti-androjenik aktiviteye
sahip olduklar1 bunu da sitokin/biiyiime faktorii iiretiminin diizenlenmesi ile ilgili
immunomodulator aktivite ile sagladiklar1 disiiniilmektedir. Bu nedenle N-siibstitiie
ftalimitlerin TNF-a diizenleyici aktiviteleri bulunmaktadir (52).

N-alkil siibstitiie ftalimitin analoglarinin incelenmesi sonucunda ftalimit
molekiilii iizerinde adamantil grubu gibi kiiresel alkil gruplarinin ve bir karbonil
grubunun varliginin potansiyel bi-direksiyonel TNF-a iiretimi modulatorii aktiviteyi
sagladig1 bildirilmistir. N-arilsiibstitiie ftalimit tiirevleri incelendiginde ozellikle
stibstitlie N- fenil analoglarinin potansiyel TNF-a iiretimi modulatorii aktiviteye
sahip  olduklart  bulunmustur.  Bunlardan  N-(2,6-diizopropilfenil)ftalimitin
talidomitten daha aktif bir bilesik oldugu tespit edilmistir (52) (Sekil 15).

TNF-o iiretiminin artmasit ya da azalmasi ile ilgili talidomit tiirevlerinin
diizlemsel yapilar1 arasinda iliski vardir. Bu iki aktivitede yapi-etki iliskileri
arasindaki temel fark ftaloil artigin1 tizerinde farkli siibstitiientilerin bulunmasidir.
Ftalimit halkasi tizerinde elektron ¢eken bir yap1 olan nitro grubunun varligi TNF-a
liretiminin artisina sebep olur. Halka iizerinde elektron veren amino ve hidroksil
gruplarmin varligr ise TNF-a iiretimin azalmasina sebep olur. S ve R izoformlari

arasinda da biyolojik aktivite farkliligi tespit edilmistir. TNF-o iiretiminin
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diizenlenmesi iizerine talidomit bilesiginin S ve R izoformlarinin biyolojik
aktiviteleri arasindaki farkliliklar1 incelenmek amaciyla S- ve R- metiltalidomit
bilesikleri sentezlenmis, S izoformunun TNF-a artisina sebep oldugu, R izoformunun
ise TNF-a iiretimini inhibisyona ugrattigi tespit edilmistir (52) (Sekil 15).

Hashimoto ve arkadaslari, talidomit ve analoglarinin siklooksijenaz inhibitor
aktivite gosterdigini de tespit etmislerdir. Rasem talidomitin non-selektif ya da zayif
COX-2 selektivitesi gosteren COX inhibitor etkinligi tasidigr tespit edilmistir. (R)-
metiltalidomit bilesigi talidomite gore zayif COX-1 inhibisyonuna ve kuvvetli COX-
2 inhibisyonu ile yiiksek COX-2 selektivitesine sahiptir. S- formunun ise inaktif
oldugu belirtilmistir. (R)-metiltalidomit bilesigi lizerine yapilan ¢alismada bilesigin
ftaloil artiginin 5 konumuna elektron ¢ekici grup olan nitro yapisinin siibstitiisyonu
COX-1 ve COX-2 inhibisyonunu arttirmakta, ayn1 konuma elektron verici grup olan
amino girisinin ise her iki inhibisyonu da azaltmakta oldugu belirlenmistir (Sekil 15).
(R)-metiltalidomit bilesiginin ftaloil artiginin 4 konumuna elektron g¢ekici grup olan
nitro girisi COX-l inhibisyonunu arttirmakta ve COX-2 inhibisyonunu ise
zayiflatarak aktivitenin COX-1 selektif olmasini saglamistir (Sekil 15). Ayn1 konuma
elektron verici grup olan amino girisi ise etkiyi tersine ¢evirmis bunun sonucunda
COX-2 inhibisyonu artmis ve COX-1 inhibisyonu ise azalarak COX-2 selektif
inhibitdr etkinin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (89).

Talidomit bilesiginin bazi analoglar1 sentezlenmis, bu analoglardan 2-(2,4-
diokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-5-il)izoindolin-1,3-dion  bilesiginin (Sekil 15)
COX-2 selektif inhibitorii olarak aspirinden daha etkili oldugu bildirilmistir (89).

Talidomit bilesiginin ftalimit halkasinin azot atomu {zerinde cesitli
konumlarindan siibstitliie ya da nonsiibstitlie fenil halkasin1 bulunduran ¢esitli fenil

analoglar1 sentezlenmis ve bu bilesiklerin COX izoenzimlerine karsi biyolojik
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aktiviteleri degerlendirilmistir. N-fenilftalimit bilesigi inaktif bulunmustur. N-fenil
grubu iizerinde metil siibstitiientleri tasiyan bilesiklerde bu siibstitiisyonlarin COX
inhibisyonlar iizerinde onemli rol oynadigi belirtilmistir. Bu siibstitiisyona sahip
cesitli talidomit analoglarindan N-(3,5-dimetilfenil)ftalimit bilesiginin aspirinden
sirastyla COX-1 ve COX-2 izoenzimleri iizerine 7.4 ve 13.2 kez daha aktif oldugu
goriilmustir  (Sekil 15).  N-(2,3,6-trimetilfenil)ftalimit ve  N-(2,3,5,6-
tetrametilfenil)ftalimit bilesikleri ise N-(3,5-dimetilfenil)ftalimit bilesiginden daha
ylksek COX-2 selektivitesine sahip oldugu tespit edilmistir (89) (Sekil 15).

Biyolojik aktiviteleri degerlendirmek tiizere cesitli homoftalimit analoglari
sentezlenmistir. Bu analoglar ftaloil artifinda bulunan azot atomun {izerine 3 ve 5
konumlarindan siibstitiie bir aromatik halkanin yerlestirilmesi ile elde edilmislerdir.
Bu bilesiklerden N-(3,5-dimetilfenil)homoftalimit COX-1 ve COX-2 izoenzimleri
lizerine aspirinden daha fazla etkiye sahip oldugu belirlenmistir (89) (Sekil 15).

Talidomit doza bagimli olarak baskilayict etki ile lipopolisakkarit (LPS)
kaynakli PGE, biyosentezinin indiiklenmesini inhibe etmektedir. Gelistirilen g¢esitli
talidomit analoglarinin da LPS kaynakli COX-2 izoenziminin ekspresyonunu ve PG
biyosentezini indiiklenmesini inhibe ettigi bulunmustur (41).

COX-2 bifonksiyonel bir enzim olup COX ve peroksidaz aktiviteyi birlikte
gosterir. NSAIl’ler kanserin yayilmasinda rol oynayan PG biyosentezini inhibe
ederken COX’un peroksidaz aktivitesini inhibe edemezler. NSAIl’lerin bu sinirh
etkilerini gidermek igin selektif bir COX-2 inhibitdrii ya da NSAII’lerin talidomitle
kullanimi PG biyosentezinin inhibe edilmesinde daha etkili sonu¢ vermektedir.
Talidomitin metastatik kolorektal kanserli hastalarda doza bagimli gastrointestinal

yan etkileri azalttig1 gézlenmistir (41).
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Sekil 15. Talidomit Bilesigi ve Analoglar:
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II. YENI SIKLOOKSIJENAZ INHIBITORU BIiLESIKLERIN

GELISTIRMESI AMACIYLA YAPILAN CALISMALAR

Bu bélimde siklooksijenaz enzim inhibitdrlerinin gelistirilmesine yonelik
olarak 2005-2010 yillar1 arasinda yapilan ve Web of Science kapsaminda yer alan

dergilerde yayinlanan arastirmalar 6zetlenecektir.

A. 2005 Yilinda Yaymnlanmis Calismalar

Sano ve arkadaglar talidomit bilesigini lider bilesik secerek bu bilesigin iskelet
yapisini temel alip COX-1 inhibitor aktiviteye sahip bir seri siibstitiie indolin ve
indol tiirevi bilesik sentezlemislerdir. Indolin ve indol yapilarinin benzen halkas1 azot
atomu tlizerinden gelistirilen siibstitiie tlirevlerin yap1 etki iliskileri ile biyolojik
aktiviteleri degerlendirilmistir. 1-(3,5-dimetilfenil)indol-5-amin (1a.) ve 1-(3,5-
dimetilfenil)indolin-5-amin (1b.) bilesiklerinin calisma kapsaminda sentezlenmis
olan biitiin bilesikler arasinda en iyi potansiyel aktif COX-1 inhibitor etkiye sahip

olduklar1 belirlenmistir (103).
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Navidpour ve arkadaslar1 tarafindan 3 konumunda tiyo ve alkiltiyo
siibstitiientleri bulunan bir seri 4,5-diaril-4H-1,2,4-triazol tiirevi bilesik tasarlanmus,
sentezlenmis ve selektif COX-2 inhibitér aktiviteleri degerlendirilmistir.
Sentezlenmis bilesiklerden 3-etiltiyo-5-(4-florofenil)-4-(4-metilsiilfonilfenil)-4 H-
1,2,4-triazol’lin (2.) referans bilesik olan selekoksible kiyaslanacak oranda yiiksek in

vitro selektiviteye ve iyi antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (86).
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Rao ve arkadaslar1 propanon zincirinin 3 konumunda COX-2 farmakoforu
para-metilsiilfonil’i tasiyan fenil halkast bulunan bir seri 1,3-difenilprop-2-in-1-
on’un tiirevi bilesigi COX ve LOX inhibitor aktivitelerini degerlendirmek igin
tasarlamiglardir. Tasarlanan bilesiklerden 1-(4-florofenil)-3-(4-
metansiilfonilfenil)prop-2-in-1-on bilesiginin (3a.) ¢ok iyi COX-2 inhibitor
potansiyel ve selektiviteye sahip oldugu ve bununla birlikte 1-(4-siyanofenil)-3-(4-
metanstilfonilfenil)prop-2-in-1-on bilesiginin (3b.) ise COX ve LOX inhibisyonu

gosterdigi rapor edilmistir (95).
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Gauither ve arkadaslari, yeni COX-2 inhibitorlerini tasarlamak amaciyla
siibstitiie  (+)-3,5-difenil-2-tiyoksoimidazolin-4-on  tiirevi  bir seri  bilesik
sentezlemisglerdir. Bu seriye ait bilesiklerin inhibitér aktivitelerinin insan kanindaki
lipopolisakkarit tarafindan indiiklenen COX-2 ekspresyonuna karst diisiik oldugu
bulunmustur. Bu durumun bilesiklerin sudaki stabilitelerinin diisiik olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir (47).

Rehse ve Steege 1-(arilalkil)-5-(fenilsiilfonilamino)-1H-imidazol-4-karboksilik
asit esterleri ve karboksamitlerini sentezleyip bu bilesiklerin antitrombosit ajan
olarak aktivitelerini incelemiglerdir. Bilesiklerden 5-(4-klorofenilsiilfonilamino)-1-
(2-feniletil)-1H-imidazol-4-karboksilik asit etil esterinin (4a.) PAF antagonist
aktiviteye, karboksamit tiirevlerinden 1-(4-klorofenilmetil)-5-(4-
klorofenilsiilfonilamino)-1 H-imidazol-N-(3-siklohekzilaminopropil)-4-karboksamit
monohidrat bilesiginin (4b.) ise PAF antagonist ve COX-1 inhibitdr aktiviteye sahip

oldugu bulunmustur (98).
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Zarghi ve arkadaslar1 metansiilfonil farmakoforunu propen yapisinin 1 nolu
karbonu tizerindeki fenil halkasinin para konumunda bulunduran regioizomerik (E)-

1,3-diarilprop-2-en-1-on tiirevi bilesikleri selektif COX-2 inhibitdr aktivitelerini
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degerlendirmek icin tasarlamiglardir. Bu bilesiklerden (F)-1-(4-metansiilfonilfenil)-
3-(4-metillfenil)prop-2-en-1-on’'un  (5.) referans  bilesik  rofekoksib ile
karsilastirilabilecek oranda selektif COX-2 inhibitér etkiye sahip olduklar

belirtilmistir (126).

Q 0
I
0]
5.

Selvam ve arkadaslari Curcuma longa bitkisinde bulunan kurkuminoidleri
izole edip bunlarin pirazol ve izoksazol tiirevlerini antioksidan, COX-1/COX-2
inhibitor ~ ve  antiinflamatuvar  aktivitelerini ~ degerlendirmek  amaciyla
sentezlemislerdir. Sentezlenen analoglarin belirgin bir sekilde COX-2/COX-1
selektivitelerinin ve antiinflamatuvar aktivitelerinin artig1 belirtilmistir (107).

Chen ve arkadaslari asetilenin 1 nolu karbonu iizerindeki fenil halkasinin para,
meta ve orto konumlarinda metilsiilfonil farmakoforu bulunduran ve 2 nolu karbonu
tizerinde 1ise fenil ve siibstitie fenil halkast bulunan regioizomerikl-
(metilsiilfonilfenil)-2-fenilasetilen tiirevi bilesikleri selektif COX-2 inhibitor
aktivitelerini degerlendirmek {izere sentezlemislerdir. Bu bilesiklerden 1-(3-
metilstilfonilfenil)-2-(4-metilfenil)asetilen (6.) referans bilesik olan rofekoksible
karsilagtirilabilecek diizeyde COX-2 selektivitesine sahip potansiyel COX-2

inhibitori olarak bulunmustur (17).
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Velazquez ve arkadaglari tarafindan hibrit siklooksijenaz inhibitor/nitrik oksit
donorii ajan olarak in vitro ortamda biyolojik aktivitelerini degerlendirmek amaciyla
bir grup 3,4-difenil-1,2,5-oksadiazol-2-oksit ve N-dezoksi-3,4-difenil-1,2,5-
oksadiazol tiirevi bilesikleri sentezlenmislerdir. 4-[4-(metilsiilfonil)fenil]-3-fenil-
1,2,5-oksadiazol-2-oksit (7a.) ve 3-[4-(metilsiilfonil)fenil]-4-fenil-1,2,5-oksadiazol-
2-oksit (7b.) ile 4-[4-(aminosiilfonil)fenil]-3-fenil-1,2,5-oksadiazol-2-oksit (7¢.) ve
3-[4-(aminosiilfonil)fenil]-4-fenil-1,2,5-oksadiazol-2-oksit (7d.) bilesikleri referans
bilesik selekoksibe gore daha iyi COX-2 selektivite ve in vitro COX-2 inhibitor etki
gostermistir. Molekiiler modelleme ¢aligmalarinda metansiilfonil kromoforu bulunan
regioizomerler COX-2’nin ikinci cebine yerlesmislerdir. Sentezlenmis molekiiller
lizerine yapilan yapi-etki iliskileri ¢alismalar1 ve molekiiler modelleme g¢alismalari
sonucunda elde edilen veriler yeni hibrit COX-2 inhibitorii / NO dondrii bilesiklerin
tasariminda 1,2,5-oksadiazol-2-oksit halkasinin kullanilmasinin faydali olabilecegini

ortaya koymustur (121).
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Kalgutkar ve arkadaslar1 klasik bir NSAII olan indometazin bilesiginin ester ve
amit tiirevlerini sentezleyip bu bilesiklerin selektif COX-2 inhibitdr aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Sentezlenmis bilesiklerin biiyiik cogunlugu nanomolar diizeyde
diisiik ICso degerine sahip olup zamana bagimli olarak COX-2 inhibisyonu
gostermislerdir. Indol azotundaki 4-klorobenzoil grubunun 4-bromobenzoil artig1 ile
yer degistirmesi sonucunda selektif COX-2 potansiyele sahip bilesikler elde
edilmistir. In vitro olarak esterler ve amitler RAW264.1 hiicre hattinda COX-2
aktivitesini inhibe etmislerdir (68).

Chen ve arkadaglart selektif COX-2 inhibitorii olarak degerlendirmek amaciyla
4 ya da 6 pozisyonunda flor ya da substitiie fenil halkas1 substitiienti bulunan bir
grup N-asetil-2-(ya da  3-)karboksimetilbenzensiilfonamit tiirevi  bilesikler
sentezlemiglerdir. Bu bilesiklerden N-asetil-3-karboksimetil-6-(4-

izopropoksifenil)benzensiilfonamit (8a.) ve N-asetil-3-karboksimetil-6-
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florobenzensiilfonamit (8b.) bilesikleri in vitro COX-2 inhibitor aktivite ve yiiksek
COX-2 selektivitesine sahip olmasina ragmen her iki bilesiginde karagen ile
indiiklenmis pence 0demi analizine gore antiinflamatuvar olarak inaktif olduklari
belirtilmistir. Diisiik selektif COX inhibitoér etkiye sahip olduklari belirlenmis N-
asetil-2-karboksimetil-4-(florofenil)benzensiilfonamit (8c.), N-asetil-2-karboksimetil-
4-(3,4-florofenil)benzensiilfonamit ~ (8d.)  ve  N-asetil-3-karboksimetil-6-(4-
metansiilfonilfenil)benzensiilfonamit  (8e.)  bilesiklerinin  ise iyi seviyede

antiinflamatuvar etkiye sahip olduklari bulunmustur (19).
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B. 2006 Yilinda Yaymlanms Calismalar

Banekovich ve arkadaslari, riboflavinin ¢esitli uzunluga sahip alkilenlerle

tetraasetillenmesi sonucunda elde ettikleri yapilar1 tagiyan yeni bir seri deksibuprofen
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tiirevi bilesik gelistirmislerdir. Sentezlenen bilesiklerin MCF-7 go6giis kanseri ve HT-
29 kolon kanseri hiicrelerinde antiproliferatif etkileri biyolojik olarak analiz
edilmistir. Enzimatik calismalar, bu bilesiklerin insan trombosit hiicrelerinde
bilesiklerin  belirgin sekilde COX-1 inhibitor aktiviteye sahip olduklar
gostermektedir (6).

Moreau ve arkadaglari, 5-lipoksijenaz farmakoforu olan 3,5-di-fert-biitil-4-
hidroksifenil ve COX-2 farmakoforu p-metansiilfonilfenil siibstitiientlerinin visinal
oldugu bir seri yeni asiklik triaril(Z)-olefinleri selektif COX-2 ve/veya 5-LOX
inhibitor aktivitelerini degerlendirmek amaciyla tasarlanmislardir. Yapi1 aktivite
caligmalarinda kullanilan (2)-1-(3,5-di-tert-biitil-4-hidroksifenil )-2-(4-
metansiilfonilfenil)-1-fenilalk-1-en regioizomerlerinin diisiik COX-1 inhibitor
etkinlige ve yiiksek COX-2 inhibitdr etkinlige sahip olduklar1 tespit edilmistir.
Olefinik cifte baga bagli siibstitiie alkil zincirinin uzunlugunun artmasinin ise COX-2
selektivitesini arttirdigi bulunmustur. #-Biitil siibstitiientine sahip hekz-1-en ile
stibstitiie olan tlirev ise 5-LOX ve 15-LOX inhibisyonunun alkil uzunlugu ile iliskili
oldugunu gostermistir (9.). Ayni bilesik COX izoenzimleri iizerinde de inhibitor
etkiye sahiptir. Regioizomerlerden birbirine yakin aktiviteye sahip iki grup
kiyaslandiginda olefinik karbon atomuna bagli alkil grubu ile p-metansiilfonilfenil
artig1 karsilastirildiginda alkil grubu tasiyan tlirevin beklenenden daha fazla COX-2
inhibisyon potansiyeline sahip oldugu anlasilmigtir. COX ve LOX inhibisyonu i¢in
3,5-di-tert-biitil-4-hidroksifenil artiginin 4-hidroksi siibstitiientinin esansiyel oldugu

bulunmustur (83).
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Dawood ve arkadaglarinin  yaptiklar1  ¢alismalarda  benzofuran ve
benzotriazoliin kullanildig1 heterosiklik bilesikler hazirlanip bu bilesiklerin biyolojik
aktiviteleri degerlendirilmistir. Pirazol tiirevi 3-asetil-4-(1-benzotriazolil)-5-(2-
benzofuril)-1-(p-klorofenil)pirazol (10a.) bilesigi en yiikksek antinosesitif etki
gostermis, tiyadiazol tiirevi  2-(5-asetil-3-fenil-1,3,4-tiyadiazol-2-iliden)-1-(2-
benzofuril)-2-(1-benzotriazolil)etanon (10b.) bilesigi ise en yliksek etkiye sahip

antiinflamatuvar bilesik olarak tespit edilmistir (31).

10.

Cheng ve arkadaglari, heteroaril-fenil-siibstitiiepirazol tiirevi selektif COX-2
inhibitor aday1 bilesikler sentezlemislerdir. Sentezlemis bilesiklerden 2-[5-(3-kloro-

4-(furan-2-il)fenil]-3-(triflorometil)-1 H-pirazol-1-il-5-(metilstilfonil)piridin’in  (11.)
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yap1 etki ¢aligsmalar1 sonucunda 12nM ICsg ile COX-2 inhibitor etki gosterdigi rapor

edilmistir (30).
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Chen ve arkadaslari, bir grup 4-(4-metilsiilfonilfenil)-3-(siibstitiiefenil)-
2(5H)furanon tiirevi bilesikler sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin COX/LOX dual
inhibitor etkileri ve in vivo antiinflamatuvar ve analjezik etkileri degerlendirilmistir.
In vitro COX-1/COX-2 ve 5-LOX/15-LOX izoenzim inhibisyonlar1 ile yap1 etki
iliskileri  incelenmis, 3-[4-(1-hidroksiimino)etilfenil)-4-(4-metansiilfonilfenil )-
2(5H)furanon (12a.) bilesiginin COX-2, 5-LOX ve 15-LOX iizerinde inhibitor etki
gosterdigi tespit edilmistir. Bir diger bilesik olan 3-[4-(3-hidroksiimino)-1-
biitinil)fenil]-4-(4-metansiilfonilfenil)-2(5H)furanon’un (12b.) ise dual COX-2 ve 5-
LOX inhibitor etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bu iki bilesik iizerinde yapilan in
vivo antiinflamatuvar ¢alismalarda bilesiklerin 5-LOX inhibitorii kafeik asit ve 15-
LOX inhibitorlii norhidroguaiaretik asitten daha fazla, selektif COX-2 inhibitorii

selekoksibden ise daha diisiik aktiviteye sahip olduklar tespit edilmistir (18).
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Zheng ve arkadaslari, COX-1 inhibitorii olarak benzensiilfonanilit iskeletini
temel alarak gastrik yan etki igermemesi amaclanan yeni analjezik ajanlar
tasarlamiglar ve bunlar1 sentezlemislerdir. Bilesiklerden N-(4-aminofenil)-4-kloro-N-
metilbenzenstilfonamit (13a.) ve 4-amino-N-(4-klorofenil)-N-metilbenzensiilfonamit
(13b.) selektif COX-1 inhibisyonu gostermistir. 4-amino-N-(4-klorofenil)-N-
metilbenzensiilfonamit bilesiginin aspirinden daha fazla analjezik aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Bilesigin antiinflamatuvar 6zelligi ve gastrik hasar etkisi

incelendiginde ise aspirinden ayirt edici bir fark bulunamamistir (133).

13.

Zarghi ve arkadaslari, propen zincirinin birinci karbonu {izerindeki fenil
halkasinin para konumundan COX-2 farmakoforlari olan metansiilfonamit ya da azid

ile siibstitiie bir grup (£)-1,3-difenilprop-2-en-1-on tiirevi bilesik sentezlemislerdir.
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Bilesiklerde propen zincirinin 3 nolu karbonundaki fenil halkasi {izerindeki ¢esitli
siibstitiientlerin varligimin yap1 etki iliskileri agisidan in vitro COX-1/COX-2
inhibisyonu iizerine etkileri incelenmistir. Sentezlenmis bilesiklerden (£)-1-(4-
metansiilfonamidofenil)-3-(4-metilfenil)prop-2-en-1-on  (14a.) referans bilesik
rofekoksibden daha az etkili olmasina ragmen selektif COX-2 inhibitor etkiye sahip
oldugu bulunmustur. (£)-1-(4-azidofenil)-3-(4-metilfenil)prop-2-en-1-on (14b.)
bilesigi ise selektif COX-2 inhibisyonu gostermistir. Modelleme calismalarinda
para- metansiilfonamit ve azid gruplarinin bulundugu fenil halkasinin COX-2
izoenziminin ikinci cebine girdigi goriilmiistiir. Yapt etki iligkisi ¢aligmalarindan
elde edilen sonuglara gére propenon yapisinin selektif COX-1 ya da COX-2 inhibitor
aktiviteye sahip yeni asiklik 1,3-difenilprop-2-en-1-on’larmn tasarlanmasinda

aktivitenin saglanmasi i¢in gerekli oldugu rapor edilmistir (131).
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14.

Moreau ve arkadaslari, akrilik asitin 2 nolu karbonu {izerinde siibstitiie fenil
halkas1 bulunan bir grup (£)-3-(4-metansiilfonilfenil)akrilik asit tiirevi bilesik
sentezlemisglerdir. Sentezlenen bu bilesikler dual COX-2/5-LOX inhibitor etkinin
tespiti i¢in degerlendirilmistir. Sentezlenen bilesiklerden (E)-2-(3-bromofenil-3-(4-
metansiilfonilfenil) akrilik asit (15a.) ve akrilik asitin 2 nolu karbonu {izerindeki 4-

(4-izopropiloksifenil- (15b.), 2.,4diflorofenil- ya da (4-metilsiilfonilfenil)fenil
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artiklarin1 bulunduran tlirevler referans bilesik rofekoksible kiyaslandiginda yiiksek
COX-2 selektivitesine sahip COX-2 inhibitorleri olarak kabul edilmistir. Akrilik
asitin 2 nolu karbonundan siibstitiie 4-hidroksifenil ve 4-asetamidofenil analoglar1 5-
LOX inhibitorleri olarak belirlenmistir. Akrilik asitin 2 nolu karbonu {izerinde 4-
bromo, 4-floro ve 4-hidroksi siibstitiie fenil ve 4 ya da 3-(2,4-diflorofenil)fenil artig1
bulunan analoglar1 referans bilesik Iuteoline yakin 15-LOX inhibitor etki
gostermistir. 4-asetamidofenil ya da 4-(2,4-diflorofenil)fenil artig1 tasiyan tiirevlerin

ise aspirine esit fakat selekoksib den daha az antiinflamatuvar etkiye sahip olduklari

belirlenmistir (82).
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15.

Tsai ve arkadaglari, bir seri fenilazobenzensiilfonamit tiirevi bilesigi selektif
COX-2 inhibitor etkilerini degerlendirmek amaciyla sentezlemislerdir. Tam kan
analizi ve enzimatik analizler kullanilarak sentezlenen bilesiklerin selektif COX-2
inhibitor etkilerini degerlendirilmistir. 4-(4-amino-2-metilsiilfonil-
fenilazo)benzensiilfonamit (16.) COX enzimlerine karsi inhibitor aktivite gostermis

fakat COX-2 selektivitesi selekoksibden diigiik bulunmustur (120).
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16.

Navidpour ve arkadaslari, in vivo antiiflamatuvar aktiviteyle birlikte selektif
COX-2 inhibitor etkilerini degerlendirmek amaciyla imidazol halkasinin 2
konumundan  alkiltiyo  gruplart  ile  siibstitie = bir  seri  l-aril-5-(4-
metilsiilfonilfenil)imidazol  tlirevi  bilesik  sentezlemiglerdir. ~ Sentezlenmis
bilesiklerden 1-(4-bromofenil)-5-(4-metilsiilfonilfenil)-2-metiltiyoimidazol referans
bilesik selekoksibe yakin selektiviteye ve COX-2 inhibitdr etkiye sahip bilesik olarak
bulunmustur (17.). Bu bilesigin ayn1 zamanda selekoksible kiyaslanabilecek oranda

antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (85).
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17.

C. 2007 Yilinda Yaymlanmis Calismalar

Shamshina ve arkadaslari, dogal bir bilesik olan COX-2 inhibitorii etkili
inotilonu alt1 basamakli sentez yolagi ile %50 verimle ilk kez sentezlemislerdir
(108).

Chowdhury ve arkadaslari, merkezlerinde asetilen yapisi bulunan bir grup 1-

(aminostilfonilfenil) ve 1-(metilsiilfonilfenil)-2-piridilasetilen regioizomerlerini
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tasarlamistir. COX-1 ve COX-2 inhibitor etki ve COX izoenzim selektivitesi lizerine
sterik ve elektronik siibstitiient etkisinin belirlenmesi amaciyla asetilen siibstitiienti
piridin halkasinin ¢esitli konumlarindan halkaya baglanmistir. Bilesiklerden 1-(4-
aminosiilfonilfenil)-2-(3-metil-2-piridil)asetilen (18a.), 1-(3-metansiilfonilfenil)-2-
(2-piridil)asetilen ~ (18b.),  1-(3-metilsiilfonilfenil)-2-(4-piridil)asetilen ~ (18c.)
bilesiklerinin referans bilesik selekoksib ile kiyaslanabilecek oranda COX-2 inhibitor
aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Siilfonamit ve metilsiilfonil siibstitiienti
bulunduran bilesiklerin aspirin ile selekoksib arasinda orta diizeyde antiinflamatuvar

etkiye sahip olduklar1 bulunmustur (22).
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Rosati ve arkadaslari, regioselektif 2,3-distibstitiietetrahidro-2H-indazol tiirevi
bilesikler sentezlemistir. Docking ¢alismalart ile COX-2’nin katalitik yoresiyle
etkilesebilecek antiinflamatuvar etkiye sahip bilesikler belirlenmistir. Iyi baglanma
enerjisine ve iyi ADME profiline sahip iki tiirev secilip in vivo olarak
antiinflamatuvar aktiviteleri degerlendirilmistir. Bilesikler yiiksek dozlarinda bile

gastrik  hasar olusturmamistir. Bunlar 3-fenil-2-[4-(triflorometil)pirimidin-2-il]-
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4,5,6,7-tetrahidro-2H-indazol ~ (19a.)ve  3-fenil-2-[4-(triflorometil)fenil]-4,5,6,7-

tetrahidro-2H-indazol (19b.) bilesikleridir (100).

19.

Amir ve arkadaslari, antiinflamatuvar ve analjezik potansiyellerini
degerlendirmek amaciyla bir grup 6-siibstitiie-1,2,4-triazolo[3,4-b]-1,3,4-tiyadiazol
tiirevi bilesik sentezlemislerdir. Sentezlenmis bilesiklerden 6-fenil-3-[1-(6-metoksi-
2-naftil)etil]-[1,2,4]-triazolo[3,4-b]-[1,3,4]-tiyadiazol bilesiginin (20.) maksimum

antiinflamatuvar ve analjezik aktiviteye sahip oldugunu bulunmustur (3).

ire

20.

Singh ve arkadaslari, 3 nolu karbon tizerinde siklik ester bulunan bir grup indol
tiirevi bilesik sentezlemislerdir. Sentezlenmis bilesiklerin COX-2 inhibisyonlar1 ve
antikanser aktiviteleri degerlendirilmis, bu bilesiklerden 1-toluen-siilfonil-3-[(3’-
hidroksi-5’-siyanometil)-y-biitirolakton]indol ~ (21a.)ve  1-toluen-siilfonil-3-[(3’-

hidroksi-5’-tiyasiyanometil)-y-biitirolakton]indol’iin (21b.) yiiksek selektiviteye ve
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COX-2 inhibitor etkiye sahip olduklar1 ve indometazinden daha iyi antikanser etki

gosterdikleri bulunmustur (113).
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21.

Bi ve arkadaslari, bir seri 5-glisilamino-2-siibstitiie-fenil-1,3-dioksasiklolan
tiirevi bilesik sentezlemislerdir. Bilesiklerin antiinflamatuvar aktiviteleri ksilenle
indiiklenmis fare kulagr 6dem modeli ile degerlendirilmistir. Bilesiklerden 16 tanesi
aspirinle kiyaslanabilecek diizeyde ya da daha iyi antiinflamatuvar aktiviteye sahip
bulunmustur (9). Bu bilesiklerden en iyi aktiviteye sahip olanlarnn (2)-2-(4-
klorofenil)-5-glisinilamino-1,3-dioksan (22a.), (2S,4R,5R)-2-(4-klorofenil)-4-metil-
5-glisilamino-1,3-dioksan (22b.), (2S,4R,5R)-2-(4-nitrofenil)-4-metil-5-glisilamino-
1,3-dioksan (22c¢.), (2S,55)-2-(4-klorofenil)-5-glisilamino-1,3-dioksaheptan (22d.) ve

(2R, 5S)-2-(4-klorofenil)-5-glisilamino-1,3-dioksaheptan (22e.) bilesikleridir.
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Bekhit ve arkadaglar1 tarafindan 4 seri pirazoilbenzensiilfonamit tiirevi bilesik
sentezlenmistir. Sentezlenmis biitiin bilesikler antiinflamatuvar aktivite gostermistir.
Bilesiklerden 3 tanesi ise lokal ve sistemik olarak indometazinden daha fazla etki
gostermistir. Bunlar N,N-dimetilaminometilen-4-[3-fenil-4-(3-tolil-4-
oksotiyazolidin-2-ilidenhidrazonometil)- 1 H-pirazol-1-il|benzensiilfonamit ~ (23a.),
N, N-dimetilaminometilen-4-[3-fenil-4-[3-(4-klorofenil)-4-oksotiyazolidin-2-
ilidenhidrazonometil]- 1 H-pirazol-1-il]benzensiilfonamit (23b.) ve N,N-
dimetilaminometilen-4-[3-fenil-4-[4-(4-bromofenil)-3-tolil-2,3-dihidrotiyazol-2-
ilidenhidrazonometil |- 1 H-pirazol-1-il]-benzensiilfonamit (23c¢.) bilesikleridir. Biitiin
aktif bilesiklerin COX-2’ye kars1 selektif inhibitor etki gosterdikleri bulunmustur.
Test edilen biitiin bilesiklerin indometazinle kiyaslanmalar1i sonrasinda daha iyi

gastrointestinal giivenlige sahip olduklar1 tespit edilmistir (8).
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23.

Girgis ve arkadaglari, antiinflamatuvar 6zelliklerini degerlendirmek i¢in [1]-
benzotiyapino[5,4-b]piridin-3-karbonitrilleri sentezlemislerdir. Sentezlenmis
bilesiklerden 4-(4-klorofenil)-5,6-dihidro-2-etoksi-[ 1 ]-benzotiyapino[5,4-b]piridin-3-
karbonitril (24a.), 5,6-dihidro-2-metoksi-4-(4-metoksifenil)-[1]-benzotiyapino[5,4-
b]piridin-3-karbonitril ~ (24b.) ve  5,6-dihidro-2-etoksi-4-(4-metoksifenil)-[1]-
benzotiyapino[5,4-b]piridin-3-karbonitril  bilesiklerinin (24¢.) indometazin ile

kiyaslanabilecek oranda antiiflamatuvar etkiye sahip olduklar1 bulunmustur (48).
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24.

Lin ve arkadaslar1 4-benzilidenamino- ve 4-(feniliminometil)benzensiilfonamit
tiirevi bilesikler sentezleyip tam kan analiziyle selektif COX-2 inhibitor aktivitelerini
degerlendirmistir. Bilesiklerden bazilarimin selektif COX-2 inhibitor etkiye sahip
olduklar1 bulunmustur. Bilesikler arasindan en etkin ve selektif olan 4-(3-karboksi-4-
hidroksibenzilidenamino)benzensiilfonamit  (25.) referans bilesik selekoksib

bilesiginden daha iyi COX-2 selektivitesi gostermistir (75).

Zarghi ve arkadaslar1 bir grup 2,3-diaril-1,3-tiyazolidin-4-on tiirevi bilesik
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sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin COX-2 enzimine karsi inhibitor aktiviteleri
degerlendirilmistir. Calismada 3-(4-florofenil)-2-(4-(metilstilfonil)fenil)-1,3-
tiyazolidin-4-on (26.) bilesiginin en iyi selektif COX-2 inhibitdr etki gosteren bilesik
oldugu belirlenmis ve bu bilesik COX-2 izoenzimi iizerine selekoksibden daha

selektif bulunmustur (129).

SO,CHj

26.

Bauer ve arkadaslari, COX inhibitor etkilerini aragtirmak iizere bir seri m-
terpenilamin tiirevi bilesigi sentezlemislerdir. Molekiin merkezinde bulunan aromatik
halkanin 1 ve 2 konumundan siibstitiie olan fenillerin para konumlarindaki
fonksiyonel gruplarin biyolojik aktiviteye etkileri, yap1 etki iliskisi ¢aligmalariyla
arastirilmistir. Fenil halkalarindan bir tanesi {izerinde metil, kloro ve metoksi
siibstitiientleri bulunduran ve nonsiibstitiie olan anilin bilesikleri nonselektif COX
inhibisyonu gostermistir. Fenil halkalarinin para konumlarinda metil ve kloro
bulunduran tiirevler ise tercihli COX-2 inhibitor etki gosterdikleri belirlenmistir (7).

Gadad ve arkadaglar1 tarafindan bir seri 2-triflorometil/stilfonilamido-5,6-
diarilsiibstitiieimidazo[2,1-b]-1,3,4-tiyadiazol ~ tiirevi  bilesik  sentezlenmistir.
Sentezlenmis bilesiklerin COX-1 ve COX-2 izoenzimlerine karsi COX inhibitor
aktiviteleri kolorimetrik metodla degerlendirilmistir. Seriye ait bilesiklerin ¢ogunun

COX-2 tiizerine inhibitor aktivitelerinin COX-1’den daha fazla oldugu bulunmustur.

68



2-Triflorometil-5-fenil-6-[4’-(metilsiilfonil)fenil]Jimidazo[2,1-b]-1,3,4-tiyadiazol

(27a.) ve 2-siilfonamido-5-(4’-metoksifenil-6-[4’’-(metilsiilfonil)fenil]imidazo[2,1-
b]-1,3,4-tiyadiazol (27b.) bilesiklerinin iyi diizeyde COX-2 selektif inhibitor etkiye
sahip olduklar1 rapor edilmistir. Aynmi bilesiklerin selekoksib ile kiyaslanabilecek

oranda antiinflamatuvar etkiye de sahip olduklari belirlenmistir (43).
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27.

D. 2008 Yilinda Yaymlanmis Calismalar

Chandrika ve arkadaglari, U937 16semi hiicre hattinda antiinflamatuvar ve
antikanser aktivitelerini degerlendirmek tiizere bir grup 4,6-disiibstitiie kinazolin
tirevi bilesik sentezlemislerdir. Sentezlenmis bilesiklerin karagen tarafindan
indiiklenmis sican pence 6demi modeli kullanilarak antiinflamatuvar aktiviteleri test
edilmistir. Bilesiklerin arasinda en iyi aktivite gosteren bilesik % 9.3 oraninda
inhibisyon gostermis, referans bilesik indometazin ise % 48 oraninda inhibisyon
gostermistir. Sentezlenmis bilesiklerden bazilarinin referans bilesik etopositle
kiyaslandiklarinda antikanser aktiviteye sahip olduklart gorilmiistiir. En aktif
bilesigin ise 2-(6-iyodo-2-fenilkinazolin-4-ilamino)-3-fenilpropanoik asit (28.)

oldugu bulunmustur (15).
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28.

Scholz ve arkadaslari, COX ve 5-LOX inhibisyonunu incelemek amaciyla yeni
4,5-diarilizoselenazol tiirevi bilesik sentezlemislerdir. Sentezlenmis bilesiklerden 4-
(4-florofenil)-5-(4-(metilsiilfonil)fenil)-1,2-selenazol bilesigi (29a.) dengeli bir
bicimde COX-1, COX-2 ve 5-LOX inhibitor aktiviteye ve zayif olarak ise hidroksi
radikalini uzaklastirma etkisine sahip oldugu belirtimistir. 4,5-bis(4-metoksifenil)-
1,2-selenazol bilesiginin (29b.) selekoksibe es COX-2 inhibitor etkiye sahip oldugu
bulumug fakat bilesigin COX-1 inhibisyonunun ise daha etkin oldugu belirtilmistir.
Bu bilesigin 5-LOX inhibitor etkisi ise referans bilesik likofelona gore daha diisiik

oldugu rapor edilmistir (105).

29.

Amir ve arkadaslari, bir seri 3-(4-bifenil)-5-siibstitliefenil-2-pirazolin ve 1-

benzoil-3-(4-bifenil)-5-siibstitiiefenil-2-pirazolin tiirevi bilesigi antiinflamatuvar ve
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analjezik etkilerini degerlendirmek {izere sentez etmislerdir. 3-(4-bifenil)-5-(4’-
metilfenil)-2-pirazolin bilesigi (30.) maksimum antiinflamatuvar ve analjezik etkiyi

gosteren bilesik olarak tespit edilmistir (4).

Chowdhury ve arkadaslari, antiinflamatuvar aktiviteyle birlikte siklooksijenaz
ve S-lipoksijenaz dual inhibitor etkilerini degerlendirmek amaciyla selekoksib
analogu bir grup bilesik sentezlenmiglerdir. Bu bilesiklerden 1-[4-
(metilstilfonil)fenil]-3-triflorometil-5-[4-(1-hidroksi)-1,2-dihidropirid-2-on]-1 H-
pirazol (31a.) ve 1-[4-(aminosiilfonil)fenil]-3-triflorometil-5-[4-(1-hidroksi)-1,2-
dihidropirid-2-on]-1H-pirazoliin (31b.) zayif COX-1 ve COX-2 inhibitori etkiye
sahip olduklar1 buna ragmen referans bilesik olan kafeik asitle kiyaslanabilecek
diizeyde 5-LOX inhibitorii etkili olduklari belirtilmistir. Ayni zamanda bu iki
bilesigin non selektif COX inhibitorii olan aspirinle kiyaslandiklarinda daha fazla,
selektif COX-2 inhibitorii selekoksible kiyaslandiklarinda ise daha az oral

antiinflamatuvar aktiviteye sahip olduklart bulunmustur (21).
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31.

Abouzid ve arkadagslar bir seri ariletenilpiridazinon ve ariletilpiridazinon tiirevi
bilesigi farmakolojik aktivelerini degerlendirmek iizere tasarlamiglar ve
sentezlemiglerdir. Sentezlenmis bilesiklerin karagen tarafindan indiiklenmis sican
pence 0demi modeli kullanilarak antiinflamatuvar aktiviteleri test edilmistir. 6-[2-
(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-6-il)etil]-4,5-dihidropiridazin-3(2H)-on bilesigi
(32.) ise serideki bilesikler arasinda selekoksib ile kiyaslanabilecek diizeyde en iyi in

vivo antiinflamatuvar aktiviteye sahip tiirev olarak bulunmustur (1).
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32.

Zarghi ve arkadaslari, iirenin 1 nolu azotu iizerindeki fenilin para konumunda
metilsiilfonil farmakoforu ve 3 nolu azot iizerinde siibstitiie fenil halkasi bulunan bir
grup 1,3-diariliire tiirevi bilesik sentezlemis ve bu bilesiklerin selektif COX-2
inhibitor etkilerini degerlendirmislerdir. Calismalarinda 1-(4-metilsiilfonilfenil)-3-(4-

metoksifenil)iire bilesiginin (33.) yiikksek COX-2 selektivitesi ile referans bilesik

72



rofekoksib ile kiyaslanabilecek oranda COX-2 inhibitorii etkili oldugu bulunmustur

(128).

Lim ve arkadaslari, Cirsiom chanroenicum bitkisindeki antiiflamatuvar
bilesikleri belirlemek amaciyla izolasyon ¢alismasi gerceklestirmislerdir. Bu islem
sonrasinda elde ettikleri dogal bilesiklerin lipopolisakkarit ile muamele edilmis RAW
264.7 ve A23187 sigan bazofilik 16semi hiicrelerinde COX-2 tarafindan sentezlenen
PGE; ve 5-LOX tarafindan sentezlenen lokotrien iiretimine karsi inhibisyonlari
degerlendirilmistir. izolasyonla elde edilen pekolinarigenin dual COX-2/5-LOX
inhibitor etki gdstermistir. Bu bilesigin COX-2 izoenziminin ekspresyonunu ya da
NFkp aktivasyonu iizerinde etkili olmadig: bildirimistir. Izolasyonla elde edilen diger
bilesik olan pektolinarin ile pekolinarigenin bilesiginin arasidonik asitin indiikledigi
fare kulagi 6demi, karagenin indiikledigi fare pengesi 0demi ve pasif kiitanoz
anaflaksisi modelleri kullanilarak inflamatuvar ve alerjik inhibisyonu aktivitelerini
degerlendirilmistir. Her iki bilesiginde antiinflamatuvar etkili oldugu bulunmustur
(74).

Reddy ve arkadaslari, bir seri 1-(4-siilfonilfenil)-3-trifloro-metil-5-indolil
pirazol tiirevi bilesikleri tasarlamiglar, sentezlenmisler ve in vitro antiiflamatuvar
aktivitelerini degerlendirilmislerdir. Bu seriye ait bilesikleri dual COX ve LOX
inhibitorii olarak tasarlanmislardir. Optikge aktif olan bu bilesiklerden 4-[5-(1H-

indol-3-il)-3-triflorometil-4,5-dihidropirazol-1-il]-benzensiilfonamit (34a.) ve 4-[5-
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(7-kloro-1H-indol-3-il)-3-triflorometil-4,5-dihidropirazol-1-il]-benzensiilfonamit

(34b.) bilesiklerinin COX-2 inhibitor aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Ayni
zamanda  iki  bilesik ve  4-[5-(6-kloro-1H-indol-3-il)-3-triflorometil-4,5-
dihidropirazol-1-il]-benzensiilfonamitin (34¢.) iyi derecede 5-LOX ve 15-LOX

inhibitdr aktiviteye sahip olduklar1 da bulunmustur (97).

Hassanein ve arkadaslar1 {i¢ seri 2-(siibstitiiefenil)-4-(siibstitiieariliden)-
imidazolon-5-(4H)-on tiirevi bilesikleri sentezlemislerdir. Sentezlenmis bilesiklerden
11 tanesinin karagenle indiiklenmis sican pengesi 6demi modeli ile antiinflamatuvar
aktiviteleri degerlendirilmistir. Etil 4-(2-fenil-4-(2-bromo-5-hidroksibenziliden)-4,5-
dihidro-5-okso-imidazol-1-il)benzoat  bilesigi (35a.) indometazine esit
antiinflamatuvar aktivite, 4-(4-(2-bromo-5-hidroksibenziliden)-2-fenil-4,5-dihidro-5-
okso-imidazol-1-il)benzoik asit (35b.), 4-(2-(2,4-diklorofenil)-4-(4-klorobenziliden)-
4,5-dihidro-5-okso-imidazol-1-il)benzoik  asit  (35¢.), etil  4-((2-fenil)-(4-

klorobenziliden)-4,5-dihidro-5-okso-imidazol-1-il)benzoat (35d.) ve 1-(4-
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kloroasetamidofenil)-2-fenil-4-(4-klorobenziliden)-4,5-dihidro- 1 H-imidazol-5(4 H)-

on (35e.) bilesikleri ise ¢ok 1yi antiinflamatuvar aktivite gostermislerdir. COX-2’nin
katalizledigi PGE; iiretimine kars1 etil 4-(2-fenil-4-(4-klorobenziliden)-4,5-dihidro-5-
okso-imidazol-1-il)benzoat, etil 4-(4-(2-bromo-5-hidroksibenziliden)-2-fenil-4,5-
dihidro-5-okso-imidazol-1-il)benzoat ve 4-(2-(2,4-diklorofenil)-4-(4-
klorobenziliden)-4,5-dihidro-5-okso-imidazol-1-il)benzoik asit bilesiklerinin ise ¢ok

iyi inhibitor aktivite gdsterdikleri belirtilmistir (54).
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E. 2009 Yilinda Yayinlanms Calismalar

El-Gamal ve arkadaslar1, bir seri siibstitiie benziliden aseton oksim eter tiirevi
bilesigi tasarlamis, sentezlemis ve farmakolojik 6zelliklerini degerlendirmislerdir.
Yeni sentezlenmis bilesiklerin in vivo antiinflamatuvar aktiviteleri karagenle
indiiklenmis sican penge Odemi modeliyle arastirilmistir. Sentezlenmis olan
bilesiklerden (E)-2-{[(4-fenilbiit-3-en-2-iliden)amino]oksi}propanoik asit (36a.) ve
(E)-2-{[(4-fenilbiit-3-en-2-iliden)amino]oksi } propanamitin (36b.) serideki bilesikler
arasinda en yiiksek aktivite gosteren iki bilesik olduklari rapor edilmistir. Bu
bilesiklerin antiinflamatuvar aktiviteleri diklofenak sodyuma yakin bulunmustur.
Bilesiklerin analjezik aktiviteleri ise asetik asitle indiiklenmis farelerdeki agri
modelleri ile degerlendirilmis ve ayni zamanda bilesiklerin iilserojenik etkileri
lizerine de calisma yapilmustir. (E)-2-{[(4-fenilbiit-3-en-2-
iliden)amino]oksi}propanamitin ihmal edilebilecek diizeyde iilserojenik etki ile

belirgin antiinflamatuvar ve analjezik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (35).

H3C, OH HaC, NH,

oH-C, OH-G,

N-O @) N-O (0]
/ /7
HC-C HC-C
/y \ 1/ \
a b

36.

Chen ve arkadaglar1 bir benzo[1.3.2]ditiyazoliyumilid temelli bilesik olan 3-(4-
bromofenil)-6-nitrobenzo[ 1.3.2]ditiyazoliyumilid-1,1-dioksiti (37a.) yeni bir COX/5-
LOX dual inhibitor prototipi olarak sentezlenmistir. Bu bilesik ve 3-(4-bromofenil)-

5-nitrobenzo[1.3.2]ditiyazoliyumilid-1,1-dioksit (37b.) fare makrofajlarindaki COX-
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1 ve COX-2’yi inhibe etmislerdir. Aym1 zamanda bu iki bilesik potansiyel 5-LOX
inhibitorleri olarak bulunmustur. 6-Nitro tiirevi TNF-a {izerinde inhibitér etkiye
sahip iken 5-nitro tiirevinde ise bu etki goriilmemistir. Docking ¢alismalarinda 6-

nitro tiirevinin (S) enantiyomerinin COX-2 izoenzimine baglandig1 rapor edilmistir

(16).

37.

Renard ve arkadaglari, tercihli COX-2 inhibitérii olan nimesulidin bir seri
piridin analogunu sentezlemis ve farmakolojik olarak degerlendirmislerdir.
Sentezlenmis bilesiklerin COX-2 inhibitor aktiviteleri ise tam kan analizi ile
belirlenmistir. Analiz igin secilen bilesiklerin orta seviyeden yiiksege dogru artis
gosteren COX-2/COX-1 selektivite oranmna sahip olduklart bulunmustur. Bazi
bilesikler nimesulid ve selekoksib ile kiyaslandiklarinda benzer ya da daha iyi
antiinflamatuvar ozellik gostermistir. N-[3-(3-bromofenilamino)-4-
piridinil]triflorometansiilfonamit bilesiginin (38.) sentezlenen bilesikler arasinda en

iyi COX-2 selektivitesine ve antiiflamatuvar etkiye sahip oldugu rapor edilmistir

(99).
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Zarghi ve arkadaslari, metilsiilfonil farmakoforu bulunduran bir grup 1,3-
benzotiyazinan-4-on tiirevi bilesik sentezleyip COX-2 inhibitor aktivitelerini
degerlendirmislerdir. /n vitro COX-1/COX-2 inhibisyon calismalar1 sonucunda 3-(p-
florofenil)-2-(4-metilsiilfonilfenil)-1,3-benzotiyazinan-4-on (39.) bilesiginin en etkili

ve selektif COX-2 inhibitdri tiirev oldugu bulunmustur (130).

39.

Zarghi ve arkadaslarinin diger bir caligmasinda ise bir grup kinolin-4-
karboksilik asit tiirevi bilesik tasarlanmis ve selektif COX-2 inhibitorii olarak
sentezlenmistir. /n vitro COX-1/COX-2 galismalar1 sonucunda saptanan yap: etki
iligkileri, kinolin halkasinin 7 ve 8 nolu karbonlar1 iizerindeki cesitli siibstitiientlerin
yardimiyla belirlenmistir. Dort kinolin-4-karboksilik asit tiirevlerinden 7,8,9,10-
tetrahidro-2-(4-(metilsiilfonil)fenilbenzo[ #]kinolin-4-karboksilik asit (40.) etkin ve
yiiksek selektiviteli COX-2 inhibitorii olarak tespit edilmistir. Ayrica bu bilesik

referans bilesik selekoksibden daha etkin bulunmustur. Kinolin halkasinin 7 ve 8
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konumunda lipofilik siibstitiient varliginin COX-2 inhitor aktivite i¢in 6nemli oldugu

belirtilmistir (127).

40.

Swarbrick ve arkadaslari, bir seri 4-[4-(metilsiilfonil)fenil]-6-(triflorometil)-2-
pirimidin genel yapisina sahip COX-2 inhibitér adayr bilesik sentezlemislerdir.
Bilesiklerden 2-(butiloksi)-4-[4-(metilsiilfonil)fenil]-6-(triflorometil)pirimidin (41.)
bilesiginin iiyesi oldugu 2-pirimidil eterleri, iyi farmakokinetik profil ve yiiksek
beyin penetrasyonuna sahip, asir1 duyarli sigan modellerinde iyi etki gosteren, etkin

ve selektif inhibitor olarak bulunmustur (115).

HsC,
HZC’C‘HZ
H2C-O
=N
N\ / 802CH3
FsC
41.

Zebardast ve arkadaslari, bir grup metilsiilfonil farmakoforu bulunduran 3-
alkil-2-aril-1,3-tiyazinan-4-on  tiirevi  bilesigi  sentezleyip COX-2 inhibitor

aktivitelerini degerlendirmislerdir. /n vitro COX-1/COX-2 inhibisyon g¢alismalari
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sonucunda 3-benzil-2-(4-(metilsiilfonil)fenil)-1,3-tiyazinan-4-on (42.) bilesiginin

potansiyel ve selektif COX-2 inhibitorii oldugu bulunmustur (132).

O

CH,

O ’

N
>©~SOZCH3

S

42,

Feng ve arkadagslari, selektif COX-2 inhibitor bilesik olan imrekoksibin iki
major metabolitini hazirlayip in vivo ve in vitro aktivitelerini degerlendirmislerdir. 3-
(4’°-karboksifenil)-4-[4’-(metilsiilfonil)fenil]-1-propil-3-pirolin-2-on (43a.) ve 3-(4’-
hidroksimetilfenil)-4-[4’-(metilsiilfonil)fenil]-1-propil-3-pirolin-2-on (43b.)
bilesiklerinin kismi selektif COX-2 inhibitorleri olduklari ve ayn1i zamanda
selekoksible esit ya da biraz daha fazla in vivo antiinflamatuvar aktiviteye sahip

olduklar tespit edilmistir (38).

SOQCHg SOZCHS

43.

Zanatta ve arkadaslari, 3,5-di-tert-biitil-4-hidroksifenil ya da 3,5-di-tert-biitil-4-

metoksifenil grubu ile siibstitiie 3H-1,2-ditiyol-3-tiyanon tiirevi bilesik sentezlemis
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ve bu bilesiklerin COX-1 ve COX-2 izoenzimine karsi siklooksijenaz inhibitor
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Sentezlenmis biitiin bilesikler COX-2’ye karsi
inhibitor etkili bulunmustur. Fenol yapilari igeren bilesiklerin zayif COX-1 inhibitor
etki gosterdigi, metileter siibstitiienti bulunduran yapilarin ise olgiilebilecek diizeyde
inhibitor etkiye sahip olmadiklar1 bulunmustur (44.). Docking calismalarinda fenol
grubunun COX-2 ve COX-1’e baglandigi metileter yapisinin ise sadece COX-2’ye

baglandig1 tespit edilmistir (125).

H3C CHs
C—CH3
s-S
/ OH
S
C—cH
/ . 3
H3C CH3
44.

F. 2010 Yilinda Yaymlanms Calismalar

Raffa ve arkadaslari, selektif COX-2 inhibitorii selekoksibin analogu bir grup
pirazolilbenzotriazinon tiirevi bilesigi sentezlemislerdir. Biyolojik ¢aligmalar
sonucunda rapor edilen pirazoilbenzotriazinon tiirevlerinin bazilarinin iyi
farmakolojik profile sahip olduklar1 bulunmustur. Bilesiklerden etil 5-(4-okso-1,2,3-
benzotriazinon)-3-(4H)-il)- 1-piridin-2-il-1H-pirazol-4-karboksilat (45.) en etkin

COX-2 selektivitesine sahip bilesik olarak bulunmustur (94).
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Lim ve arkadaslari, p-siilfonamit ya da p-metilsiilfonil grubu tasiyan bir seri
stirilheterosiklik tiirevi bilesigi sentezleyip lipopolisakkaritin stimiile ettigi
RAW264.7 miirin makrofajlarinda COX-2 izoenziminin aracilik ettigi PGE;
tiretimine karsi bilesiklerin inhibisyon potansiyellerini degerlendirmistir. (E)-4-(2-
(tiyofen-3-il)vinil)benzensiilfonamitin (46.) potansiyel inhibitdr aktiviteye sahip

oldugu bulunmustur (73).

Wang ve arkadaslari, bir grup siibstitiie 2-triflorometil-2H-benzopiran-3-
karboksilik asit tiirevi bilesik sentezleyip selektif COX-2 inhibitor aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Bilesiklerden (S)-6,8-dikloro-2-(triflorometil)-2H-kromen-3-
karboksilik asit (47.) klinik ¢aligmalarda en iyi in vivo etkiye sahip bilesik olarak

bulunmustur (122).
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47.

Jiang ve arkadaslari, bir seri 1,5-diaril-1,2,4-triazol tiirevi bilesigi sentezleyip
COX-2 inhibitdr aktivitelerini degerlendirmislerdir. Biyolojik ¢aligmalar sonucunda
8 tane bilesigin potansiyel antiinflamatuvar aktivite gosterdikleri bulunmustur. /n
vitro COX inhibisyon c¢aligmalarinda 4-(1-(4-klorofenil)-3-(metiltiyo)-1H-1,2,4-
triazol-5-il)benzensiilfonamit bilesiginin (48.) selekoksibe esdeger etkinlige ve
selektif COX-2 inhibitdr etkisine sahip oldugu belirlenmistir. Antiinflamatuvar
aktivite testlerinde bu bilesigin orta dereceli antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir. Docking ¢aligmalarinda ise ayni bilesigin selektif COX-2 inhibitorii

SC-558 ile izoenzime benzer baglanma profiline sahip oldugu rapor edilmistir (65).
SO,NH,

N/

~ N
H,C” N cl

SH

48.

Jin ve arkadagslari, bir seri benzotiyazol tiirevi bilesigi sentezleyip nitrik oksit
(NO) iiretimine kars1 inhibitor aktivitelerini lipopolisakkarit tarafindan aktive edilmis
makrofajlarda incelenmisglerdir. En etkin bilesigin ise indol igeren benzotiyol tiirevi

1-[3-[(benzo[d]tiyazol-4-iloksi)metil|fenil]-2-(5-metoksi- 1 H-indol-3-il)etanon  (49.)
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oldugu bulunmustur. Benzotiyazollerin iNOS protein ve mRNA ekspresyonunun
stipresyonu ile NO {iretimini inhibe etmekte olduklar1 belirlenmistir. Bu durumun
sonucu olarak benzotiyazollerin COX-2 ekspresyonunu baskiladigi rapor edilmistir

(67).

Harrak ve arkadaglar1 bir seri 4-(ariloil)fenilmetilsiilfon  bilesigini
tasarlamiglardir. Bu bilesiklerin siklooksijenaz inhibitér kapasiteye sahip oldugu
belirlenmistir. 1-(4-(metilsiilfonil)fenil-1H-indol (50.) serideki bilesikler arasinda en
yiiksek COX-2 inhibitdr etkiye ve en iyi COX-2 selektivitesine sahip olan bilesik
olarak bulunmustur. Ayni1 zamanda bilesigin antiiflamatuvar aktivitesi test edilmis ve

ibuprofenden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (51).

12

HCO,S

50.

Chowdhury ve arkadaslari, indol halkasinin 4 ve 5 konumlarinda karbonil veya

metilenle bagli N-diflorometil-1,2-dihidropiridin-2-on artig1 bulunan bir seri
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indometazin analogu olan bilesigi sentezlemislerdir. indometazindeki 4-klorobenzoil
grubu N-diflorometil-1,2-dihidropirid-2-on-4-karbonil, N-diflorometil-1,2-
dihidropirid-2-on-4-karbonil, N-diflorometil-1,2-dihidropirid-2-on-4-metilenil ve N-
diflorometil-1,2-dihidropirid-2-on-5-metilenil artiklar1 ile yer degistirilerek elde
edilen bilesikler COX-2/5-LOX enzimlerine kars1 inhibitor aktivite gostermedikleri,
fakat in vivo olarak orta seviyede antiinflamatuvar aktivitelerinin mevcut oldugu
rapor edilmistir (23).

Eren ve arkadaslari, 3 seri 2-okso-5H-furan, 2-okso-3H-1,3-oksazol ve 1H-
pirazol yapilarin1i molekiilin merkezinde bulunduran diaril heterosiklik tiirevi
bilesikleri sentezlemis ve bu bilesiklerin COX-1 ve COX-2 izoenzimlerine karsi
inhibitor  aktivitelerini  degerlendirmislerdir.  2-okso-5H-furan  tiirevi  3-(4-
metoksifenil)-4-(3-metil-2-okso-3 H-benzooksazol-6-il)-2-okso-5SH-furan bilesiginin
(51a.) COX-1 selektif inhibitor etkili oldugu bulunmustur. 1H-pirazol tiirevi 1-(4-
metoksifenil)-3-triflorometil-5-(3-metil-2-okso-3 H-benzoksazol-6-il)- 1 H-pirazol
bilesiginin (51b.) ise COX-2 inhibitdrii etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bu bilesik
rofekoksibden 38 kat etkin olmasina ragmen COX-2 selektivitesi gostermemistir. 1-
(4-klorofenil)-3-triflorometil-5-(3-metil-2-okso-3H-benzoksazol-6-il)-1 H-pirazol
bilesiginin (51c.) ise kuvvetli ve selektif COX-2 inhibitor aktiviteye sahip oldugu

rapor edilmistir (36).
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DENEYSEL BOLUM

I. SENTEZLER VE SPEKTRAL BULGULAR
A. Materyal

Sentez caligmalarinda kullanilan benzoik asit, izonikotinik asit, 2-pikolik asit,
anilin, morfolin, piperidin, pirolidin, izopropilamin, dimetilamin, trietilamin, sodyum
hidroksit, sodyum bikarbonat, tiyonil kloriir, deniz kumu, TLC Silica gel 60 Fs4,
Silica gel 60 ve siilfiirik asit Merck firmasindan, nikotinik asit, glisin ve aktif kdmiir
Fluka firmasindan, tiyofen-2-karboksilik asit Sigma firmasindan, hidroklorik asit
Carlo Erba firmasindan temin edilmistir. Calismamizda kullanilan ¢oziiciiler analitik
saflikta olup metanol, tetrahidrofuran, petrol eteri Merck firmasindan, kloroform,
etanol ve etil asetat Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. IR analizleri i¢in
kullanilan potasyum bromiir, "H NMR analizleri i¢in kullanilan Dg-dimetilsiilfoksit

ve Dj-kloroform Merck firmasindan temin edilmistir.

B. Yontemler

1. Kromatografik Yontemler

Sentez c¢alismalar1 sirasinda tepkimeyi izlemek ve sentezlenen bilesiklerin
safliklarim1  kontrol etmek amaciyla ince tabaka kromatografisinden (I.T.K.)
yararlanildi. Ince tabaka kromatografisi icin Merck firmasina ait TLC Silica gel 60

F2s4 hazir kromatografi plaklari kullanildi. Ince tabaka kromatografisi ¢alismalar1 oda



sicakliginda yapildi, siiriikleme isleminden sonra plaklar agik havada kurutuldu ve
plaklarin iizerindeki lekeler 254 nm dalga boyundaki UV 15181 ile tespit edildi. Ince
tabaka kromatografisinde kullanilan ¢6ziicii sistemi kloroform:metanol (11:1) diir.
Sentezlenen bilesiklerin onemli bir kisminin saflagtirmasinda siitun kromatografisi
yontemi kullanildi. Siitun kromatografisinde sabit faz olarak Merck firmasina ait
Silica gel 60 kullanildi. Siitun kromatografisinde mobil faz olarak ise NBG-P, NBG-
M, NBG-Piro ve NBG-DM bilesikleri i¢in kloroform, diger bilesikler i¢in ise

kloroform:metanol (11:1) kullanildi.

2. Spektral Analizler

Bilesiklerin UV Spektrumlar;, 5.10° M konsantrasyonda metanoldeki
cozeltileri  halinde Icm’lik  kuvartz  kiivet icinde Shimadzu UV1601
Spektrofotometresinde alindi.

Bilesiklerin IR spektrumlari almak amaciyla, 1 mg bilesik ve 100 mg potasyum
bromiir kullanilarak potasyum bromiir pelletleri olusturuldu. IR spektrumlari pelletler
halinde Jasco FT/IR-400 spektrofotometresinde alindi.

'H NMR spektrumlari, Varian AS 400 Mercury Plus NMR cihazinda alindi.

API-ES MS (Atmosperic Pressure lonization Electrospray Mass) analizleri

Waters 2695 Allience Micromass ZQ LC/MS cihaziyla gerceklestirildi.

3.  Erime Derecesi Tayinleri

Bilesiklerin erime dereceleri tayinleri, Barnstead/Electrothermal 9100 erime

tayini cihazinda tespit edildi.
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4. Elementel Analizler

Final bilesiklerinin elementel analizleri LECO CHNS 932 Elementel Analiz

cihazi kullanilarak yapildi.

C. Bilesiklerin Sentezi

1.  Benzoil Kloriir ve Tiyofen-2-karbonil Kloriir Bilesiklerinin Sentezi

0,02 mol benzoik asit 5 ml tiyonil kloriir igerisinde 80°C ‘de 1 saat geri ¢eviren
sogutucu altinda kaynatildi. Reaksiyon sonunda tiyonil kloriir asirisi rotavapor
yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Aymi ydntem tiyofen-2-karbonil kloriir
bilesiginin sentezinde de kullanildi. Benzoil kloriir ve tiyofen-2-karbonil kloriir

bilesikleri ham halde %95 verimle elde edildi.

2.  Hippiirik Asit ve 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetik Asit

Bilesiklerinin Sentezi

0,02 mol glisin ve 0,02 mol benzoil kloriir 0-5°C arasinda ayr1 ayr1 15 ml 2M
sodyum hidroksit ¢ozeltisi igerisinde ¢oziindiiriildii. Benzoil kloriiriin 2M sodyum
hidroksit igerisindeki ¢ozeltisi glisinin 2M sodyum hidroksit igerisindeki ¢ozeltisi
igerisine 30 dakika siiresince porsiyonlar halinde kuvvetli ¢alkalanarak ilave edildi
ve oda sicakliginda 30 dakika daha karistirildi. Reaksiyon sonunda derisik
hidrokloriir ¢ozeltisi ile ortam asitlendirildi. Hippiirik asit bilesigi ¢oktii, ¢oken ham
tiriin siiziildii ve sudan kristallendirildi. 2-(Tiyofen-2-karboksiamido)asetik asit
bilesigi de ayn1 yontemle sentezlendi. Sentez esnasinda benzoil kloriir yerine tiyofen-
2-karbonil kloriir bilesigi kullanildi ve ham {iriin sudan kristallendirildi. Hippiirik asit

ve 2-(tiyofen-2-karboksamido)asetik asit sirasiyla % 81 ve % 80 verimle elde edildi.

89



3.  Hippiirik Asit Metil Esteri ve 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetik Asit

Metil Esteri Bilesiklerinin Sentezi

0,01 mol hippiirik asit 15ml metanol icerisinde 0,25ml derisik siilflirik asit ile 2
saat geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatildi. Reaksiyon sonunda metanoliin asirisi
rotavapor yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Kalan bakiye tizerine 30 ml su eklendi
ve 30 ml kloroform ¢ozeltisi ile 3 kez ekstraksiyona tabi tutuldu. Kloroformlu
kisimlar toplandi ve 20 ml 1M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile yikandi. Kloroformlu
kisim susuz sodyum siilfat ile suyunda kurtarildi. Kloroform rotavapor yardimiyla
ortamdan uzaklastirildi ve bakiye etil asetat ile kristallendirildi. 2-(Tiyofen-2-
karboksamido)asetik asit metil esteri de ayn1 yontemle sentezlendi. Sentez esnasinda
hippiirik asit yerine 2-(tiyofen-2-karboksamido)asetik asit kullanildi ve ham {irtin etil
asetat ile kristallendirildi. Hippiirik asit metil esteri ve 2-(tiyofen-2-

karboksamido)asetik asit metil esteri sirastyla %84 ve %70 verim ile elde edildi.

4. 2-Benzamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

0,005 mol hipptirik asit metil esteri ile 0,03 mol piperidin, 5 ml metanol
icerisinde 4 saat geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatildi. Piperidin ve metanoliin
fazlas1 rotavapor yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Bilesik siitun kromatografisi ile
temizlendi, mobil faz olarak kloroform kullanildi. Elde edilen ham {iriin etil asetattan
kristallendirildi.

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin erime derecesi, % verim ve kristallendirme

solvanlari tablo 1°de verilmistir.
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5.  2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

0,005 mol 2-(tiyofen-2-karboksamido)asetik asit metil esteri ile 0,03 mol
piperidin, 5 ml metanol ¢ozeltisi igerisinde 2 saat geri c¢eviren sogutucu altinda
kaynatildi. Piperidin ve metanoliin fazlasi rotavapor yardimiyla ortamdan
uzaklastirildi. Bilesik siitun kromatografisi ile temizlendi, mobil faz olarak
kloroform-etanol(11:1) karistmi kullanildi. Elde edilen ham f{iriin etil asetattan
kristallendirildi.

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin erime derecesi, % verim ve kristallendirme

solvanlar1 Tablo 1’de verilmistir.
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KOD Erime | % Verim Kristallendirme Kullaqllan
Derecesi Solvam Amin
NBG-A | 221°C(a) | 40 Etanol-su (1.9) Anilin
karigimi
NBG-P 97°C (b) 35 Etil asetat Piperidin
NBG-M | 163°C (¢) 37 Etil asetat Morfolin
NBG-Piro 109°C 35 Etil asetat Pirolidin
N Etanol-su (1:9) . S
NBG-Isp | 194°C (d) 50 Karisimi Izopropilamin
NBG-DM | 122°C (e) 35 Etil asetat Dimetilamin
NTG-A | 251°C 48 Etanol-su (1:9) Anilin
karigimi
NTG-P 138°C 42 Etil asetat Piperidin
NTG-M 156°C 32 Etil asetat Morfolin
NTG-Piro 156°C 37 Etil asetat Pirolidin
NTG-Isp 189°C 38 Etil asetat Izopropilamin
NTG-DM 121°C 27 Etil asetat Dimetilamin

Tablo 1. 2-Benzamidoasetamit ve 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit Tiirevi
Bilesiklerin Erime Derecesi, % Verim, Kristallendirme Solvanlar1 ve Kullanilan
Aminler

* Daha Once sentezi gerceklestirilmis bilesiklerin literatiirde kayith erime dereceleri
(a) 215°C (106), (b) 91 °C (118), (c) 150°C (55), (d) 186 °C (106), (e) 113 °C (55)
6.  Metil Glisinat Hidrokloriir Bilesiginin Sentezi

0,01 mol glisin 0,1 mol (4 ml) metanol icerisinde ¢6ziindiiriildii, 0-5°C’de buz
banyosunda sogutularak iizerine 0,03 mol (2 ml) tiyonil kloriir damla damla ilave

edildi. Daha sonra bu karisim 2 saat geri ¢eviren sogutucu altinda kaynatildi. Tiyonil
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kloriir ve metanoliin fazlas1 rotavapor yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Ham

irtintin verimi % 90°dir.
7.  2/3/4-Pikolinoil Kloriir Hidrokloriir Bilesiklerinin Sentezi

0,01 mol nikotinik asit 0,09 mol (6ml) tiyonil kloriir icerisine 0-5°C’de buz
banyosunda sogutularak ilave edildi ve sonrasinda 4 saat geri c¢eviren sogutucu
altinda kaynatildi. Reaksiyon sonunda tiyonil kloriiriin fazlasi rotavapor yardimriyla
ortamdan uzaklastirildi. Bu yontemle izonikotinoil kloriir hidrokloriir ve 2-pikolinoil
kloriir hidrokloriir bilesiklerinin sentezleri de gerceklestirildi. Izonikotinoil kloriir
hidrokloriir bilesiginin sentezinde izonikotinik asit ve 2-pikolinoil kloriir hidrokloriir
bilesiginin sentezinde ise 2-pikolinik asit kullanildi. Nikotinoil kloriir hidroklortir,
izonikotinoil kloriir hidrokloriir ve 2-pikolinoil kloriir hidrokloriir bilesikleri ham

tirtin olarak sirastyla % 95, % 93 ve % 63 verimle elde edildi.

8. N-2/3/4-Pikolinamidoasetik Asit Metil Esteri Bilesiklerinin Sentezi

0,01 mol metil glisinat hidrokloriir 25ml tetrahidrofuran igerisine ilave edildi,
buz banyosunda iizerine 0,01 mol trietilamin eklendi ve 30 dakika karistirildi. 30
dakikanin sonunda karisimin {izerine once 0,012 mol nikotinoil kloriir hidrokloriir
eklendi ve bu islem bittikten sonra tekrar 0,024 mol trietilamin eklendi. Karigim oda
sicakliginda 3 saat karigtirildi, siiziildii ve tetrahidrofuran rotavapor yardimryla
ortamdan uzaklastirildi. Bakiye tizerine 25 ml doymus sodyum bikarbonat ¢ozeltisi
eklendi, 25 ml etil asetat ile 3 kez ekstraksiyona tabi tutuldu. Etil asetatli kisimlar
toplandi ve susuz sodyum siilfatla muamele edilerek suyundan kurtaldi, siiziildii ve
etil asetat rotavapor yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Sar1 viskoz bir siv1 halinde

2-nikotinamidoasetik metil esteri elde edildi. Bu yontemle nikotinoil kloriir
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hidrokloriir ~ yerine  izonikotinoil  klorir = hidrokloriir ~ kullanilarak  2-
izonikotinamidoasetik asit metil esteri ve 2-pikolinoil kloriir hidrokloriir kullanilarak
2-(2-pikolinamido)asetik asit metil esteri elde edildi. 2-Nikotinamidoasetik asit metil
esteri, 2-izonikotinamidoasetik asit metil esteri ve 2-(2-pikolinamido)asetik asit metil

esteri ham tiriin olarak sirasiyla % 56, % 62, %31 verimle kazanildi.

9. 2/3/4-Pikolinamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

0,005 mol metil 2-nikotinamidoasetat ile 0,03 mol piperidin, 5 ml metanol
icerisinde 4 saat geri ceviren sogutucu altinda kaynatildi. Piperidin ve metanoliin
fazlas1 rotavapor yardimiyla ortamdan uzaklastirildi. Bilesik siitun kromatografisi ile
temizlendi, mobil faz olarak kloroform-etanol (11:1) karigimi1 kullanildi. Elde edilen
ham {iriin, etil asetat-petrol eteri (7:3) karigimu ile kristallendirildi.

Sentezi gerceklestirilen bilesiklerin erime derecesi, % verim ve kristallendirme

solvanlar1 Tablo 2’de verilmistir.
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KOD Erime | % Verim Kristallendirme Kullaqllan
Derecesi Solvan Amin
NNG-A | 231°C 45 Etanol-su (1:9) Anilin
karigimi
o Petrol eteri-etil C
NNG-P 80°C 30 asetat (3:7) Piperidin
NNG-M 157°C 27 Etil asetat Morfolin
NNG-Piro 120°C 32 Etil asetat Pirolidin
NNG-Isp | 188°C (a) 30 Etil asetat [zopropilamin
NNG-DM 91°C 28 Etil asetat Dimetilamin
NING-A | 191°C 34 Etanol-su (1:9) Anilin
karigimi
o Petrol eteri-etil C
NING-P 125°C 20 asetat (3:7) Piperidin
NING-M 182°C 23 Etil asetat Morfolin
NING-Piro 157°C 42 Etil asetat Pirolidin
NING-Isp 208°C 20 Etil asetat Izopropilamin
NING-DM 147°C 33 Etil asetat Dimetilamin
NPG-A | 201°C 24 Etanol-su (1:9) Anilin
karisimi1
NPG-P 84°C 30 Etil asetat Piperidin
NPG-M 209°C 23 Etil asetat Morfolin
NPG-Piro 155°C 42 Etil asetat Pirolidin
NPG-Isp 169°C 20 Etil asetat Izopropilamin
NPG-DM 134°C 33 Etil asetat Dimetilamin

Tablo 2. 2-Nikotinamidoasetamit, 2-Izonikotinamidoasetamit ve 2-(2-
Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin Erime Derecesi, % Verim,
Kristallendirme Solvanlari ve Kullanilan Aminler

* Daha Once sentezi gerceklestirilmis bilesiklerin literatiirde kayitl erime dereceleri

(a) 182°C (10)
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D. Spektral Bulgular

NBG-A Bilesiginin Spektral Bulgular:

2! 3

0O—0
O—=0

—NH—CH,—C—NH 4

N-[2-(fenilamino)-2-oksoetil]benzamit
UV (Metanol)

Amax (Ioge) 240.5 (4.36), 205 (4.40) nm

IR (KBr) (Spektrum No 1)

Vmaks (cm™) 3309 (N-H gerilim), 3137, 3060 (Aromatik C-H gerilim), 1681, 1639
(C=0 gerilim), 1602, 1492, 1442 (C=C gerilim), 1540 (Amid II bandi), 748, 690

(Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 2, 3, 4)

CDCl;

8 8.80 (1H, brs, -NH-Ar), 7.89-7.86 ( 2H, m, H-2, H-6 ), 7.58-7.53 ( 3H, m, H-4, H-
27, H-6"),7.46 ( 2H, t, J 7.4 Hz, H-3", H-5"), 7.34-7.30 ( 3H, m, -NH-CH,-, H-3,

H-5), 7.12 ( 1H, t, J 7.4 Hz, H-4"), 4.38 ( 2H, d, J 5.0 Hz, -NH-CH,-)

MS (ESI+) ( Spektrum No 5)

m/z 133 (CgHNO", 17 %), 162 (CoHgNO,", 100 %), 163 (CoHgNO, +1, 15 %), 255

(M+1,60%), 256 (M+2, 12 %), 277 (M+23, 97 %), 278 (M+24, 15 %), 318 (M+64,
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39 %), 401 (M+147, 21 %), 402 (M+148, 17 %)

Elementel Analiz (%)

C15sH14N,O, 0.2H,0 C H N
Hesaplanan 69,86 5,63 10,86
Bulunan 69,73 5,57 10,54
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|Defauit file

[NBG-A 313 (5.226) Cn (Cen,2, 80.00, HY 1: Sean ES+ |
100+ 162 .09 34e8
277.36 |
| |
| .
| |
25536
| | |
% 4
| | 318.41 |
401 54
133.74 163.19 278.25
| lase.a . 02,07 |
140.03 319.46
122.20 203.29 20337 39371 [402.56
229.13 EZD-“ 345 57 :
175.43 | ! ;
| o e Pbbrrrresty —— .....*..,..LJ.".,.L'.L.JJL_Ad—..I rrrreryte gy A1 77 s OME
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Spektrum No 5. NBG-A Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NBG-P Bilesiginin Spektral Bulgular:

N-[2-okso-2-(piperidin-1-il)etil |benzamit

UV (Metanol)

Aanax (10g€) 224.0 (4.15), 204.0 (4.29) nm

IR (KBr) (Spektrum No 6)
Vmaks (cm™) 3338 (N-H gerilim), 3060, 3006 (Aromatik C-H gerilim), 2935, 2852
(Alifatik C-H gerilim),1660, 1633 (C=0O gerilim), 1579, 1444 (C=C gerilim), 1540

(Amid II bandi), 775, 713, 692 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 7, 8,9)

CDCl;

5 7.86-7.84 (2H, m, H-2, H-6 ), 7.52-7.48 ( 1H, m, H-4), 7.46-7.42 ( 2H, m, H-3, H-
5), 7.38 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 4.24 ( 2H, d, J 3.5 Hz, -NH-CH,-), 3.62 ( 2H, t, J 5.5
Hz, H-2" *, H-6" *), 3.40 ( 2H, t, J 5.5 Hz, H-2" *, H-6" *), 1.71-1.66 ( 2H, m, H-
47),1.62-1.54 (4H, m, H-3", H-5")

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir

MS (ESI+) ( Spektrum No 10)
m/z 247 (M+1, 60 %), 248 (M+2, 9 %), 269 (M+23, 100 %), 270 (M+24, 59 %),
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310 (M+64, 100 %), 311 (M+65, 36 %)

Elementel Analiz (%)
C1sH1sN>O, C H N
Hesaplanan 68,27 7,37 11,37
Bulunan 68,17 7,39 11,38
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Default file
NBG-P 232 (3.891) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
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) ‘
| | 311.49
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2
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253.43 204 .43 |320.68
oLw'55%2 17137 197.01213.00229.45 o - f 38752 a76.08381.44) 40530
160 180 200 220 240 260 280 300 320 ' 340 360 380 400

Spektrum No 10. NBG-P Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NBG-M Bilesiginin Spektral Bulgular:

5 6 6' 5,

N-(2-morfolino-2-oksoetil)benzamit

UV (Metanol)

Aumax (10g€) 224.5 (4.13), 205.0 (4.24) nm

IR (KBr) (Spektrum No 11)

Vmaks (cm™) 3338 (N-H gerilim), 2981, 2921, 2859 (Alifatik C-H gerilim), 1664,
1643 (C=0 gerilim),1577, 1471, 1434 (C=C gerilim), 1515 (Amid II bandi), 709,

688 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 12, 13, 14)

CDCl;

5 7.85-7.83 (2H, m, H-2, H-6 ), 7.53-7.50 ( 1H, m, H-4), 7.46-7.42 ( 2H, m, H-3, H-
5), 7.29 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 4.25 ( 2H, d, J 3.9 Hz, -NH-CH,-), 3.74-3.68 ( 6H, m,
H-2'* H-37,H-5", H-6’ *), 3.50-3.47 ( 2H, m, H-2" *, H-6" *),

* [ki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir

MS (ESI+) ( Spektrum No 15)

m/z 249 (M+1, 95 %), 250 (M+2, 14 %), 271 (M+23, 100 %), 272 (M+24, 13 %),
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312 (M+64, 90 %), 313 (M+65, 16 %)

Elementel Analiz (%)
C13H16N203 C H N
Hesaplanan 62,89 6,50 11,28
Bulunan 62,73 6,33 11,20

107



130

100

%T

50

20 | | | |
4000 3000 2000 1000 400

Wavenumber[cm-1]

Spektrum No 11. NBG-M Bilesiginin IR Spektrumu

Spektrum No 12. NBG-M Bilesiginin '"H NMR Spektrumu

108




eon

aHps  stpul

LE
ate  dan 12 2008
e o

olven 013 -
1 mxp SHES
ACRUISITION b g
388,80 P
at 1998
ng s
" not uEed
b 16 |
di 1.000
8

!
.
| iin
. ewe o 1
Spektrum No 13. NBG-M Bilesiginin H NMR Spektrumu
(Genisletilmis)
B i

Spektrum No 14. NBG-M Bilesigini
(Genisletilmis)

109

"H NMR Spektrumu




Default file |

NBG-M 252 (4.227) Cn (Cen,2, 80.00, Hi) 1: Scan ES+ |
‘o 271.37 8.83e7|
a0 312.43
% |
|
|
]
|
313.44
25038 |272.34 -
'i
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|314.44
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Spektrum No 15. NBG-M Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NBG-Piro Bilesiginin Spektral Bulgular

3 2 o)

O] O
| | ¥

4 C—NH—CH,—C—N

4V
5 6 5'
N-[2-okso-2-(pirolidin-1-il)etil |benzamit

UV (Metanol)

Aamax (10g€) 224.5 (4.05), 203.5 (4.21) nm

IR (KBr) (Spektrum No 16)

Vmaks (cm™) 3390 (N-H gerilim), 3056 (Aromatik C-H gerilim), 2975, 2877 (Alifatik
C-H gerilim), 1637 (C=0 gerilim), 1515 (Amid II band1), 1454 (C=C gerilim), 709

(Diizlem dis1 C-H egilim)

"H NMR ( Spektrum No 17, 18, 19)

CDCl;

§7.86-7.82 (2H, m, H-2, H-6 ), 7.51-7.47 ( 1H, m, H-4), 7.46-7.41 ( 2H, m, H-3, H-
5), 7.27 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 4.16 ( 2H, d, J 4.3 Hz, -NH-CH,-), 3.55 ( 2H, t, J 6.8
Hz, H-2' *, H-5"*), 3.47 ( 2H, t, J 6.8 Hz, H-2" *, H-5" *), 2.07-2.01 ( 2H, m, H-
37 % H-47 %), 1.96-1.89 ( 2H, m, H-3" *, H-4" *)

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir

MS (ESI+) ( Spektrum No 20)

m/z 233 (M+1, 100 %), 234 (M+2, 34 %), 255 (M+23, 100 %), 256 (M+24, 54 %),
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296 (M+64, 93 %), 297 (M+65, 15 %), 368 (M+146, 22 %), 369 (M+147, 12 %)

Elementel Analiz (%)
Ci13H16N20, 0.4H,0 C H N
Hesaplanan 65,20 7,07 11,70
Bulunan 65,39 6,84 11,65
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|Default file
MNBG-Piro 310(5.198)
233

1004

Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

L 377.26

33 25533
|
296.40
256.36
234.35
5
368.54
|297.4‘I
€ 368.90
27113 L~
235.44 271.62
| 281.09|298.39 369.63
g [ 323.28 360.51|f
240 260 280 300 320 0 380

T
400

T
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416,59 43647

1: Scan ES+
1.34e8

455.64

miz
490 450 2

Spektrum No 20. NBG-Piro Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NBG-Isp Bilesiginin Spektral Bulgular:

32 o CH,

| (.

4 C—NH—CH,—C—NH—CH
5 f CH,

N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil|benzamit

UV (Metanol)

Amax (l0gg) 227.5 (4.05), 203.0 (4.18) nm

IR (KBr) (Spektrum No 21)

Vmaks (cm™) 3289 (N-H gerilim), 3064 (Aromatik C-H gerilim), 2973, 2933, 2875
(Alifatik C-H gerilim), 1658, 1643 (C=0 gerilim), 1548 (Amid II band1), 1492, 1465

(C=C gerilim), 692 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 22, 23, 24 )

CDCls
§7.84 (2H, d, J 7.4 Hz, H-2, H-6 ), 7.51 ( 1H, t, J 7.4 Hz, H-4), 7.46-7.42 ( 2H, m,
H-3, H-5), 7.31 ( 1H, brs, NH-CH,-), 6.54 ( 1H, d, J 6.6 Hz,-NH-CH(CHj),), 4.13 (
2H, d, J 5.1 Hz, -NH-CH,-), 4.10-4.07 ( 1H, m, -NH-CH(CHs),), 1.20 ( 6H, d, J 6.6

HZ, -CH3 )

MS (ESI+) ( Spektrum No 25)

m/z 134 (CsHNO™+1, 15 %), 162 (CoHsNO,", 73 %), 221 (M+1, 100 %), 222
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(M+2, 43 %), 243 (M+23, 100%), 244 (M+24, 32 %), 284 (M+64, 85 %), 285

(M+65, 15 %), 350 (M+130, 52 %), 351 (M+131, 22 %)

Elementel Analiz (%)
Ci12H16N20, 0.1H,O C H N
Hesaplanan 64,90 7,35 12,61
Bulunan 64,68 6,99 12,44
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Default file
NEG-izop 301 (5.048) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
22133 24333 1.34e8
1004
284.40

16217 |

161.93152 38

52
% am
[222.35 |
2/44.32
pie.58 351.09
| 285.40
133.96 I~
163.05
| 141.16§" 22327 259.41 34264 |351.68 441.57
203.19 |2 | ’ i 3 -5
121.80 164.08 l H | | l |7 4 342,12 _358.89 441.22. |
PRSI NS W VAN U N At .LL e T .k k. ! miz
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Spektrum No 25. NBG-Isp Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NBG-DM Bilesiginin Spektral Bulgular:

CHs
4 C—NH—CH,—C—N
5 6 CH3

N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil |benzamit
UV (Metanol)

Amax (10g€) 225.5 (4.09) 205.0 (4.19) nm

IR (KBr) (Spektrum No 26)

Vmaks (cm™) 3289 (N-H gerilim), 3060 (Aromatik C-H gerilim), 2925, 2867 (Alifatik
C-H gerilim), 1668, 1646 (C=0 gerilim), 1513 (Amid II band1), 1475 (C=C gerilim),

709 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 27, 28, 29 )

CDCl;
§ 7.86-7.83 (2H, m, H-2, H-6 ), 7.52-7.48 ( 1H, m, H-4), 7.46-7.41 ( 2H, m, H-3, H-
5), 7.31 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 4.22 ( 2H, d, J 3.5 Hz, -NH-CH,-), 3.04 ( 6H, dd, J

7.8, 5.1 Hz, -CHs)

MS (ESI+) ( Spektrum No 30)

m/z 207 (M+1, 32 %), 229 (M+23, 100 %), 230 (M+24, 51 %), 270 (M+64, 100 %),

271 (M+65, 35 %)
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Elementel Analiz (%)

C11H14N>0, C H N
Hesaplanan 64,06 6,84 13,58
Bulunan 63,79 6,71 13,39
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NTG-A Bilesiginin Spektral Bulgular:

P (|3| 0 AR
’ \ C—NH—CH,—C—NH 4
5 S
6 5

N-[2-(fenilamino)-2-oksoetil |tiyofen-2-karboksamit

UV (Metanol)

Amax (I0gg) 246.5 (4.34), 204.5 (4.30) nm

IR (KBr) (Spektrum No 31)

Vmaks (cm™) 3307, 3278 (N-H gerilim); 3077 (Aromatik C-H gerilim), 1681, 1633
(C=0 gerilim), 1550 (Amid II bandi), 1442 (C=C gerilim), 755, 719, 692 (Diizlem

dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 32, 33, 34)

DMSO¢

6 10.03 (1H, brs, NH-Ar), 8.83 ( 1H, t, J 5.9 Hz, NH-CH,-), 7.83-7.82 ( 1H, m, H-3

), 7.78-7.68 ( 1H, m, H-5), 7.60 ( 2H, d, J 7.8 Hz, H-2", H-6"), 7.31 (2H, t,J 7.8
Hz, H-3", H-5"), 7.17 ( 1H, dd, J 5.1, 3.9 Hz, H-4 ), 7.05 ( 1H, t, J 7.4 Hz, H-4"),
4.04 (2H, d, J 5.9 Hz, -NH-CH,)

MS (ESI+) ( Spektrum No 35)

m/z 168 ( CHeNO,S™, 24 %), 261 (M+1, 19 %), 262 (M+2, 13 %), 283 (M+23, 100
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%), 284 (M+24, 17 %), 324 (M+64, 100 %), 325 (M+65, 20 %)

Elementel Analiz (%)
Ci3H12N>O,S C H N S
Hesaplanan 59,98 4,65 10,76 12,32
Bulunan 59,64 4,39 10,76 12,30
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Default file
NTG-A 253 (4.244) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
32438 1.11e8
1007 283.32 |
|
0&_
167.99
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285.42 (
169.23 262.40 |
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iginin MS (ESI+) Spektrumu
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NTG-P Bilesiginin Spektral Bulgular:

3 o 2 3
: | N\ |
C—NH—CH,—C—N 4
C o 6

N-[2-0kso-2-(piperidin-1-il)etil]tiyofen-2-karboksamit

UV (Metanol)

Amax (I0gg) 249.0 (4.04), 203.5 (4.11) nm

IR (KBr) (Spektrum No 36)

Vmaks (cm™) 3276 (N-H gerilim), 3073 (=C-H gerilim), 2933, 2856 ( Alifatik C-H
gerilim), 1635 (C=0 gerilim), 1554 (Amid II band1), 1459 (C=C gerilim), 746, 718

(Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 37, 38, 39)

CDCl;

§7.58 (1H, dd, J 3.9, 1.2 Hz, H-3 ), 7.48 ( 1H, dd, J 5.1, 1.2 Hz, H-5 ), 7.23 ( 1H,
brs, -NH-CH,-), 7.08 ( 1H, dd, J 5.1, 3.9 Hz, H-4 ), 4.21 ( 2H, d, J 3.9 Hz, -NH-CH,-
), 3.63-3.60 ( 2H, m, H-2" *, H-6" *), 3.39 ( 2H, t, J 5.5 Hz, H-2" *, H-6" *), 1.72-
1.56 (6H, m, H-3", H-47 , H-5")

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+)

m/z 253 (M+1, 53 %), 254 (M+2, 6 %), 275 (M+23, 100 %), 276 (M+24, 58%), 277

( Spektrum No 40)

(M+25, 26 %), 316 (M+64, 100 %), 317 (M+65, 34 %), 318 (M+66, 13 %)

Elementel Analiz (%)
C12H6N-O,S C H N S
Hesaplanan 57,12 6,39 11,10 12,71
Bulunan 57,16 6,41 11,07 12,78
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Default file
NTG-P 267 (4.480) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
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|
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167 [ = B
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Spektrum No 40. NTG-P Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NTG-M Bilesiginin Spektral Bulgular:

3 o 0 2! 3
’ | N\ I/ \
C—NH—CH,—C—N 0
> S >_5/

N-(2-morfolino-2-oksoetil)tiyofen-2-karboksamit

UV (Metanol)

Amax (l0g€) 249.0 (3.95), 204.0 (4.01) nm

IR (KBr) (Spektrum No 41)

Vmaks (cm™) 3396, 3374 (N-H gerilim), 3089 (=C-H gerilim), 2967, 2933, 2856
(Alifatik C-H gerilim), 1641 (C=0O gerilim), 1554 (Amid II bandi), 1459 (C=C

gerilim), 738 (Diizlem dis1 C-H egilim)

"H NMR ( Spektrum No 42,43, 44)

CDCls

§7.58 (1H, d, J 3.9 Hz, H-3), 7.49 ( 1H, d, J 5.1 Hz, H-5 ), 7.13 ( 1H, brs, -NH-
CH,-), 7.09 ( 1H, dd, J 5.1, 4.3 Hz, H-4 ), 423 ( 2H, d, J 4.3 Hz, -NH-CH,-), 3.73-
3.68 (6H, m, H-2" *, H-37, H-5", H-6" *), 3.48-3.46 ( 2H, m, H-2" *, H-6" *)

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir

MS (ESI+) ( Spektrum No 45)

m/z 255 (M+1, 63 %), 256 (M+2, 9 %), 277 (M+23, 100 %), 278 (M+24, 26 %),
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279 (M+25, 12 %), 318 (M+64, 63%), 319 (M+65, 11 %), 401 (M+147, 23 %), 402

(M+148, 10 %)

Elementel Analiz (%)
C11H14N,05S C H N S
Hesaplanan 51,95 5,55 11,02 12,61
Bulunan 51,99 5,35 10,96 12,59
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Defauit file e e e =
NTG-m 295 (4.937) Cn (Cen,2, B0.00, Ht) 1: Scan ES+
100 27?_.31 1.34e8
|
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B
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[ A01.44
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il -
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Spektrum No 45. NTG-M Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NTG-Piro Bilesiginin Spektral Bulgular

3 0 o) )
TN || y
C—NH—CH,—C—N

5 S 4'
5'

N-[2-okso-2-(pirolidin-1-il)etil |tiyofen-2-karboksamit

UV (Metanol)

Aanax (10g€) 249.5 (4.01), 203.5 (4.05) nm

IR (KBr) (Spektrum No 46)

Vmaks (cm™) 3295 (N-H gerilim), 3085 (=C-H gerilim), 2933, 2873 (Alifatik C-H
gerilim), 1656, 1633 (C=0 gerilim), 1552 (Amid II band1), 1454 (C=C gerilim), 742

(Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 47, 48, 49 )

CDCl;

§7.58 ( 1H, dd, J 3.9, 1.2 Hz, H-3 ), 7.48-7.47 ( 1H, m, H-5 ), 7.14 ( 1H, brs, -NH-
CH,-), 7.08 ( 1H, dd, J 5.1, 3.9 Hz, H-4 ), 4.15 ( 2H, d, J 3.9 Hz, -NH-CH,-), 3.54(
2H, t, J 7.0 Hz, H-2" *, H-5" *), 3.46-3.42 ( 2H, m, H-2" *, H-5" *), 2.06-1.98 ( 2H,
m, H-3" * H-4" *), 1.95-1.88 ( 2H, m, H-3" *, H-4" *)

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+) ( Spektrum No 50)

m/z 239 (M+1, 75 %), 240 (M+2, 9 %), 241 (M+3, 4 %), 261 (M+23, 100 %), 262
(M+24, 62 %), 263 (M+25, 30 %), 302 (M+64, 100 %), 303 (M+65, 24 %), 304

(M+66, 10 %)

Elementel Analiz (%)
C11H14N>0,S C H N S
Hesaplanan 55,44 5,92 11,76 13,46
Bulunan 55,32 5,93 11,75 13,55
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Default file _ - I
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Spektrum No 50. NTG-Piro Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NTG-Isp Bilesiginin Spektral Bulgular:

3

. o) o) CHs
| N\ [
C—NH—CH,—C—NH—CH

> S \CH3

N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil |tiyofen-2-karboksamit

UV (Metanol)

Amax (10g€) 249.5 (4.09) nm

IR (KBr) (Spektrum No 51)

Vmaks (cm™) 3284 (N-H gerilim), 3075 (=C-H gerilim), 2973, 2931 (Alifatik C-H
gerilim), 1658, 1633 (C=0 gerilim), 1548 (Amid II band1), 1463 (C=C gerilim), 752,

709 (Diizlem dig1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 52, 53, 54 )

DMSO
§8.62 (1H, t, J 5.9 Hz, -NH-CH,-), 7.78-7.76 ( 1H, m, H-3 ), 7.74-7.73 ( 2H, m, H-
5,-NH-CH(CH;), ), 7.14-7.12 ( 1H, m, H-4 ), 3.87-3.81 ( 1H, m, =C-H), 3.77 ( 2H, d,

J 6.2 Hz, -NH-CH,-), 1.05 ( 6H, d, J 6.6 Hz, -CH; )

MS (ESI+) ( Spektrum No 55)

m/z 168 ( C7HNO,ST, 27 %), 227 (M+1, 100 %), 228 (M+2, 29 %), 229 (M+3, 13

%), 249 (M+23, 100 %), 250 (M+24, 15 %), 251 (M+25, 6 %), 290 (M+64, 65 %),
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291 (M+65, 12 %), 292 (M+66, 4 %)

Elementel Analiz (%)
Ci0H14N20,S
0.1H,0 ¢ H N 5
Hesaplanan 52,66 6,27 12,28 14,06
Bulunan 52,50 5,99 12,15 14,11
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it 1: Scan ES+
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Spektrum No 55. NTG-Isp Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NTG-DM Bilesiginin Spektral Bulgular:

3 0

O CH

4, N\ |/
C—NH—CH,—C—N

> S CH,

N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil Jtiyofen-2-karboksamit

UV (Metanol)

Amax (l0gg) 249.0 (3.96), 203.0 (3.99) nm

IR (KBr) (Spektrum No 56)

Vmaks (cm™") 3367 (N-H gerilim), 3112, 3068 (=C-H gerilim), 2923, 2873 (Alifatik C-
H gerilim), 1660, 1623 (C=0 gerilim), 1533 (Amid II bandi), 1486 (C=C gerilim),

754, 717 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 57, 58, 59 )

CDCl;
67.58 (1H,dd,J3.9,1.2 Hz, H-3), 7.49-7.47 ( 1H, m, H-5 ), 7.17 ( 1H, brs, -NH-
CH,-), 7.08 ( 1H, dd, J 5.1, 3.9 Hz, H-4), 4.21 ( 2H, d, J 3.9, -NH-CH,-), 3.03 ( 6H,

S, -CH; )

MS (ESI+) ( Spektrum No 60)

m/z 140 ( CgHsNOS™+1, 14 %), 168 ( CHNO,S', 40 %), 213 (M+1, 46 %), 214

(M+2, 6 %), 235 (M+23, 100 %), 236 (M+24, 27 %), 237 (M+25, 12 %), 276
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(M+64, 66 %), 277 (M+65, 12 %), 338 (M+146, 21 %), 339 (M+147, 9 %)

Elementel Analiz(%o)
CoH2N,0,S C H N S
Hesaplanan 50,92 5,70 13,20 15,11
Bulunan 51,01 5,52 13,09 15,07
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NNG-A Bilesiginin Spektral Bulgular:

5 4 | o 2 3
6 \ / C—NH—CH,—C—NH 4
§ 6
1 5'

N-[2-(fenilamino)-2-oksoetil |nikotinamit

UV (Metanol)

Amax (logg) 242.5 (4.30), 207.0 (4.34) nm

IR (KBr) (Spektrum No 61)

Vimaks (cm™") 3344 (N-H gerilim), 3096 (Aromatik C-H gerilim), 1655 (C=0O gerilim),
1606 (C=N gerilim), 1556 (Amid II band1), 1474, 1449, 1415 (C=C gerilim), 728,

703 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 62, 63, 64)

DMSO¢

§ 10.02 (1H, brs, -NH-Ar), 9.04 ( 1H, t, J 1.2 Hz, H-2 ), 9.02 (1H, d, J 5.9 Hz, -NH-

CH,-), 8.72-8.70 (1H, m, H-6 ), 8.24-8.20 (1H, m, H-4), 7.59-7.57 (2H, m, H-2’, H-
6’), 7.53-7.50 (1H, m, H-5), 7.31-7.27 (2H, m, H-3", H-5"), 7.05-7.01 (1H, m, H-
47),4.08 (2H, d, J 5.9 Hz, -NH-CH>-)

MS (ESI+) ( Spektrum No 65)

m/z 163 (CsHiN,O5", 24 %), 256 (M+1, 100 %), 257 (M+2, 60 %), 278 (M+23, 12
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%), 297 (M+42, 100 %), 298 (M+43, 21 %), 319 (M+64, 15 %)

Elementel Analiz (%)
C14H13N30, C H N
Hesaplanan 65,87 5,13 16,46
Bulunan 66,06 5,16 16,33
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Defauit file N
NNG-A 218 (3.657) Cn (Cen,2, 80.00, HI) 1: Scan ES+
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Spektrum No 65. NNG-A Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NNG-P Bilesiginin Spektral Bulgular:

5 4 Ci o 23
6 \ / C—NH—CH,—C—N 4
N
2 6 5

N-[2-okso-2-(piperidin-1-il)etilnikotinamit

UV (Metanol)

Aamax (l0gg) 262.5 (3.64), 257.0 (3.64), 205.0 (4.27) nm

IR (KBr) (Spektrum No 66)

Vimaks (cm™) 3347 (N-H gerilim), 3056 (Aromatik C-H gerilim), 2938, 2856 (Alifatik
C-H gerilim), 1639 (C=0 gerilim), 1546 (Amid II band1), 1444, 1419 (C=C gerilim),

740, 701 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 67, 68, 69 )

CDCl;

§9.09 (1H, s, H-2),8.74 ( 1H, d, J4.7 Hz, H-6 ), 8.15 ( 1H, d, J 7.8 Hz, H-4 ), 7.46
( 1H, brs, -NH-CH,-), 7.40 ( 1H, dd, J 7.8, 4.7 Hz, H-5 ), 424 ( 2H, d, J 3.5 Hz, -
NH-CH,-), 3.62 ( 2H, t, J 5.5 Hz, H-2" *, H-6" *), 3.42-3.39 ( 2H, m, H-2" *, H-
67 %), 1.70-1.69 ( 2H, m, H-4"), 1.61 (4H, t,J 5.1 Hz, H-3", H-5")

* [ki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+) ( Spektrum No 70)

m/z 248 (M+1, 100 %), 249 (M+2, 14 %), 270 (M+23, 21 %), 289 (M+42, 23 %),

311 (M+64, 19 %)

Elementel Analiz (%)
Ci3H17N;0; C H N
Hesaplanan 63,14 6,93 16,99
Bulunan 62,94 6,97 16,85
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Default file B
NNG-P 220 (3.684) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
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Spektrum No 70. NNG-P Bilesigi
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NNG-M Bilesiginin Spektral Bulgular:

54 o o 23

6 \_/ C|:—NH—CH2—ﬂ—N 0
2

N
6' 5'

N-(2-morfolino-2-oksoetil)nikotinamit

UV (Metanol)

Amax (l0g€) 262.5 (3.60), 257.0 (3.61), 205.0 (4.23) nm

IR (KBr) (Spektrum No 71)

Vmaks (cm™) 3345 (N-H gerilim), 3064 (Aromatik C-H gerilim), 2958, 2913, 2869
(Alifatik C-H gerilim), 1656, 1633 (C=0O gerilim), 1589 (C=N gerilim), 1531 (Amid

II band), 1467 (C=C gerilim), 746, 707 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 72, 73, 74 )

CDCls

§9.06 ( 1H, d, J 2.3 Hz, H-2 ), 8.75-8.74 ( 1H, m, H-6 ), 8.15-8.12 ( 1H, m, H-4),
7.41-7.37 ( 1H, m, H-5 ), 7.36 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 4.24 ( 2H, d, J 3.9 Hz, -NH-
CH,-), 3.72-3.68 ( 6H, m, H-2" *, H-37, H-5", H-6" *), 3.49 ( 2H, t, J 4.7 Hz, H-
27 % H-6" %),

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+) ( Spektrum No 75)

m/z 250 (M+1, 100 %), 251 (M+2, 21 %), 291 (M+42, 34 %)

Elementel Analiz (%)
C12H15N;0;3 C H N
Hesaplanan 57,82 6,07 16,86
Bulunan 57,80 6,14 16,60
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NNG-Piro Bilesiginin Spektral Bulgular:

5 4 o) 0 2! 3
6 \ / C—NH—CH,—C—N
N '
2 5' 4

N-[2-o0kso-2-(pirolidin-1-il)etil|nikotinamit

UV (Metanol)

Amax (l0g€) 262.5 (3.65), 257.0 (3.68), 205.0 (4.27) nm

IR (KBr) (Spektrum No 76)
Vmaks (cm™) 3276 (N-H gerilim), 3064 (Aromatik C-H gerilim), 2973, 2883 (Alifatik
C-H gerilim), 1662, 1635 (C=0 gerilim), 1594 (C=N gerilim), 1546 (Amid II band1),

1452 (C=C gerilim), 736, 701 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 77, 78, 79 )

CDCls

§9.10 ( 1H, brs, H-2 ), 8.75 ( 1H, brs, H-6 ), 8.18 ( 1H, d, J 8.2 Hz, H-4 ), 7.46 ( 1H,
brs, -NH-CH,-), 7.44-7.40 ( 1H, m, H-5 ), 4.18 ( 2H, d, J 3.5, -NH-CH,-), 3.56-3.53 (
2H, m, H-2" *, H-5" %), 3.47-3.44 ( 2H, m, H-2" *, H-5’ *), 2.07-2.00 ( 2H, m, H-
3% H-4*),1.95-1.88 (2H, m, H-3" *, H-4" *)

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+) ( Spektrum No 80)

m/z 234 (M+1, 100 %), 235 (M+2, 23 %), 256 (M+23, 48 %), 275 (M+42, 21 %),

297 (M+64, 27 %)

Elementel Analiz (%)
C12Hi5N;0; C H N
Hesaplanan 61,79 6,48 18,01
Bulunan 62,09 6,26 17,93
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[Default file
NNG-Piro 232 (3.891) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
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NNG-Isp Bilesiginin Spektral Bulgular:

5 4 (@) (@) CHj
| L/
6 C—NH—CH,—C—NH—CH
W \
N—7 CHj

N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil |nikotinamit

UV (Metanol)

Amax (I0gg) 256.5 (3.67), 203.0 (4.15) nm

IR (KBr) (Spektrum No 81)

Vmaks (cm™) 3313 (N-H gerilim), 3087 (Aromatik C-H gerilim), 2971, 2933, 2875
(Alifatik C-H gerilim), 1641 (C=0 gerilim), 1594 (C=N gerilim), 1548 (Amid II

bandi), 1471 (C=C gerilim), 744, 703 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 82, 83, 84)

CDCl
§9.14 ( 1H, d, J 2 Hz, H-2 ), 8.76-8.74 ( 1H, m, H-6 ), 8.23-8.21 ( 1H, m, H-4 ),

7.46-7.43 ( 2H, m, -NH-CH,-, H-5 ), 5.94 ( 1H, brs,-NH-CH(CHs), ), 4.14-4.09 ( 3H,

m, -NH-CH,-, -NH-CH(CHs),), 1.20 ( 6H, d, J 6.6 Hz, -CHs )

MS (ESI+) ( Spektrum No 85)

m/z 222 (M+1, 100 %), 223 (M+1, 29 %), 244 (M+23, 23 %), 263 (M+42, 37 %),

285 (M+64, 12 %)
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Elementel Analiz (%)

C11H5N50, 0.1H,0 C H N
Hesaplanan 59,23 6,87 18,84
Bulunan 59,17 6,58 18,79
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Default file ) i } — ]
NNG-Isp 228 (3.822) Cn (Cen2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 222 .36 1.34e8)
|
%
263.44
223.38
2«|.3?
| zas|..44
264.53
163.15
181. |
i164'32 - 20038 [+ 93 | 289 ‘“| 30145 31261 351,97,
1] A l" + . i.. A by | l.I e Axilj L / b Lg 36?'2? 39138 ‘13“"“’.1:
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 350 380 400

Spektrum No 85. NNG-Isp Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NNG-DM Bilesiginin Spektral Bulgular:

6 C—NH—CH —ﬂ—N/
\ / TN

N CH
2 3

N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil |nikotinamit
UV (Metanol)

Amax (l0g€) 262.5 (3.59), 257.0 (3.59), 206.5 (4.17) nm

IR (KBr) (Spektrum No 86)

Vmaks (cm™) 3332 (N-H gerilim), 3054 (Aromatik C-H gerilim), 2927 (Alifatik C-H
gerilim), 1643 (C=0O gerilim), 1542 (Amid II bandi), 1419 (C=C gerilim), 707

(Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 87, 88, 89 )

CDCl;
69.08 (1H,d,J2Hz, H-2), 874 ( 1H, dd, J 4.7, 1.6 Hz, H-6 ), 8.16-8.13 ( 1H, m,
H-4), 7.42 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 7.39 ( 1H, dd, J 7.8, 4.7 Hz, H-5 ), 425 (2H, d, J

3.9 Hz, -NH-CH,-), 3.04 ( 6H, d, J 3.9 Hz, -CH3 )

MS (ESI+) ( Spektrum No 90)

m/z 163 (CsHiN,O5", 45 %), 208 (M+1, 100 %), 209 (M+2, 65 %), 230 (M+23, 85

%), 231 (M+24, 11 %), 249 M+42, 76 %), 250 (M+43, 14 %), 271 (M+64, 53 %)
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Elementel Analiz (%)

C1oH13N;0; C H N
Hesaplanan 57,96 6,32 20,28
Bulunan 57,68 6,45 19,98
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Defaultfile o el
NNG-DM 251 (4.210) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
£ 208.31 1.34e8
|
230.32
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]
163.26
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204 .28 (21034 272.41
Fa f ( 328.48
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Spektrum No 90. NNG-DM Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NING-A Bilesiginin Spektral Bulgular:

23 o o 23
|

N - (l—NH—CHz—C—NH 4'
\_/
6 5

N-[2-(fenilamino)-2-oksoetil Jizonikotinamit

UV (Metanol)

Amax (l0g€) 242.5 (4.30), 206.0 (4.38) nm

IR (KBr) (Spektrum No 91)

Vmaks (cm™) 3301 (N-H gerilim), 3073 (Aromatik C-H gerilim), 1677, 1646 (C=0
gerilim), 1600 (C=N gerilim), 1535 (Amid II bandi), 1490, 1442 (C=C gerilim), 746

(Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 92, 93, 94 )

DMSOg

§10.04 (1H, brs, -NH-Ar), 9.09 ( 1H, d, J 5.9 Hz, -NH-CH,-), 8.74-8.73 ( 2H, m, H-
2, H-6 ), 7.78 ( 2H, dd, J 4.3, 1.6 Hz, H-3, H-5 ), 7.58 ( 2H, d, J 7.8 Hz, H-2", H-
67), 7.31-7.27 (2H, m, H-3", H-5"), 7.04 ( 1H, t, J 7.4 Hz, H-4"), 4.08 ( 2H, d, J

5.9 Hz, -NH-CH,-)

MS (ESI+) ( Spektrum No 95)
m/z 256 (M+1, 100 %), 257 (M+2, 15 %), 297 (M+42, 33 %)
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Elementel Analiz (%)

C14H13N50,0,25H,0 C H N
Hesaplanan 64,73 5,24 16,18
Bulunan 64,52 5,14 16,09

187




100

%T

10 | | | |
4000 3000 2000 1000 400

Wavenumber[cm-1]

Spektrum No 91. NING-A Bilesiginin IR Spektrumu

SANPLE
sate Fam 1% 2030

salvant ows

Fite axp
ACOUISTTION

o 6388

1388
28328
not wied
16
1000

TRAMENITTER

PROCESSING
DISPLAY

7953

TaElE

]

-1.3

-azls

PLOT

we 1

e H

- i

i 0
al

B . e PP

& 5 a 3 2 1 -0 -1 pem

Spektrum No 92. NING-A Bilesiginin "H NMR Spektrumu

188




NINI-A

wxps  szpel

16858

. ;| { I
k FLOT 2 / |
we a8

e 508 |

th
a1 cec pn

ar.an

Spektrum No 93. NING-A Bilesiginin "H NMR Spektrumu
(Genisletilmis)

4088
a.0e8

)
I [ |
i '! l 1
o M N N\ S
5.0 7.5 7.0 6.5 5.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm
“zz.es . 228a
[

Spektrum No 94. NING-A Bilesiginin "H NMR Spektrumu
(Genisletilmis)

189




Default file -
NING-A 306 (5.133) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100, 256.34 9.23e7
%+
297.41
|
1
257.37
¢
] [298.32
163.27 | |
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J/ 17580 211.44 22007 25433 279.36 \‘ 31051 34249  ag552 391.60 41366
0 IR - . i s rho iz
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Spektrum No 95. NING-A Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NING-P Bilesiginin Spektral Bulgular:

23 o 23
N |Cl,—NH—CH2—L—N 4'
\_/
6 5 6 5"

N-[2-0kso-2-(piperidin-1-il)etil]izonikotinamit

UV (Metanol)

Amax (Iogg) 237.0 (3.73), 205.5 (4.20) nm

IR (KBr) (Spektrum No 96)

Vmaks (cm™) 3392 (N-H gerilim), 2935, 2857 ( Alifatik C-H gerilim), 1641 (C=0
gerilim), 1552 (Amid II bandi), 1446 (C=C gerilim), 754, 707 (Diizlem dis1 C-H

egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 97, 98, 99 )

CDCly
5 8.76-8.74 ( 2H, m, H-2, H-6 ), 7.68-7.67 ( 2H, m, H-3, H-5 ), 7.52 ( 1H, brs, -NH-
CH,-), 4.22 ( 2H, d, J 3.9 Hz, -NH-CH,-), 3.63-3.61 ( 2H, m, H-2" *, H-6" *), 3.41-
3.38 ( 2H, m, H-2" *, H-6" *), 1.72-1.68 ( 2H, m, H-4"), 1.64-1.57 ( 4H, m, H-3",
H-5")

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+) ( Spektrum No 100)

m/z 248 (M+1, 100 %), 249 (M+2, 44 %), 270 (M+23, 15 %), 289 (M+42, 41 %)

Elementel Analiz (%)
Ci3H17N;0; C H N
Hesaplanan 63,14 6,93 16,99
Bulunan 63,13 6,80 16,93
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Default file

o

1: Scan ES+ |

NING-P 236 (3.962) Cn (Cen,2, 80.00, H)
248.42 1.34e8|
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. | ( 1
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Spektrum No 100. NING-P Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NING-M Bilesiginin Spektral Bulgular:

23 g o 2y 3

N IC!—NH—CHZ—C—N o)
\ 7/
6 5 6 5

N-(2-morfolino-2-oksoetil)izonikotinamit

UV (Metanol)

Aanax (l0gg) 237.0 (3.71), 205.0 (4.23) nm

IR (KBr) (Spektrum No 101)

V maks (cm'l) 3403 (N-H gerilim), 2985, 2917, 2857 (Alifatik C-H gerilim), 1646
(C=0 gerilim), 1552, 1515 (Amid II band1), 1475, 1430 (C=C gerilim), 752, 707,

674 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'H NMR ( Spektrum No 102, 103, 104 )

CDCls

6 8.76 ( 2H, dd, J 4.7, 1.6 Hz, H-2, H-6 ), 7.67 ( 2H, dd, J 4.3, 1.6 Hz, H-3, H-5 ),

7.43 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 4.25 ( 2H, d, J 3.9 Hz, -NH-CH,-), 3.75-3.69 ( 6H, m, H-
27 % H-37, H-5", H-6"*), 3.49-3.47 (2H, m, H-2" *, H-6" *),

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir

MS (ESI+) ( Spektrum No 105)

m/z 250 (M+1, 100 %), 251 (M+1, 83 %), 291 (M+42, 99 %), 292 (M+43, 17 %)
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Elementel Analiz (%)

C12H15N;0;3 C H N
Hesaplanan 57,82 6,07 16,86
Bulunan 57,61 5,80 16,58
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Default file -
NINH-M 219 (3.674) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+

100~ 250.41 201.47 1.34e8
|251.42
¢ |
|
| |‘ |
[ % | ‘
| .
||
‘ |gez.sa ‘
|
[ |:g52.4s [
| 18317

293.56
164.14 204.40 229.25 L 272.46 [ 31348
| [ LSRN (Y S—— . - .

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
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200




NING-Piro Bilesiginin Spektral Bulgular:

2_3 ﬁ o 2 3

N C—NH—CH,—C—N
\_/ =
6 5 5'

N-[2-0kso-2-(pirolidin-1-il)etil]izonikotinamit

UV (Metanol)

Amax (loge) 237.0 (3.71), 205.5 (4.23) nm

IR (KBr) (Spektrum No 106)
Vmaks (cm™) 3272, 3237 (N-H gerilim), 3043 (Aromatik C-H gerilim), 2962, 2884
(Alifatik C-H gerilim), 1668, 1627 (C=0 gerilim), 1548 (Amid II bandi), 1452 (C=C

gerilim), 754, 717, 676 (Dlizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 107, 108, 109 )

CDCls

5 8.76-8.75 ( 2H, m, H-2, H-6 ), 7.69 ( 2H, dd, J 4.7, 1.6 Hz, H-3, H-5 ), 7.47 ( 1H,
brs, -NH-CH,-), 4.17 ( 2H, d, J 3.9 Hz, -NH-CH,-), 3.57-3.53 ( 2H, m, H-2" *, H-
57%) 347-3.44 (2H, m , H-2" *, H-5" %), 2.06-2.01 ( 2H, m, H-3" *, H-4" *), 1.96-
1.91 (2H, m, H-3" *, H-4" *)

* [ki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+) ( Spektrum No 110)

m/z 234 (M+1, 100 %), 235 (M+2, 33 %), 256 (M+23, 19 %), 275 (M+42, 50 %),

297 (M+64, 14 %),

Elementel Analiz (%)
C12Hi5N;0; C H N
Hesaplanan 61,79 6,48 18,01
Bulunan 61,73 6,56 17,93
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Default file T 1
NING-Piro 230 (3.857) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
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Spektrum No 110. NING-Piro Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NING-Isp Bilesiginin Spektral Bulgular:

2 3

— O Q CHs
| I /
N C—NH—CH,—C—NH—CH
\ / \
6 5 CHs

N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil Jizonikotinamit

UV (Metanol)

Amax (10g€) 236.5 (3.72), 204.0 (4.13) nm

IR (KBr) (Spektrum No 111)

Vmaks (cm'l) 3288 (N-H gerilim), 3068 (Aromatik C-H gerilim), 2975, 2937 (Alifatik
C-H gerilim), 1654 (C=0 gerilim), 1550 (Amid II band1), 1463 (C=C gerilim), 754,
674 (Diizlem dig1 C-H egilim)

'H NMR ( Spektrum No 112, 113, 114)

DMSO
§8.90 (1H, t, J 5.7 Hz, -NH-CH,-), 8.71 (2H, dd, J 4.3, 1.6 Hz, H-2, H-6), 7.78 (1H,
brs,-NH-C3H,), 7.76 (2H, dd, J 4.3, 1.6 Hz, H-3, H-5), 3.87-3.82 (3H, m, -NH-CH,-,
=C-H), 1.05 (6H, d, J 6.6 Hz, -CHj)

MS (ESI+) ( Spektrum No 115)

m/z 222 (M+1, 100 %), 223 (M+2, 14 %), 263 (M+42, 19 %)
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Elementel Analiz (%)

C11H1sN30O; C H N
Hesaplanan 59,71 6,83 18,99
Bulunan 59,62 6,64 18,85
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Default file B
NING-Isp 231 (3.875) Gn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 22237 1.29e8|
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NING-DM Bilesiginin Spektral Bulgular:

2_3 o 0 CH
| /"

N C—NH—CH,—C—N
\_/ \
p 5 CH,

N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil]izonikotinamit

UV (Metanol)

Amax (loge) 237.0 (3.69), 205.5 (4.18) nm

IR (KBr) (Spektrum No 116)

V maks (cm'l) 3345 (N-H gerilim), 3070 (Aromatik C-H gerilim), 2923 (Alifatik C-H
gerilim), 1677, 1637 (C=0 gerilim), 1546 (Amid II band1), 1428 (C=C gerilim), 752,
707, 674 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 117, 118, 119)

CDCl;
§ 8.76-8.75 ( 2H, m, H-2, H-6 ), 7.68-7.67 ( 2H, m, H-3, H-5 ), 7.46 ( 1H, brs, -NH-

CH»-),4.23 (2H, d, J 3.9 Hz, -NH-CH,-), 3.05 (6H, d, J 1.2 Hz, -CH3 )

MS (ESI+) ( Spektrum No 120)

m/z 208 (M+1, 100 %), 209 (M+2, 12 %), 249 (M+42, 14 %)
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Elementel Analiz (%)

Ci10H13N50, 0.1H,0O C H N
Hesaplanan 57,46 6,37 20,10
Bulunan 57,42 5,97 19,89
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[Default file
NING-DM 232 (3.895) Cn (Cen.2, BD.OO, HY) 1: Scan ES+
208 34 8.52e7
100+
| Yo
200.34 249.41
163.24
| N 22047 2034 o752
185.07 . 311.46 368.63 41365
ik SRR PP W .J1.!||.; | .JIH N I 391.93 e
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Spektrum No 120. NING-DM Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NPG-A Bilesiginin Spektral Bulgular:

4 3 o 0 23
5 \ y C—NH—CH,—C—NH 4
N
6 5

N-[2-(fenilamino)-2-oksoetil |pikolinamit

UV (Metanol)

Amax (loge) 242.5 (4.27), 206.0 (4.33) nm

IR (KBr) (Spektrum No 121)

Vmaks (cm™) 3367, 3322 (N-H gerilmesi), 3149 (Aromatik C-H gerilmesi), 1675
(C=0 gerilmesi), 1608 (C=N gerilmesi), 1558, 1531 (Amid II bandi), 1463 (C=C

gerilmesi), 750, 694 (Diizlem dis1 C-H egilmesi)

'"H NMR ( Spektrum No 122, 123, 124 )

DMSO

& 10.07 (1H, brs, -NH-Ar), 8.97-8.94 ( 1H, m, -NH-CH,-), 8.70-8.68 ( 1H, m, H-6 ),
8.08-8.05 ( 1H, m, H-3), 8.04-8.00 ( 1H, m, H-4), 7.66-7.62 ( 1H, m, H-5 ), 7.60-7.58
(2H, m, H-2", H-6"), 7.34-7.30 ( 2H, m, H-3", H-5"), 7.06-7.03 ( 1H, m, H-4"),

4.15(2H, d, J 5.9 Hz, -NH-CH>-)

MS (ESI+) ( Spektrum No 125)
m/z 135 (C;HeN2O™+1, 33 %),163 (CsH7N,0,", 100 %), 164 (CsH,N,O', 20 %),

216



256 (M+1, 100 %), 257 (M+2, 21 %), 278 (M+23, 100 %), 279 (M+24, 18 %), 319

(M+64, 54 %), 320 (M+65, 11 %)

Elementel Analiz (%)
C14H13N30, C H N
Hesaplanan 65,87 5,13 16,46
Bulunan 65,62 5,14 16,28

217



120

100 —

%T

20 | | | |
4000 3000 2000 1000 400

Wavenumber[cm-1]

Spektrum No 121. NPG-A Bilesiginin IR Spektrumu

Spektrum No 122. NPG-A Bilesiginin 'H NMR Spektrumu

218




IMPLE
date  Mar & ZOLE -
soivent omz0 = 2%
il e H =2
ACOUTSETION : =
o 63038 s
a 1i338
o 2i3z8
i ot wasd
G ie
i 1,800
n ]
P H
TRANENITTER
ar m
ire a0 883
tof 431.3
tpwr a2
- T.550
oEcouPLER
an (=]
Sar o
= on
= ]
apr s
Gt 180
speeTaL
rams ]
atn ot uss
H1 Sa
4 0,088
pwil 15. 108
alfa 70,009
m
0 "
in n
- ¥
4 nn
ADCESSING 5
n ot e |
rarLhy {
e 538.7 [
"1 7240 ]
h N |
! / fl
14 -0 [
[ -a1ld | |
Lot ‘ / Iy
we 249 ; | N
e | |
a3 |
al cac l I h " *
l f i -
e et e
10 9 & 7 L] ppm
2l IR
bl a 5,43 ! 16.8

Spektrum No 123. NPG-A Bilesiginin '"H NMR Spektrumu
(Genisletilmis)

&
H e
¥ iy EEE
couisirion 3
i Basn N
i lith
e ot used
b 18
a1 1.008
= H
o :
TRksHITTER
ts " |
. - |
g i
E
pre——
an c13
- i
- By
= :
Aot 51
= ke
SPECIAL
. as. s
T mon unie
b %
i o0
i S
et
s
" A
tH ¥
- H
- &
reacesst
n ot used
ousBF
o i7em.2
- i
= HER
e ' —~ I _
) a8 f
H P | ;
vor |
we 240 / l
o ]
= e ] Il |
<<<<< ™ W [
1 1 1
1] ] | Iy
! i |t
9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 a.0 7.8 7.8 7.4 7.2 r
1l e arln
e 5010 1.1

Spektrum No 124. NPG-A Bilesiginin '"H NMR Spektrumu
(Genisletilmis)

219




Default file

|NPG-A 269 (4.512) Cn (Cen,2, 80.00, HY)
163.10

| 1004
|

256.37278.36

319.43
ol | |
| |
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135.00
135.22
164.15
'd 279.37
| (
| 320.43
>
284.48
135.93 \:/5506 204.33 [ 325.47
L 402,95
e ' 229.63 L. 346.44 g 441.94 48755

1: Scan ES+
1.34e8

140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Spektrum No 125. NPG-A Bilesigini
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NPG-P Bilesiginin Spektral Bulgular:

5 \ / C—NH—CH,—C—N 4
6

6' 5'

N-[2-okso-2-(piperidin-1-il)etil]pikolinamit

UV (Metanol)

Aanax (10g€) 265.5 (3.74), 206.5 (4.21) nm

IR (KBr) (Spektrum No 126)

Vmaks (cm™) 3378 (N-H gerilim), 3056, 3008 (Aromatik C-H gerilim), 2946, 2859
(Alifatik C-H gerilim), 1671, 1641 (C=0 gerilim), 1567, 1509 (Amid II band1), 1434

(C=C gerilim), 758, 694 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'H NMR ( Spektrum No 127, 128, 129 )

CDCl;

5 8.93 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 8.62-8.59 ( 1H, m, H-6 ), 8.17 ( 1H, ddd, J 7.8, 2, 1.2
Hz, H-3), 7.85-7.80 ( 1H, m, H-4), 7.43-7.40 ( 1H, m, H-5), 4.27 (2H, d, J 4.7 Hz,
NH-CH,-), 3.63 ( 2H, t, J 5.5 Hz, H-2" *, H-6 *), 3.43-3.40 ( 2H, m, H-2" *, H-
6’ *), 1.70-1.67 ( 2H, m, H-4" ), 1.62-1.56 ( 4H, m, H-3", H-5")

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+) ( Spektrum No 130)

m/z 163 (CsH7N,0,", 45 %), 248 (M+1, 100 %), 249 (M+2, 49 %), 270 (M+23, 100

%), 271 (M+24, 27 %), 311 (M+64, 56 %), 312 (M+65, 100 %)

Elementel Analiz (%)
Ci3H17N;0; C H N
Hesaplanan 63,14 6,93 16,99
Bulunan 63,01 7,22 16,71
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Default file |
NPG-P 231 (3.872) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+ |
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1
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Spektrum No 130. NPG-P Bilesiginin MS (ESI+) Spektrumu
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NPG-M Bilesiginin Spektral Bulgular:

2 3

4_3 0 o
5 \ / LI—NH—CHZ—|C!—N 0

N
6 6' 5

N-(2-morfolino-2-oksoetil)pikolinamit

UV (Metanol)

Amax (loge) 265.5 (3.77), 206.5 (4.22) nm

IR (KBr) (Spektrum No 131)

Vmaks (cm™) 3380 (N-H gerilim), 2977, 2929, 2863 (Alifatik C-H gerilim), 1675,
1633 (C=0 gerilim), 1511 (Amid II band1), 1432 (C=C gerilim), 748, 694 (Diizlem
dis1 C-H egilim)

"H NMR ( Spektrum No 132, 133, 134)

CDCls

§ 8.87 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 8.61-8.60 ( 1H, m, H-6 ), 8.18-8.15 ( 1H, m, H-3 ),

7.86-7.81 ( 1H, m, H-4), 7.44-7.41 ( 1H, m, H-5), 4.28 ( 2H, d, J 4.7 Hz, -NH-CH>-
), 3.73-3.70 ( 6H, m, H-2"*, H-3", H-5’, H-6" *), 3.52-3.49 ( 2H, m, H-2" *, H-
6! *)’

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+) ( Spektrum No 135)

m/z 163 (CsH/NO,", 100 %), 164 (CsH7N,0,+1, 13 %), 250 (M+1, 100 %), 251
(M+2, 41 %), 272 (M+23, 100 %), 273 (M+24, 44 %), 313 (M+64, 100 %), 314

(M+65, 26 %)

Elementel Analiz (%)
C12HsN3O;3 C H N
Hesaplanan 57,82 6,07 16,86
Bulunan 57,53 6,10 16,65
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|Default file - T
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NPG-Piro Bilesiginin Spektral Bulgular:

4_3 0 0 2!
5 ﬂ—NH—CHZ—C—N g
\ /7 ’
6 N 5

N-[2-0kso-2-(pirolidin-1-il)etil]pikolinamit

UV (Metanol)

Amax (loge) 265.5 (3.69), 206.5 (4.13) nm

IR (KBr) (Spektrum No 136)

Vmaks (cm™) 3378 (N-H gerilim), 3056 (Aromatik C-H gerilim), 2971, 2886 (C-H
gerilim), 1675, 1633 (C=0 gerilim), 1565, 1513 (Amid II bandi), 1432 (C=C

gerilim), 750, 701 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'"H NMR ( Spektrum No 137, 138, 139)

CDCls

5 8.86 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 8.60 ( 1H, d, J 5.7 Hz, H-6 ), 8.17 ( 1H, d, J 7.7 Hz, H-
3),7.85-7.80 ( 1H, m, H-4 ), 7.43-7.40 ( 1H, m, H-5 ), 4.21 ( 2H, d, J 4.7 Hz, -NH-
CH»-), 3.55 ( 2H, t, J 7.0 Hz, H-2" *, H-5" *), 3.49-3.46 ( 2H, m, H-2" *, H-5" *),
2.06-2.00 (2H, m, H-3" *, H-4" *), 1.93-1.87 (2H, m, H-3" *, H-4" *)

* Tki protonun kimyasal kayma degerleri degisebilir
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MS (ESI+) ( Spektrum No 140)

m/z 163 (CsH;N,0,", 46 %), 234 (M+1, 100 %), 235 (M+2, 46 %), 256 (M+23, 100

%), 257 (M+24, 24 %), 297 (M+64, 55 %), 298 (M+65, 10 %)

Elementel Analiz (%)
C12H15N;0; C H N
Hesaplanan 61,79 6,48 18,01
Bulunan 61,79 6,50 17,91
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Default file

NPG-Piro 223 (3.738) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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NPG-Isp Bilesiginin Spektral Bulgular:

4_ 3 o o CHs
5 || /
\ / C—NH—CH,—C—NH—CH
6 N CH,4

N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil |pikolinamit

UV (Metanol)

Amax (I0gg) 265.5 (3.75), 217.0 (4.02), 203.5 (4.06) nm

IR (KBr) (Spektrum No 141)

Vimaks (cm™) 3336, 3293 (N-H gerilim), 3068 (Aromatik C-H gerilim), 2971, 2927,
2875 (Alifatik C-H gerilim), 1644 (C=0O gerilim), 1544 (Amid II band1), 1463, 1411

(C=C gerilim), 744, 719, 674 (Diizlem dis1 C-H egilim)

'H NMR ( Spektrum No 142, 143, 144 )

CDCl
6 8.60-8.58 ( 2H, m, -NH-CH,-, H-6 ), 8.18 ( 1H, d, J 7.8 Hz, H-3 ), 7.89-7.84 ( 1H,

m, H-4), 7.47-7.44 ( 1H, m, H-5), 5.96 ( 1H, brs,-NH-CH(CHs), ), 4.13-4.06 ( 3H,

m, -NH-CH,-, -NH-CH(CHs),), 1.17 ( 6H, d, J 6.6 Hz, -CHz )

MS (ESI+) ( Spektrum No 145)

m/z 163 (CsH7N20,", 47 %), 222 (M+1, 99 %), 223 (M+2, 13 %), 244 (M+23, 100

%), 245 (M+24, 14 %), 285 (M+64, 57 %), 286 (M+65, 9 %)
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Elementel Analiz (%)

C11H5N50,0,15H,0 C H N
Hesaplanan 58,99 6,89 18,76
Bulunan 58,93 6,70 18,63
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NPG-DM Bilesiginin Spektral Bulgular:

— O o CH,
S ﬂ—NH—CHZ—ﬂ—N/
\__/ \
o N CHs

N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil |pikolinamit

UV (Metanol)

Amax (loge) 265.5 (3.71), 206.5 (4.12) nm

IR (KBr) (Spektrum No 146)

Vmaks (cm™) 3369 (N-H gerilim), 2927 (Alifatik C-H gerilim), 1652 (C=0O gerilim),
1513 (Amid IT band1), 1459, 1432 (C=C gerilim), 755, 642 (Diizlem dig1 C-H egilim)
'"H NMR ( Spektrum No 147, 148, 149)

CDCl;
§8.89 ( 1H, brs, -NH-CH,-), 8.61-8.59 ( 1H, m, H-6 ), 8.18-8.16 ( 1H, m, H-3 ), 7.83
(1H,td, J 7.8, 1.6 Hz, H-4 ), 7.41 ( 1H, ddd, J 7.4, 4.7, 1.2 Hz, H-5 ), 427 (2H, d, J

4.7 Hz, -NH-CH,-), 3.05 ( 6H, d, J 8.2 Hz, -CH; )

MS (ESI+) ( Spektrum No 150)

m/z 163 (CsH7N20,", 100 %), 164 (CsH7N20, +1, 13 %), 208 (M+1, 100 %), 209
(M+2, 36 %), 230 (M+23, 100 %), 231 (M+24, 42 %), 271 (M+64, 100 %), 272

(M+65, 20 %)
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Elementel Analiz (%)

C1oH13N;0; C H N
Hesaplanan 57,96 6,32 20,28
Bulunan 57,91 6,28 20,23
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II. BiYOLOJIK AKTIiVITE CALISMALARI VE ELDE EDIiLEN

BULGULAR

A. Materyal

1.  Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullamlan Kitler, Malzemeler ve

Kimyasallar

Biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilan BCA Protein Assay Kit Pierce
firmasindan ve Prostaglandin E, Enzyme Immuno Assay Kit Cayman firmasindan
temin edilmistir. Biyolojik aktivite c¢alismalarinda kullanilan PVDF membran
Millipore firmasindan, CL-X Posure Film Pierce firmasindan ve tiim plastik
malzemeler ise Corning firmasindan temin edilmistir. Biyolojik aktivite
calismalarinda kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup interldkin 1-f
Sigma firmasindan, memeli proteaz inhibitdr kokteyli, agaroz, etidyum bromiir,
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin, polietilen glikol 8000, glisin, sodyum kloriir, susuz
sodyum mono hidrojen fosfat, susuz sodyum di hidrojen fosfat, sodyum azid,
amonyum persiilfat, Tween-20, Triton X-100, Nonidet P-40, Ponceau S Stain,
gliserol, magnezyum siilfat heptahidrat, trihidroksimetilaminometan (TRIS) ve 2-
merkaptoetanol Amresco firmasindan, akrilamit-bisakrilamit soliisyonu ve sodyum
dodesilsiilfat Serva firmasindan, unstained protein molekiil agirlik markir1 ise
Fermentas firmasindan, % 0,05 tripsin-EDTA, yiiksek glukoz’lu Dulbecco’s
Modification of Eagle’s Medium (DMEM), L-glutamin ve tripan mavisi Biological
Industries firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan kemiluminesan
substrat ve sekonder antikor rabbit anti-mouse IgG, (H+L) Pierce firmasindan temin

edilmistir. Calismada kullanilan antikorlardan monoklonal anti-B-aktin antikorlari
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Sigma firmasindan, monoklonal COX 2 Ig G, antikoru ise Santa Cruz firmasindan

temin edilmistir

2.  Biyolojik Aktivite Caliymalarinda Kullanilan Gerecler

Calismamizda Kubota 7780 sogutmali yer tipi santrifiij, Hanna Instruments
HI221 pHmetre, IKA MS3 dijjital vorteks, Thermo Scientific OWL EC 300 XL gii¢
kaynagi, BIO-RAD Mini-PROTEAN Tetra Cell dikey elektroforez, Thermo
Scientific VEP-2 OWL membran transfer sistemi, Thermo Scientific Model 370
karbondioksit inkiibatorii, Thermo Scientific Class II MSC-Advantage laminer hava
kabini, PROTEC ECOMAX otomatik film banyo cihazi, LABNET Orbit 1000
orbital ¢alkalayici, Hausser Scientific Neubauer hemositometre, Nichiryo,
Finnpipette, Gilson sarjli pipetaj aletleri, Sanyo -80°C derin dondurucu, Hoshizaki
buz makinesi, Denver Instrument hassas ve kaba analitik teraziler, Memmert
Universal WNB 7-45 su banyosu, Hirayama otoklav, Yellowline MAG HS 7
manyetik karistirici, Major Science vakum pompasi, White-Westing House buz
dolab1 ve -20°C derin dondurucu, IKA 4000i ¢alkalamali inkiibatér, Techne TC-312
thermal cycler ve Molecular Devices VERSAmax Tunable mikroplaka okuyucu

kullanilmastir.

3. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullamilan Cozeltiler

a. 1 mg/ ml Interlokin-1p Cozeltisinin Hazirlanmasi

Liyofilize halde 5 mg interlokin-1p igeren ana stok 500 pl steril distile su ile
¢ozlindiiriildi. Hazirlanan 10 mg/ml konsantrasyonundaki ¢ozelti 40 pl’lik ara

stoklar halinde — 20 °C’de saklandi. Deney giinii 10 mg/ml konsantrasyonundaki
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¢oOzelti iceren ependorf tiipline 360 pl steril distile su eklenerek 10 kat diliie edildi ve

Img/ml’lik konsantrasyonda interlokin-1f ¢ozeltileri hazirlandi.

b. Orneklerin Hazirlanmasi

Deneyde  kullanilacak ~ 6rnekler =~ DMSO i¢inde ¢Oziindiiriilerek

konsantrasyonlar1 50 mM’lik olan 6rnek ¢ozeltileri elde edildi.

c. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

(1). 10 Kat Konsantre Fosfat Tamponu Cozeltisinin Hazirlanmasi (10X PBS)

87,5 g sodyum kloriir, 11,5 g sodyum mono hidrojen fosfat, 2,3 g sodyum

dihidrojen fosfat tartildi ve distile su ile 1 litreye tamamlanarak pH’s1 7.4’

ayarlandi. Otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

(2). Fosfat Tamponu Cozeltisinin Hazirlanmasi (1X PBS)

10X PBS’den 100 ml alindi, 1 litreye steril distile su ile tamamlandi. 4°C’de

saklandi.

(3). Fotal Sigir Serumu (FBS) Stogu

500 ml FBS, 50 ml 100X L-Glutamin, 50 ml 100X Pen-Strep ve 17,5 pl 2-

merkaptoetanol (2-ME) 0,22 um’lik filtre sterizasyonundan gegirildi.
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d. SDS-PAGE Islemi Sirasinda Kullanilan Cézeltiler
(1). 2X RIPA (Radyoimmunopresipitasyon Assay) Lizatlama Tamponu

40 mg sodyum dodesilsiilfat (SDS) ve 200 mg 7-deoksikolik asit (7-DOC)
tartildi. 0,4 ml NP-40 ve 4 ml 10X PBS ilave edilip distile su ile 20 ml’ye
tamamlandi ve 4°C’de sakland.

(2). SDS-PAGE 4X Ayirma Tamponu

90,855 g trihidroksimetilaminometan hidrokloriir (Tris HCI), 2 ml N,N,N N -
tetrametiletilendiamin (TEMED) ve 2 g SDS distile suda ¢ozlindiiriiliip 500 ml’ye
tamamlanip pH’s1 8,9 olarak ayarlandi ve 4°C’de saklandi.

(3). SDS-PAGE 4X Yiginlama Tamponu

30,285 g Tris HC1 , 2 ml TEMED ve 2 g SDS distile suda ¢oziindiiriiliip 500
ml’ye tamamlanip pH’s1 6,8’e ayarland1 ve 4°C’de saklandi.

(4). 4X Protein Yiikleme Tamponu

pH=6,8 olan10 ml 1 M Tris HCI1 , 4g SDS, 2 ml %99’luk gliserol, 2 ml 14,7 M
2-merkaptoetanol (2-ME), 5 ml 0,5 M EDTA, 40 mg bromofenol mavisi distile suda
¢coziindiiriliip 50 ml’ye tamamlanip 1 ml’ser olarak tiiplere boliiniip -20°C’de

saklandi.

(5). 10X SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

30,2 g Tris Baz, 144 g glisin, 10 g SDS tartilip distile suda ¢oziindiirtildd, 1
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litreye tamamland1 ve oda sicakliginda saklandi.

(6). 1X SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

100 ml 10X SDS-PAGE yiirlitme tamponu distile su ile 1 litreye tamamland.

(7). %10 Amonyumpersiilfat Cozeltisi (%10 AP)

1 g Amonyum perstilfat 10 ml distile suda ¢6ziildii ve birer mililitre olarak

tiiplere boliiniip -20°C’de saklandi.

e.  Western Blotlamada Kullanilan Cozeltiler
(1). 10X Transfer Tamponu

30,33 g Tris-baz, 144 g glisin distile suda ¢oziindiirtiliip 1 L’ye tamamlandi ve

oda sicakliginda saklandi.

(2). 1X Transfer Tamponu

1X Transfer tamponu, 50 ml 10X transfer tamponu, 350 ml distile su ve 100 ml

metanol ilavesi ile hazirland.

(3). 1X Yikama Tamponu

100 ml 10X PBS, 1 ml Tween-20 distile suyla 1 L’ye tamamland1 ve pH’s1

7,4’e ayarlandi. Oda sicakliginda saklandi.
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4). %5’lik Yagsiz Siit Bloklama Ajam

5 g yagsiz siit tozu 100 ml 1X yikama tamponu igerisinde ¢oziindiiriildii, pH’s1
7,4°e ayarlandi. Cozelti kullanilacagi zaman taze olarak hazirlandi ve 4°C’de

saklandi.

B. Yontem

1. Hiicre Kiiltiirii

a. Hiicre Hattimin Secimi

Caligmamizda A-549 insan akciger adenokarsinomu epitelyal hiicre hatti
kullanildi. A-549 hiicrelerinin serum bulunmayan ortamda siklooksijenaz 2 (COX-2)
ekspresyonu olmamasina karsilik, ortama IL-1p eklenmesiyle doza ve zamana bagh
artan indiiksiyonunun tespit edilmis olmasi nedeniyle, calismada A-549 hiicre hatti
kullanildi. Bu hiicre hatti American Type Culture Collection’dan (ATCC) temin
edildi. A 549 hiicre hatti, konvansiyonel hiicre kiiltiirii sartlar1 olan 37°C’de, %5’lik
CO; inkiibatoriinde %10 fotal sigir serumu (FBS) iceren Dulbecco’s Modification of

Eagle’s Medium (DMEM) igerisinde biiyiitiildii.

b. Pasajlama

Hiicreler, 100 mm’lik kiiltiir kaplarim1 % 90 oraninda kaplayacak oranda
biiyiidiigiinde besi ortam1 vakumla uzaklastiritlip 1 ml % 0,25’lik tripsin-EDTA ile
yikand1 ve vakumla tripsin-EDTA uzaklastirildi. Kiiltiir kaplar1 37 °C’deki CO;
inkiibatoriinde 45 saniye bekletildi. Hiicreler 8 ml %10 FBS’li DMEM ile toplandi ve

100 mm’lik hiicre kiiltiirii kaplarina ekildi.
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c. Ila¢ Uygulama

A-549 hiicreleri 37 °C’de, %5°lik CO, inkiibatoriinde %10 FBS’li DMEM ile
biiyiitiildii. Hiicreler 100 mm’lik kiiltiir kaplarini % 90 oraninda kaplayacak oranda
biiyiidiigiinde besi ortami uzaklastirilip 1 ml % 0,25°1ik tripsin-EDTA ile yikand1 ve
vakumla tripsin-EDTA uzaklastirildi. Kiiltiir kaplar1 37 °C’deki CO; inkiibatdriinde
45 saniye bekletildi. Daha sonra 8§ ml %10 FBS’li DMEM ile toplanarak steril falkon
tiipline aktarildi. 10 pl hiicre siispansiyonu alinip tizerine 90 ul tripan-mavisi ilave
edildi. Neubauer hemositometresine 10 pl boya-hiicre karisimindan alinip sayildi. 24
kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma her kuyucukta 2.5x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapilarak bir gece inkiibe edildi.

Ertesi sabah her kuyucuga steril distile su ile ¢oziindiiriilerek hazirlanmis 1
uM’lik IL-1 B ¢ozeltisinden son konsantrasyon 2 ng/ml olacak sekilde 1 pl eklenerek
6 saat inkiibe edildi. 6 saat sonunda besi yeri vakumla ¢ekildi ve 500 pl yeni besi yeri
eklendikten sonra, kontrol grubuna 1 pl DMSO diger kuyucuklara ise son
konsantrasyon 50 pM olacak sekilde 1pl ilag ornekleri eklendi. 24 saat
konvensiyonel hiicre kiiltiirii sartlarinda inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda besi ortamlar1 vakumla uzaklastirildi ve 750 ul
soguk 1X PBS ile 2 kez yikanarak 4°C’de 10000 r.p.m’de 1 dakika santrifiij edilerek
toplandi. Yikama islemi sonunda hiicreler besi ortamindan gelen protein yapili

bilesiklerden kurtarilmis oldu.

2.  Hiicre Lizatimin Hazirlanmasi Ve Protein Miktar Tayini

Hiicreler, 6rnek tiipii bagina 20 pul 1X PBS ve 20 pl 2X RIPA tamponuna % 1

oraninda 100X PIC ekleyerek 5 dakikada bir vortekslemek yoluyla 20 dakika siireyle
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lizatland1. Hiicre pelletini uzaklastirmak icin 14.000 r.p.m’de 10 dakika boyunca

4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar temiz ependorflara aktarildi.
a.  Protein Miktar Tayini

BCA-protein deney kiti (Pierce) kullanilarak toplam protein miktarlarina
bakildi. BCA Protein Assay, total proteinin kolorimetrik olarak tayinini saglayan
bikinkoninik asit (BCA) yontemine dayanir. Bu metotda bikinkoninik asit igeren
zgiin bir belirteg, alkali ortamda protein araciligryla Cu**'nin Cu''’e indirgenmesini
kombine eder. Bu deneyin pembe renkli reaksiyon {iriinii, bikinkoninik asitin iki
molekiiliinlin bir bakir iyonu ile selasyonu ile olusur. Suda ¢6ziinebilir kompleks,
artan protein konsantrasyonlar1 ile 562 nm’de lineer absorbans gdsterir. Protein
konsantrasyonlari, sigir serum albumin (BSA) proteini referans alinarak
belirlenmistir.

Icerisindeki protein miktar: tayin edilecek &rnek, konsantrasyonlar: bilinen
standart alblimin ¢ozeltileri ile hazirlanan, bilinen konsantrasyon degerlerine karsilik
okunan absorbans degerleri ile cakistirilarak elde edilen dogru denkleminde

bilinmeyen degere kars1 okunan absorbans degeri girilerek bulundu.

(1). Standart Albiimin Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Dogru

Denkleminin Bulunmasi

Kit ile birlikte verilen 1 ml’lik ampiillerin her biri 2 mg/ml albiimin igerir.

Gerekli diliisyonlar tabloda belirtildigi gibi yapildi.
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Mikroplaka ile calismak icin Standartlarin Hazirlanmasi
Vial Diliisyon Miktari BSA Kaynagi ve Istenilen BSA
(Distile Su) Hacmi Konsantrasyonu

A 0 pl Ana stoktan 300 pl 2000 pg/ml
B 125 pl Ana stoktan 375 pl 1500 pg/ml
C 325 ul Ana stoktan 325 ul 1000 pg/ml
D 175 ul B tiipiinden 175 pl 750 png/ml
E 325 ul C tiiplinden 325 pl 500 pg/ml
F 325 ul E tiiptinden 325 pl 250 pg/ml
G 325 ul F tiiplinden 325 pl 125 ng/ml
H 400 pl G tiliplinden 100 pl 25 pg/ml
I 400 pl 0 0 pg/ml=Kor

Tablo 3. Standart Albiimin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Her bir standart ¢ozeltiden 25 pl kuyucuklara konuldu. 200 pul BCA ¢alisma
reaktifi eklendikten sonra 30 saniye orbital ¢alkalayicida karigtirildi. Plaka, stre¢ film
ile sarildiktan sonra 37°C’de yarim saat inkiibe edildi. Kor olarak kullanilan distile

suya kars1 562 nm’de okundu.

(2). Cahisma Reaktifinin Hazirlanmasi1 (WR)

Gereken toplam calisma reaktifini hesaplamak icin (Standart sayist + Ornek
sayis1) x (tekrar sayis1) x (6rnek bagina WR hacmi) formiilii kullanildi. Mikroplaka
ile calisirken 6rnek basina 200 ul calisma reaktifi kullanildi. Calisma reaktifi
hazirlanirken 50 kisim BCA Reaktif A’ya, 1 kissm BCA Reaktif B ilave edildi ve

karistirildi.

(3). Orneklerin Hazirlanmasi ve Miktarlarinin Belirlenmesi

Mikroplakanin her bir kuyucuguna 8 pl distile su konuldu. Miktar1 tayin
edilecek ornekler vortekslenip kuyucuklara 2’ser pl konuldu. Her bir kuyucuga 200

ul BCA calisma reaktifi (WR) konuldu ve bir dakika orbital ¢alkalayicida karismasi
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saglandi. Daha sonra plaka stre¢ film ile sarilip, 37 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe
edildi. 30 dakika sonunda 562 nm’de kore kars1 (1X PBS: 2X RIPA, 1:1) VersaMax
mikroplaka okuyucuda okundu. Absorbans degerlerinin ortalamasi alindiktan sonra,
dogru denkleminde yerine konularak i¢erdigi protein miktar1 bulundu.

Hiicrelerin lizatlanmasi sonucu elde edilen her 6rnek i¢in yukaridaki protokole
gore total potein miktarlari bulundu. Her 6rnek toplam 40 pg protein igerecek sekilde
SDS-PAGE ile protein fraksiyonlarina ayrilip, polivinilidendiflorid (PVDF)

membrana transferi gerceklestirildi.

3. Western Blotlama

a. Western Blotlama Protokolii

Jel elektroforezi kullanarak proteinler molekiil agirliklarina gdre birbirinden
ayristirlldt ve PVDF membrana transfer edildi. Membranin ylizeyine spesifik
olmayan antikor baglanmalarini engellemek amaciyla, membran %5’lik siit ile
bloklandiktan sonra 6zgiil primer antikor ile muamele edilerek ilgilenilen proteinler
ile kompleks olusturuldu. Primer antikora kars1 gelistirilmis Horse Radish Peroksidaz
enzimi ile isaretlenmis sekonder antikorlar ile kompleks olusturuldu. WestPico

SuperSignal Kiti kullanilarak kemiliiminesans goriintiileme yapildi.

b. SDS-PAGE

Poliakrilamit jel elektrofrezi ile ayristirilma yontemi, sodyumdodesilsiilfat
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) olarak isimlendirilir. Yontem,
proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayristirilmasini esas alir. Western blotlama

ile birlikte herhangi bir proteinin varliginin ve miktarinin belirlenmesinde kullanilir.
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Genellikle bir molekiiler agirlik markiri kullanilarak biytkliikleri bilinen bantlar
olusturulur ve markirdaki bantlar referans alinarak ilgilenilen proteinler, jelden

PVDF veya nitroseliiloz membran transferinin ardindan immiinoblotlama ile

belirlenir.
Ayirma Jeli
Jel (%) \ % 8
Bir jel i¢in (10 ml)
% 30’luk Akrilamit 2,67 ml
4X Ayirma Tamponu 2,5 ml
Distile su 4,8 ml
% 10’luk AP 50-100 pl (Oda sicakliginda her bir jel i¢in 75 pl)
Tablo 4. SDS-PAGE Ayirma Jeli Hazirlanmasi
Yiginlama Jeli (%3,5’1luk) 3 ml
% 30’luk Akrilamit 0,35 ml
4X Yigimlama Tamponu 0,75 ml
Distile su 1,9 ml
% 10’luk AP 20-30 pl (Oda sicakliginda 25 pl)

Tablo 5. SDS-PAGE Yiginlama Jeli Hazirlanmasi

Jeller tablo 4 ve 5’de verilen gore ¢ozeltilerle ve bu c¢ozeltilerin belirtilen
miktarlar1 ile oda sicakliginda hazirlandi. Orneklerde fraksiyonlarma ayrilmak
istenen proteinlerin molekiil agirliklart g6z oniinde tutularak %8’lik jel hazirlandi ve

kullanildi.

(1). Orneklerin Jele Yiiklenmesi

Protein bulunan orneklerin, yiikleme islemi oncesi denatiire edilmesi gerekir.

Denatiirasyon islemi, orneklere 4X yilikleme tamponu eklenip 1sitma islemi ile
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gerceklestirildi.

Ornekler 4X yiikleme tamponu ilavesinden sonra vortekslenip, blok 1siticida
95°C’de bes dakika bekletilerek denatiire edildi.

Jel hazirlanip ¢apraz baglanma tamamlandiktan sonra, 6rnekler jel tizerindeki
ylkleme kuyucuklarina 40 pg protein olacak sekilde yiiklendi ve dikey elektroforez

tankinda 200 V’da yiiriitildii.

c. Transfer

Protein tasiyan poliakrilamid jel ile membran dogrudan temas ettirilip iletici bir
¢ozelti igerisinde birlesen iki elektrot arasina sandivig gibi sikistirildi. 200 mA’lik
elektrik akimi sogukta 90 dakika uygulandi, negatif yiiklii proteinler pozitif kutba
dogru hareket etti. Bu proteinler membran ile karsilagtiklarinda hareketsiz kaldilar ve
membrana baglandilar. Boylelikle membran stiriiklenmelerini durdurdu. Membran
olarak PVDF membran kullanildi. PVDF membranlar, kullanilmadan 6nce metanol

ile 1slatilip aktiflestirildi.

d. Membrandaki Proteinlerin Goriilmesi ve Bloklama

Transfer isleminin sonunda proteinlerin membrana transfer oldugundan emin
olmak i¢in membran yikama tamponu ile yikandi ve %2’lik Poncaeu kirmizisi ile
calkalanarak boyandi. Kirmizi bantlarin goriilmesi membrana transfer olmus
proteinlerin varligin1 gosterdi. Membran yikama tamponu ile yikanarak Poncaeu
kirmizis1 ortamdan uzaklastirildi.

Proteinler spesifik olmayan protein baglanmalarin1 engellemek amaciyla

membran yikama c¢ozeltisi ile hazirlanan %5’lik siit ile yarim saat boyunca oda
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sicakliginda orbital ¢alkalayicida inkiibe edildi. Bloklama isleminden sonra membran

yikama soliisyonu ile bir kez 5 dakika boyunca yikandi ve primer antikor eklendi.

€. immiinoblotlama

Calismamizda, antikor immiinoreaktifligini arttirmak amaciyla dolayh
deteksiyon yontemi tercih edilmistir. Bu yontemde, primer antikor antijene baglanir.
Primer antikora karst gelistirilmis isaretlenmis sekonder bir antikor kullanarak
baglanmaya devam edilir. Calismamizda kullanilan sekonder antikorlar horse radish

peroksidaz (HRP) enzimi ile isaretli idi.

(1). Immiiniiblotlama Basamaklar1

Membran, %5’lik siit ile 30 dakika oda sicakliginda bloklandi. Bloklama
sonrasinda bir kez 1X yikama tamponu ile 5 dakika boyunca yikandi. Oda
sicakliginda primer antikor ile orbital c¢alkalayicida 75 r.p.m.’de bir saat inkiibe
edildi Bir saat sonunda 3 kez, 5 dakikada bir, 1X yikama tamponu ile yikandi.
Sekonder antikor ile 1 saat oda sicakliginda orbital galkalayicida 75 r.p.m.’de inkiibe
edildi. Sekonder antikorlar uzaklastirilip, 5 dakikada bir, 3 kez 1 X yikama tamponu

ile yikand1 ve goriintiileme basamagina gegildi.

(2). Primer Antikorlar

Caligmalarda kullanilan antikorlar olan monoklonal anti-f-aktin 1:20000
oraninda ve monoklonal COX 2 antikoru ise 1:400 oraninda % 5’lik yagsiz siitte
hazirlandi. Koruyucu olarak 1:1000 oraninda sodyum azit ¢ozeltisi eklendi ve

+4°C’de saklandi.
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Calismada, monoklonal anti-aktin antikoru ile immiinoblotlama yapilarak aktin
seviyeleri karsilastirildi ve dolayisiyla proteinlerin yiikleme seviyesi kontrol edildi.
Sekonder antikor olarak goat anti-mouse (Pierce) antikoru 1:7500 oraninda

%511k yagsiz siitte hazirlandi ve kullanildi.

(3). Goriintiileme

HRP enzimi ile isaretlenmis sekonder antikorlar ile inkiibe edilmis
membranlarin  goriintiilenmesi i¢in  SuperSignal WestPico Chemiluminescent
Substrate (Pierce) kullanilmigtir. SuperSignal WestPico Chemiluminescent Substrate,
immiinoblotlar lizerinde HRP’1 tespit etmek icin yiliksek hassasiyete sahip bir
substrattir. Substrat olarak kullanilan luminol, HRP ve H,0O, varliginda okside olur
ve uyarilmig {iriin olan 3-aminofitalat olusur. Bu iiriin, 425 nm’de 1s1ma verir. Bu
1s1ma, sadece enzim-substrat reaksiyonu sirasinda olusur.

Calisma esnasinda membranlarda kullanmak i¢in SuperSignal WestPico
Chemiluminescent Substrate ¢alisma sollisyonlart membran bagina 3 ml olacak
sekilde 1:1 oraninda karistirilarak taze hazirlandi ve membranla 1 dakika inkiibe
edildi. Fazla soliisyon uzaklastirildiktan sonra membran protein kismi yukari
bakacak sekilde stre¢ film ile kaplandi ve X-ray kasetine yerlestirildi. Blot X-ray
filmlerine (CL-XPosure Film, Pierce) karanlik odada maruz birakildi. Filmler,

otomatik film banyo makinasinda banyo edildi.

4. Prostaglandin E, miktar tayini

a. Orneklerin Hazirlanmasi

A-549 hiicreleri 37 °C’de, %5°lik CO, inkiibatoriinde %10 FBS’li DMEM ile
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biiytitiildii. Hiicreler 100 mm’lik kiiltiir kaplarmi % 90 oraninda kaplayacak oranda
biiyilidiigiinde besi ortami1 uzaklastirilip, 1 ml % 0,25’lik tripsin-EDTA 1ile yikand1 ve
vakumla tripsin-EDTA uzaklastirildi. Kiiltiir kaplar1 37 °C’deki CO, inkiibatoriinde
45 saniye bekletildi. Daha sonra 8 ml %10 FBS’li DMEM ile toplanarak steril falkon
tiiptine aktarildi. 10 pl hiicre siispansiyonu alinip iizerine 90 pl tripan-mavisi ilave
edildi. Neubauer hemositometresine 10 ul boya-hiicre karisimindan alinip sayildi. 24
kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina her kuyucukta 2.5x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapilarak bir gece inkiibe edildi.

Ertesi sabah kontrol grubuna 1 pul DMSO, diger kuyucuklara ise son
konsantrasyon 50 uM olacak sekilde 1 pl ilag Ornekleri eklendi. 24 saat
konvensiyonel hiicre kiiltiirii sartlarinda inkiibe edildi. 24 saat sonra kuyucuklardaki
besi yerleri prostaglandin E, tayininde kullanilmak {izere toplanarak ependorf

tiiplerine alindi.

b.  Cozeltilerin Hazirlanmasi

(1). Tampon Hazirlanisi

(a) Enzim immuno Assay (EIA) Tamponunun Hazirlanmasi

Kit igeriginde gelen 10 X EIA konsantre tampon igerigi (10 ml), 90 ml ultra saf

su ile diliie edilerek hazirlandi.

(b) Yikama Tamponunun Hazirlanmasi

Konsantre halde gelen yikama tamponu igerigi ultra saf su ile 2 I’'ye

tamamland1 ve son hacme 1 ml Tween 20 ilave edildi.
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(¢) Prostaglandin E; EIA Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Konsantre ¢ozelti sisesine 1 ml bos besi yeri eklenerek ¢oziindiirtildii. 10 ng/ml

konsantrasyonda hazirlandi.

(d) Prostaglandin E; EIA Standart Serisinin Hazirlanmasi

Kit igerisinde hazir halde bulunan standart icerik 1 ml bos besi yeri ile
¢oziindiiriilerek 10 ng/ ml konsantrasyonunda stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Stok
standart ¢ozeltisinin belirli konsantrasyonlarda seyreltilmesi ile 7.8-1000 pg/ml
konsantrasyon araliginda standart prostaglandin E; standartlar1 hazirlandi.

Standart serinin hazirlanmasi icin 8 adet ependorf tiipii 1’den 8’e¢ kadar
numaralandirildi. Bir numarali ependorf tiipline 900 pl besiyeri ve 100 pl stok
standart ¢ozeltisinden konuldu ve karigtirildi. 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 nolu ependorf
tiiplerine 500” er pl bos besi yeri konuldu. 1 nolu ependorf tiipii i¢eriginden 500 pl
almarak 2 numarali tiipiin icerisine konuldu ve karistirildi. 2 nolu ependorf tiipii
iceriginden 500 pl alinarak 3 numarali tlipiin igerisine konuldu ve karistirildi. Bu
islem 8 numarali ependorf tiipline kadar tekrar edildi. Yapilan bu seri diliisyon ile
1000 (1 no.lu), 500 (2 no.lu), 250 (3 no.lu), 125 (4 no.lu), 62.5 (5 no.lu), 31.3 (6
no.lu),15.6 (7 no.lu) ve 7.8 (8 no.lu) pg/ml konsantrasyonlarinda prostaglandin E,

standartlar1 hazirland.

(e) Prostaglandin E; AChE Tracer Cozeltisinin Hazirlanmasi

Konsantre ¢dzelti sigesi 6 ml EIA tamponu ile ¢oziindiirildii.
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(f) Prostaglandin E; Monoklonal Antikor Cozeltisinin Hazirlanmasi

Konsantre ¢ozelti sisesi 6 ml EIA tamponu ile ¢oziindiiriildii

c.  Deneyin Yapihsi

Kit igeriginde kullanima hazir haldeki 96 kuyucuklu plaka’nin kullanimu,
tekrarlanabilir ve gegerli sonuglar elde edilemek iizere kit talimatlarina uygun olarak
planlandi.

Bu dogrultuda kor, total aktivite (TA), non-spesifik baglanma (NSB) ve
maksimum baglanma( By) degerleri i¢in 2’ser kuyucuk ayrildi. Standart egrinin
hesaplanabilmesi i¢in ise belirlenen her standart ¢ozelti konsantrasyonu igin 2
kuyucuk ayrildi. Diger kuyucuklar ise aktivitesi belirlenecek 6rnekler i¢in kullanildi.
Her 6rnek en az iki tekrar ile ¢alisildi.

NSB kuyucuklarina 100ul, By kuyucuklarmma 50 pl besi yeri eklendi.
Hazirlanan PE, EIA standart ¢ozeltilerden belirlenmis kuyucuklara 50’°ser pul eklendi.
Ornek kuyucuklarma 50’ser pl érnek besiyerlerinden eklendi. TA ve kér kuyucugu
disindaki tiim kuyucuklara, 50 pul PE, AchE c¢ozeltisi eklendi. TA, NSB ve kor
kuyucuklart hari¢ tiim kuyucuklara yani standart, 6rnek ve By kuyucuklarina antikor
cozeltisi eklendi. Plakanin tizere plastik film ile kapatilarak 4 °C’de 18 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda plaka aspire edilerek bosaltildi. 200 pl yikama
tamponu eklenir ve aspire edilerek yikandi. Bu islem 5 defa tekrar edildi. Tim
kuyucuklara 200 pl Ellman reaktifi eklendi. TA kuyucuguna ise ilave olarak 5 pl
tracer ¢ozeltisi ilave edildi. Plakanin iizeri yeniden plastik film ile kapatilir ve ¢evresi
aliminyum folyo ile kapatilarak 1sik almasi engellendi. Plaka orbital calkalayiciya
yerlestirilerek ¢alkalandi. Olgiim islemi By kuyucugunun absorbans degeri en az 0.3

olana kadar 15 dakikada bir, 415 nm’ye ayarli mikroplaka okuyucuda oOl¢iim
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alinalarak kontrol edildi. By kuyucugunun absorbans degeri 0.3 ile 1 arasindayken
plakanin absorbansi Olgiildii ve gerekli hesaplamalar1 yapmak i¢in kaydedildi.
Sonuglar kit prosediiriinde belirtildigi gibi hesaplandi. Deney ayni firmanin Kkiti ile

iki defa calisildi.
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C. Biyolojik Aktivite Caliymalarina Ait Bulgular

Bilesikler % PGE ;, Diizeyi Ort + S.S (n=3)
Kontrol 100+ 0
NBG-A 1148+ 0
NBG-P 93,3+ 3,0
NBG-M 144,03 + 3,7

NBG-Piro 163,22 +1,5

NBG-Isp 98,3 +6,5

NBG-DM 126,6 +4.,8
NTG-A Tayin edilemedi
NTG-P 972+1,3
NTG-M 64,6 + 3.5

NTG-Piro 87,7+ 6,5
NTG-Isp 67,1 +1,5

NTG-DM 100,9 + 2,7
NNG-A 97,4+ 6,4
NNG-P 87,3+43
NNG-M 71,1 £ 0,4

NNG-Piro 97+ 17,0

NNG-Isp 65,6 +2,1

NNG-DM 74,4+ 2.6
NING-A 70,3 +2.3
NING-P 88,8+ 1,1

NING-M 59,0+ 1,2

NING-Piro 50,0+ 1,6
NING-Isp 110,2+4,3
NING-DM 83,3+2,7
NPG-A 113,6 +1,6
NPG-P 71,2 +2,0
NPG-M 61,5+23

NPG-Piro 87,0+4,8
NPG-Isp 69,8 +3.,9

NPG-DM Tayin edilemedi
DUP 697 46,3 +2,3

Tablo 6. 2-Benzamidoasetamit, 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit, 2-
Nikotinamidoasetamit, 2-izonikotinamidoasetamit ve 2-(2-
Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin % PGE ;
Diizeyine Etkisi

*Bilesikler 50 uM konsanrasyonda uygulandi
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DUP 697
NPG-DM
NPG-Isp
NPG-Piro
NPG-M
NPG-P
NPG-A
NING-DM
NING-Isp
NING-Piro
NING-M
NING-P
NING-A
NNG-DM
NNG-Isp
NNG-Piro
NNG-M
NNG-P
NNG-A
NTG-DM
NTG-Isp
NTG-Piro
NTG-M
NTG-P
NTG-A
NBG-DM
NBG-Isp
NBG-Piro
NBG-M
NBG-P
NBG-A

Kontrol

*Elde edilen sonuglar kontrol 100 alinarak karsilastirilmistir.
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Bilesikler COX-2 Diizeyi
Kontrol 1
NBG-A 1,07
NBG-P 0,87
NBG-M 1,51

NBG-Piro 1,47

NBG-Isp 0,99

NBG-DM 1,16
NTG-A 0,72
NTG-P 1,01
NTG-M 0,46

NTG-Piro 0,54
NTG-Isp 0,59

NTG-DM 1,06
NNG-A 0,87
NNG-P 1,08
NNG-M 0,85

NNG-Piro 1,35

NNG-Isp 0,85

NNG-DM 1,01
NING-A 0,61
NING-P 0,81

NING-M 0,97

NING-Piro 0,87

NING-Isp 0,18

NING-DM 0,21
NPG-A 1,34
NPG-P 0,63
NPG-M 0,36

NPG-Piro 0,7
NPG-Isp 0,46

NPG-DM 1,05
DUP 697 1,88

Tablo 7. 2-Benzamidoasetamit, 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit, 2-
Nikotinamidoasetamit, 2-izonikotinamidoasetamit ve 2-(2-
Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin COX-2
Diizeyine Etkisi

*Bilesikler 50 uM konsanrasyonda uygulandi

*Elde edilen sonuglar kontrol 1 alinarak karsilastirilmistir.
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DUP 697
NPG-DM
NPG-Isp
NPG-Piro
NPG-M
NPG-P
NPG-A
NING-DM

NING-Isp

NING-Piro

NING-M

NING-P

NING-A

NNG-DM

lUzeyi

NNG-Isp

NNG-Piro

NNG-M

NNG-P

NNG-A

NTG-DM

COX-2D

NTG-Isp
NTG-Piro
NTG-M
NTG-P

NTG-A

NBG-DM
NBG-Isp
NBG-Piro
NBG-M

NBG-P

NBG-A

Kontrol

*Elde edilen sonuglar kontrol 1 alinarak karsilastirilmistir.
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Sekil 18. 2-Benzamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin COX-
2 Diizeyine EtKisi

Bilesikler COX-2 Diizeyi
Kontrol 1
NBG-A 1,07
NBG-P 0,87
NBG-M 1,51

NBG-Piro 1,47
NBG-Isp 0,99

NBG-DM 1,16
DUP 697 1,88

Tablo 8. 2-Benzamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin COX-
2 Diizeyine Etkisi

*Elde edilen sonuglar kontrol 1 alinarak karsilastirilmistir.
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% PGE 2 Duzeyi
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Sekil 19. 2-Benzamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin %
PGE ; Diizeyine Etkisi

Bilesikler % PGE ;, Diizeyi Ort + S.S (n=3)
Kontrol 100+ 0
NBG-A 114,84+ 0
NBG-P 93,3+3,0
NBG-M 144,03 + 3,7
NBG-Piro 163,22 +1,5
NBG-Isp 98,3+ 6,5
NBG-DM 126,6 + 4,8
DUP 697 46,3 +2,3

Tablo 9. 2-Benzamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin %
PGE ; Diizeyine Etkisi

*Elde edilen sonuglar kontrol 100 alinarak karsilagtirilmisgtir.
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Sekil 20. 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697
Bilesiginin COX-2 Diizeyine Etkisi

Bilesikler COX-2 Diizeyi
Kontrol 1
NTG-A 0,72
NTG-P 1,01
NTG-M 0,46

NTG-Piro 0,54
NTG-Isp 0,59

NTG-DM 1,06
DUP 697 1,88

Tablo 10. 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697
Bilesiginin COX-2 Diizeyine Etkisi

*Elde edilen sonuglar kontrol 1 alinarak karsilastirilmistir.
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Sekil 21. 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697
Bilesiginin % PGE , Diizeyine Etkisi

Bilesikler % PGE , Diizeyi Ort + S.S (n=3)
Kontrol 100+ 0
NTG-A Tayin edilemedi
NTG-P 97,2+1,3
NTG-M 64,6 +3,5
NTG-Piro 87,7+ 6,5
NTG-Isp 67,1 +1,5
NTG-DM 100,9 + 2,7
DUP 697 46,3 +2,3

Tablo 11. 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697
Bilesiginin % PGE ; Diizeyine Etkisi

*Elde edilen sonuglar kontrol 100 alinarak karsilastirilmistir.

271



[onuoy
V-DNN
d-ONN
IN-DNN
INA-ONN
L69 dNA

Z
@
=
3

COX-2 Duzeyi

2

1,81

1,61

1,41

1,21

1

0,8-

0,6

0,4

0,2

0 :
7 z z z Z Z Z o
e Z Z z z z z c
: 8 ¢ & ¢ & & %
= 5 v = 2 5 g g

Sekil 22. 2-Nikotinamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin
COX-2 Diizeyine Etkisi

Bilesikler COX-2 Diizeyi
Kontrol 1
NNG-A 0,87
NNG-P 1,08
NNG-M 0,85

NNG-Piro 1,35
NNG-Isp 0,85

NNG-DM 1,01
DUP 697 1,88

Tablo 12. 2-Nikotinamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin
COX-2 Diizeyine Etkisi

*Elde edilen sonuglar kontrol 1 alinarak karsilastirilmistir.
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Sekil 23. 2-Nikotinamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin %
PGE ; Diizeyine Etkisi

Bilesikler % PGE , Diizeyi Ort + S.S (n=3)

Kontrol 100+ 0

NNG-A 97,4+ 6,4

NNG-P 87,3+4,3

NNG-M 71,1 +0,4
NNG-Piro 97+17,0

NNG-Isp 65,6 +2,1
NNG-DM 74,4 +2,6

DUP 697 46,3 +2,3

Tablo 13. 2-Nikotinamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin %

PGE ; Diizeyine Etkisi

*Elde edilen sonuglar kontrol 100 alinarak karsilastirilmistir.
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Sekil 24. 2-Izonikotinamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin
COX-2 Diizeyine Etkisi

Bilesikler COX-2 Diizeyi
Kontrol 1
NING-A 0,61
NING-P 0,81
NING-M 0,97
NING-Piro 0,87
NING-Isp 0,18
NING-DM 0,21
DUP 697 1,88

Tablo 14. 2-izonikotinamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin
COX-2 Diizeyine Etkisi

*Elde edilen sonuclar kontrol 1 alinarak karsilastirilmistir.
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PGE; Diizeyine Etkisi

Sekil 25. 2-izonikotinamidoasetamit Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin %

Bilesikler % PGE , Diizeyi Ort + S.S (n=3)
Kontrol 100+ 0
NING-A 70,3 +2,3
NING-P 88,8+ 1,1
NING-M 59,0+ 1,2
NING-Piro 50,0+ 1,6
NING-Isp 110,2+43
NING-DM 83,3+2,7
DUP 697 46,3 +23

PGE; Diizeyine EtKisi
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*Elde edilen sonuglar kontrol 100 alinarak karsilagtirilmisgtir.

Tablo 15. 2-Izonikotinamidoasetamit Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin %
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Sekil 26. 2-(2-Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin
COX-2 Diizeyine Etkisi

Bilesikler COX-2 Diizeyi
Kontrol 1
NPG-A 1,34
NPG-P 0,63
NPG-M 0,36

NPG-Piro 0,7
NPG-Isp 0,46

NPG-DM 1,05
DUP 697 1,88

Tablo 16. 2-(2-Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin
COX-2 Diizeyine Etkisi

*Elde edilen sonuclar kontrol 1 alinarak karsilastirilmistir.
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Sekil 27. 2-(2-Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin
% PGE , Diizeyine Etkisi

Bilesikler % PGE ;, Diizeyi Ort + S.S (n=3)
Kontrol 100+ 0
NPG-A 113,6 + 1,6
NPG-P 71,2+2,0
NPG-M 61,5+23
NPG-Piro 87,0+4,8
NPG-Isp 69,8 +3.,9
NPG-DM Tayin edilemedi
DUP 697 46,3 +23

Tablo 17. 2-(2-Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin ve DUP 697 Bilesiginin
% PGE , Diizeyine Etkisi

*Elde edilen sonuglar kontrol 100 alinarak karsilastirilmistir.
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TARTISMA

Inflamasyon, farkli hiicre tiplerine ve faktdrlerine gerek duyan, patojenik,
travmatik ya da toksik yaralanmalara kars1 doku hasarini kontrol eden kompleks bir
siirectir. Inflamasyon siireci, hiicre migrasyonunu ve proliferasyonunu diizenleyen
proinflamatuvar ve antiinflamatuvar molekiillerce kontrol edilmektedir (26).
Inflamasyon, viicudun yaralanmalara karsi doku hasarmi kontrol eden savunma
mekanizmasi olmasina ragmen kronik inflamasyon, kardiyovaskuler, pulmoner,
norolojik, otoimmiin hastaliklarin ve kanser ve diabetin gelisim siirecine katkida
bulunabilmektedir (2, 27, 70, 77, 93, 114). Inflamasyonun olusmasina arasidonik asit
kaskati ile olusan eikosanoidler aracilik etmektedir (61).

Hiicre i¢i fizyolojik ve patofizyolojik olaylarla ilgili sinyal kaskatinda merkezi
bir rol oynayan ve inflamatuvar yanitlarin indiiklenmesine katkida bulunan
eikosanoidler COX, LOX ve CYP 450 enzimlerinin katalitik aktiviteleri ile
arasidonik asitten olugsmaktadir (42, 61, 92). COX enzimleri tarafindan sentezlenen
prostaglandinler inflamasyondan sorumlu eikosanoidlerdendir (64).

COX enzimlerinin 3 izoformu vardir. Bunlar COX-1, COX-2 ve COX-3"tiir.
COX-1 viicutta bircok dokuda yaygin olarak bulunan, memeli hiicre ve dokularinda
prostaglandinlerin temel seviyesini diizenlemek i¢in iiretilen bir enzimdir (61). COX-
2 izoenzimi ise proinflamatuvar ve mitojenik uyarilarin indiiklenmesi sonucunda
inflamasyon goriilen dokular ve neoplastik dokularda eksprese olmaktadir (46).

COX-1 ve COX-2 izoenzimleri % 60 oraninda homologdurlar. COX-1 ve COX-2



izoenzimleri benzer yapi1 ve kinetik Ozelliklere sahip olmalarmma ragmen, bu
izoenzimlere ait genler farkli kromozomlarda bulunmaktadir. Ayni1 zamanda COX-2
izoformunun NSAIl’ler icin daha biiyiik bir baglanma cebine sahip olmasi iki
izoenzim arasinda fark yaratan en temel 6zelliktir (31, 93).

COX-2 izoenzimi kanserli dokularda eksprese olarak gogiis kanseri, kolon
kanseri, prostat kanseri, 6zafogal adenokarsinom ve akciger kanserinin apoptozis,
proliferasyon, angiyojenez, invasyon ve metastaz siireglerine katkida bulunur (2, 61,
70, 77). COX-2 izoenzimi, ndroinflamasyon goriilen ndrodejeneratif hastaliklarda
inflamasyonu ve oksidatif stresi indiikleyerek etki gosteren bir enzimdir (93).

NSAIil’ler siklooksijenaz enzimleri ile etkilesip prostaglandin sentezinin
inhibisyonunu gerceklestirerek inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde onemli rol
oynamaktadir. NSAil’ler, selektif COX-1 inhibitorleri, non-selektif COX
inhibitdrleri, tercihli COX-2 inhibitorleri ve yliksek selektiviteli COX-2 inhibitorleri
olarak siklooksijenaz enzimleri iizerine olan selektif etkilerine gore
siiflandirilmaktadir (31).

Talidomit 1950’lerden 1960’lara kadar sedatif-hipnotik ve antiemetik olarak
kullanilmig, teratojenik etkisinden dolayr 1960’larda tedaviden kaldirilmis ve
FDA’den 1998 yilinda Hansen hastaligt ve 2006 yilinda ise multiple miyelom
tedavisinde kullanilmak iizere onay alnmis bir bilesiktir (33, 53, 90, 103).
Talidomitin antikasesik, antiinflamatuvar, antitimoral, antiangiyojenik, timor
hiicreleri istilasin1 inhibe edici, antiviral ve hipoglisemik etki gibi cesitli yararh
farmakolojik etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Talidomit bilesiginin yapisi temel
almarak TNF-a regulatorleri, androjen antagonistleri, siklooksijenaz inhibitorleri,
nitrik oksit inhibitdrleri ve histon deasetilaz inhibitorleri gibi biyolojik aktif bilesikler

gelistirilmistir (53).
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Calismamizda talidomit bilesigi model olarak alinmistir. Dogal ya da sentetik
yapilarin biyolojik aktiviteleri korunarak veya gelistirilerek molekiiller yapinin
kiiciiltiilmesi ya da basitlestirilmesini amaglayan bir ila¢ tasarim ydntemi olan
molekiiler basitlestirme kullanilarak talidomitin rijit olmayan analoglarin sentezi
diistiniilmistiir (28, 45). Bu amagla talidomit bilesigi kimyasal yapisinda yer alan
ftalimit halkas1 ve piperidin-2,6-dion yapisit lizerinde g¢esitli modifikasyonlara
gidilmistir (Semal). Gergeklestirilen modifikasyonlar;

a. Ftalimit halkasinin benzen, 2-piridin, 3-piridin, 4-piridin ve 2-tiyofen

halkalarini igeren bir agil grubu ile degistirilmesi,

b. Piperidin-2,6-dion yapisinda halkanin acilmasi sonucunda amit azotu

tizerine kiigiik alkil gruplar ile bir aromatik halkanin yerlestirilmesi ve amit

azotun halka igerisine alinmasi seklindedir.

Bu modifikasyonlar ¢ergevesinde ¢alismamizda  N-[2-(fenilamino)-2-
oksoetil]benzamit (NBG-A), N-[2-okso-2-(piperidin-1-il)etil]benzamit (NBG-P), N-
(2-morfolino-2-oksoetil)benzamit (NBG-M), N-[2-0kso-2-(pirolidin-1-
il)etil]benzamit (NBG-Piro), N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil]benzamit (NBG-Isp),
N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil]benzamit (NBG-DM), N-[2-(fenilamino)-2-oksoetil]
tiyofen-2-karboksamit (NTG-A), N-[2-0kso-2-(piperidin-1-il)etil]tiyofen-2-
karboksamit (NTG-P), N-(2-morfolino-2-oksoetil)tiyofen-2-karboksamit (NTG-M),
N-[2-0kso-2-(pirolidin-1-il)etil Jtiyofen-2-karboksamit (NTG-Piro), N-[2-
(izopropilamino)-2-oksoetil tiyofen-2-karboksamit (NTG-Isp), N-[2-(dimetilamino)-
2-oksoetil]tiyofen-2-karboksamit (NTG-DM), N-[2-(fenilamino)-2-
oksoetil]nikotinamit (NNG-A), N-[2-okso-2-(piperidin-1-il)etil]nikotinamit (NNG-
P), N-(2-morfolino-2-oksoetil)nikotinamit (NNG-M), N-[2-okso-2-(pirolidin-1-

il)etilnikotinamit (NNG-Piro), N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil[nikotinamit (NNG-
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Isp), N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil|nikotinamit (NNG-DM), N-[2-(fenilamino)-2-
oksoetil]izonikotinamit (NING-A), N-[2-okso-2-(piperidin-1-il)etil]izonikotinamit
(NING-P), N-(2-morfolino-2-oksoetil)izonikotinamit (NING-M), N-[2-okso-2-
(pirolidin-1-il)etil]izonikotinamit (NING-Piro), N-[2-(izopropilamino)-2-
oksoetil]izonikotinamit (NING-Isp), N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil]izonikotinamit
(NING-DM), N-[2-(fenilamino)-2-oksoetil]pikolinamit (NPG-A), N-[2-okso-2-
(piperidin-1-il)etil]pikolinamit (NPG-P), N-(2-morfolino-2-oksoetil)pikolinnamit
(NPG-M), N-[2-0kso-2-(pirolidin-1-il)etilJpikolinamit (NPG-Piro), N-[2-
(izopropilamino)-2-oksoetil]pikolinamit ~ (NPG-Isp) ve N-[2-(dimetilamino)-2-
oksoetil|pikolinamit (NPG-DM) bilesikleri sentez edilmistir. Sentezi gergeklestirilen
bilesiklerimizden NBG-A ve NBG-Isp kodlu bilesikler Schwyzer ve arkadaslari
tarafindan (106), NBG-P kodlu bilesik Thomsen ve arkadaslar1 tarafindan (118),
NBG-M ve NBG-DM kodlu bilesikler Haworth ve arkadaglari tarafindan (55) ve
NNG-Isp kodlu bilesigimiz Blanco ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir (10).
Sentezi gerceklestirilen bilesiklerimizden NBG-Piro CAS n0:95204-52-7, NTG-A
CAS 1n0:932130-00-2, NTG-P CAS 1n0:1002499-52-6, NTG-Piro CAS no:705955-
02-8, NTG-Isp CAS no0:705954-02-5, NNG-A CAS no:179683-58-0, NNG-Piro
CAS n0:119755-00-2, NING-A CAS n0:179683-59-1, NING-Piro CAS no:1197607-
87-6, NPG-A CAS no:179683-57-9, NPG-P CAS no:1223618-35-6 ve NPG-Piro
CAS n0:1211129-24-6 Chemical Abstract Service(CAS) kayit numarasi ile kayith

olup bilesikler hakkinda herhangi bir literatiir verisi bulunmamaktadir.
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Semal. Talidomit Uzerinde Yapilan Modifikasyonlar

I. SENTEZ CALISMALARI

Calismamizda acilaminoalkanamit tiirevi olan 2-benzamidoasetamit, 2-
(tiyofen-2-karboksamido)asetamit, 2-nikotinamidoasetamit, 2-

izonikotinamidoasetamit ve 2-(2-pikolinamido)asetamit tiirevi bilesikler sentezlendi.

A. 2-Benzamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

2-Benzamidoasetamit tiirevi bilesiklere ait sentez calismalar1 Singh ve
arkadaslarinin 1994 yilinda yayinladiklar1 arastirma makalesinde bildirdikleri
yontemler lizerinde degisikler yapilarak 4 basamakta gelistirildi (112) (Sema 2a).

Birinci basamakta benzoik asit ve tiyonil kloriir bilesikleri geri c¢eviren
sogutucu altinda reaksiyona tabi tutuldu ve benzoil kloriir bilesigi elde edildi (112).
Ikinci basamakta benzoil kloriir ve glisin bilesikleri 2M sodyum hidroksit ¢ozeltisi

igerisinde 0-5°C’de reaksiyona tabi tutuldular ve hippiirik asit bilesigi elde edildi
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(112). Ugiincii basamakta hippiirik asit bilesigi derisik siilfiirik asitle metanol
¢Ozeltisi igerisinde geri g¢eviren sogutucu altinda reaksiyona tabi tutularak metil
hippiirat bilesigi elde edildi (112). Son basamakta ise metil hippiirat bilesigi anilin ve
dimetilamin ile direk olarak, morfolin, piperidin, pirolidin ve izopropilamin ile ise
metanol ¢ozeltisi icerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda reaksiyona tabi tutularak 2-

benzamidoasetamit tiirevi bilesikler elde edildi.

B. 2-(Tiyofen-2-Karboksamido)Asetamit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

2-(Tiyofen-2-karboksiamido)asetamit tlirevi bilesiklere ait sentez ¢alismalar1 2-
benzamidoasetamit tiirevi bilesiklere ait sentez ¢aligsmalarinda oldugu gibi Singh ve
arkadaslarinin 1994 yilinda yayinladiklar1 arastirma makalesinde bildirdikleri
yontemler iizerinde degisikler yapilarak 4 basamakta gerceklestirildi (112) (Sema
2a).

Birinci basamakta tiyofen-2-karboksilik asit tiyonil kloriir bilesigi ile geri
¢eviren sogutucu altinda reaksiyona tabi tutuldu ve tiyofen-2-karbonil kloriir bilesigi
elde edildi. ikinci basamakta tiyofen-2-karbonil kloriir ve glisin bilesikleri ile 2M
sodyum hidroksit ¢6zeltisi igerisinde 0-5°C’de reaksiyona tabi tutuldu ve 2-(tiyofen-
2-karboksamido)asetik asit bilesigi elde edildi. Ugiincii basamakta 2-(tiyofen-2-
karboksamido)asetik asit bilesigi derisik siilfiirik asitle metanol ¢ozeltisi icerisinde
geri c¢eviren sogutucu altinda reaksiyona tabi tutularak metil 2-(tiyofen-2-
karboksamido)asetat bilesikleri elde edildi. Son basamakta ise metil 2-(tiyofen-2-
karboksamido)asetat bilesigi anilin ve dimetilamin ile direk olarak, morfolin,
piperidin, pirolidin ve izopropilamin ile ise metanol ¢ozeltisi igerisinde geri ¢eviren
sogutucu altinda reaksiyona tabi tutularak 2-(tiyofen-2-karboksamido)asetamit tiirevi

bilesikler elde edildi.
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C. 2-Nikotinamidoasetamit, 2-izonikotinamidoasetamit ve 2-(2-

Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

2-Nikotinamidoasetamit, 2-izonikotinamidoasetamit ve 2-(2-
pikolinamido)asetamit tiirevi bilesiklere ait sentez c¢alismalar1 Singh ve
arkadaglarinin 1994 yilinda yayinladiklar1 aragtirma makalesi ile Kurita ve
arkadaslarinin 2002 yilinda yayinladiklar1 arastirma makalesinde bildirdikleri
yontemler tlizerinde degisikler yapilarak 4 basamakta gerceklestirildi (72, 84, 112)
(Sema 2b).

Birinci basamakta nikotinik asit, izonikotinik asit ve 2-pikolik asit bilesikleri
tiyonil kloriir bilesigi ile geri c¢eviren sogutucu altinda reaksiyona tabi tutuldu ve
strastyla nikotinoil kloriir hidrokloriir, izonikotinoil kloriir hidrokloriir ve 2-pikolinoil
kloriir hidrokloriir bilesikleri elde edildi. Tkinci basamakta 2-nikotinamidoasetamit,
2-izonikotinamidoasetamit ve 2-(2-pikolinamido)asetamit tiirevi bilesiklerin
sentezlerinin iiclincli basamaginda kullanilmasi amaciyla glisin ve tiyonil kloriir
bilesikleri metanol ¢dzeltisi igerisinde geri ¢eviren sogutucu altinda reaksiyona tabi
tutularak metil glisinat hidrokloriir bilesigi elde edildi (49, 112). Ugiincii basamakta
nikotinoil kloriir hidrokloriir, izonikotinoil kloriir hidrokloriir ve 2-pikolinoil kloriir
hidrokloriir bilesikleri metil glisinat hidrokloriir bilesigi ile trietilamin varliginda
tetrahidrofuran ¢ozeltisi igerisinde once 0-5°C derecede sonrasinda ise oda
temperatiiriinde karistirilarak sirasiyla metil 2-nikotinamidoasetat, metil 2-
izonikotinamidoasetat ve metil 2-(2-pikolinamido)asetat bilesikleri elde edildi (72).
Son basamakta ise metil 2-nikotinamidoasetat, metil 2-izonikotinamidoasetat ve
metil 2-(2-pikolinamino)asetat bilesikleri anilin ve dimetilamin ile direk olarak,

morfolin, piperidin, pirolidin ve izopropilamin ile ise metanol ¢dzeltisi i¢erisinde geri
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ceviren sogutucu altinda reaksiyona tabi tutularak 2-nikotinamidoasetamit, 2-

izonikotinamidoasetamit ve 2-(2-pikolinamido)asetamit tiirevi bilesikler elde edildi.
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Sema 2. 2-Benzamidoasetamit, 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit, 2-
Nikotinamidoasetamit, 2-I1zonikotinamidoasetamit ve 2-(2-
Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin Sentez Basamaklari
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II. SPEKTRAL BULGULARIN DEGERLENDIRILMESI

Sentezlenen bilesiklerin yapilarinin belirlenmesinde UV, IR, 'H NMR ve Kiitle

spektroskopisi yontemleri ile elementel analiz yontemi kullanildi.

A. UV Bulgularinin Degerlendirilmesi

Benzen halkas1 3 adet absorpsiyon bandina sahiptir. Bu bandlar 184 nm, 204
nm ve 256nm goriilmektedirler. Bu bandlar aromatik halkalarin karakteristik 6zelligi
olarak m-m* geg¢islerinden kaynaklanan E ve B bantlaridirlar. Benzen halkasinin
kromofor 6zellige sahip gruplarla konjuge olacak sekilde stibstitiisyonu sonrasinda B
bandlarinda batokromik kayma ve 200-250 nm arasinda ise m-n* gegislerinden
kaynaklanan K bandlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Alt1 tiyeli heterosiklik piridin halkasinin
spektrumlar1 da benzen halkasinin spektrumlarina benzemektedir. 257 nm’de piridin
halkasina ait B bantlar1 goriilmektedir. Oksokromik siibstitiisyon sonucunda 260 nm
civarlarinda batokromik kayma etkisiyle bandlar goriilmektedir. Bes tiyeli
heterosiklik halka sistemlerinde ise kuvvetli dien absorpsiyonundan dolay1 200 nm
yakinlarinda kuvvetli ve 238 nm yakinlarinda ise orta siddette band goriilmektedir.
200 nm civarlarindaki bandlar benzen halkasinda E bantlarina benzer karakterdedir.
Aromatik karakteri yiiksek olan tiyofen halkasinda 230 nm civarinda kuvvetli bir
band goriilmektedir. Tiyofen halkasinin kromoforik bir grupla yaptigi konjuge
stibstitliisyon sonucuna batokromik kayma goriilmekte ve 249 nm civarinda bir bandi
olugmaktadir (110).

Hedefledigimiz bilesikler olan acilaminoalkanamit tiirevlerinin yakin UV
alanda beklenen absorbsiyonlari genel olarak karbonil ve aromatik halka
kromoforlar1 ile bu kromoforlarin olusturduklar1 konjuge kromoforlardan

kaynaklanmaktadir. Aromatik halkalarin  karakteristik 6zelligi olarak m-m*
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gecislerinden kaynaklanan E ve B bantlarinin yani sira kromoforik substitiisyona
sahip benzen, 2, 3, 4. konumlarindan, siibstitiie piridin halkast ve 2 konumundan
siibstitiie tiyofen halkasindan kaynaklanan n-n* gecisinin sebep oldugu K bantlar
bilesiklerimizin absorbsiyon maksimumlarini olugturmaktadir.

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin UV maksimumlar1 beklenen degerlere
uygun sonuglar vermistir. Bilesiklerimizde aromatik halka sistemlerine ait E bantlari
203-207 nm arasinda tespit edilmis, konjuge kromoforlarin varligint belirleyen ve
bilesiklerin spektrumlarinda siddetli bir sekilde goriilen K bantlart ise 200-250 nm
arasinda goriilmistiir. Piridin halkasina ait B bandlar1 257 nm civarlarinda ve piridin
halkasimin siibstitlisyonu sonucunda olusan bandlar 265 nm civarlarinda

belirlenmistir.

B. IR Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamiz kapsaminda sentezledigimiz 30 adet bilesigin tamaminin IR
spektrumu kati fazda potasyum bromiir pellet icerisinde alindi. Bilesiklerimizde
amidoamit yapis1 bulunmasi sebebiyle bilesiklerin IR spektrumlarinda bu yapiya ait
N-H ve karbonil gerilmelerine ait bantlar goriilmesi beklenmektedir.

NBG-A kodlu bilesigimizde benzen halkasi, NBG-M, NBG-P, NBG-Piro,
NBG-Isp ve NBG-DM kodlu bilesiklerimizde benzen halkasi ile siklik ve asiklik
alkil gruplar1 bulunmaktadir. Bu serideki bilesiklerin IR spektrumlarinda benzen
halkasina ait aromatik C-H gerilmeleri ve diizlem dis1 C-H egilimleri ile siklik ve
asiklik alkil gruplarina ait C-H gerilmelerine ait bantlarin goriilmesi beklenmektedir.

NTG-A kodlu bilesigimizde tiyofen ve benzen halkasi, NTG-M, NTG-P, NTG-
Piro, NTG-Isp ve NTG-DM kodlu bilesiklerimizde tiyofen halkasi ile siklik ve

asiklik alkil gruplar1 bulunmaktadir. NTG-A kodlu bilesigin IR spektrumlarinda
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benzen halkasina ait aromatik C-H gerilmeleri ve diizlem dis1 C-H egilimleri, tiyofen
halkasina ait =C-H gerilmeleri ve diizlem disi C-H egilimleri, serideki diger
bilesiklerde tiyofen halkasina ait =C-H gerilmeleri ve diizlem dis1 C-H egilimleri ile
siklik ve asiklik alkil gruplarina ait C-H gerilmelerine ait bantlarin goriilmesi
beklenmektedir.

NNG-A, NING-A ve NPG-A kodlu bilesigimizde piridin ve benzen halkasi,
NNG-M, NNG-P, NNG-Piro, NNG-Isp, NNG-DM, NING-M, NING-P, NING-Piro,
NING-Isp, NING-DM, NPG-M, NPG-P, NPG-Piro, NPG-Isp ve NPG-DM kodlu
bilesiklerimizde piridin halkasi ile siklik ve asiklik alkil gruplar1 bulunmaktadir.
NNG-A, NING-A ve NPG-A kodlu bilesiklerin IR spektrumlarinda benzen ve piridin
halkasina ait aromatik C-H gerilmeleri ve diizlem dig1 C-H egilimleri, piridin halkas1
bulunduran diger bilesiklerde ise piridin halkasina ait aromatik C-H gerilmeleri,
diizlem dis1 C-H egilimleri ve C=N gerilmeleri ile siklik ve asiklik alkil gruplarina
ait C-H gerilmelerine ait bantlarin goriilmesi beklenmektedir.

Sekonder amitlerin kati1 fazda alinan spektrumlarinda N-H gerilmeleri 3460-
3060 cm™ arasinda ¢oklu bantlar halinde izlenmektedir. Sekonder amitlerin karbonil
gerilmeleri ise kati fazda 1640 cm™ civarinda goriilmektedir (56). Tersiyer amitlere
ait karbonil gerilmeleri ise fiziksel 6zelliklerden bagimsiz olarak 1680-1630 cm™
arasinda goriilmektedir (56, 111). Benzen halkasina ait aromatik C-H gerilmeleri
31003000 cm™ arasinda piridin halkasina ait aromatik C-H gerilmeleri 3090-3000
cm” arasinda ve tiyofen halkasmna ait C-H gerilmeleri 3077-3003 cm™ arasinda
goriilmektedir. Benzen halkasma ait diizlem dist C-H egilimleri 900-675 cm™
arasinda, piridin halkasina ait diizlem dist C-H egilimleri 820-740 cm™ arasinda ve

tiyofen halkasina ait dizlem dist C-H egilimleri 925-755 cm’ arasinda
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goriilmektedir. Piridin halkasina ait C=N gerilmesi ise 1600-1430 cm™ arasinda
goriildigi belirtilmektedir (108).

Bilesiklerimizin tamaminda amidoamit yapis1 bulunmasi sebebiyle bu yapiya
ait N-H ve karbonil gerilmelerine ait bantlar bilesiklerin IR spektrumlarinda
goriilmektedir. Calismamiz kapsaminda sentezledigimiz NBG-A, NTG-A, NNG-A,
NING-A, NPG-A, NBG-Isp, NTG-Isp, NNG-Isp, NING-Isp ve NPG-Isp kodlu
bilesiklerde sekonder amit islevsel grubu, diger bilesiklerde ise sekonder amit
islevsel grubunun yani sira tersiyer amit iglevsel grubu mevcuttur. Bilesiklerimizin
IR spektrumlart incelendiginde N-H bag gerilmelerine ait bantlar 3400-3200 cm™
arasinda tespit edilmistir. Karbonil gerilme bolgesinde ise bantlar, bilesiklerimizdeki
benzamit yapisi tastyan tirevlerde 1646-1633 cm™, tiyofen-2-karbosilik asit amiti
yapisi tastyan tiirevlerde 1643-1623 cm™, nikotinamit yapisi tastyan tiirevlerde 1655-
1633 cm™, izonikotinamit yapisi tastyan tiirevlerde 1654-1627 cm™ ve 2-pikolinamit
yapisi tastyan tiirevlerde 1675-1633 cm™ arasinda belirlenmistir. Bilesiklerimizde
anilit yapisi tastyan tiirevlerde karbonil gruplarma ait olan bantlar 1681-1655 cm™,
izopropilamit yapisi tastyan tiirevlerin karbonil gruplarina ait olan bantlar 1658-1641
cm” ve dimetilamit yapisi tasiyan tirevlerin karbonil gruplarina ait olan bantlar
1677-1643 cm™, amit azotunu halka iginde tasiyan piperidin tiirevlerinin karbonil
gruplarma ait olan bantlar 1671-1635 cm™ morfolin tiirevlerinin karbonil gruplarina
ait olan bantlar 1675-1641 cm™ ve pirolidin tiirevlerinin karbonil gruplarina ait olan
bantlar 1675-1631 cm™ arasinda tespit edilmistir. Bilesiklerimize ait amit IT bandlar
1600-1500 cm™ arasinda belirlenmistir. Piridin halkas: iceren bilesiklerimizde
halkaya ait C=N gerilmesi bandlar1 ise 1600 cm™ civarlarinda tespit edilmistir.
Bilesiklere ait aromatik C-H gerilmeleri 3100-3000 cm™ arasinda ve aromatik halka

sistemlerine ait diizlem dis1 C-H egilimleri 800-675 cm™ arasinda belirlenmistir.
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C. 'H NMR Bulgularinin Degerlendirilmesi

Calismamizda  sentezlenen  bilesiklerin 'H NMR bulgular, 2-
benzamidoasetamit  tlirevi,  2-(tiyofen-2-karboksamido)asetamit  tiirevi,  2-
nikotinamidoasetamit  tiirevi, 2-izonikotinamidoasetamit tlirevi ve  2-(2-
pikolinamido)asetamit tiirevi bilesiklerin 'H NMR bulgular1 basliklari altinda

degerlendirilecektir.

1. 2-Benzamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin "H NMR Bulgularimin

Degerlendirilmesi

2-Benzamidoasetamit tiirevi NBG-A, NBG-P, NBG-M, NBG-Piro, NBG-Isp
ve NBG-DM kodlu bilesikler benzamit yapisina sahip olan bir seri bilesiktir. Bu
seriye ait bilesiklerin '"H NMR spektrumlar1 CDCl; ¢6zgeninde alinmustir. Bu seriye
ait bilesiklerde benzamit yapisinda bulunan fenil halkasinin amit siibstituentine gore
orto ve para konumumlarinda bulunan protonlarin meta konumunda bulunan
protonlardan daha asagi alanda sinyaller vermesi beklenmektedir. Bunun sebebi ise
konjuge amit siibstitiientinin halka ile rezonansa girmesi sonucunda halkada meta
konumunda bulunan protonlar daha fazla golgelenmektedir (56). Bu sebepten dolay1
halkada bulunan protonlarin konumlarinin yukar1 alandan asagi alana gore sirasiyla
proton numaralar1 3, 5 > 4 >2, 6 seklinde olmasi beklenmektedir. Bilesiklerin
asetamit yapisinda bulunan metilen protonlarinin, komsu benzamitin azotu iizerinde
bulunan protonla aralarindaki spin spin etkilesmesi sonucunda spektrumun yukari
alaninda 6 4 civarlarinda iki protona karsilik gelen bir dublet sinyal vermesi
beklenmektedir (111). Benzamit yapisinin azotu iizerindeki protonun, komsu karbon
tizerindeki protonlarla etkilesmesi ve bunun sonucunda protonun orta hizli degisim

gergeklestirmesi beklendiginden dolayr spektrumda azot protonuna ait & 5-8
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araliginda genis bir singlet sinyalin olmasi beklenmektedir (111). Asetamit grubunun
azotu iizerinde bulunan metil ve izopropil siibstitiientelerine ait protonlar ve amit
azotun halka igerisinde bulundugu piperidin, morfolin ve pirolidin halkalarina ait
protonlarin spektrumun alifatik alaninda ve amit grubunun azotu iizerinde bulunan
fenil siibstitiientine ait protonlarin ise spektrumun aromatik alaninda sinyal vermesi
beklenmektedir. Anilit grubunu olusturan fenil halkasi tizerinde AA'BB'C sistemine
uygun bir sinyal dizilimi ve halkada bulunan protonlarin konumlarinin yukari
alandan asag1 alana gore sirasiyla proton numaralar1 4 >3, 5 >2, 6 seklinde olmasi
beklenmektedir (56, 111). N-fenilsiibstitiie amitlerde azot iizerinde bulunan protonun
0 8.5 civarlarinda genis bir singlet sinyal vermesi beklenmektedir (111).

Bu seriye ait NBG-P molekiillinin 'H NMR  spektrumunu
degerlendirdigimizde aromatik alanda benzamit yapisinda bulunan fenil grubu
tizerinde 3 ve 5 konumunda 6 7.46-7.42°de iki protona karsilik gelen integrasyon
degerine sahip bir multiplet sinyal, 6 7.52-7.48’de ise halkanin 4 konumundaki
protona ait bir protonluk bir multiplet sinyal ve fenil halkasi iizerinde 2 ve 6
konumlarinda bulunan protonlara ait 6 7.86-7.84’de iki protona karsilik gelen
integrasyon degerine sahip bir multiplet sinyal tespit edilmistir. Serideki diger
bilesiklerin benzen halkasi iizerindeki protonlara ait sinyallerin, NBG-P bilesiginin
benzen halkas1 lizerindeki protonlarin verdikleri sinyaller ile benzer olduklar tespit
edilmistir.

NBG-P molekiilinde 'H NMR spektrumunun alifatik alaninda piperidin
halkast iizerinde bulunan protonlara ait sinyaller belirlenmistir. 81.62-1.54’de
piperidin halkasinin 3 ve 5 konumunda bulunan protonlara ait dort protona karsilik
gelen integrasyon degerine sahip bir multiplet sinyal, 61.71-1.66’da ise piperidin

halkasinin 4 konumunda bulunan protonlara ait iki protona karsilik gelen integrasyon
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degerine sahip bir multiplet sinyal belirlenmistir. 6 3.40°da ve 6 3.62°de J degeri 5.5
olan ikigser protona karsilik gelen integrasyon degerine sahip iki triplet sinyal
mevcuttur. Bu iki sinyal piperidin halkasi iizerinde bulunan 2 ve 6 konumundaki
protonlara ait olup molekiiliin yapisinin aydinlatilmasinda ileri NMR teknikleri
kullanilmadigindan bu iki konumda bulunan protonlara ait kimyasal kayma
degerlerine degisebilir degerler olarak rapor edilmistir. Bilesikte asetamit yapisinda
bulunan metilene ait protonlar & 4.24°de J degeri 3.5 olan iki protona karsilik gelen
bir dublet sinyal vermistir. NBG-P bilesiginde & 7.38’de molekiildeki benzamit
yapisina ait N-H protonu genis bir singlet halinde izlenmistir.

Bu seriye ait NBG-A molekiilin '"H NMR spektrumunu degerlendirdigimizde
anilit grubuna ait fenil halkasinin 4 konumundaki proton ¢ 7.12°de orto boliinme
sebebiyle J degeri 7.4 olan bir protona karsilik gelen bir triplet sinyal, ayn1 halka
tizerinde 3 ve 5 konumunda bulunan protonlar 8 7.46’da orto boliinme sebebiyle J
degeri 7.4 olan iki protona karsilik gelen bir triplet sinyal vermistir. Anilit yapisina
ait fenil halkasi lizerinde 2 ve 6 konumunda bulunan protonlar ile benzamit grubuna
ait fenil halkasi lizerinde 4 konumunda bulunan proton & 7.58-7.53’de integrasyon
degeri ili¢ protona esdeger bir multiplet sinyal vermistir. & 8.80°de anilit grubu
tizerindeki N-H genis bir singlet sinyal vermistir.

NBG-M bilesiginin '"H NMR spektrumunu degerlendirdigimizde & 3.50-
3.47°de morfolin halkasinin 2 veya 6 konumunda bulunan protonlara ait iki protona
es integrasyon degerine sahip bir multiplet sinyal mevcuttur. 6 3.74-3.68de morfolin
halkasinin 3 ve 5 konumunda bulunan protonlar ile 2 veya 6 konumunda bulunan
protonlara ait, alti protona karsilik gelen integrasyon degerine sahip bir multiplet

sinyal bulunmustur.
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NBG-Piro kodlu bilesigimizin '"H NMR spektrumunda pirolidin halkasi
lizerinde AA'XX' halka sistemine ait sinyaller beklenmesine ragmen & 1.96-1.89°da
pirolidin halkasinin 3 veya 4 konumunda bulunan protonlara ait iki protona es
integrasyon degerine sahip bir multiplet sinyal, ayni1 halka {izerinde 6 2.07-2.01°de
halkanin 3 veya 4 konumunda bulunan protonlara ait iki protona karsilik gelen
integrasyon degerine sahip baska bir multiplet sinyal bulunmustur. Bu iki konum
tizerinde bulunan protonlar degisebilir kimyasal kayma degerine sahip protonlar
olarak rapor edilmistir. S6z konusu durum ayni halkanin 2 ve 5 konumundaki
metilen gruplarinda bulunan protonlar i¢inde gegerlidir. 6 3.47°de J degeri 6.8 olan
iki protona karsilik gelen bir triplet sinyal ve 6 3.53’de J degeri 6.8 olan iki protona
karsilik gelen baska bir triplet sinyal tespit edilmistir.

NBG-Isp kodlu bilesigin spektrumunda & 1.20°de izopropilamit yapisina ait
metil gruplart J degeri 6.6 olan alt1 protonluk integrasyon degerine sahip bir dublet
sinyal vermistir. Izopropilamit yapisinda bulunan metin grubuna ait protonun ise &
4.10-4.07°de bir protonluk bir multiplet sinyali mevcuttur. [zopropilamit yapisina ait
N-H protonu 6 6.54’de J degeri 6.6 olan bir protonluk bir dublet sinyal vermistir.

NBG-DM kodlu bilesigin spektrumunda dimetilamit yapisinda bulunan metil
gruplara ait protonlar azot atomunun golgelememe etkisi sebebiyle 6 3.04’de
protonlar arasindaki visinal ve geminal boliinmelerden dolay1 J degerleri 7.8 ve 5.1

olan alt1 protona karsilik gelen bir dublet dublet sinyal vermistir.

2. 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin '"H NMR

Bulgularinin Degerlendirilmesi

2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit tiirevi NTG-A, NTG-P, NTG-M, NTG-

Piro, NTG-Isp ve NTG-DM kodlu bilesikler tiyofen-2-karboksilik asit amiti yapisina
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sahip olan bir seri bilesiktir. Bu seriye ait bilesiklerin 'H NMR spektrumlart NTG-A
ve NTG-Isp kodlu bilesikler icin DMSO-ds ¢ozgeninde, seriye ait diger bilesikler
icinse CDCl; ¢ozgeninde alinmistir. Tiyofen-2-karboksilik asit amiti yapisinda
bulunan tiyofen halkasina siibstitiie konjuge amit grubunun halka i¢indeki rezonansa
etkisi ve tiyofen halkasinda goriilen anizotropik etki sebebiyle halkanin 4
konumunda bulunan protonun 3 ve 5 konumunda bulunan protonlara gore golgeleme
etkisine daha fazla maruz kalmasi ve bu nedenle daha yukari alanda sinyal vermesi
beklenmektedir (56). Tiyofen halkasinda bulunan protonlarin konumlarmin yukari
alandan asagi alana gore sirasiyla proton numaralart 4 > 5 > 3 seklinde olmasi
beklenmektedir. Bilesiklerin asetamit yapisinda bulunan metilen grubu tizerindeki
protonlarin, komsu tiyofen-2-karboksilik asit amitinin azotu iizerinde bulunan
protonla aralarindaki spin spin etkilesmesi sonucunda spektrumun yukar1 alaninda
4 civarlarinda iki protona karsilik gelen bir dublet sinyal vermesi beklenmektedir
(111). Azot tizerindeki protonun, komsu karbon tizerindeki protonlarla etkilesmesi ve
bunun sonucunda protonun orta hizli degisim gerceklestirmesi beklendiginden dolay1
spektrumda azot protonuna ait & 5-8 araliginda genis bir singlet sinyalin olmasi
beklenmektedir. Asetamit grubunun azotu iizerinde bulunan metil ve izopropil
stibstitiientelerine ait protonlar ve amit azotun halka i¢erisinde bulundugu piperidin,
morfolin ve pirolidin halkalarina ait protonlarin spektrumun alifatik alaninda ve amit
grubunun azotu iizerinde bulunan fenil siibstitiientine ait protonlarin ise spektrumun
aromatik alaninda sinyal vermesi beklenmektedir. Anilit grubunu olusturan fenil
halkasi iizerinde AA'BB'C sistemine uygun bir sinyal dizilimi ve halkada bulunan
protonlarin konumlarinin yukari alandan asag1 alana gore sirasiyla proton numaralari

4 >3, 5 >2, 6 seklinde olmasi beklenmektedir (56, 111). N-fenilsiibstitiie amitlerde
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azot iizerinde bulunan protonun 6 8.5 civarlarinda genis bir singlet sinyal vermesi
beklenmektedir (111).

Bu seriye ait NTG-P bilesiginin 'H NMR spektrumunu inceledigimizde tiyofen
halkas1 iizerinde 4 konumunda bulunan proton, 6 7.08’de 5 konumunda bulunan
protonla spin spin etkilesmesi nedeniyle J degeri 5.1 ve 3 konumunda bulunan
protonla spin spin etkilesmesi nedeniyle J degeri 3.9 olan bir protonluk bir dublet
dublet sinyal vermistir. 5 konumunda bulunan proton 6 7.48’de 4 konumunda
bulunan protonla J degeri 5.1 ve 3 konumunda bulunan protonla spin spin
etkilesmesi nedeniyle J degeri 1.2 olan bir protonluk bir dublet dublet sinyal
vermistir. 3 konumunda bulunan proton 6 7.58’de 4 konumunda bulunan protonla J
degeri 3.9 olan ve 5 konumunda bulunan protonla J degeri 1.2 olan bir protonluk bir
dublet dublet sinyal vermintir. Serideki diger bilesiklerin tiyofen halkasi {izerinde
bulunan protonlarinin sinyallerini inceledigimizde NTG-P bilesiginin tiyofen halkas1
tizerindeki protonlarin verdikleri sinyaller ile benzer olduklari tespit edilmistir.

NTG-P bilesiginde tiyofen-2-karboksilik asit amiti yapisina ait N-H protonu 6
7.23’de genis bir singlet sinyali vermistir. Bilesikte asetamit yapisinda bulunan
metilen iizerindeki protonlar 6 4.21°de J degeri 3.9 olan iki protona karsilik gelen bir
dublet sinyal vermistir. Serideki NTG-M, NTG-Piro ve NTG-DM kodlu bilesiklerin
0 7.13-7.17 arasinda tiyofen-2-karboksilik asit amiti yapisina ait N-H protonlar1 genis
bir singlet sinyal, NTG-A ve NTG-Isp kodlu bilesiklerin ayni yapiya ait N-H
protonlari sirasiyla & 8.83 ve 6 8.62°de J degerleri 5.9 olan triplet sinyaller vermistir.

NTG-P bilesiginde piperidin halkasinda 61.72-1.54’de halkanin 3, 4 ve 5
konumunda bulunan protonlara ait alt1 protona es integrasyon degerine sahip bir
multiplet sinyal mevcuttur. 6 3.39°da J degeri 5.5 olan metilen grubunun ikiser

protonuna karsilik gelen integrasyon degerine sahip bir triplet sinyal mevcuttur. Bu
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sinyal piperidin halkasi iizerinde bulunan 2 veya 6 konumundaki protonlara ait olup
bu iki konumda bulunan protonlar i¢in kimyasal kayma degerleri degisebilir
degerlerdir. 6 3.63-3.60°da piperidin halkas1 {izerinde bulunan 2 veya 6 konumundaki
protonlara ait iki protona karsilik bir multiplet sinyal mevcuttur.

NTG-A bilesiginde fenil halkasinin 4 konumundaki proton ¢ 7.05’de orto
boliinme sebebiyle J degeri 7.4 olan bir protona karsilik gelen bir triplet sinyal
vermistir. Yine ayni halka tizerinde 3 ve 5 konumunda bulunan protonlarin & 7.31°de
orto boliinme sebebiyle J degeri 7.8 olan iki protona karsilik gelen bir triplet sinyali
mevcuttur. Anilit gruba ait fenil halkasi {lizerinde 2 ve 6 konumunda bulunan
protonlar ¢ 7.60°da orto boliinme sebebiyle J degeri 7.8 olan iki protona esdeger bir
dublet sinyal vermistir. Anilit grubu tizerindeki N-H protonu 6 10.03’de genis bir
singlet sinyal vermistir.

NTG-M kodlu bilesigimizin '"H NMR spektrumunda morfolin halkasina ait 2,
3, 5 ve 6 konumunda bulunan protonlarin 6 3.48-3.46’de iki protonluk bir multiplet
sinyal ve 6 3.73-3.68de alt1 protonluk bir multiplet sinyalli mevcuttur.

NTG-Piro kodlu bilesigimizin 'H NMR spektrumunda pirolidin halkas
tizerinde 6 1.95-1.88’de halkanin 3 veya 4 konumunda bulunan protonlara ait iki
protona es integrasyon degerine sahip bir multiplet sinyal, ayn1 halka iizerinde &
2.06-1.98’de halkanin 3 veya 4 konumunda bulunan protonlara ait iki protona
karsilik gelen integrasyon degerine sahip baska bir multiplet sinyal bulunmustur.
Ayni1 halkanin 2 ve 5 konumundaki metilen gruplari i¢inde 6 3.46-3.42°de iki protona
karsilik gelen bir multiplet sinyal ve 6 3.54’de J degeri 7.0 olan iki protona karsilik
gelen bir triplet sinyal mevcuttur. 3 ve 4 konumunda bulunan protonlarla 2 ve 5

konumunda bulunan protonlar degisebilir kimyasal kayma degerine sahiptir.
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NTG-Isp kodlu bilesigin 'H NMR spektrumunda & 1.05°te izopropilamit
yapisina ait metil gruplarina ait protonlar J degeri 6.6 olan alt1 protonluk integrasyon
degerine sahip bir dublet sinyal vermistir. izopropilamit yapisinda bulunan metin
grubunun ise o 3.87-3.81’de bir protonluk bir multiplet sinyali mevcuttur.
[zopropilamit yapisina ait N-H protonu & 7.74-7.73’de tiyofen halkasinin 5
konumundaki protonu ile iki protona karsilik gelen integrasyon degerine sahip bir
multiplet sinyal vermistir.

NTG-DM kodlu bilesigin '"H NMR spektrumunda dimetilamit yapisinda
bulunan metil gruplarina ait protonlar azot atomunun golgelememe etkisi sebebiyle o

3.03°de alt1 protona karsilik gelen bir singlet sinyal vermistir.

3. 2-Nikotinamidoasetamit Tiirevi Bilesiklerin '"H NMR Bulgularimmin

Degerlendirilmesi

2-Nikotinamidoasetamit tirevi NNG-A, NNG-P, NNG-M, NNG-Piro, NNG-
Isp ve NNG-DM kodlu bilesiklerin bulundugu seride 'H NMR spektrumlart NNG-A
bilesigi icin DMSO-d¢ ¢6zgeninde, diger bilesikler icin CDCl5 ¢ozgeninde alinmistir.
Nikotinamit yapisinda bulunan piridin halkasina konjuge amit siibstitiientinin
rezonans etkisi nedeniyle halkanin 2, 4 ve 6 konumundaki protonlar goélgeleme
etkisine 5 konumunda bulunan protona gore daha az maruz kaldiklarindan daha asagi
alanda sinyaller vermektedir. Ayni zamanda piridin halkasinda 2, 4 ve 6 konumunda
bulunan protonlar anizotropi etkisi nedeniyle 5 konumundaki protona gore daha az
korunurlar. Bu nedenden dolayi piridin halkasinda yukar1 alandan asagi alana dogru
protonlarin konumlari sirasiyla 5 > 4 > 6 > 2 seklinde olmas1 beklenmektedir (56).
Bilesiklerin asetamit yapisinda bulunan metilen grubu {izerindeki protonlarin,

nikotinamit yapisindaki amit azotu iizerindeki protonun ve asetamit grubunun azotu
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tizerinde bulunan metil ve izopropil siibstitiientelerine ait protonlar ve amit azotun
halka icerisinde bulundugu piperidin, morfolin ve pirolidin halkalarina ait protonlarin
ve amit grubunun azotu iizerinde bulunan fenil siibstitiientine ait protonlarm 'H
NMR bulgularinin 2-benzamidoasetamit tiirevi ve 2-(tiyofen-2-
karboksamido)asetamit tiirevi bilesiklerin '"H NMR bulgular1 ile benzer olmasi
beklenmektedir.

NNG-P bilesiginde piridin halkasi tizerinde 6 7.40°da halkanin 5 konumunda
bulunan proton 4 konumunda bulunan protonla spin spin etkilesmesi nedeniyle J
degeri 7.8 ve 6 konumunda bulunan protonla spin spin etkilesmesi nedeniyle 4.7 olan
bir dublet dublet sinyal vermistir. Piridin halkasinin 4 konumunda bulunan proton d
8.15’de 5 konumunda bulunan protonla spin spin etkilesmesi nedeniyle J degeri 7.8
olan bir dublet sinyal vermistir. & 8.74’te piridin halkasinin 6 konumunda bulunan
proton 5 konumunda bulunan protonla spin spin etkilesmesi nedeniyle J degeri 4.7
olan bir dublet sinyal ve 6 9.09°da piridin halkasinin 2 konumundaki proton bir bir
singlet sinyal vermistir. Seride bulunan diger bilesiklerin piridin halkas1 iizerindeki
protonlarin '"H NMR bulgulari NNG-P bilesigin '"H NMR bulgulari ile benzerlik
gostermistir. NNG-P bilesiginde asetamit yapisinda bulunan metilen grubuna ait
protonlar J degeri 3.5 olan & 4.24’te iki protona karsilik gelen bir dublet sinyal
vermistir. 6 7.46’da molekiildeki nikotinamit yapisina ait N-H genis bir singlet sinyal
vermistir. Serideki diger bilesiklerin nikotinamit yapisina ait N-H protonu & 7.36-
7.46 arasinda genis bir singlet sinyal ile NNG-A kodlu bilesigin ayni yapiya ait N-H
protonu 8 9.02°de J degeri 5.9 olan triplet sinyal vermistir.

NNG-P kodlu bilesikte piperidin halkasinda 61.61°de halkanin 3 ve 5
konumunda bulunan protonlara ait J degeri 5.1 olan dort protona es integrasyon

degerine sahip bir triplet sinyal ve 81.70-1.69°da halkanin 4 konumunda bulunan
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protonlara ait iki protonluk bir multiplet sinyal mevcuttur. 6 3.42-3.39°da 2 veya 6
konumundaki protonlara ait ikiser protonuna karsilik gelen integrasyon degerine
sahip bir multiplet sinyal ve & 3.62’de piperidin halkasi iizerinde bulunan 2 veya 6
konumundaki protonlara ait J degeri 5.5 olan iki protona karsilik bir triplet sinyal
tespit edilmistir. Bu iki konumda bulunan protonlar i¢in kimyasal kayma degerleri
degisebilir degerlerdir.

NNG-A kodlu bilesikte fenil halkasinin 4 konumundaki proton 6 7.05-7.01°de
bir protona karsilik gelen integrasyon degerine sahip bir multiplet sinyal, 3 ve 5
konumunda bulunan protonlar é 7.31-7.27°de iki protona karsilik gelen integrasyon
degerine sahip bir multiplet sinyal, halkanin 2 ve 6 konumunda bulunan protonlar 6
7.59-7.57°de integrasyon degeri iki protona esdeger bir multiplet sinyal vermistir. &
10.02°de ise anilit grubu iizerindeki N-H protonuna ait genis bir singlet sinyal
mevcuttur.

NNG-M kodlu bilesigimizin 'H NMR spektrumunda morfolin halkasina ait 2,
3, 5 ve 6 konumunda bulunan protonlarin 6 3.49°da J degeri 4.7 olan iki protona
karsilik gelen bir triplet sinyal ve & 3.72-3.68°de alt1 protonluk bir multiplet sinyal
mevcuttur.

NNG-Piro kodlu bilesigin '"H NMR spektrumunda pirolidin halkas1 iizerinde 3
ve 4 konumunda bulunan protonlara ait 6 1.95-1.88’de ve 6 2.07-2.00’da iki protona
karsilik gelen iki multiplet sinyal bulunmustur. Bu iki konum iizerinde bulunan
protonlar degisebilir kimyasal kayma degerine sahip protonlar olarak rapor
edilmigstir. Ayni halkanin 2 ve 5 konumundaki metilen gruplari iginde 6 3.47-3.44’de
iki protona karsilik gelen bir multiplet sinyal ve & 3.56-3.53’de iki protona karsilik
gelen bir multiplet sinyal mevcuttur. Bu iki konumdaki protonlar da degisebilir

kimyasal kayma degerine sahip protonlar olarak rapor edilmistir..
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NNG Isp kodlu bilesigin spektrumunda 6 1.20’de izopropilamit yapisina ait
metil gruplar1 J degeri 6.6 olan alt1 protonluk integrasyon degerine sahip bir dublet
sinyal vermistir. Izopropilamit yapisinda bulunan metin grubuna ait proton ile
asetamit yapisina ait metilen grubu protonlar1 6 4.14-4.09’da ii¢ protonluk bir
multiplet sinyali vermistir. Izopropilamit yapisina ait N-H protonu § 5.94’de bir
protona karsilik gelen integrasyon degerine sahip genis bir singlet sinyal vermistir.

NNG DM kodlu bilesigin spektrumunda dimetilamit yapisinda bulunan metil
gruplaria ait protonlar 6 3.05’de protonlar alt1 protona karsilik gelen J degeri 3.9

olan bir dublet sinyal vermistir.

4. 2-izonikotinamidoasetamit Tiirevleri Bilesiklerin '"H NMR

Bulgularinin Degerlendirilmesi

2-izonikotinamidoasetamit tiirevi NING-A, NING-P, NING-M, NING-Piro,
NING-Isp ve NING-DM kodlu bilesiklerin bulundugu seride NING-A ve NING-Isp
kodlu bilesiklerin 'H NMR spektrumu DMSO-ds ¢dzgeninde, serideki diger
bilesiklerin 'H NMR spektrumu ise CDCl; ¢bzgeninde alnmustir. izonikotinamit
yapisinda bulunan piridin halkasinin 4 konumunda konjuge amit siibstitiientinin
bulunmasindan dolay1 bir AA'XX' sistemine ait sinyallerin olusumu beklenmektedir
(111). Piridin halkasina ait protonlarin sinyallerinin konumlar1 yukar1 alandan asag:
alana gore sirastyla 3, 5 > 2, 6 seklinde olmas1 beklenmektedir. Bilesiklerin asetamit
yapisinda bulunan metilen grubu iizerindeki protonlar, izonikotinamit yapisinda
bulunan amit azotu {izerindeki proton ve asetamit grubunun azotu lizerinde bulunan
metil ve izopropil siibstitiientelerine ait protonlar, amit azotun halka igerisinde
bulundugu piperidin, morfolin ve pirolidin halkalarina ait protonlar ve amit grubunun

azotu iizerinde bulunan fenil siibstitiientine ait protonlarmn "H NMR bulgularinin 2-
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nikotinamidoasetamit tiirevi bilesiklerin '"H NMR bulgular1 ile benzer olmasi
beklenmektedir.

'H NMR spektrumunu degerlendirdigimiz NING-P bilesiginde piridin halkasi
tizerinde 6 7.68-7.67°de halkanin 3 ve 5 konumunda bulunan protonlara ait multiplet
sinyal ve 0 8.76-8.74’de piridin halkasinin 2 ve 6 konumunda bulunan protonlara ait
multiplet sinyal tespit edilmistir. Seride bulunan diger bilesiklerin piridin halkas1
iizerindeki protonlarmin 'H NMR bulgulari NING-P bilesiginin 'H NMR
bulgulariyla benzer sonuglar vermistir.

NING-P bilesiginde asetamit yapisinda bulunan metilen grubuna ait protonlar 6
4.22°te J degeri 3.9 olan iki protona karsilik gelen bir dublet sinyal vermistir. Seride
bulunan diger bilesiklerin metilen grubu protonlarimin 'H NMR bulgular1 NING-P
bilesiginin 'H NMR bulgulartyla uyumludur. NING-P bilesiginde & 7.52°de
molekiildeki izonikotinamit yapisina ait N-H protonunun genis bir singlet sinyal
verdigi tespit edilmistir. NING-M, NING-Piro ve NING-DM kodlu bilesiklerin
izonikotinamit yapisina ait N-H protonlar1 & 7.43-7.47 arasinda genis bir singlet
sinyali verirken, NING-A ve NING-Isp kodlu bilesiklerin ayn1 yapilarina ait N-H
protonlart sirastyla 6 9.11°de J degeri 5.9 ve 6 8.90°da J degeri 5.7 olan triplet
sinyaller vermistir.

NING-P kodlu bilesigimizin '"H NMR spektrumunda molekiilde bulunan
piperidin halkasinda 61.64-1.57’de halkanin 3 ve 5 konumunda bulunan protonlara
ait dort protonluk bir multiplet sinyal ve 61.72-1.68’de halkanin 4 konumunda
bulunan protonlara ait iki protonluk bir multiplet sinyal mevcuttur. 6 3.41-3.38’de 2
veya 6 konumundaki protonlara ait iki protonluk bir multiplet sinyal ve & 3.63-
3.61°de 2 veya 6 konumundaki protonlara ait iki protona karsilik bir multiplet sinyal

tespit edilmisgtir.
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NING-A kodlu bilesigimizin 'H NMR spektrumunda fenil halkas: iizerinde
AA'BB'C sistemine uygun bir sinyaller tespit edilmistir. Fenil halkasinin 4
konumundaki proton & 7.03’de orto bdliinme nedeniyle J degeri 7.4 olan bir protona
karsilik gelen bir triplet sinyal, 3 ve 5 konumunda bulunan protonlar 6 7.31-7.27°de
iki protona karsilik gelen bir multiplet sinyal, halkanin 2 ve 6 konumunda bulunan
protonlar 6 7.58’de orto boliinme nedeniyle J degeri 7.8 olan iki protona esdeger bir
triplet sinyal vermistir.

NING-M kodlu bilesigimizin 'H NMR spektrumunda & 3.49-3.47°de halkanin
2 veya 6 konumunda bulunan protonlara ait bir multiplet sinyal ve 6 3.75-3.69’da
halkanin 3 ve 5 konumunda bulunan protonlar ile 2 veya 6 konumunda bulunan
protonlara ait alt1 protonluk bir multiplet sinyal mevcuttur.

NING-Piro kodlu bilesigin 'H NMR spektrumunda pirolidin halkas: iizerinde 3
ve 4 konumunda bulunan protonlara ait 6 1.96-1.91°de ve & 2.06-2.01°de her biri iki
protonluk multiplet sinyaller bulunmustur. Bu iki konum iizerinde bulunan protonlar
degisebilir kimyasal kayma degerine sahip protonlar olarak rapor edilmistir. Pirolidin
halkasinin 2 ve 5 konumunda 6 3.47-3.44’de ve & 3.57-3.53’de her biri iki protona
karsilik gelen multiplet sinyaller mevcuttur.

NING-Isp kodlu bilesigin spektrumunda 6 1.05’de izopropilamit yapisina ait
metil gruplarinin protonlar1 J degeri 6.6 olan alti protonluk bir dublet sinyal
vermistir. Izopropilamit yapisinda bulunan metin grubuna ait proton ile asetamit
yapisina ait metilen grubu protonlar1 6 3.87-3.82’de ii¢ protonluk bir multiplet sinyali
vermistir. izopropilamit yapisina ait N-H protonu § 7.78’de genis bir singlet sinyal

vermistir.
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NING-DM kodlu bilesigin spektrumunda dimetilamit yapisinda bulunan metil
gruplarina ait protonlar 6 3.05°de protonlar alt1 protona karsilik gelen J degeri 1.2

olan bir dublet sinyal vermistir.

5. 2-(2-Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin "H NMR Bulgularinin

Degerlendirilmesi

2-(2-Pikolinamido)asetamit tiirevi NPG-A, NPG-P, NPG-M, NPG-Piro, NPG-
Isp ve NPG-DM kodlu bilesiklerin bulundugu seride NPG-A kodlu bilesigimizin 'H
NMR spektrumu DMSO-ds ¢6zgeni ve diger bilesiklerin '"H NMR spektrumu ise
CDCl; ¢ozgeni kullanilarak alinmistir. 2-Pikolinamit yapisinda piridin halkasina ait
proton sinyalleri konumlarinin yukar1 alandan asag1 alana dogru sirastyla 5 >4 >3 >
6 seklinde olmasi beklenmektedir (56). Bilesiklerin 2-pikolinamit yapisina ait amit
azotu lizerindeki protonun, asetamit yapisina ait metilen grubu iizerindeki protonlarin
ve asetamit yapisinin azotu lizerinde bulunan metil ve izopropil siibstitiientelerine ait
protonlarin, amit azotun halka igerisinde bulundugu piperidin, morfolin ve pirolidin
halkalarmma ait protonlarin ve amit grubunun azotu tizerinde bulunan fenil
siibstitiientine ait protonlarm 'H NMR bulgularmm 2-nikotinamidoasetamit ve 2-
izonikotinamidoasetamit tiirevi bilesiklerin 'H NMR bulgulari ile benzer olmasi
beklenmektedir.

'H NMR spektrumunu degerlendirdigimiz NPG-P bilesiginde piridin halkas
tizerinde & 7.43-7.40’da halkanin 5 konumunda bulunan protona ait multiplet sinyal,
0 7.85-7.80’de halkanin 4 konumunda bulunan protona ait bir multiplet sinyal, &
8.17°de piridin halkasinin 3 konumunda bulunan protonun 4 konumunda bulunan
protonla etkilesmesi nedeniyle J degeri 7.8, 5 konumunda bulunan protonla

etkilesmesi nedeniyle J degeri 2.0 ve 6 konumunda bulunan protonla etkilesmesi
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nedeniyle J degeri 1.2 olan bir dublet dublet dublet sinyal vermistir. & 8.62-8.59’da
piridin halkasinin 6 konumunda bulunan protona ait multiplet sinyal tespit edilmistir.

NPG-P kodlu bilesikte asetamit yapisinda bulunan metilen grubunun protonlari
0 4.27°de J degeri 4.7 olan iki protona karsilik gelen bir dublet sinyal vermistir.
NPG-M, NPG-Piro ve NPG-DM kodlu bilesiklerin spektrumlarinda asetamit
yapisinda bulunan metilen grubu protonlarmin '"H NMR bulgulari NPG-P kodlu
bilesigin 'H NMR bulgulartyla uyumluluk gdstermistir. NPG-Isp kodlu bilesigin
spektrumu da CDCI; ¢ozgeninde alinmistir. Fakat bilesikte bulunan asetamitin
metilen protonlar1 izopropilamit yapisinda bulunan metin grubuna ait protonla J
4.13-4.06’da 1i¢ protona karsilik gelen bir multiplet sinyal vermistir. NPG-A kodlu
bilesigin spektrumunu almak iginse DMSO-ds ¢6zgeni kullanilmis olup asetamitin
metilen protonlart ise 6 4.15°de J degeri 5.9 olan iki protona karsilik gelen bir dublet
sinyal vermistir.

NPG-P bilesiginin 2-pikolinamit yapisindaki N-H protonu 6 8.93’de genis bir
singlet sinyal vermistir. NPG-M, NPG-Piro ve NPG-DM kodlu bilesiklerin 2-
pikolinamit yapisma ait N-H protonlarma ait '"H NMR bulgulart NPG-P kodlu
bilesigin '"H NMR bulgulariyla benzerlik géstermistir. NPG-Isp kodlu bilesigin ayni
yapitya ait N-H protonu bilesikte bulunan piridin halkasinin 6 konumundaki
protonuyla & 8.60-8.58’de iki protonluk bir multiplet sinyal vermistir. NPG A kodlu
bilesigin ayni yapiya ait N-H protonu da ¢ 8.97-8.94’de bir multiplet sinyal vermistir.

NPG-P kodlu bilesigimizin 'H NMR spektrumunda molekiilde bulunan
piperidin halkasinda 61.62-1.56’da halkanin 3 ve 5 konumunda bulunan protonlara
ait dort protonluk bir multiplet sinyal ve 61.70-1.67°de halkanin 4 konumunda
bulunan protonlara ait iki protonluk bir multiplet sinyal mevcuttur. 6 3.43-3.40°da 2

veya 6 konumundaki protonlara ait ikiger protona karsilik gelen integrasyon degerine
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sahip bir multiplet sinyal ve & 3.63’de piperidin halkasi iizerinde bulunan 2 veya 6
konumundaki protonlara ait J degeri 5.5 olan iki protona karsilik bir triplet sinyal
tespit edilmistir. Bu iki konumda bulunan protonlar i¢in kimyasal kayma degerleri
degisebilir degerlerdir.

NPG-A bilesiginde fenil halkasinin 4 konumundaki proton & 7.06-7.03’de bir
multiplet sinyal, 3 ve 5 konumunda bulunan protonlar & 7.34-7.30’da iki protona
karsilik gelen integrasyon degerine sahip bir multiplet sinyal, halkanin 2 ve 6
konumunda bulunan protonlar & 7.60-7.58de iki protona esdeger bir multiplet sinyal
vermigtir. & 10.07°de ise anilit grubu lizerindeki N-H protona ait genis bir singlet
sinyal mevcuttur.

NPG-M kodlu bilesigimizin '"H NMR spektrumunda halkanm 2, 3, 5 ve 6
konumunda bulunan protonlara ait & 3.52-3.49°da iki protonluk bir multiplet sinyal
ve 6 3.73-3.70°de alt1 protona karsilik gelen bir multiplet sinyal mevcuttur.

NPG-Piro kodlu bilesigin '"H NMR spektrumunda pirolidin halkas: iizerinde 3
ve 4 konumunda bulunan protonlarin § 1.93-1.87’de ve 6 2.06-2.00’da her biri iki
protona karsilik gelen multiplet sinyaller bulunmustur. Bu iki konum iizerinde
bulunan protonlar degisebilir kimyasal kayma degerine sahiptir. Pirolidin halkasinin
2 ve 5 konumunda 6 3.49-3.46°da iki protona karsilik gelen bir multiplet sinyal ve 6
3.55°de iki protona karsilik gelen J degeri 7.0 olan bir triplet sinyal mevcuttur. Bu iki
konum iizerinde bulunan protonlar degisebilir kimyasal kayma degerine sahip
protonlardir.

NPG-Isp kodlu bilesigin spektrumunda & 1.17°de izopropilamit yapisina ait
metil gruplarmin protonlart J degeri 6.6 olan alti1 protonluk integrasyon degerine
sahip bir dublet sinyal vermistir. Izopropilamit yapisinda bulunan metin grubuna ait

proton ile asetamit yapisina ait metilen grubu & 4.13-4.06’da ii¢ protonluk bir

305



multiplet sinyali vermistir. Izopropilamit yapisma ait N-H & 5.96’da bir protonluk
genis bir singlet sinyal vermistir.

NPG DM kodlu bilesigin spektrumunda dimetilamit yapisinda bulunan metil
gruplarina ait protonlar 6 3.05°de protonlar alt1 protona karsilik gelen J degeri 8.2

olan bir dublet sinyal vermistir.

D. MASS Bulgularin Degerlendirilmesi

Elektron sprey kiitle spektroskopisi yontemine elektron sprey iyon kaynagi
atmosferik basingta ya da ona yakin bir basingta calistigl i¢in atmosferik basing
iyonizasyonu ya da API denmektedir. Yontemde genellikle polar, ugucu bir solvan
kullanilir. Ornek bu solvan igerisinde ¢oziiliir, buharlastirict gaz olan azotun aym
eksenli akimi ile gevrelenmis paslanmaz ¢elik kapillerinden iyon kaynagina gelir.
Kapillerin u¢ kismi sayac elektrota nazaran yiiksek potansiyelle korunmustur.
Potansiyel farklilik 5 kV/cm kadar bir alan egimi olusturmaktadir. Soliisyon
kapillerden yiiklenmis elektron damlacik formundaki aeroseller olarak cikar.
Buharlagsmay1 saglayan gaz akimi bu aerosolleri MASS spektrometresine yonlendirir
(111).

Aerosoldeki damlaciklar yiiklenmis 6rnek iyonlarinin yogunlagsmasi sebebiyle
solvent buharlari olarak kiigiiliirler. Yiiklenmis 6rnek iyonlar: arasindaki elektrostatik
itme kritik noktaya gelince damlacik Coulombic patlama denen &rnek iyonlarin
buhar fazina salinmasi olan duruma maruz kalir. Buhar faz iyonlar1 MASS
analizitori i¢indeki 6rnek 6l¢iim deliklerine yonlenmistir (111).

Elektron sprey kiitle spektroskopisi 1990°dan sonra ¢oklu yiik bulunduran
baglanma yoresine sahip bilesiklerin analizinde kullanimi artmistir. Coklu iyon yiikii
formuna sahip proteinler buna ornektir. 40 kDa olan biiylik proteinler ya da 100

kDa’ya kadar biiytikliikteki yiiklii molekiillerin tayini bu yontemle yapilabilmektedir.
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Oncelikle kolay bir yontem olmasi, proteinlerin ve kiiciik peptidlerin analizlerinin
onemi ve bu analizlerin elektron sprey yontemi ile en iyi sekilde yapilmasi bu
yontemi 6nemli bir tercih nedeni yapmaktadir (111).

Yoéntemde [M+1]" molekiiler iyon pikinin yam sira [M+Na]  pikleri de
goriilmektedir (111). Bu pikler yontemde kullanilan malzemeden gelen sodyum
sebebiyle olugmaktadir. Elektron sprey kiitle spektroskopisi yonteminde c¢oziicii
olarak genellikle metanol/su ve asetonitril/su karigimlart kullanilmaktadir (56). Bu
coziiciiler kullanildiginda ¢oziiciiden kaynaklanan [M+C]" pikleri de spektrumda
goriilebilmektedir (111).

Bilesiklerimizin kiitle spektrumlar1 atmosferik basing iyonizasyonu elektron
sprey kiitle spekroskopisi (API-ESI MS) yontemi kullanilarak alinmustir.
Bilesiklerimizin kiitle spektrumlarinda farkli bagil bolluklarda m/z degeri [M+1]"
iyonuna karsilik gelen pikler tespit edilmistir. Molekiillerin spektrumlarinin
alinmasinda kullanilan yontem nedeniyle olusan [M+23]", [M+41]" ve [M+64]"
iyonlarina ait pikler de spektrumlarda izlenmistir. NBG P, NBG DM, NTG A, NTG
P ve NTG Piro kodlu bilesiklerin spektrumlarinda [M+23]" ve [M+64]" baz tepeler
olarak tespit edilmigtir. NBG-M, NTG-M, NTG-Isp, NTG-DM ve NTG-Isp kodlu
bilesiklerin spektrumlarinda [M+23]" baz tepe olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda
NBG-A ve NBG-Isp kodlu bilesiklerin spektrumlarinda m/z degeri 162 olan ve
NPG-A, NPG-M ve NPG-DM kodlu bilesiklerin spektrumlarinda m/z degeri 163
olan baz tepeler tespit edilmistir (Sema 3). Ana fragmantasyon yolaginin asetamit
yapist lzerinden yuridigi saptanmistir (56). Diger bilesiklerde ise molekiil

agirhigina karsilik gelen molekiiler iyon pikleri belirlenmistir.
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Sema 3. 2-Benzamidoasetamit, 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit, 2-
Nikotinamidoasetamit, 2-I1zonikotinamidoasetamit ve 2-(2-
Pikolinamido)asetamit Tiirevi Bilesiklerin Ana Fragmantasyon Yolagi

III. BILESIKLERIN BiYOLOJIiK AKTIVITELERIN VE YAPI-

AKTIVITE iLISKILERININ DEGERLENDIRILMESI

Calismamizda sentezini gergeklestirdigimiz bilesiklerin biyolojik aktiviteleri
A549 hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarla tayin edilmistir. Bu amacgla A549 hiicre
hatlarinda bilesiklerin COX-2 izoenzim ekspresyonu iizerine olan etkileri ve PGE;

liretimi lizerine olan inhibitor etkinlikleri ayr1 ayr tayin edilmistir.

A. Sentezi Gergeklestirilen Bilesiklerin COX-2 izoenzim Ekpresyonu

Uzerine Olan Etkileri

Insan akciger adenokarsinoma hiicreleri olan A549 hiicre hatlarmin en énemli

ozelligi, fizyolojik kosullarda COX-2 izoenzim ekspresyonunun ¢ok diisiik diizeyde
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gerceklesmesidir (81, 109). Calismamizda kullanilan deneysel modelde A549
hiicrelerinde COX-2 izoenzim ekspresyonu interlokin-1p ile tetiklenmistir (66).
Interlokin-1P ile inkiibe edilen bu hiicrelerde bilesiklerimizin, tetiklenen COX-2
protein ekpresyonu lizerine olan etkileri immiinokimyasal yontemle incelenmistir.
Calismamizda COX-2 izoenzim selektif inhibitérii olan DUP-697’nin de COX-2
izoenzim ekpresyonu iizerine olan etkinligi tayin edilmistir. Tablo 7°de 6zetlenen
deneysel bulgular degerlendirildiginde, NBG-M, NBG-Piro, NNG-Piro ve NPG-A
bilesiklerinin, A549 hiicre hatlarinda COX-2 izoenzim ekspresyonunu énemli 6lciide
artirdig1 goriilmektedir. NBG-DM bilesiginin de ekspresyonda yaklasik % 10 luk bir
artis meydana getirdigi goriilmektedir. Buna karsin, NTG-A, NTG-M, NTG-Piro,
NTG-Isp, NING-A, NING-Isp, NING-DM, NPG-P, NPG-M ve NPG-Isp
bilesiklerinin COX-2 izoenzim ekspresyonunu Onemli Olgiide azalttigi tespit
edilmigtir. NBG-P, NNG-A, NNG-M, NNG-Isp, NING-P, NING-Piro ve NPG-Piro

bilesiklerinin de ekspresyonu azaltma yoniinde bir egilimleri oldugu goriilmektedir.

B. Sentezi Gergeklestirilen Bilesiklerin PGE; Biyosentezi Uzerine Olan

Inhibitor Etkileri

Sentezi gergeklestirilen bilesiklerin PGE, biyosentezi {izerine olan inhibitor
etkileri A549 hiicre hatlar1 kullanilarak tayin edilmistir. Kullanilan deneysel modelde
interlokin-1p ile inkiibe edilmis A549 hiicrelerinde artan COX-2 ekspresyonuna
bagli olarak biyosentezi artmis PGE, diizeyi {lizerine olan inhibitér etkinlik
saptanmugtir. Interlokin-1pB ile A549 hiicre hatlarinda COX-2 izoenzimi tetiklenirken
COX-1 protein diizeyinde bir farklilik olugsmamaktadir (34). Bu nedenle kullanilan
deneysel modelde yiikselen PGE, diizeyinin indiiklenmis COX-2 izoenzimine bagl

oldugu kabul edilmektedir (60). PGE, biyosentezi iizerine olan inhibitor etkinligin
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tayininde COX-2 selektif inhibitér olan DUP-697 standart bilesik olarak
kullanilmigtir. Deneysel modelde, DUP-697, ICsy degeri olan 0.36 nmol
konsantrasyonda (26) interlokin-1p ile inkiibe edilmis AS549 hiicrelerinde PGE,
diizeyini yaklagik olarak %46 oranina azaltmistir. Ulasilan bu sonug, bu hiicrelerde
olusturulan deneysel model ¢ercevesinde, PGE, biyosentezinin ve modelin biiyiik
Olciide COX-2 dominant oldugunu gostermekte olup bu sonu¢ Huang ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma ile uygunluk gostermektedir (60).

Tablo 6’da oOzetlenen deneysel sonuclar, c¢alisilan konsantrasyon
cercevesinde, NBG-A, NBG-M, NBG-Piro, NBG-DM, NING-Isp ve NPG-A
bilesiklerinin interlokin-1p ile inkiibe edilmis A549 hiicrelerinde PGE, sentezini ve
dolayistyla diizeyini arttirdigini gostermektedir. NTG-DM bilesiginin ise ihmal
edilebilir bir diizey artisi meydana getirdigi goriilmektedir. Bu bilesikler disinda
kalan diger tiirevlerin % 2 ile % 50 arasinda degisen oranlarda PGE, diizeyini
azalttig1 tespit edilmistir. Calisilan bilesikler i¢inde en etkin tiirevler, PGE, diizeyini
yaklagik olarak % 50 oranina azaltan NING-Piro bilesigi ile %58 oranina azaltan
NING-M bilesigi olarak saptanmustir. Calismamizda muhtemelen deneysel girigimler

nedeniyle NTG-A ve NPG-DM bilesikleri ile ilgili bir sonug elde edilememistir.

C. Sentezi Gergeklestirilen Bilesiklerin Biyolojik Aktivitelerinin Yapisal

Ozelliklerle Iliskilendirilerek Degerlendirilmesi

A549 hiicre hatlarinda bilesiklerin COX-2 izoenzim ekspresyonu iizerine olan
etkileri ve PGE, {retimi tUzerine olan inhibitér etkinlikleri  birlikte
degerlendirildiginde (Tablo 6 ve Tablo 7 ) COX-2 izoenzim ekspresyonunda énemli
Olciide artis meydana getiren NBG-M, NBG-Piro, NBG-DM ve NPG-A

bilesiklerinin, PGE, diizeyini ©nemli o0l¢iide yikselttigi tespit edilmistir.
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Ekspresyonu arttirmasina karsin PGE, diizeyinde az da olsa azalma olusturan NNG-
Piro bilesigi bu bilesiklerden farkli davranmustir.

Calismamizda genel olarak COX-2 ekspresyonunu azaltan bilesikler, degisen
oranlarda PGE, diizeyini de diistirmiislerdir. Bu durumun tek istisnast NING-Isp
bilesigidir. NING-Isp bilesigi COX-2 izoenzim ekspresyonunu, kontrole gore
yaklagik 4 kat azaltmasina karsin, PGE, diizeyinde yaklasik %10’luk bir artis
meydana getirmistir.

Daha once de vurgulandigi iizere calismamizda A549 hiicre hatlarinda PGE;
diizeyini 0lgmek {iizere kullanilan kullanilan deneysel modelde indiiklenen PGE;
biyosentezinin biiyiik Slgiide interlokin-1f ile indiiklenen COX-2 izoenziminden
kaynaklandigi, bu nedenle de kullanilan biyolojik modelin biiyiik dl¢iide COX-2
dominant oldugu kabul edilmektedir (60).

Sonuglarin bu cercevede degerlendirilmesi, bilesiklerimizin PGE, diizeyi
lizerine olan etkilerinin biiyiikk olglide COX-2 enzim ekspresyonu iizerine olan
etkilerinden ve / veya enzim inhibitér etkinliklerinden kaynaklandigin
gostermektedir.

PGE, biyosentezinde arasidonik asitten, PGH, olusumunda COX izoenzimleri
gorev alirken, PGH,’nin PGE;’ye doniisiimiinde Prostaglandin E Sentaz (PGES)
gorev almaktadir. PGES’lerden membrana bagli olan iki tanesi mPGES-1 ve
mPGES-2 olarak bilinmektedir. inflamasyon yanitina aracilik eden PGE; nin
olusumundan mPGES-1 sorumlu olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle mPGES-1’in
de spesifik olarak inhibe edilmesinin inflamasyon siirecinde olusan PGE;’nin
biyosentezini engelleyecegi diisiiniilmektedir (102). Bu degerlendirmeden yola

cikarak, deneysel biyolojik sistemimizde PGE, biyosentez inhibisyonunun ancak,
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modelimizin dominant karakterinden dolay1 COX-2 ve / veya mPGES-1
inhibisyonundan kaynaklandigi spekiile edilebilir.

Calismamizda sentezi gerceklestirilen bilesiklerin tasidigi yapisal iskelet o-
acilamino-N-slibstitiieasetamit ¢ekirdegidir. Bu c¢ercevede ana iskelet iizerinde
yapilan yapisal degisiklikler acil grubunun ve N-siibstitiientin degistirilmesi ile
sinirhidir. Calismamizda sentezini gerceklestirdigimiz bilesikler arasinda saptanan
biyolojik yanit farkliliklari, bu gruplarin aktiviteye yaptig1 katki farkliliklarindan
ortaya ¢ikmaktadir.

a-Agilamino-N-siibstitiieasetamit genel yapisi tastyan hedef bilesiklerimizde
5 farklt agil grubu kullanilmistir. Bu agil gruplari, benzoil (NBG-A, NBG-P, NBG-
M, NBG-Piro, NBG-Isp, NBG-DM), 2-teneoil (tiyofen-2-karbonil) (NTG-A, NTG-P,
NTG-M, NTG-Piro, NTG-Isp, NTG-DM), nikotinoil (NNG-A, NNG-P, NNG-M,
NNG-Piro, NNG-Isp, NNG-DM), izonikotinoil (NING-A, NING-P, NING-M,
NING-Piro, NING-Isp, NING-DM), 2-pikolinoil (NPG-A, NPG-P, NPG-M, NPG-
Piro, NPG-Isp, NPG-DM) olarak se¢ilmistir.

a-Acilamino-N-siibstitiicasetamit genel yapisinda N-siibstitiientten bagimsiz
olarak acil gruplarinin A549 hiicre hatlarinda bilesiklerin COX-2 izoenzim
ekspresyonu inhibitdr potansiyellerine olan katkisi incelendiginde asagida belirtilen
genellemelerin yapilabilecegi goriilmektedir.

(a) Serisindeki tiim bilesiklerin degisen oranlarda COX-2 izoenzimi
ekspresyon inhibitorii olarak etkinlik tasidigi tek grubun izonikotinamidoasetamit
tiirevleri oldugu goriilmektedir. Ag¢il grubu olarak izonikotinoil grubunun, calisilan
N-siibstitiientlerle siirli olmak {izere serideki tiim o-agilamino-N-siibstitiicasetamit

tiirevlerine COX-2 izoenzim ekspresyon inhibitor etkinlik kazandirdigi saptanmistir.
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(b) Benzoil grubunun ise, a-agilamino-N-siibstitiieasetamit tiirevlerine
ekspresyon inhibitdr potansiyel kazandirma hususunda en basarisiz agil grubu oldugu
goriilmektedir. Benzamidoasetamit tiirevlerinde ekspresyon inhibitér potansiyel
acidan sadece bir bilesigin aktivite tasidigi (NBG-P bilesigi), bunun disindaki
tiirevlerde ekspresyon artis1 oldugu goriilmektedir.

(c) Tenoikamidoasetamit, nikotinamidoasetamit ve 2-pikolinamidoasetamit
serilerinde saptanan COX-2 ekspresyon inhibitor aktivite sonuglar1 incelendiginde
calisilan siibstitiientlerle siirli olmak {izere a-agilamino-N-siibstitiieasetamit
tiirevlerinde tenoil, 2-pikolinoil ve nikotinoil agil gruplarinin aktiviteye azalan bir
sirada katki yaptig1 goriilmektedir.

(d) oa-Agilamino-N-siibstitlieasetamit genel yapisinda N-siibstitliientten
bagimsiz olarak agil gruplarinin A549 hiicre hatlarinda bilesiklerin COX-2 izoenzim
ekspresyonu inhibitér potansiyellerine olan katki derecesi siralandiginda katkinin
izonikotinoil > 2-tenoil, 2-pikolinoil > nikotinoil siras1 igerisinde azaldigi
goriilmektedir.

a-Agilamino-N-siibstitiieasetamit genel yapisinda N-siibstitiient olarak 5 seride
de fenil, izopropil, dimetil yaninda halka i¢i amit azotu olusturmak {iizere piperidin,
morfolin ve pirolidin halkalar1 kullanilmigtir. N-stibstitiientlerin  A549 hiicre
hatlarinda bilesiklerin COX-2 izoenzim ekspresyonu inhibitér potansiyellerine olan
katkis1 incelendiginde asagida belirtilen genellemelerin yapilabilecegi goriilmektedir.

(a) Izonikotinamidoasetamit disinda kalan diger serilerde, COX-2 izoenzim
ekspresyonu inhibitor aktiviteye en fazla katki yapan N-siibstitlientlerin, ¢alisilan
stibstitiientler ¢ercevesinde amit azotunun halka i¢inde kaldig1 siibstitiientler oldugu
goriilmektedir. Benzamidoasetamit serisinde piperidin, tenoikamidoasetamit,

nikotinamidoasetamit ve 2-(2-pikolinamido)asetamit serilerinde ise morfolinin

313



serilerindeki en aktif bilesigi verdigi saptanmistir. Tiim {iyelerinin COX-2 izoenzim
ekspresyonu inhibitor etkinlik gosterdigi izonikotinamidoasetamit tiirevlerinde ise bu
egilimin degistigi, dimetil ve izopropil gibi alifatik siibstitiientlerin serinin en aktif
COX-2 izoenzim ekspresyon inhibitorii bilesikleri olusturdugu tespit edilmistir.

(b) Calisilan tiim bilesikler ¢ercevesinde bir degerlendirme yapildiginda en
etkin COX-2 izoenzim ekspresyonunu yaklasik olarak % 50 ve daha alt diizeylerde
azaltan bilesiklerin NTG-M, NTG-Piro, NING-Isp, NING-DM, NPG-M ve NPG-Isp
bilesikleri oldugu saptanmistir. Bu bilesikler igerisinde yaklasik olarak sirastyla % 82
ve % 79 oraninda azaltan en aktif bilesikler N-[2-(izopropilamino)-2-
oksoetil]izonikotinamit (NING-Isp) ve N-[2-(dimetilamino)-2-
oksoetil]izonikotinamit (NING-DM) bilesikleridir.

a-Agilamino-N-siibstitiicasetamit genel yapisinda N-siibstitlientten bagimsiz
olarak acil gruplarinin A549 hiicre hatlarinda bilesiklerin PGE, biyosentez inhibitor
potansiyellerine olan katkis1 incelendiginde asagida belirtilen genellemelerin
yapilabilecegi goriilmektedir.

(a) Benzamidoasetamit tiirevlerinin A549 hiicre hatlarinda PGE, biyosentezi
tizerine NBG-P ve NBG-Isp bilesikleri diginda aktivator etkinlik gostererek PGE,
diizeyini yiikselttigi, NBG-P ve NBG-Isp bilesiklerinin ise ¢ok diisiik diizeyde bir
inhibitor etkinlik tagidigr goriilmektedir. Bu bulgulara dayanilarak o-agilamino-N-
stibstitliieasetamit genel yapisindaki bilesiklerde agil grubu olarak benzoil grubunun
A549 hiicre hatlarinda PGE, biyosentezi {lizerine inhibitor etkinligi destekleyici bir
katki saglamadigi sonucuna ulasilmistir.

(b) a-Agilamino-N-siibstitiieasetamit genel yapisindaki bilesiklerimizin agil
grubunun 2-tenoil, nikotinoil, izonikotinoil ve 2-pikolinoil oldugu serilerde A549

hiicre hatlarinda PGE, biyosentezi iizerine inhibitdr etkinlik, N-siibstitiientin
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karakterine de baglhh olarak artmistir. Agil grubunun izonikotinoil oldugu
izonikotinamidoasetamit tiirevleri, en etkin biyosentez inhibitorlerini tagiyan seriyi
olusturmustur. Sentezi gerceklestirilen bilesikler arasinda en yiiksek aktiviteyi, PGE,
diizeyini  yaklasik olarak % 41 oraminda azaltan N-(2-morfolino-2-
oksoetil)izonikotinamit (NING-M) bilesigi ile % 50 oraninda azaltan N-[2-okso-2-
(pirolidin-1-il)etil]izonikotinamit (NING-Piro) bilesigi gostermistir. Bu iki bilesikte,
calisilan konsantrasyon da A549 hiicre hatlarinda PGE; biyosentez inhibitor aktivite
acisindan, selektif COX-2 inhibitorii olan ve ¢alismamizda standart olarak kullanilan
DUP-697 bilesigi ile karsilastirilabilir etkinlik gostermislerdir.

a-Agilamino-N-siibstitiicasetamit genel yapisindaki bilesiklerimizin tasidiklart
N-stibstitlientlerin A549 hiicre hatlarinda bilesiklerin PGE, diizeyi iizerine inhibitor
potansiyellerine olan katkis1 incelendiginde asagida belirtilen genellemelerin
yapilabilecegi goriilmektedir.

(a) Izonikotinamidoasetamit disinda kalan diger serilerde, A549 hiicre
hatlarinda PGE, biyosentez inhibitor aktiviteye en fazla katki yapan N-
stibstitlientlerin, calisilan siibstitiientler ¢ercevesinde N-izopropil ve amit azotunun
halka icinde kaldigi morfolin siibstitiientleri oldugu goriilmektedir. Calisilan
bilesikler igerisinde en etkin 2 tiirevin iiyesi oldugu izonikotinamidoasetamit
serisinde ise aktiviteye en yiiksek katki saglayan N-siibstitiientlerin pirolidin,
morfolin oldugu goriilmektedir.

(b) Izonikotinamidoasetamit serisinde N-siibstitiientlerin aktiviteye yaptigi
katki pirolidin > morfolin > fenil >dimetil > piperidin sirasi1 igerisinde azaldig tespit
edilmistir. Calismamizda ulasilan en ilging bulgu, A549 hiicre hatlarinda COX-2
ekspresyonunu en fazla azaltan bilesik olan  N-[2-(izopropilamino)-2-

oksoetil]izonikotinamit bilesiginin (NING-Isp), ayn1 hiicre hatlarinda PGE, diizeyini
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yaklasik % 16 oraninda yiikseltmesidir. Bu durum, bilesigin COX-2 izoenzimine ve /
veya mPGES-1 enzimine karsi bir inhibitér etkinlik tagimamasi olasili§i yaninda
asirt derece de azalan COX-2 ekspresyonuna karsi hiicrelerin COX-1 izoenzim

biyosentezini arttirmasina bagli olabilecegini de diisiindiirmiistiir.
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SONUC

Calismamizda zayif COX-2 aktivitesi tasiyan nonselektif COX inhibitor
etkinlik gosterdigi bilinen rasem talidomitten molekiiler basitlestirme teknigi ile
tasarlanan a-agilamino-N-siibstitlicasetamit tiirevlerinin, A549 hiicrelerinde COX-2
izoenzim ekpresyonu {izerine olan inhibitor etkinliklerinin, ana yapida yer alan agil
grubuna ve N-siibstitlientin 6zelliklerine baglh oldugu goriilmektedir. Agil grubunun
izonikotinoil oldugu durumlarda en etkin bilesikleri N-izopropil ve N,N-dimetil
stibstitlientlerinin verdigi, agil grubunun benzoil, 2-teneoil, nikotinoil ya da 2-
pikoloil oldugu durumlarda ise amit azotunun 6 iyeli halka igerisinde kaldig1
morfolin ya da piperidin tlirevlerinin en yiiksek ekspresyon inhibitor aktivite
gosterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuclarin  degerlendirilmesiyle, COX-2
ekspresyon inhibitér potansiyel ile PGE, biyosentez inhibitor aktivite arasinda ¢ok
dogrusal bir iligki kurulamamigtir. Diger bir deyisle en yiiksek COX-2 ekspresyon
inhibitor etkinligi gosteren bir bilesik, PGE, biyosentezi iizerinde ayni diizeyde
inhibitor etkinlikle davranmamistir. Bu duruma 6rnek olarak NTG-Piro, NNG-Isp,
NING-P, NING-M, NING-Piro, NING-Isp, NING-DM bilesikleri verilebilir.

Daha once de vurgulandig1 lizere ¢alismamizda A549 hiicre hatlarinda PGE,
diizeyini 6l¢mek iizere kullanilan kullanilan deneysel modelde indiiklenen PGE,
biyosentezinin biiyiik 6lgiide interlokin-1p ile indiiklenen COX-2 izoenziminden

kaynaklandigi, bu nedenle de kullanilan biyolojik modelin biiyiik 6l¢ciide COX-2



dominant oldugu kabul edilmektedir (60). Bu nedenle c¢alismamizda sentezi
gerceklestirilen hedef bilesiklerimizin A549 hiicre hatlarinda PGE, diizeyi iizerine
olan etkileri ile COX-2 ve / veya mPGES-1 enzim inhibitor potansiyelleri arasinda
bir iligki oldugu disiiniilmektedir. Bu g¢ergcevede bilesiklerimizin, AS549 hiicre
hatlarinda PGE, diizeyi lizerine olan etkinliklerine dayanarak, a-agilamino-N-
slibstitiieasetamit tiirevlerinin bu iki enzim iizerine olan olas1 inhibitdr potansiyelleri
ile yapisal ozellikler arasinda iliski kuruldugunda, enzim inhibitér aktivitenin ana
cekirdek iizerinde bulunan agil grubunun ve N-siibstitiientin 6zelliklerine yakindan
bagli oldugu goriilmektedir. Bu ¢ercevede, molekiiler tasarimda kullanilan agil
gruplart ve calisilan N-slibstitiientlerle smirli olmak {izere a-agilamino-N-
stibstitiieasetamit tlirevlerinde COX-2 dominant bir modelde A549 hiicre hatlarinda
PGE; diizeyini diisiiren enzim inhibitor aktivitenin, agil grubu olarak izonikotionil
grubu ve N-siibtitiient olarak da amit iglevsel grubunun 6 iiyeli halka igerisinde
kaldig1 piperidin ya da morfolin siibstitiientleri ile saglandigi goriilmektedir. Bu
yapisal modifikasyonlarla kazanilan bilesiklerin ¢alisilan konsantrasyonlarda selektif
COX-2 inhibitorii olan ve ¢alismamizda standart olarak kullanilan DUP-697 bilesigi
ile karsilastirilabilir aktivite tasidigi sonucundan hareketle 2-izonikotinoil-N-
siibstitiieasetamit  genel yapisinin  yeni PGE, Dbiyosentez inhibitorlerinin

gelistirilmesinde 6nemli bir baglangi¢ noktasi oldugu sonucuna varilmistir.
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OZET

Inflamasyon, farkli hiicre tiplerine ve faktdrlerine gerek duyan, patojenik,
travmatik ya da toksik yaralanmalara kars1 doku hasarini kontrol eden kompleks bir
siirectir. Inflamasyon, viicudun yaralanmalara karsi doku hasarin1 kontrol eden
savunma mekanizmast olmasina ragmen kronik inflamasyon kanser, diabet,
kardiyovaskuler, pulmoner, norolojik ve otoimmiin hastaliklarin gelisim siirecine
katkida bulunabilmektedir. Inflamasyon, arasidonik asit kaskat:1 ile olusan
eikosanoidler tarafindan meydana gelmektedir. COX izoenzimleri tarafindan
sentezlenen  prostaglandinler  (Orn: PGE,) inflamasyondan ~ sorumlu
eikosanoidlerdendirler. COX-1 izoenzimi viicutta bircok dokuda yaygin olarak
bulunan, memeli hiicre ve dokularinda prostaglandinlerin temel seviyesini
diizenlemek i¢in iretilen bir enzimdir. COX-2 izoenzimi ise proinflamatuvar ve
mitojenik uyarilarla indiiklenerek inflamasyon goriilen dokular ve neoplastik
dokularda eksprese olan bir enzimdir. COX-2 enzimi kanserli dokularda eksprese
olarak goglis kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri, 6zafégal adenokarsinom ve
akciger kanserinin apoptozis, proliferasyon, anjiyogenez, invasyon ve metastaz
siireclerine katkida bulunmaktadir. COX-2 izoenzimi, ndroinflamasyon goriilen
norodejeneratif hastaliklarda inflamasyonu ve oksidatif stresi indiikleyerek
hastaliklarin gelisim siirecine katkida bulunmaktadir.

Calismamiz, inflamasyon olusumunu kismen ya da tamamen Onleyerek

inflamasyonun neden oldugu veya gelisim siirecine katkida bulundugu hastaliklar



hedef alinarak, bu hastaliklarin tedavi siireclerine katki saglamak amaciyla daha
giivenli ilag molekiillerin gelistirilmesini hedefleyen bir ¢alisma olarak tasarlandi. Bu
amacla ¢alismamizda zayif COX-2 inhibitér aktivitesi tasiyan nonselektif COX
inhibitdr etkinlik gosteren rasem talidomit model olarak alindi.

Talidomit, 1950’lerden 1960’lara kadar ise sedatif-hipnotik ve antiemetik
olarak kullanilmis, daha sonra ise teratojenik etkisinden dolay1 1960’larda tedaviden
kaldirilmis bir bilesiktir. Bu bilesik i¢cin FDA’den 1998 yilinda Hansen hastaligi ve
2006 yilinda ise multiple miyelom tedavisinde kullanilmak iizere onay alinmustir.
Talidomit, antikagesik, antiinflamatuvar, antitimdral, antianjiyogenik, antiviral,
hipoglisemik ve tiimor hiicreleri istilasini inhibe edici etki gibi ¢esitli yararh
farmakolojik etkiler gostermektir. Talidomit bilesiginin iskelet yapisi TNF-a
regulatorleri, androjen antagonistleri ve siklooksijenaz inhibitdrleri gibi birgok
biyolojik aktif bilesigin gelistirilmesinde kullanilmistir.

Calismamizda dogal ya da sentetik yapilarin biyolojik aktiviteleri korunarak
veya gelistirilerek molekiiller yapmin kiicililtiilmesi ya da basitlestirilmesini
amaglayan bir ilag tasarim yontemi olan molekiiler basitlestirme kullanilarak
talidomitin rijit olmayan analoglarin sentezi diigiiniildii. Bu amagla talidomit bilesigi
tizerindeki ftalimit halkast ve piperidin-2,6-dion yapist tlizerinde ¢esitli
modifikasyonlara gidildi. Ftalimit halkasi iizerinde ger¢eklestiren modifikasyonda
halka, benzen, 2-piridin, 3-piridin, 4-piridin ve 2-tiyofen halkalarini iceren bir acil
grubu ile degistirildi. Diger modifikasyonda ise piperidin-2,6-dion yapisinda bulunan
halka agilarak amit azotu iizerine kiiglik alkil gruplar1 ve bir aromatik halkanin
yerlestirildigi tiirevler ile amit azotun halka igerisinde kaldigi tiirevler tasarland.

Tasarlanan  bu  bilesiklerden  2-benzamidoasetamit ve 2-(tiyofen-2-

karboksamido)asetamit tiirevi Dbilesiklere ait sentez ¢alismalart Singh ve
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arkadaglarinin 1994 yilinda, 2-nikotinamidoasetamit, 2-izonikotinamidoasetamit ve
2-(2-pikolinamido)asetamit tiirevi bilesiklere ait sentez caligmalar1 Singh ve
arkadaglarinin 1994 yilinda yayimnladiklar1 arastirma makalesi ile Kurita ve
arkadaglarinin 2002 yilinda yayinladiklar1 arastirma makalesinde bildirdikleri
yontemler iizerinde degisikler yapilarak 4 basamakta gerceklestirildi. Sentezlenen
bilesiklerin yapilar1 spektral analiz yontemlerinden UV, IR, MASS ve 'H NMR ve
elementel analiz yontemi ile belirlendi. Bilesiklerimizin COX-2 izoenzimi
ekspresyonuna karsi biyolojik inhibitdr potansiyeli ve PGE, biyosentezi lizerine
inhibitor etkileri degerlendirildi.

Biyolojik aktivite ¢alismalar1 hiicre kiiltiirii yontemi kullanilarak yapildi. Bu
kapsamda A-549 adli insan akciger adenokarsinom epitelyal hiicre hatt1 kullanildu.
Sentezledigimiz bilesiklerin in vitro olarak hiicre diizeyinde COX-2 enzim miktari
tizerine etkileri immiinoblotlama yontemi ile ve PGE, miktar1 {izerine etkileri ise
Prostaglandin E; Enzyme Immuno Assay Kit (Cayman) kullanilarak degerlendirildi.

Bilesiklerimizden ~ N-(2-morfolino-2-oksoetil)tiyofen-2-karboksamit,  N-[2-
(izopropilamino)-2-oksoetil Jtiyofen-2-karboksamit, N-(2-morfolino-2-
oksoetil)nikotinamit, N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil nikotinamit, N-[2-
(dimetilamino)-2-oksoetil|nikotinamit, N-[2-(fenilamino)-2-oksoetil]izonikotinamit,
N-(2-morfolino-2-oksoetil)izonikotinamit, N-[2-0kso-2-(pirolidin-1-
il)etil]izonikotinamit, N-[2-okso-2-(piperidin-1-il)etil|pikolinamit, N-(2-morfolino-2-
oksoetil)pikolinamit ve N-[2-(izoproilamino)-2-oksoetil]pikolinamit PGE, diizeyini
onemli oranda diisiirmekle birlikte N-[2-okso-2-(pirolidin-1-il)etil]izonikotinamit
bilesigi 50nM konsantrasyonda PGE, diizeyini %50,02’ye diislirmesi ile referans
bilesik DUP-697’nin PGE, diizeyi lizerine etkisine en yakin degere sahip bilesik

olarak tespit edildi. Bilesiklerimizden N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil]tiyofen-2-
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karboksamit, N-[2-okso-2-(pirolidin-1-il)etil |tiyofen-2-karboksamit, N-[2-
(izopropilamino)-2-oksoetil Jtiyofen-2-karboksamit, N-[2-(izopropilamino)-2-
oksoetil]izonikotinamit, N-[2-(dimetilamino)-2-oksoetil Jizonikotinamit, N-(2-
morfolino-2-oksoetil)pikolinamit ve N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil [pikolinamit’in
kullanilan hiicre hattinda COX 2 izoenzim diizeyini 6nemli oranda azalttiklar
belirlendi.  N-[2-(izopropilamino)-2-oksoetil]izonikotinamit  bilesiginin  kontrol
grubuna gore enzim diizeyini % 82 oraninda diigiirmiis oldugu bulundu.

Bu caligmada, bir seri bilesikten elde edilen veriler degerlendirildiginde, 2-
izonikotinoil-N-siibstitiieasetamit ~ genel yapisimin  yeni PGE, biyosentez
inhibitorlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir baslangi¢ noktasi oldugu sonucuna

varilmistir.
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SUMMARY

Inflammation is a complex process that requires distinct cell types and factors,
which act in a coordinated manner to control tissue damages against pathogenic,
traumatic or toxic injury. However, chronic inflammation can contribute to
development of cancer, diabetes, cardiovascular, pulmonary, neurological and
autoimmune diseases. Inflammation is mediated by eicosanoids generating by
arachidonic acid cascade. Prostaglandins are eicosanoids which are responsible of
inflammation process, are produced by cyclooxygenase (COX) enzymes. COX
enzymes have three isoforms as COX-1, COX-2 and COX-3. COX-1 isoenzyme is
called as house-keeping enzyme and it is widespread in mammalian cells and tissues.
On the contrary, COX-2 isoenzyme is expressed in inflamed and neoplastic tissues
inducing by proinflammatory and mitogenic signals. COX-2 isoenzyme has been
implicated several cancer types including in esophageal adenocarcinoma, breast,
colon, prostate and lung cancers and leads to apoptosis, proliferation, angiogenesis,
invasion and metastasis. Also, COX-2 isoenzyme can contribute to
neuroinflammation in neurodegenerative disorders by inducing inflammation and
oxidative stress.

This study was designed to develope more effective and safe drug molecule
candidates to use in treatment of disorders which are caused or contributed by

inflammation. For this purpose, rasem thalidomide molecule was chosen as the



leader compound for its non-selective COX inhibitor and weak COX-2 selective
inhibitor activity.

Thalidomide had been used as sedative/hypnotic and antiemetic drug from
1950s to 1960s, then it had been withdrawn from market for its teratogenic activity in
1960s. It was approved by FDA for the treatment of Hansen disease in 1998 and
multiple myeloma in 2006. Thalidomide has various beneficial pharmacological
activities as anticachexia, anti-inflammatory, antitumor, anti-angiogenic, tumor cell
invasion-inhibiting activity and hypoglycemic effect. The skleton of thalidomide has
been used for development of various biological active compounds such as TNF-a
regulators, androgen antagonists and cyclooxygenase inhibitors.

Molecular simplification is performed by diminution or simplification of the
molecular structure to protect or develop the biological activities of natural or
synthetic structures. In our study, molecular simplification was used for designing
thalidomide’s non-rigit analogs. For this purpose, certain molecular modifications
were realized on thalidomide’s phthalimide and piperidin-2,6-one rings. First
modification was the replacement of phthalimide ring with benzamide, 2-
pyridinecarboxamide, 3-pyridinecarboxamide, 4-pyridinecarboxamide and 2-
thiophenecarboxamide. Second modification was the replacement of piperidin-2,6-
dione with an N-substituted acetamide group.

For this purpose, five different general structures, namely 2-
benzamidoacetamide, 2-(thiopene-2-carboxamido)acetamide, 2-
nicotinamidoacetamide, 2-isonicotinamidoacetamide and 2-(2-
picolinamido)acetamide were designed. 2-Benzamidoacetamide and 2-(thiopene-2-
carboxamido)acetamide derivatives were prepared by modifying study of Singh and

co-workers. 2-nicotinamidoacetamide, 2-isonicotinamidoacetamide and 2-(2-
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picolinamido)acetamide derivatives were prepared by modifying study of Singh and
co-workers and study of Kurita and co-workers.

The structures of the synthesized compounds were confirmed by elemental
analysis and UV, IR, MASS and '"H NMR data. The biological inhibitor potency of
the title compounds on COX-2 isoenzyme expression and PGE, biosynthesis were
evaluated with cell culture techniques. A-549 human lung adenocarcinoma epithelial
cell line were used. The inhibitor activity of the compounds on COX-2 enzyme
expression was evaluated by immunoblotting technique and ICsy values were
recorded. And also, the activity of the compounds on in vitro PGE, biosynthesis was
evaluated by Prostaglandin E; Enzyme Immuno Assay kit and ICsy values were
recorded.

N-(2-morpholino-2-oxoethyl)thiopene-2-carboxamide, N-[2-(isopropylamino)-
2-oxoethyl]thiopene-2-carboxamide, N-(2-morpholino-2-oxoethyl)nicotinamide, N-
[2-(isopropylamino)-2-oxoethyl]nicotinamide, N-[2-(dimethylamino)-2-
oxoethyl]nicotinamide, =~ N-[2-0x0-2-(phenylamino)ethyl]isonicotinamide, — N-(2-
morpholino-2-oxoethyl)isonicotinamide, N-(2-0x0-2-(pyrolydine-1-
yl)ethyl)isonicotinamide,  N-(2-oxo0-2-(piperidin-1-il)ethyl)picolinamide, = N-(2-
morpholino-2-oxoethyl)picolinamide and N-[2-(isopropylamino)-2-
oxoethyl]picolinamide compounds decreased the PGE, level at considerable rate. N-
[2-0x0-2-(pyrolydine-1-yl)etyl]isonicotinamide compound decreased PGE, level to
50,02 % at 50uM concentration. And also, its inhibitor activity on PGE, level was

comparable to the reference compound DUP-697.

N-[2-(dimethylamino)-2-oxoethyl]thiopene-2-carboxamide, N-[2-0x0-2-
(pyrolydine-1-yl)ethyl]thiopene-2-carboxamide, N-[2-(isopropylamino)-2-
oxoethyl]thiopene-2-carboxamide, N-[2-(isopropylamino)-2-
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oxoethyl]isonicotinamide, N-[2-(dimethylamino)-2-oxoethyl]isonicotinamide, N-(2-
morpholino-2-oxoethyl)picolinamide and N-[2-(isopropylamino)-2-
oxoethyl]picolinamide compounds decreased COX-2 isoenzyme level by
considerable rate in A-549 human lung adenocarcinoma epithelial cell line. N-[2-
(isopropylamino)-2-oxoethyl]isonicotinamide was the most active compound since it
decreased the expression of COX-2 isoenzyme with the ratio 82 % by comparing to
the control group.

The results of this study suggest that under the set of the compounds studied, 2-
isonicotionyl-N-substitutedacetamide structure presents a new starting point in order

to design new potent inhibitors of PGE, biosynthesis.

326



KAYNAKLAR

Abouzid, K., Bekhit, S. A. (2008). Novel Anti-inflammatory Agents Based on
Pyridazinone Scaffold; Design, Synthesis and In Vivo Activity. Bioorgan Med
Chem, 16(10):5547-5556.

Aggarwal, B., Shishodia, S., Sandur, S., Pandey, M., Sethi, G. (2006).
Inflammation and Cancer: How Hot is The Link? Biochemical Pharmacology,
72(11):1605-1621.

Amir, M., Kumar, H., Javed, S. A. (2007). Synthesis and Pharmacological
Evaluation of Condensed Heterocyclic 6-Substituted-1,2,4-triazolo[3,4-b]-
1,3,4-thiadiazole Derivatives of Naproxen. Bioorg Med Chem Lett,
17(16):4504-4508.

Amir, M., Kumar, H., Khan, S. A. (2008). Synthesis and Pharmacological
Evaluation of Pyrazoline Derivatives as New Anti-Inflammatory and Analgesic
Agents. Bioorg Med Chem Lett, 18(3):918-922.

Aparicio Gallego, G., Diaz Prado, S., Jiménez Fonseca, P., Garcia Campelo,
R., Cassinello Espinosa, J., Anton Aparicio, L. M. (2007). Cyclooxygenase-2
(COX-2): A Molecular Target in Prostate Cancer. Clinical And Translational
Oncology, 9(11):694-702.

Banekovich, C., Ott, 1., Koch, T., Matuszczak, B., Gust, R. (2007). Synthesis
and Biological Activities of Novel Dexibuprofen Tetraacetylriboflavin

Conjugates. Bioorg Med Chem Lett, 17(3):683-687.



10.

11.

12.

13.

Bauer, J. D., Foster, M. S., Hugdahl, J. D., Burns, K. L., May, S. W., Pollock,
S. H., Cutler, H. G., Cutler, S. J. (2007). Synthesis and Pharmacological
Evaluation of m-Terphenyl Amines as Cyclooxygenase Inhibitors. Medicinal
Chemistry Research, 16(3):119-129.

Bekhit, A. A., Ashour, H. M. A., Abdel Ghany, Y. S., Bekhit, A. E.-D. A.,
Baraka, A. (2008). Synthesis and Biological Evaluation of Some Thiazolyl and
Thiadiazolyl Derivatives of 1H-Pyrazole as Anti-Inflammatory Antimicrobial
Agents. Eur J Med Chem, 43(3):456-463.

Bi, L., Zhao, M., Gu, K., Wang, C., Ju, J., Peng, S. (2008). Toward the
Development Of Chemoprevention Agents (III): Synthesis and Anti-
Inflammatory Activities of a New Class of 5-Glycylamino-2-substituted-
phenyl-1,3-dioxacycloalkanes. Bioorgan Med Chem, 16(4):1764-1774.

Blanco, M.M., Schapira, C.B., Levin, G., Perillo, I.A. (2005). 1,6- and 1,7-
Naphthyridines.IV.Synthesis of Hydroxycarboxamide Derivates.
J.Heterocyclic Chem., 42(4):493-502.

Blobaum, A. L., Marnett, L. J. (2007). Structural and Functional Basis of
Cyclooxygenase Inhibition. J Med Chem, 50(7):1425-1441.

Bogatcheva, N. V., Sergeeva, M. G., Dudek, S. M., Verin, A. D. (2005).
Arachidonic Acid Cascade in Endothelial Pathobiology. Microvasc Res,
69(3):107-127.

Candelario-Jalil, E., Alvarez, D., Castaneda, J. M., Al-Dalain, S. M., Martinez-
Sanchez, G., Merino, N., Leon, O. S. (2002). The Highly Selective
Cyclooxygenase-2 Inhibitor DFU is Neuroprotective When Given Several
Hours After Transient Cerebral Ischemia in Gerbils. Brain Res, 927(2):212-

215.

328



14.

15.

16.

17.

18.

19.

Capellari, S., Zaidi, S. L., Urig, C. B., Perry, G., Smith, M. A., Petersen, R. B.
(1999). Prion Protein Glycosylation is Sensitive to Redox Change. J Biol
Chem, 274(49):34846-34850.

Chandrika, P. M., Yakaiah, T., Rao, A. R. R., Narsaiah, B., Reddy, N. C,,
Sridhar, V., Rao, J. V. (2008). Synthesis of Novel 4,6-Disubstituted
Quinazoline Derivatives, Their Anti-Inflammatory and Anti-Cancer Activity
(Cytotoxic) Against U937 Leukemia Cell Lines. Eur J Med Chem, 43(4):846-
852.

Chen, C.-S., Tan, C.-M., Huang, C.-H., Chang, L.-C., Wang, J.-P., Cheng, F.-
C., Chern, J-W. (2010). Discovery of 3-(4-Bromophenyl)-6-
nitrobenzo[1.3.2]dithiazolium Ylide 1,1-Dioxide as a Novel Dual
Cyclooxygenase/5-Lipoxygenase Inhibitor That Also Inhibits Tumor Necrosis
Factor-A Production. Bioorgan Med Chem, 18(2):597-604.

Chen, Q.-H., Praveen Rao, P. N., Knaus, E. E. (2005). Design, Synthesis, and
Biological Evaluation of Linear 1-(4-, 3- Or 2-Methylsulfonylphenyl)-2-
phenylacetylenes: A Novel Class of Cyclooxygenase-2 Inhibitors. Bioorgan
Med Chem, 13(23):6425-6434.

Chen, Q.-H., Praveen Rao, P. N., Knaus, E. E. (2006). Synthesis and Biological
Evaluation of a Novel Class of Rofecoxib Analogues as Dual Inhibitors of
Cyclooxygenases (COXs) and Lipoxygenases (LOXSs). Bioorgan Med Chem,
14(23):7898-7909.

Chen, Q.-H., Rao, P. N. P., Knaus, E. E. (2005). Design, Synthesis, and
Biological Evaluation of N-Acetyl-2-(or 3-
)carboxymethylbenzenesulfonamides as Cyclooxygenase Isozyme Inhibitors.

Bioorgan Med Chem, 13(15):4694-4703.

329



20.

21.

22.

23.

24.

25.

Cheng, H., Lundy Demello, K. M., Li, J., Sakya, S. M., Ando, K., Kawamura,
K., Kato, T., Rafka, R. J., Jaynes, B. H., Ziegler, C. B. (2006). Synthesis and
SAR of Heteroaryl-phenyl-substituted Pyrazole Derivatives as Highly
Selective and Potent Canine COX-2 Inhibitors. Bioorg Med Chem Lett,
16(8):2076-2080.

Chowdhury, M. A., Abdellatif, K. R. A., Dong, Y., Das, D., Suresh, M. R.,
Knaus, E. E. (2008a). Synthesis of Celecoxib Analogs That Possess A N-
Hydroxypyrid-2(1H)one  5-Lipoxygenase = Pharmacophore:  Biological
Evaluation as Dual Inhibitors of Cyclooxygenases and 5-Lipoxygenase with
Anti-Inflammatory Activity. Bioorg Med Chem Lett, 18(23):6138-6141.
Chowdhury, M. A., Dong, Y., Chen, Q.-H., Abdellatif, K. R. A., Knaus, E. E.
(2008b). Synthesis and Cyclooxygenase Inhibitory Activities of Linear 1-
(Methanesulfonylphenyl or Benzenesulfonamido)-2-(pyridyl)acetylene
Regioisomers. Bioorgan Med Chem, 16(4):1948-1956.

Chowdhury, M. A., Huang, Z., Abdellatif, K. R. A., Dong, Y., Yu, G.,
Velazquez, C. A., Knaus, E. E. (2010). Synthesis and Biological Evaluation of
Indomethacin Analogs Possessing a N-Difluoromethyl-1,2-dihydropyrid-2-one
Ring System: A Search for Novel Cyclooxygenase and Lipoxygenase
Inhibitors. Bioorg Med Chem Lett, 20(19):5776-5780.

Cipollone, F. (2005). COX-2 and Prostaglandins in Atherosclerosis. Lupus,
14(9): 756-759.

Compare, D., Nardone, O., Nardone, G. (2010). Non-Steroidal Anti-
Inflammatory Drugs in the Carcinogenesis of the Gastrointestinal Tract.

Pharmaceuticals, 3(8): 2495-2516.

330



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Corazzi, T. (2003). Effect of Nitric Oxide-Donating Agents on Human
Monocyte Cyclooxygenase-2. Biochem Bioph Res Co, 311(4):897-903.

Costa, C., Incio, J., Soares, R. (2007). Angiogenesis and Chronic
Inflammation: Cause or Consequence? Angiogenesis, 10(3):149-166.
Crisostomo, F. R. P., Carrillo, R., Leon, L. G., Martin, T., Padron, J. M.,
Martin, V. S. (2006). Molecular Simplification In Bioactive Molecules: Formal
Synthesis of (+)-Muconin. J Org Chem, 71(6):2339-2345.

Cuccurullo, C., Fazia, M. L., Mezzetti, A., Cipollone, F. (2007). COX-2
Expression In Atherosclerosis: The Good, The Bad or The Ugly? Curr Med
Chem, 14(15):1595-1605.

Dannhardt, G., Kiefer, W. (2001). Cyclooxygenase Inhibitors - Current Status
and Future Prospects. Eur J Med Chem 2001, 36(2):109-126.

Dawood, K. M., Abdel-Gawad, H., Rageb, E. A., Ellithey, M., Mohamed, H.
A. (2006). Synthesis, Anticonvulsant, and Anti-Inflammatory Evaluation of
Some New Benzotriazole and Benzofuran-Based Heterocycles. Bioorgan Med
Chem, 14(11):3672-3680.

De Gaetano, G., Donati, M. B., Cerletti, C. (2003). Prevention of Thrombosis
and Vascular Inflammation: Benefits and Limitations of Selective or Combined
COX-1, COX-2 and 5-LOX Inhibitors. Trends Pharmacol Sci, 24(5):245-252.
Decicco, K. L., Tanaka, T., Andreola, F., De Luca, L. M. (2004). The Effect of
Thalidomide on Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) Cell Lines: Possible
Involvement in The PPAR Gamma Pathway. Carcinogenesis, 25(10):1805-

1812.

331



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Duan, W., Chen, W.,.Yun, Y., Liu, D., Luo, C., Shen, Z. (2009). Serum-Free
Medium Evokes Cyclooxygenase-2 Pathway in A549 Cells. The Open
Inflammation Journal, 2: 34-37.

El-Gamal, M. 1., Bayomi, S. M., El-Ashry, S. M., Said, S. A., Abdel-Aziz, A.
A. M., Abdel-Aziz, N. 1. (2010). Synthesis and Anti-Inflammatory Activity of
Novel (Substituted)benzylidene Acetone Oxime Ether Derivatives: Molecular
Modeling Study. Eur J Med Chem, 45(4):1403-1414.

Eren, G., Unlii, S., Nufiez, M.-T., Labeaga, L., Ledo, F., Entrena, A., Banoglu,
E., Costantino, G., Sahin, M. F. (2010). Synthesis, Biological Evaluation, and
Docking Studies of Novel Heterocyclic Diaryl Compounds as Selective COX-2
Inhibitors. Bioorgan Med Chem, 18(17):6367-6376.

Farooq, M., Haq, 1., Qureshi, A. S. (2008). Cardiovascular Risks of COX
Inhibition: Current Perspectives. Expert Opin Pharmaco, 9(8):1311-1319.
Feng, Z., Chu, F., Guo, Z., Sun, P. (2009). Synthesis And Anti-Inflammatory
Activity of The Major Metabolites of Imrecoxib. Bioorg Med Chem Lett,
19(8):2270-2272.

Feng, Z., Li, D., Fung, P. C., Pei, Z., Ramsden, D. B., Ho, S. L. (2003). COX-
2-Deficient Mice are Less Prone to MPTP-Neurotoxicity than Wild-Type
Mice. Neuroreport, 14(15):1927-1929.

Frolich, J. C. (1997). A Classification Of NSAIDS According to The Relative
Inhibition of Cyclooxygenase Isoenzymes. Trends in Pharmacological
Sciences, 18(1):30-34.

Fujita, J., Mestre, J. R., Zeldis, J. B., Subbaramaiah, K., Dannenberg, A. J.
(2001). Thalidomide and Its Analogues Inhibit Lipopolysaccharide-Mediated

Induction of Cyclooxygenase-2. Clin Cancer Res 2001, 7(11):3349-3355.

332



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Funk, C. D., Fitzgerald, G. A. (2007). COX-2 Inhibitors and Cardiovascular
Risk. J Cardiovasc Pharm, 50(5):470-479.

Gadad, A. K., Palkar, M. B., Anand, K., Noolvi, M. N., Boreddy, T. S.,
Wagwade, J. (2008). Synthesis and Biological Evaluation of 2-
Trifluoromethyl/Sulfonamido-5,6-diaryl ~ Substituted Imidazo[2,1-b]-1,3,4-
thiadiazoles: A Novel Class of Cyclooxygenase-2 Inhibitors. Bioorgan Med
Chem, 16(1):276-283.

Garavito, R. M., Dewitt, D. L. (1999). The Cyclooxygenase Isoforms:
Structural Insights into The Conversion of Arachidonic Acid to Prostaglandins.
Bba-Mol Cell Biol L, 1441(2-3):278-287.

Garcia, C., Leon, L. G., Pungitore, C. R., Rios-Luci, C., Daranas, A. H.,
Montero, J. C., Pandiella, A., Tonn, C. E., Martin, V. S., Padrén, J. M. (2010).
Enhancement of Antiproliferative Activity by Molecular Simplification of
Catalpol. Bioorgan Med Chem, 18(7):2515-2523.

Gasparini, G., Longo, R., Sarmiento, R., Morabito, A. (2003). Inhibitors of
Cyclo-Oxygenase 2: A New Class of Anticancer Agents? The Lancet
Oncology, 4(10):605-615.

Gauthier, M. P., Michaux, C., Rolin, S., Vastersaegher, C., De Leval, X.,
Julémont, F., Pochet, L., Masereel, B. (2006). Synthesis, Molecular Modelling
and Enzymatic Evaluation of (+)3,5-Diphenyl-2-thioxoimidazolidin-4-ones as
New Potential Cyclooxygenase Inhibitors. Bioorgan Med Chem, 14(4):918-
927.

Girgis, A. S., Mishriky, N., Ellithey, M., Hosni, H. M., Farag, H. (2007). Novel
Synthesis of [1]-Benzothiepino[5,4-b]|pyridine-3-carbonitriles and Their Anti-

Inflammatory Properties. Bioorgan Med Chem, 15(6):2403-2413.

333



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Gros, L., Lorente, S. O., Jimenez, Yardley, V., Rattray, L., Wharton, H., Little,
S., Croft, S. L., Ruiz-Perez, L. M., Gonzalez-Pacanowska, D., Gilbert, I. H.
(2006). Evaluation of Azasterols as Anti-Parasitics. J Med Chem, 49(20):6094-
6103.

Harousseau, J.-L. (2010). Ten Years of Improvement in The Management of
Multiple Myeloma: 2000-2010. Clinical Lymphoma, Myeloma & Leukemia,
10(6):424-442.

Harrak, Y., Casula, G., Basset, J., Rosell, G. R., Plescia, S., Raffa, D.,
Cusimano, M. G., Pouplana, R., Pujol, M. D. (2010). Synthesis, Anti-
Inflammatory Activity, and In Vitro Antitumor Effect of a Novel Class of
Cyclooxygenase Inhibitors: 4-(Aryloyl)phenyl Methyl Sulfones. J Med Chem,
53(18):6560-6571.

Hashimoto, Y. (2002). Structural Development of Biological Response
Modifiers Based on Thalidomide. Bioorgan Med Chem, 10(3):461-479.
Hashimoto, Y. (2008). Thalidomide as a Multi-Template for Development of
Biologically Active Compounds. Archiv Der Pharmazie, 341(9):536-547.
Hassanein, H. H., Khalifa, M. M., El-Samaloty, O. N., El-Rahim, M. A., Taha,
R. A., Magda, Ismail, M. F. (2008). Synthesis and Biological Evaluation of
Novel Imidazolone Derivatives as Potential COX-2 Inhibitors. Archives Of
Pharmacal Research, 31(5):562-568.

Haworth, R.D., Peacock, D.H., Smith, W.R., MacGillivray, R. (1952). The
Action of Formaldehyde on Proteins. Part II. Some Reactions of N-
Hydroxymethylamides. The Universty, Sheffield, 10, 2972-2980.

Hesse, M., Meier, H., Zeeh, B. (1997). Spectroscopic Methods in Organic

Chemistry. New York: Thieme; 1997.

334



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Horn, S. L., Fentiman, I. S. (2010). The Role of Non-Steroidal Anti-
Inflammatory Drugs in the Chemoprevention of Breast Cancer.
Pharmaceuticals, 3(5):1550-1560.

Horton, E. W., Main, 1. H. (1967). Identification of Prostaglandins in Central
Nervous Tissues of the Cat and Chicken. Br J Pharmacol Chemother,
30(3):582-602.

Horl, W. H. (2010). Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs and the Kidney.
Pharmaceuticals, 3(7): 2291-2321.

Huang, M., Stolina, M., Sharma, S., Mao, J. T., Zhu, L., Miller, P. W.,
Wollman, J., Herschman, H., Dubinett, S. M. (1998). Non-Small Cell Lung
Cancer Cyclooxygenase-2-Dependent Regulation of Cytokine Balance in
Lymphocytes and Macrophages: Up-Regulation of Interleukin 10 and Down-
Regulation of Interleukin 12 Production. Cancer Res, 58(6):1208-1216.

Hyde, C. A. C., Missailidis, S. (2009). Inhibition of Arachidonic Acid
Metabolism and Its Implication on Cell Proliferation and Tumour-
Angiogenesis. International Immunopharmacology, 9(6):701-715.

Iadecola, C., Sugimoto, K., Niwa, K., Kazama, K., Ross, M. E. (2001).
Increased Susceptibility to Ischemic Brain Injury in Cyclooxygenase-1-
Deficient Mice. J Cereb Blood Flow Metab, 21(12):1436-1441.

Ichitani, Y., Shi, T., Haeggstrom, J. Z., Samuelsson, B., Hokfelt, T. (1997).
Increased Levels of Cyclooxygenase-2 Mrna in the Rat Spinal Cord After
Peripheral Inflammation: An in Situ Hybridization Study. Neuroreport,

8(13):2949-2952.

335



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

James, M. J., Cook-Johnson, R. J., Cleland, L. G. (2007). Selective COX-2
Inhibitors, Eicosanoid Synthesis and Clinical Outcomes: A Case Study of
System Failure. Lipids, 42(9):779-785.

Jiang, B., Zeng, Y., Li, M.-J., Xu, J.-Y., Zhang, Y.-N., Wang, Q.-J., Sun, N.-
Y., Lu, T., Wu, X.-M. (2010). Design, Synthesis, and Biological Evaluation of
1,5-Diaryl-1,2,4-triazole Derivatives as Selective Cyclooxygenase-2 Inhibitors.
Archiv Der Pharmazie, 343(9):500-508.

Jiang, Q., Yin, X., Lill, M. A., Danielson, M. L., Freiser, H., Huang, J. (2008).
Long-Chain Carboxychromanols, Metabolites of Vitamin E, are Potent
Inhibitors of Cyclooxygenases. Proceedings Of The National Academy Of
Sciences, 105(51):20464-20469.

Jin, G. H., Li, H., An, S., Ryu, J.-H., Jeon, R. (2010). Design, Synthesis and
Activity of Benzothiazole-Based Inhibitors of NO Production in LPS-Activated
Macrophages. Bioorg Med Chem Lett, 20(21):6199-6202.

Kalgutkar, A. S., Crews, B. C., Saleh, S., Prudhomme, D., Marnett, L. J.
(2005). Indolyl Esters and Amides Related to Indomethacin are Selective
COX-2 Inhibitors. Bioorgan Med Chem 2005, 13(24):6810-6822.

Kawabe, J., Ushikubi, F., Hasebe, N. (2010). Prostacyclin in Vascular
Diseases. - Recent Insights and Future Perspectives. Circ J, 74(5):836-843.

Ku, G. Y., Ilson, D. H. (2010). Esophagogastric Cancer: Targeted Agents.
Cancer Treatment Reviews, 36(3):235-248.

Kujubu, D. A., Fletcher, B. S., Varnum, B. C., Lim, R. W., Herschman, H. R.
(1991). Tis10, A Phorbol Ester Tumor Promoter-Inducible Messenger-Rna

From Swiss 3t3 Cells, Encodes a Novel Prostaglandin Synthase

336



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Cyclooxygenase Homolog. Journal Of Biological Chemistry, 266(20):12866-
12872.

Kurita, K., Nishibori, T., Harata, M. (2002). Synthesis and Asymmetric
Reducing Performance of Chitin/Dihydronicotinamide Conjugates Having
Glycine or I-Leucine Spacer Arms. Biomacromolecules, 3(4):705-709.

Lim, C., Lee, M., Park, E.-J., Cho, R., Park, H.-J., Lee, S. J., Cho, H., Lee, S.
K., Kim, S. (2010). Sulfonamide Derivatives of Styrylheterocycles as a Potent
Inhibitor of COX-2-Mediated Prostaglandin E, Production. Bioorg Med Chem
Lett, 20(23):6938-6941.

Lim, H., Son, K. H., Chang, H. W., Bae, K., Kang, S. S., Kim, H. P. (2008).
Anti-Inflammatory Activity of Pectolinarigenin and Pectolinarin Isolated from
Cirsium Chanroenicum. Bio/ Pharm Bull, 31(11):2063-2067.

Lin, S.-J., Tsai, W.-J., Chiou, W.-F., Yang, T.-H., Yang, L.-M. (2008).
Selective COX-2 Inhibitors. Part 2: Synthesis and Biological Evaluation of 4-
Benzylideneamino- and 4-Phenyliminomethyl-benzenesulfonamides. Bioorgan
Med Chem, 16(5):2697-2706.

Manabe, Y., Anrather, J., Kawano, T., Niwa, K., Zhou, P., Ross, M. E.,
Iadecola, C. (2004). Prostanoids, Not Reactive Oxygen Species, Mediate COX-
2-Dependent Neurotoxicity. Ann Neurol , 55(5):668-675.

Mao, J. T., Cui, X. Y., Reckamp, K., Liu, M., Krysan, K., Dalwadi, H.,
Sharma, S., Hazra, S., Strieter, R., Gardner, B., Dubinett, S. M. (2005).
Chemoprevention Strategies with Cyclooxygenase-2 Inhibitors for Lung
Cancer. Clin Lung Cancer, 7(1):30-39.

Martel-Pelletier, J., Lajeunesse, D., Reboul, P., Pelletier, J. P. (2003).

Therapeutic Role of Dual Inhibitors of 5-LOX and COX, Selective and Non-

337



79.

80.

81.

82.

83.

84.

Selective Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs. Ann Rheum Dis, 62(6):501-
509.

Mendes, R. A., Carvalho, J. F. C., Van Der Waal, 1. (2009). An Overview on
the Expression of Cyclooxygenase-2 in Tumors of the Head and Neck. Oral
Oncol, 45(10):E124-E128.

Minghetti, L., Greco, A., Cardone, F., Puopolo, M., Ladogana, A., Almonti, S.,
Cunningham, C., Perry, V. H., Pocchiari, M., Levi, G. (2000). Increased Brain
Synthesis of Prostaglandin E; And F,-Isoprostane in Human and Experimental
Transmissible Spongiform Encephalopathies. J Neuropathol Exp Neurol,
59(10):866-871.

Mitchell, J. A., Belvisi, M. G., Akarasereenont, P., Robbins, R. A., Kwon, O.
J., Croxtall, J., Barnes, P. J., Vane, J. R. (1994). Induction of Cyclo-
Oxygenase-2 by Cytokines in Human Pulmonary Epithelial Cells: Regulation
by Dexamethasone. Br J Pharmacol, 113(3):1008-1014.

Moreau, A., Chen, Q.-H., Praveen Rao, P. N., Knaus, E. E. (2006). Design,
Synthesis, and Biological Evaluation of (E)-3-(4-Methanesulfonylphenyl)-2-
(aryl)acrylic Acids as Dual Inhibitors of Cyclooxygenases and Lipoxygenases.
Bioorgan Med Chem, 14(23):7716-7727.

Moreau, A., Praveen Rao, P. N., Knaus, E. E. (2006). Synthesis and Biological
Evaluation of Acyclic Triaryl (Z£)-Olefins Possessing A 3,5-Di-tert-butyl-4-
hydroxyphenyl Pharmacophore: Dual Inhibitors of Cyclooxygenases and
Lipoxygenases. Bioorgan Med Chem, 14(15):5340-5350.

Naumova, B. S., Chekmareva, 1.B., Zhdanovich, E.S. , Preobrazanskii, N.A.
(1969). Production of Nicotinic Acid Derivatives. Khimiko-Farmatsevsticheskii

Zhurnal, 5: 11-12.

338



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Navidpour, L., Shadnia, H., Shafaroodi, H., Amini, M., Dehpour, A. R.,
Shafiee, A. (2007). Design, Synthesis, and Biological Evaluation of Substituted
2-Alkylthio-1,5-diarylimidazoles as Selective COX-2 Inhibitors. Bioorgan Med
Chem, 15(5):1976-1982.

Navidpour, L., Shafaroodi, H., Abdi, K., Amini, M., Ghahremani, M. H.,
Dehpour, A. R., Shafiee, A. (2006). Design, Synthesis, and Biological
Evaluation of Substituted 3-Alkylthio-4,5-diaryl-4H-1,2,4-triazoles  as
Selective COX-2 Inhibitors. Bioorgan Med Chem 2006, 14(8):2507-2517.
Niwa, K., Haensel, C., Ross, M. E., Iadecola, C. (2001). Cyclooxygenase-1
Participates in Selected Vasodilator Responses of The Cerebral Circulation.
Circ Res 2001, 88(6):600-608.

Nogawa, S., Zhang, F., Ross, M. E., ladecola, C. (1997). Cyclo-Oxygenase-2
Gene Expression in Neurons Contributes to Ischemic Brain Damage. J
Neurosci, 17(8):2746-2755.

Noguchi, T., Shimazawa, R., Nagasawa, K., Hashimoto, Y. (2002).
Thalidomide and Its Analogues as Cyclooxygenase Inhibitors. Bioorg Med
Chem Lett, 12(7):1043-1046.

Onn, A., Tseng, J. E., Herbst, R. S. (2001). Thalidomide, Cyclooxygenase-2,
and Angiogenesis: Potential for Therapy. Clin Cancer Res, 7(11):3311-3313.
Palomer, A., Perez, J. J., Navea, S., Llorens, O., Pascual, J., Garcia, L.,
Mauleon, D. (2000). Modeling Cyclooxygenase Inhibition. Implication of
Active Site Hydration on The Selectivity of Ketoprofen Analogues. J Med

Chem 2000, 43(11):2280-2284.

339



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Panigrahy, D., Kaipainen, A., Greene, E. R., Huang, S. (2010). Cytochrome
P450-Derived Eicosanoids: The Neglected Pathway in Cancer. Cancer And
Metastasis Reviews, 29(4):723-735.

Phillis, J. W., Horrocks, L. A., Farooqui, A. A. (2006). Cyclooxygenases,
Lipoxygenases, and Epoxygenases in CNS: Their Role and Involvement in
Neurological Disorders. Brain Research Reviews, 52(2):201-243.

Raffa, D., Migliara, O., Maggio, B., Plescia, F., Cascioferro, S., Cusimano, M.
G., Tringali, G., Cannizzaro, C., Plescia, F. (2010). Pyrazolobenzotriazinone
Derivatives as COX Inhibitors: Synthesis, Biological Activity, and Molecular-
Modeling Studies. Archiv Der Pharmazie, 343(11-12):631-638.

Rao, P. N. P., Chen, Q.-H., Knaus, E. E. (2005). Synthesis and Biological
Evaluation of 1,3-Diphenylprop-2-yn-1-ones as Dual Inhibitors of
Cyclooxygenases and Lipoxygenases. Bioorg Med Chem Lett, 15(21):4842-
4845.

Rao, P. P. N., Kabir, S. N., Mohamed, T. (2010). Nonsteroidal Anti-
Inflammatory Drugs (NSAIDS): Progress in Small Molecule Drug
Development. Pharmaceuticals, 3(5):1530-1549.

Reddy, M. V. R., Billa, V. K., Pallela, V. R., Mallireddigari, M. R.,
Boominathan, R., Gabriel, J. L., Reddy, E. P. (2008). Design, Synthesis, and
Biological Evaluation of 1-(4-Sulfamylphenyl)-3-trifluoromethyl-5-indolyl
Pyrazolines as Cyclooxygenase-2 (COX-2) and Lipoxygenase (LOX)
Inhibitors. Bioorgan Med Chem, 16(7):3907-3916.

Rehse, K., Steege, J. (2005). Synthesis and Antiplatelet Activity of New
Imidazole-4-carboxylic Acid Derivatives. Archiv Der Pharmazie 2005,

338(11):539-547.

340



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Renard, J.-F. O., Arslan, D., Garbacki, N., Pirotte, B., De Leval, X. (2009).
Pyridine Analogues of Nimesulide: Design, Synthesis, and In Vitro And In
Vivo Pharmacological Evaluation as Promising Cyclooxygenase 1 and 2
Inhibitors. J Med Chem, 52(19):5864-5871.

Rosati, O., Curini, M., Marcotullio, M. C., Macchiarulo, A., Perfumi, M.,
Mattioli, L., Rismondo, F., Cravotto, G. (2007). Synthesis, Docking Studies
and  Anti-Inflammatory  Activity of  4,5,6,7-Tetrahydro-2H-indazole
Derivatives. Bioorgan Med Chem, 15(10):3463-3473.

Sampaio, E. P., Carvalho, D.S., Nery, J.A.C., Lopes, U.G., Sarno, E.N. (2006).
Thalidomide: An Overview of Its Pharmacological Mechanisms of Action.
Anti-Inflammatory & Anti-Allergy Agents in Medicinal Chemistry, 5:71-77.

San Juan, A. A., Cho, S. J., Cho, H. (2006). HQSAR Study Of Microsomal
Prostaglandin E, Synthase (mPGES-1) Inhibitors. B Korean Chem Soc,
27(10):1531-1536.

Sano, H., Noguchi, T., Tanatani, A., Hashimoto, Y., Miyachi, H. (2005).
Design and Synthesis of Subtype-Selective Cyclooxygenase (COX) Inhibitors
Derived from Thalidomide. Bioorgan Med Chem, 13(9):3079-3091.

Saqid, A., Karigar, C.S. (2009). Cyclooxygenase Isoforms in Health and
Disease. The Internet Journal Of Pharmacology, 7(1).

Scholz, M., Ulbrich, H. K., Dannhardt, G. (2008). Investigations Concerning
The COX/5-LOX Inhibiting and Hydroxyl Radical Scavenging Potencies of
Novel 4,5-Diaryl Isoselenazoles. Eur J Med Chem, 43(6):1152-1159.
Schwyzer, R., Feurer, M., Iselin, B. (1955) Uber Aktivierte Ester. III.
Umsetzungen Aktivierter Ester von Aminosaure und Peptid-Derivaten mit

Aminen und Aminosaureestern. Helvetica Chimica Acta., 19(10):83-91.

341



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

Selvam, C., Jachak, S. M., Thilagavathi, R., Chakraborti, A. K. (2005). Design,
Synthesis, Biological Evaluation and Molecular Docking of Curcumin
Analogues as Antioxidant, Cyclooxygenase Inhibitory and Anti-Inflammatory
Agents. Bioorg Med Chem Lett, 15(7):1793-1797.

Shamshina, J. L., Snowden, T. S. (2007). Convergent Synthesis of Potent
COX-2 Inhibitor Inotilone. Tetrahedron Lett, 48(22):3767-3769.

Sievers, E., Bart, R., Backhus, L., Lin, Y., Starnes, M., Castanos, R., Starnes,
V., Bremner, R. (2005). Evaluation of Cyclooxygenase-2 Inhibition in An
Orthotopic Murine Model of Lung Cancer for Dose-Dependent Effect. The
Journal Of Thoracic And Cardiovascular Surgery, 129(6):1242-1249.
Silverstein R. M, Bassler, G. C., Morrill, T. C. (1981) Spectrometric
Identifacation of Organic Compounds, New York, Chichester, Brisbane,
Toronto, Singapore: John Wiley & Sons., 4™ Edition.

Silverstein, R. M., Webster, F. X., Kiemle, D. J. (2005). Spectrometric
Identification of Organic Compounds, Seventh Edn. New Jersey: John Wiley &
Sons Inc., 7" Edition.

Singh, K. K., Singh, M. K., Singh, R. M. (1994). Transformation of N-
Acylaminoacetanilides and N-Benzoylglycine Hydrazides into 4-(N,N-
Dimethylaminomethylene)-2-aryl-2-oxazolin-5-ones Using Vilsmeier-Haack
Reagent And Their Reactions with Nucleophiles. Indian J Chem B,
33(12):1119-1122.

Singh, P., Mittal, A., Bhardwaj, A., Kaur, S., Kumar, S. (2008). 1-Toluene-
sulfonyl-3-[(3'-hydroxy-5'-substituted)-I"-butyrolactone]-indoles: ~ Synthesis,
COX-2 Inhibition and Anti-Cancer Activities. Bioorg Med Chem Lett 2008,

18(1):85-89.

342



114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Smith, C. J., Mckay, G. A., Fisher, M. (2008). Colorectal Cancer and
Cyclooxygenase 2 Inhibition. /nt J Clin Pract, 62(5):810-815.

Swarbrick, M. E., Beswick, P. J., Gleave, R. J., Green, R. H., Bingham, S.,
Bountra, C., Carter, M. C., Chambers, L. J., Chessell, 1. P., Clayton, N. M.
(2009). Identification of [4-[4-(Methylsulfonyl)phenyl]-6-(trifluoromethyl)-2-
pyrimidinyl] Amines and Ethers as Potent and Selective Cyclooxygenase-2
Inhibitors. Bioorg Med Chem Lett, 19(15):4504-4508.

Takadera, T., Yumoto, H., Tozuka, Y., Ohyashiki, T. (2002). Prostaglandin
E(2) Induces Caspase-Dependent Apoptosis in Rat Cortical Cells. Neurosci
Lett, 317(2):61-64.

Teismann, P., Tieu, K., Choi, D. K., Wu, D. C., Naini, A., Hunot, S., Vila, M.,
Jackson-Lewis, V., Przedborski, S. (2003). Cyclooxygenase-2 is Instrumental
in Parkinson's Disease Neurodegeneration. P Natl Acad Sci USA, 100(9):5473-
5478.

Thomsen, I., Pedersen, U., Rasmussen, P.B., Yde, B., Andersen, T.P.,
Lawesson S.0. (1983). Novel and Convenient Methods for the Preparation of
Substituted Thiophenes, Thiazoles, and 1,3,4-Thiadiazole-2(3H)-Thiones from
Bifunctional Substrates. Chemistry Letters :809-810.

Tocco, G., Freire-Moar, J., Schreiber, S. S., Sakhi, S. H., Aisen, P. S., Pasinetti,
G. M. (1997). Maturational Regulation and Regional Induction of
Cyclooxygenase-2 in Rat Brain: Implications For Alzheimer's Disease. Exp
Neurol, 144(2):339-349.

Tsai, W., Shiao, Y., Lin, S., Chiou, W., Lin, L., Yang, T., Teng, C., Wu, T.,

Yang, L. (2006). Selective COX-2 Inhibitors. Part 1: Synthesis and Biological

343



121.

122.

123.

124.

125.

126.

Evaluation of Phenylazobenzenesulfonamides. Bioorg Med Chem Lett,
16(17):4440-4443.

Velazquez, C., Rao, P. N. P., Mcdonald, R., Knaus, E. E. (2005). Synthesis and
Biological Evaluation of 3,4-Diphenyl-1,2,5-oxadiazole-2-oxides and 3,4-
Diphenyl-1,2,5-oxadiazoles as Potential Hybrid COX-2 Inhibitor/Nitric Oxide
Donor Agents. Bioorgan Med Chem, 13(8):2749-2757.

Wang, J. L., Limburg, D., Graneto, M. J., Springer, J., Hamper, J. R. B., Liao,
S., Pawlitz, J. L., Kurumbail, R. G., Maziasz, T., Talley, J. J. (2010). The
Novel Benzopyran Class of Selective Cyclooxygenase-2 Inhibitors. Part 2: The
Second Clinical Candidate Having A Shorter and Favorable Human Half-Life.
Bioorg Med Chem Lett, 20(23):7159-7163.

Weggen, S., Rogers, M., Eriksen, J. (2007). NSAIDS: Small Molecules for
Prevention of Alzheimer's Disease or Precursors for Future Drug
Development? Trends In Pharmacological Sciences, 28(10):536-543.

Xie, W. L., Chipman, J. G., Robertson, D. L., Erikson, R. L., Simmons, D. L.
(1991). Expression of a Mitogen-Responsive Gene Encoding Prostaglandin
Synthase is Regulated by Mrna Splicing. Proc Natl Acad Sci U S A 1991,
88(7):2692-2696.

Zanatta, S. D., Manallack, D. T., Jarrott, B., Williams, S. J. (2009). Synthesis
and Evaluation of Dithiolethiones as Novel Cyclooxygenase Inhibitors. Bioorg
Med Chem Lett, 19(2):459-461.

Zarghi, A., Arfaee, S., Rao, P. N. P, Knaus, E. E. (2006a). Design, Synthesis,
and Biological Evaluation of 1,3-Diarylprop-2-en-1-ones : A Novel Class of

Cyclooxygenase-2 Inhibitors. Bioorgan Med Chem, 14(8):2600-2605.

344



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

Zarghi, A., Ghodsi, R., Azizi, E., Daraie, B., Hedayati, M., Dadrass, O. G.
(2009a). Synthesis and Biological Evaluation of New 4-Carboxyl Quinoline
Derivatives as Cyclooxygenase-2 Inhibitors. Bioorgan Med Chem 2009,
17(14):5312-5317.

Zarghi, A., Kakhgi, S., Hadipoor, A., Daraee, B., Dadrass, O. G., Hedayati, M.
(2008). Design and Synthesis of 1,3-Diarylurea Derivatives as Selective
Cyclooxygenase (COX-2) Inhibitors. Bioorg Med Chem Lett, 18(4):1336-1339.
Zarghi, A., Najafnia, L., Daraee, B., Dadrass, O. G., Hedayati, M. (2007).
Synthesis of 2,3-Diaryl-1,3-thiazolidine-4-one Derivatives as Selective
Cyclooxygenase (COX-2) Inhibitors. Bioorg Med Chem Lett, 17(20):5634-
5637.

Zarghi, A., Zebardast, T., Daraie, B., Hedayati, M. (2009b). Design and
Synthesis of New 1,3-Benzthiazinan-4-one Derivatives as Selective
Cyclooxygenase (COX-2) Inhibitors. Bioorgan Med Chem, 17(15):5369-5373.
Zarghi, A., Zebardast, T., Hakimion, F., Shirazi, F. H., Praveen Rao, P. N.,
Knaus, E. E. (2006b). Synthesis and Biological Evaluation of 1,3-
Diphenylprop-2-en-1-ones Possessing a Methanesulfonamido or an Azido
Pharmacophore as Cyclooxygenase-1/2 Inhibitors. Bioorgan Med Chem,
14(20):7044-7050.

Zebardast, T., Zarghi, A., Daraie, B., Hedayati, M., Dadrass, O. G. (2009).
Design and Synthesis of 3-Alkyl-2-aryl-1,3-thiazinan-4-one Derivatives as
Selective Cyclooxygenase (COX-2) Inhibitors. Bioorg Med Chem Lett,
19(12):3162-3165.

Zheng, X., Oda, H., Takamatsu, K., Sugimoto, Y., Tai, A., Akaho, E., Ali, H.

I., Oshiki, T., Kakuta, H., Sasaki, K. (2007). Analgesic Agents without Gastric

345



Damage: Design and Synthesis of Structurally Simple Benzenesulfonanilide-
Type Cyclooxygenase-1-Selective Inhibitors. Bioorgan Med Chem,

15(2):1014-1021.

346



OZGECMIS

1977 yilinda Usak’ta dogdum. Ilkégrenimimi Usak Atatiirk Ilkokulunda, orta
ogrenimimi Usak Anadolu Lisesi’nde tamamladim. 1996 yilinda Ege Universitesi
Eczacilik Fakiiltesini kazandim. Baslamis oldugum lisans egitimimi 2001 yilinda
tamamladim. Ayn1 y1l Ege Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii tarafindan agilan
Farmasotik Kimya Programi Yiiksek Lisans sinavini kazandim ve ayni anabilim
dalinda yiiksek lisans programina basladim. 2001 yilinda Saghk Bilimleri
Enstitiisiinde Arastirma Gorevlisi kadrosuna atandim. Halen bu gdrevime devam
etmekteyim. 2004 yilinda Farmasotik Kimya Anabilim dali yiiksek lisans programini
tamamladim. 2005 yilinda Ege Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii tarafindan
acilan Farmasotik Kimya Doktora Programina kayitlandim. 2005-2006 yillari
arasinda doktora programina ara vererek TC Milli Savunma Bakanlig: ila¢ Fabrikasi
Komutanhigi’nda askerlik gdrevimi yerine getirdim. 2006 yilinda Ege Universitesi

Saglik Bilimler Enstitiisii Farmasotik Kimya Doktora Programina tekrar kayitlandim.

Farmasotik ve Medisinal Kimya Dernegi iiyesiyim.



	BİR GRUP AÇİLAMİNOALKANAMİT BİLEŞİĞİNİN
	BİR GRUP AÇİLAMİNOALKANAMİT BİLEŞİĞİNİN
	GİRİŞ
	TEORİK BÖLÜM
	I. SİKLOOKSİJENAZ İZOENZİMLERİ HAKKINDA GENEL BİLGİLER
	A. Araşidonik Asit Kaskatı
	B. Siklooksijenaz Yolağı
	C. Siklooksijenaz İzoenzimleri
	1. Siklooksijenaz -1 İzoformu
	2. Siklooksijenaz -2 İzoformu
	3. Siklooksijenaz -1 ve Siklooksijenaz -2 İzoenzimlerine Bağlanma

	D. Siklooksijenaz İzoenzimleri İle İlişkilendirilen Hastalıklar
	1. Nörolojik Rahatsızlıklar
	2. Çeşitli Kanser Türleri
	3. Kardiyovasküler Sistem Hastalıkları
	4. Kemikler ve Artritler

	E. Antiinflamatuvar İlaçlar
	1. Nonsteroidal Antiinflamatuvar İlaçların Sınıflandırılması
	2. Selektif Siklooksijenaz-1 İnhibitörleri
	3. Nonselektif Siklooksijenaz İnhibitörleri
	4. Tercihli Siklooksijenaz-2 İnhibitörleri
	5. Yüksek Selektiviteli Siklooksijenaz-2 İnhibitörleri
	a. Visinal Diaril Heterosiklikler 
	b. Diaril- ve Aril-Heteroaril Eterler
	c. Siklooksijenaz-2 Selektivitesini Arttırmak İçin NSAİİ’lerin Modifikasyonu İle Elde Edilen Bileşikler
	d. 1,2-Diariletilen Türevleri
	e. Antioksidan Etkili Bileşikler


	F. Talidomit

	II. YENİ SİKLOOKSİJENAZ İNHİBİTÖRÜ BİLEŞİKLERİN GELİŞTİRMESİ AMACIYLA YAPILAN ÇALIŞMALAR
	A. 2005 Yılında Yayınlanmış Çalışmalar 
	B. 2006 Yılında Yayınlanmış Çalışmalar 
	C. 2007 Yılında Yayınlanmış Çalışmalar 
	D. 2008 Yılında Yayınlanmış Çalışmalar 
	E. 2009 Yılında Yayınlanmış Çalışmalar 
	F. 2010 Yılında Yayınlanmış Çalışmalar 


	DENEYSEL BÖLÜM
	I. SENTEZLER VE SPEKTRAL BULGULAR
	A. Materyal
	B. Yöntemler
	1. Kromatografik Yöntemler
	2. Spektral Analizler
	3. Erime Derecesi Tayinleri
	4. Elementel Analizler

	C. Bileşiklerin Sentezi
	1. Benzoil Klorür ve Tiyofen-2-karbonil Klorür Bileşiklerinin Sentezi
	2. Hippürik Asit ve 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetik Asit Bileşiklerinin Sentezi
	3. Hippürik Asit Metil Esteri ve 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetik Asit Metil Esteri Bileşiklerinin Sentezi
	4. 2-Benzamidoasetamit Türevi Bileşiklerin Sentezi
	5. 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit Türevi Bileşiklerin Sentezi
	6. Metil Glisinat Hidroklorür Bileşiğinin Sentezi
	7. 2/3/4-Pikolinoil Klorür Hidroklorür Bileşiklerinin Sentezi
	8. N-2/3/4-Pikolinamidoasetik Asit Metil Esteri Bileşiklerinin Sentezi
	9. 2/3/4-Pikolinamidoasetamit Türevi Bileşiklerin Sentezi

	D. Spektral Bulgular
	NBG-A Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NBG-P Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NBG-M Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NBG-Piro Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NBG-Isp Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NBG-DM Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NTG-A Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NTG-P Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NTG-M Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NTG-Piro Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NTG-Isp Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NTG-DM Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NNG-A Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NNG-P Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NNG-M Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NNG-Piro Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NNG-Isp Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NNG-DM Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NING-A Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NING-P Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NING-M Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NING-Piro Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NING-Isp Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NING-DM Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NPG-A Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NPG-P Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NPG-M Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NPG-Piro Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NPG-Isp Bileşiğinin Spektral Bulguları
	NPG-DM Bileşiğinin Spektral Bulguları


	II. BİYOLOJİK AKTİVİTE ÇALIŞMALARI VE ELDE EDİLEN BULGULAR
	A. Materyal
	1. Biyolojik Aktivite Çalışmalarında Kullanılan Kitler, Malzemeler ve Kimyasallar
	2. Biyolojik Aktivite Çalışmalarında Kullanılan Gereçler
	3. Biyolojik Aktivite Çalışmalarında Kullanılan Çözeltiler
	a. 1 mg/ ml İnterlökin-1β Çözeltisinin Hazırlanması
	b. Örneklerin Hazırlanması
	c. Hücre Kültürü Çalışmalarında Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması
	(1). 10 Kat Konsantre Fosfat Tamponu Çözeltisinin Hazırlanması (10X PBS) 
	(2). Fosfat Tamponu Çözeltisinin Hazırlanması (1X PBS) 
	(3). Fötal Sığır Serumu (FBS) Stoğu

	d. SDS-PAGE İşlemi Sırasında Kullanılan Çözeltiler
	(1). 2X RIPA (Radyoimmunopresipitasyon Assay) Lizatlama Tamponu
	(2). SDS-PAGE 4X Ayırma Tamponu 
	(3). SDS-PAGE 4X Yığınlama Tamponu 
	(4). 4X Protein Yükleme Tamponu
	(5). 10X SDS-PAGE Yürütme Tamponu
	(6). 1X SDS-PAGE Yürütme Tamponu
	(7). %10 Amonyumpersülfat Çözeltisi (%10 AP)

	e. Western Blotlamada Kullanılan Çözeltiler
	(1). 10X Transfer Tamponu
	(2). 1X Transfer Tamponu
	(3). 1X Yıkama Tamponu
	(4). %5’lik Yağsız Süt Bloklama Ajanı

	5 g yağsız süt tozu 100 ml 1X yıkama tamponu içerisinde çözündürüldü, pH’sı 7,4’e ayarlandı. Çözelti kullanılacağı zaman taze olarak hazırlandı ve 4°C’de saklandı.


	B. Yöntem
	1. Hücre Kültürü
	a. Hücre Hattının Seçimi 
	b. Pasajlama
	c. İlaç Uygulama

	2. Hücre Lizatının Hazırlanması Ve Protein Miktar Tayini
	a. Protein Miktar Tayini
	(1). Standart Albümin Çözeltilerinin Hazırlanması ve Doğru Denkleminin Bulunması
	(2). Çalışma Reaktifinin Hazırlanması (WR)
	(3). Örneklerin Hazırlanması ve Miktarlarının Belirlenmesi 


	3. Western Blotlama
	a. Western Blotlama Protokolü
	b. SDS-PAGE
	(1). Örneklerin Jele Yüklenmesi

	c. Transfer
	d. Membrandaki Proteinlerin Görülmesi ve Bloklama
	e. İmmünoblotlama
	(1). İmmünüblotlama Basamakları
	(2). Primer Antikorlar
	(3). Görüntüleme 


	4. Prostaglandin E2 miktar tayini
	a. Örneklerin Hazırlanması
	b. Çözeltilerin Hazırlanması
	(1). Tampon Hazırlanışı
	(a) Enzim İmmuno Assay (EIA) Tamponunun Hazırlanması
	(b) Yıkama Tamponunun Hazırlanması
	(c) Prostaglandin E2 EIA Standart Çözeltisinin Hazırlanması
	(d) Prostaglandin E2 EIA Standart Serisinin Hazırlanması
	(e) Prostaglandin E2 AChE Tracer Çözeltisinin Hazırlanması
	(f) Prostaglandin E2  Monoklonal Antikor Çözeltisinin Hazırlanması


	c. Deneyin Yapılışı


	C. Biyolojik Aktivite Çalışmalarına Ait Bulgular


	TARTIŞMA
	I. SENTEZ ÇALIŞMALARI
	A. 2-Benzamidoasetamit Türevi Bileşiklerin Sentezi
	B. 2-(Tiyofen-2-Karboksamido)Asetamit Türevi Bileşiklerin Sentezi
	C. 2-Nikotinamidoasetamit, 2-İzonikotinamidoasetamit ve 2-(2-Pikolinamido)asetamit Türevi Bileşiklerin Sentezi 

	II. SPEKTRAL BULGULARIN DEĞERLENDİRİLMESİ
	A. UV Bulgularının Değerlendirilmesi
	B. IR Bulguların Değerlendirilmesi
	C. 1H NMR Bulgularının Değerlendirilmesi
	1. 2-Benzamidoasetamit Türevi Bileşiklerin 1H NMR Bulgularının Değerlendirilmesi
	2. 2-(Tiyofen-2-karboksamido)asetamit Türevi Bileşiklerin 1H NMR Bulgularının Değerlendirilmesi
	3. 2-Nikotinamidoasetamit Türevi Bileşiklerin 1H NMR Bulgularının Değerlendirilmesi
	4. 2-İzonikotinamidoasetamit Türevleri Bileşiklerin 1H NMR Bulgularının Değerlendirilmesi
	5. 2-(2-Pikolinamido)asetamit Türevi Bileşiklerin 1H NMR Bulgularının Değerlendirilmesi

	D. MASS Bulguların Değerlendirilmesi

	III. BİLEŞİKLERİN BİYOLOJİK AKTİVİTELERİN VE YAPI-AKTİVİTE İLİŞKİLERİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ
	A. Sentezi Gerçekleştirilen Bileşiklerin COX-2 İzoenzim Ekpresyonu Üzerine Olan Etkileri
	B. Sentezi Gerçekleştirilen Bileşiklerin PGE2 Biyosentezi Üzerine Olan İnhibitör Etkileri
	C. Sentezi Gerçekleştirilen Bileşiklerin Biyolojik Aktivitelerinin Yapısal Özelliklerle İlişkilendirilerek Değerlendirilmesi


	SONUÇ
	ÖZET
	SUMMARY
	KAYNAKLAR

