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OZET

KSANTIN OKSIDAZ iINHIBITORU OLARAK AZOL BENZEN
TUREVI KRISTALI

Gut, hiperirisemi ve benzeri i¢in bir terapdtik ajan veya profilaktik
ajan olarak faydali olan 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-
tetrazol-1-il)fenil] -4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin kristalleri

saglanmstir.
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ISTEMLER

1. Bir 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-1l)fenil |-4-
metil-1,3-tiyazol-5-karboksilik asit kristali

2. lstem 1’e gore kristal; buradaki kristal, buradaki kristal, bir kristal

A formuna sahiptir.

3. Istem 2°ye gore kristal; buradaki kristal, kendi toz X 1s1n1 kirmim
spektrumunda 20 kirinim agilar= 7.2°, 11.3°, 15.9°, 17.9°, 20.8°,
22.3°,23.1°, 23.8°, 24.3° ve 28.6°°de karakteristik piklere sahiptir

4. Istem 2’ye gore kristal; burada bunun toz X 1sm kirmm

spektrumu, Sekil 1°de gosterilen bir paterne sahiptir.

5. Istem 2°ye gore kristal,; burada bunun
termogravimetri/diferansiyel termal analizdeki eksotermik piki,

232°C’dedir.

6. Istem 1 ila 5’ten herhangi birine gore kristal ve farmasotik agidan

kabul goren bir tasiyici igeren bir farmasotik kompozisyon.

7. Terapi veya profilakside kullamim i¢in 1-5 aras1 istemlerden
herhangi birine gore bir kristal veya istem 6’ya gore bir farmasotik

kompozisyon.

8. Ksantin oksidaz ile baglantili bir hastaligin tedavi edilmesi veya

engellenmesinde kullanim i¢in 1-5 arasi istemlerden herhangi birine
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gore bir kristal veya istem 6’ya gore bir farmasotik kompozisyon.

9, Istem 8’deki gibi kullamm igin bir kristal veya farmasotik
kompozisyon; burada ksantin oksidaz 1ile iliskili hastalik, gut,
hiperirisemi, timor liziz sendromu, Uriner kalkili, hipertansiyon,
dislipidemi, diyabet, kardiyovaskuler hastaliklar, bobrek hastaliklar,
respiratuar hastaliklar, enflamatuar bagirsak hastaliklar ve otoimmiin

hastaliklarm olusturdugu gruptan segilir.
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TARIFNAME

KSANTIN OKSIDAZ iNHIiBIiTORU OLARAK AZOL BENZEN
TUREVI KRISTALI

[Teknik Saha]

Mevcut bulus, gut, hiperirisemi, timor liziz sendromu, Uiriner kalkiili,
hipertansiyon, dislipidemi, diyabet, kardivovaskiller hastaliklar, orn.,
arteryosklerozis veya kalp yetmezligi, bobrek hastaliklan, orn.,
diyabetik nefropati, respiratuar hastahklar, om., kronmk obstriktif
pulmoner hastaliklar, enflamatuar bagirsak hastaliklan veya otoimmun
hastaliklar gibi ksantin oksidaz ile iligkili hastaliklar i¢in bir terapotik
ajan veya bir profilaktik ajan olarak faydali yeni bir azol benzen

turevinin bir kristali ile 1lgilidir.

[Gegmis Teknoloji]

Ksantin oksidaz, niikleik asit metabolizmasinda hipoksantinin ksantine
ve ayrica Urik aside donlisimiinil katalize eden bir enzimdir.,

Bir ksantin oksidaz inhibitoriy, Grik asit sentezinmi inhibe ederek ksantin
oksidazin etkisi ile iliskili kandaki trik asit seviyesini dusiiriir. Yani
bir ksantin oksidaz inhibitoril, hiperiirisemi ve hiperuriseminin neden
oldugu ¢esitli hastaliklarda bir terapotik ajan olarak etkilidir. Diger
taraftan uzun siireli hiperiirisemi sonrasinda iirat kristalleri birikmesi

sonucunun neden oldugu bir klinik durum olarak gut adiyla bilinen gut



10

15

20

25

artriti ve gut tofusit vardir. Ek olarak hiperiirisemi, obezite,
hipertansiyon, dislipidemi ve diyabet veya metabolik sendromlar ile
iligkili yasam tarzi hastaliklarimin bir faktori olarak da onemli sayilir
ve son zamanlarda hiperuiriseminin, renal bozukluk, tiriner kalkuili ve
kardiyovaskuler hastaliklarin bir nisk faktori oldugu epidemiyolojik
arastirmalarla netlesmistir (The Guideline Revising Com- mittee of
Japanese Society of Gout and Nucleic Acid Metabolism, ed.,
Guideline for the management of hyperuricemia and gout, ikinci
baski, Medical Review {(2010)). Ek olarak bir ksantin oksidaz
inhibitdraniin, aktif oksijen tiirleri ile iligkili hastaliklarin, aktif oksijen
turti tiretilmesine karsi inhibe edici aktiviteyle tedavisinde, ornegin
vaskiller fonksiyonu gelistirme etkisiyle kardiyovaskiller hastaliklarin
tedavisinde faydali olmasi da beklenir (Circulation. 2006; 114: 2508-
2516).

Allopurinol ve febuksostat, hiperiirisemi i¢in bir terapotik ajan olarak
klinik olarak kullanilir ancak allopurinoliin, Stevens-Johnson
sendromu, toksik epidermal nekroliz, hepatik bozukluk ve renal
disfonksiyon gibi bir yan etkismin oldugu bildirilmistir (Nippon
Rinsho, 2003; 61, Ek. 1: 197 - 201).

Bir ksantin oksidaz inhibe edici aktiviteye sahip bir bilesik olarak
ornegin bir 2-feniltiyazol tirevi bildirilmigtir (PTL 1 1la 3).

Diger taraftan PTL 4 ve 5°te, ortasinda bir benzen halkasi olan bir
ditiyazol karboksilik asit tirevi bildirilir. Ayrica PTL 6 ve 7°de bir
bifenil tiyazol karboksilik asit tiirevi de bildirilir.

[Alint1 Listesi]
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[Patent Literatiiri]

[PTL 1] Uluslararas1 Yaym No. 92/09279

[PTL 2] Halka Ag¢ik Japon Patenti No. 2002-105067
[PTL 3] Uluslararas1 Yayin No. 96/31211

[PTL 4] Uluslararas: Yayin No. 2011/139886

[PTL 5] Uluslararas: Yayimn No. 2011/101867

[PTL 6] Uluslararas: Yayin No. 2010/018458

[PTL 7] Uluslararas: Yayin No. 2010/128163

[Bulusun Ozeti]

[ Teknik Problem]

Mevcut bulusun bir hedefi, gut, hipertirisemi, timor liziz sendromu,
uriner kalkiili, hipertansiyon, dislipidemi, diyabet, kardiyovaskiler
hastaliklar, orn., arteryosklerozis veya kalp yetmezligi, bobrek
hastaliklari, orn., diyabetik nefropati, respiratuar hastaliklar, orn.,
kronik obstriktif pulmoner hastahiklar, enflamatuar bagirsak
hastaliklar1 veya otoimmiin hastaliklar gibi ksantin oksidaz ile iligkili
hastaliklar i¢in bir terapotik ajan veya bir profilaktik ajan olarak

faydali bir yeni bilesigin bir kristalini saglamaktir.
[Problemin Coziimil]

Yukaridaki hedefle en kazangli ¢alismalarin bir sonucu olarak mevcut
kasifler, 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-il)fenil]-
4-metil-1,3-tivazol-5-karboksilik asidin (bundan boyle bir bilesik (I)
olarak da anilacaktir), kristallestirilebilecegini ve en az bir kristal

polimorf tip1 seklinde mevcut oldugunu bulmuslardir.
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Yani mevcut bulus, sunlar saglar.

[1] Bir 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-il)fenil |-
4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilik asit kristali;

[2] [1]’e gore kristal; buradaki kristal, buradaki kristal, bir kristal A
formuna sahiptir;

[3] [2]’ye gore kristal; buradaki kristal, kendi toz X 151 kirmim
spektrumunda 20 kirimim agilan= 7.2°, 11.3°, 15.9°, 17.9°, 20.8°,
22.3°,23.1°, 23.8°, 24.3° ve 28.6°"de karakteristik piklere sahiptir

[4] [2]’ve gore kristal; burada bunun toz X 1311 kirmim spektrumu,
Sekil 1’de gosterilen bir paterne sahiptir;

[S] [2]ye gOre kristal; burada bunun termogravimetri/diferansiyel
termal analizdeki eksotermik piki, 232°C’dedir;

[6] [1] ila [5]ten herhangi birine gore kristal ve farmasotik agidan
kabul goren bir tasiyici igeren bir farmasotik kompozisyon;

[7] Bir aktif muhteviyat olarak [1] ila [5]ten herhangi birine gore
kristal iceren bir ksantin oksidaz inhibitoril; ve

[8] Gut, hiperiirisemi, tumor liziz sendromu, Uriner kalkili,
hipertansiyon, dislipidemi, diyabet, kardiyovaskiller hastaliklar,
bobrek hastaliklari, respiratuar hastaliklar, enflamatuar bagirsak
hastaliklar: ve otoimmiin hastaliklarin olusturdugu gruptan segilen bir
veya daha fazla hastahikta kullamim igin olup, bir aktif muhteviyat
olarak [1] ila [5]’ten herhangi birine gore kristal igeren bir terapotik

veya profilaktik ajan.

[Bulusun Avantajli Etkileri]

Mevcut bulus, gut, hiperlirisemi, timdr liziz sendromu, firiner kalkiili,
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hipertansiyon, dislipidemi, diyabet, kardiyovaskiller hastaliklar, orn.,
arteryosklerozis veya kalp yetmezligi, bobrek hastaliklar, om.,
diyabetik nefropati, respiratuar hastaliklar, orn., kronik obstriktif
pulmoner hastaliklar, enflamatuar bagirsak hastaliklar1 veya otoimmiin
hastaliklar gibi ksantin oksidaz ile iliskili hastaliklar ig¢in terapotik
veya profilaktik ajanlar olarak faydali olan bir azol benzen turevi
kristallerini saglar. Bu kristaller, farmasotik ajan tretiminde bir aktif

farmasotik muhteviyat olarak kullanilabilir.

[Cizimlerin Kisa Ag¢iklamasi]

[Sekil 1] Sekil 1, kristal A formunun bir toz X 1s1m kirmmim

spektrumudur.

[Diuzeneklerin Agiklamasi]

"Ksantin oksidaz", hem genis anlamda, yani hipoksantinden ksantine
ve ayrica Urik aside bir oksidasyon reaksiyonunu katalize edecek bir
enzim olarak hem de dar anlamda yani ayni reaksiyonu katalize eden
enzimlerden biri olan oksidaz tipi bir ksantin oksidoreduktaz olarak
kullanilir. Mevcut bulusta, aksi belirtilmedigi siirece, "ksantin
oksidaz" toplu olarak hipoksantinin ksantine ve ayrica urik aside
oksidasyon reaksiyonunu katalize eden bir enzim adiyla amhir. Bu
reaksiyondan sorumlu olan ksantin oksidoreduktaz igerisinde oksidaz
tipi oksidoreduktaz ve dehidrogenaz tipi oksidoreduktaz olmak uizere
iki tip bulunur ve her iki tip de, mevcut bulusa ait ksantin oksidaz
igerisinde yer alir. Aksi belirtilmedigi surece “ksantin oksidaz"
"ksantin oksidaz inhibe edici aktivite”, "ksantin oksidaz inhibitori’” ve

benzerinde de yukarida tanimlananla ayni anlama gelir.
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Mevcut bulusa ait kristaller, toz X 1s1mm1 kirmim spektrumlan ve/veya
termo-gravimetri/diferansiyel termal analiz (TG/DTA) ve benzeri ile
karakterize edilir., Bu kristallerin toz X 15 kinmim (XRD)
spektrumlan, karakteristik paternler sergiler ve her bir kristal, spesifik
kirmim agis1 20 degerlerine sahiptir. Ek olarak bu kristallerin her biri,
termogravimetri/diferansiyel termal analizde (TG/DTA) kendine 6zgt
karakteristik termal davramsim sergiler.

Mevcut bulusa ait kristal A formu, kendi toz X 1sm1 kirmmim
spektrumunda 20 kirmum agilari= 7.2°, 11.3°, 15.9°, 17.9°, 20.8°,
22.3°,23.1°, 23.8°, 24.3° ve 28.6°"de karakteristik piklere sahiptir. Ek
olarak mevcut bulusa ait kristal A formunun paterni, Sekil 1°deki
kendi toz X 1simi kirmum spektrumu halindedir  ve
termogravimetri/diferansiyel termal analizde (TG/DTA) eksotermik
piki, 232°C’dedir, Kristal A formu, susuz bir kristaldir.

Burada kullamildig1r gibi  "karakteristik pikler”, her bir kristal
polimorfun toz X 1si kirtnim spektrumunda temel olarak gbdzlenen
pikler ve ayrica benzersiz pikler anlamina gelir. Kirinim agilariyla
tamimlanan mevcut bulusa ait kristaller ayrica yukarida tarif edilen
karakteristik pikler olarak gozlenenlerden baska pikler de igerir.

Toz X 1s1m1 kirmmim spektrumunda kirmmim agist 20°nin pozisyonu ve
nisp1 yogunlugu, 6l¢iim kosullara bagl olarak biraz degisebilir ve bu
ylizden 20° de biraz farklilik olsa bile bir kristal formunun kimligi,
uygun sekilde bitin spektrumun paternine gonderme yapilarak
tammmalidir. Bu tiir hata araligmda olan kristaller de mevcut bulusa
dahildir. 20 hatalar1, d6rmegin, £ 0.5° veya = (.2° araliginda olabilir. Bir
baska deyisle yukaridaki kirmmim acilartyla tanimlanan kristaller,

kirinim agilari, = 0.5° veya = 0.2° hata araliginda olanlar1 da kapsar.
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Termogravimetrik/diferansiyel termal analizde (TG/DTA) bir
"eksotermik pik" ve bir "endotermik pik", bir pikin baglangic noktasi
olan sicaklik olarak tanimlanir ve ekstrapolasyonla belirlenen
cksotermik ve endotermik baslangic sicakligi anlamina gelir.
TG/DTA’da "eksotermik pik" ve "endotermik pik", 0l¢iim kosullarina
bagh olarak biraz degiskenlik gosterebilir. Ornegin hata, £5°C veya
=2°C araliginda sayilir, Baska bit deyisle yukarndaki piklerle
tanimlanan kristaller, pikleri, + 5°C veya = 2°C hata aralifinda
olanlar1 da kapsar.

Ayrica hem toz X 1smm kirmim spektrumu hem de TG/DTA
durumunda referans bir kristal materyali, 0rmegin mevcut orneklerde
tarif edilen yontemle elde edilen her bir kristal i¢cin 0lctilen degerler ile
mevcut basvuruda aciklanan sayisal degerler arasindaki farklhilik,
olcum hatalar olarak kabul edilebilir. Yani aym kirintm agilarma
sahip ve eksotermik ve endotermik pikleri, bu tir yontemlerle
hesaplanan hata araliginda olan kristaller, mevcut bulusa ait
kristallerin kapsamina girer.

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-il)fenil ]-4-metil -
1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin bir kristal A formu, drnegin, asagida

aciklanan sentez yontemine gore sentezlenebilir.

Bilesik (A-2)’nin Sentezi

[Kim. 1]

Y2 >1\/0
Q S T m
O:N Y O,N Y!

(A-1) (A-2)
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(buradaki Y' ve Y?, bir ayirma grubunu temsil eder.) Y' ve Y ile
temsil edilen bir ayirma grubunun 6rnekleri arasinda bir halojen
atomu, bir metansulfoniloksi grubu, bir p-toliiensiilfoniloksi grubu, bir
triflorometansulfoniloksi grubu ve benzeri yer alir. Reaksiyon,
ncopentil alkolin bir bilesik (A-1) iginde bir ayima grubu Y? ile bir
baz varliginda reaksiyona sokulmasiyla bir bilesik (A-2)'nin
sentezlenmesine yonelik bir yontemdir. Kullanilacak bazin ornekleri
arasinda bir inorganik tuz, orn., sodyum hidrid, sodyum hidroksid,
potasyum hidroksid, lityum hidroksid, sodyum karbonat, potasyum
karbonat, sezyum karbonat; bir metal alkoksid, orn., sodyum etoksid,
sodyum metoksid ve potasyum t-butoksid; ve bir organik amin, orn.,
trietilamin, piriddin,  4-aminopiridin,  N-etil-N,N-diizopropilamin
(DIPEA) ve 1,8-diazabisiklo[5.4.0]-7-undesen (DBU) vyer alir.
Reaksiyon, bilesik (A-1)’e gore denk veya biraz fazla miktarda bir
bazin ve bilesik (A-1)e gore denk veva fazla miktarda neopentil
alkoliin, reaksiyon i¢in eylemsiz bir solvent igcerisinde, 0°C ile 140°C
arasinda reaksiyona sokulmasi takiben karisima, bilesik (A-1) ilave
edilmesiyle reaksiyonun genellikle 0.5 1la 16 saat sureyle 1lerlemesinin
saglanmas: surctiyle gergeklestirilir. Reaksiyon tercihen nitrojen gibi
bir eylemsiz gaz atmosferinde gergeklestirilir. Burada solvent,
ozellikle sinirli olmamakla birlikte, 6rnegin, aromatik hidrokarbonlari,
orn., benzen, toliten ve ksileni; eterleri, orn., dietil eter, tetrahidrofuran
(THF), 1,4- dioksan, 1,2-dimetoksi etan ve 1,2-dictoksi etani; halojene
hidrokarbonlar1, omn., diklorometan, 1,2- dikloroetan ve kloroformu;
N,N-dimetilformamid (DMF); N-metilpirolidon; dimetil sulfoksid

(DMSO); su; veya bunlardan olusan karisik bir solventi kapsar.
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Bilesik (A-4)’in Sentezi

[Kim. 2]
ﬁ\/o 1 >l\/o
L, o — o
O.N vl <N | O:N l S
N / o-R
(A-2) (A-3) {A-4)

(buradaki R, 1 ila 6 karbon atomuna sahip bir alkil grubunu temsil
eder.) Sentez yontemi, bilesik (A-2) ve (A-3)’lin birlestirilmesiyle bir
bilesik (A-4)’Un sentezlenmesine yonelik bir yonelik bir yontemdir.
Y' ile temsil edilen bir ayirma grubunun ornekleri arasinda bir halojen
atomu, bir metansilfoniloksi grubu, bir p-toliiensiilfoniloksi grubu ve
bir triflorometansulfoniloksi grubu yer alir. Reaksiyon, bilesik (A-2)
ve (A-3)"Un, bir bilesigi digerine denk veya ondan fazla miktarda
kullanmak suretiyle, reaksiyon igin eylemsiz bir solvent igerisinde, bir
baz ve bir gecis metal katalizord varliginda, gerektiginde bir ligand,
bir karboksilik asit ve bir monovalent veya divalent bakir tuzu ilave
edilerek oda sicakligi ile bir ger1 akis sicakligr arasinda genellikle 0.5
saat ila 2 gin streyle reaksiyona sokulmasi suretiyle gerceklestirilir.
Reaksiyon tercihen nitrojen gibi bir eylemsiz gaz atmosferinde
gergeklestirilir. Burada solvent, dzellikle simirli olmamakla birlikte
ornegin,aromatik hidrokarbonlari, 6rn., benzen, toliien ve ksileni;
eterleri, orn., dietil eter, tetrahidrofuran (THF), 1,4- dioksan, 1,2-
dimetoksi etan ve 1,2-dietoksi etani; halojene hidrokarbonlari, orn.,
diklorometan, 1,2- dikloroetan ve kloroformu; alkolleri, drn., metanol,
etanol, 2-propanol ve butanoll; N,N-dimetilformamid (DMF);, N-
metilpirolidon; dimetil sulfoksid (DMSO); su; veva bunlardan olugan

karisik bir solventi kapsar. Baz Ornekleri arasmda lityum hidrid,



10

15

20

10

sodyum hidrid, potasyum hidnd, sodyum hidroksid, potasyum
hidroksid, sodyum karbonat, potasyum karbonat, sezyum karbonat,
potasyum florid, sezyum florid, tripotasyum fosfat, sodyum asetat ve
potasyum asetat; 1 ila 6 karbon atomuna sahip bir alkoksidin bir metal
tuzu (lityum tuzu, sodyum tuzu, potasyum tuzu ve magnezyum tuzu);
| 1la 6 karbon atomuna sahip bir alkil anyonunun bir metal tuzu
(lityum tuzu, sodyum tuzu, potasyum tuzu ve magnezyum tuzu); tetra
(1 ila 4 karbon atomuna sahip alkil) amonyum tuzu (florid, klorid ve
bromid);  diizopropiletilamin;  tributilamin;  N-metilmorfolin;
diazabsikloundesen; diazabisiklooktan; ve imidazol ver alir. Gegis
metal katalizoriniin drnekleri arasinda bakir, paladyum, kobalt, demir,
rodyum, rutenyum ve iridyum yer alir. Ligand ornekler1 arasinda tri(t-
butih)fosfin, tri(sikloheksil)fosfin, t-butildisikloheksilfosfin, di(t-
butil)sikloheksilfosfin ve di(t-butil)metilfosfin yer alir. Monovalent
veya divalent bakir tuzu ornekleri arasinda bakir klorid (I), bakir
bromid (1), bakir iyodid (1), bakir asetat (I), bakir florid (II), bakir
klorid (IT), bakir bromid (II), bakir iyodid (II), bakir asetat (II),
bunlarin bir hidrati ve bunlarin bir karisimi yer alir, Karboksilik asit
ornekler1 arasinda formik asit, asetik asit, propiyonik asit, n-butirik
asit, izobutirik asit, pentanoik asit, izopentanoik asit, pivalik asit ve

trifloroasetik asit yer alir.

Bilesik (A-5)’in Sentezi

[Kim. 3]

~0 >!\/O]|/\
O o
O s - - HoN \-’:l\‘(s \ {
N / o~ N 2 o-R
A

(A-4) 1A-B)

>

R
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(buradaki R, 1 1la 6 karbon atomuna sahip bir alkil grubunu temsil
eder.) Sentez yontemi, bilesik (A-4)’Un bir nitro grubunun
indirgenmesi suretiyle bir bilesik {A-5)’in sentezlenmesine yonelik bir
vontemdir. Reaksiyon, bilesik (A-4)’tn, bir hidrojen gazi atmosferi
altinda, reaksiyon i¢in eylemsiz bir solvent i¢erisinde, bir gegis metal
katalizorl varliginda, oda sicakligr ile bir geri akis sicakhigi arasmda,
genellikle 0.5 saat 1la 2 giin sureyle reaksiyona sokulmasi suretiyle
gergeklestirilir. Burada solvent, ozellikle siirlt olmamakla birlikte,
ornegin aromatik hidrokarbonlari, orn., benzen, toliien ve ksileni;
eterleri, orn., dietil eter, tetrahidrofuran (THF), 1,4-dioksan, 1,2-
dimetoksi etan ve 1,2-dietoksi etani; halojene hidrokarbonlari, orn.,
diklorometan, 1,2-dikloroetan ve kloroformu; alkolleri, 6rn., metanol,
etanol, 2-propanol ve butanolil; N,N-dimetilformamidi (DMF); N-
metilpirolidonu; dimetil sulfoksidi (DMSO); etil asetati; ve bunlardan
olusan karisik bir solventi kapsar. Gegis metal katalizoriiniin tercih
edilen ornekleri arasinda paladyum-karbon, paladyum-hidroksid,

paladyum karasi, platinyum-karbon, Raney nikeli ve benzeri yer alir.
Bilesik (A-6)’nin Sentezi; 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-
tetrazol-1-il)fenil]-4-metil-1,3-tivazol-5-karboksilik asidin bir alkil

esteri

[Kim. 4]
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(buradaki R ve R' birbirinden bagimsiz olarak 1 ila 6 karbon atomuna
sahip bir alkil grubunu temsil eder.) Sentez yontemi, bilesik (A-5)’in
bir ortoformat ve bir azid bilesigi ile reaksiyona sokulmasi suretiyle
bir tetrazol halkasmin sentezlenmesine yonelik bir yontemdir.
Reaksiyon, bilesik (A-5), bir ortoformat ve bir azid bilesiginin,
bilesiklerden birini denk veya fazla miktarda kullanmak suretiyle,
reaksiyon i¢in eylemsiz bir solvent iginde, bir asit varliginda, oda
sicakligi ile bir geri akis sicakligi arasinda, genellikle 0.5 saat ila 2
glin stireyle reaksiyona sokulmas: suretiyle gergeklestirilir. Reaksiyon
tercthen nitrojen gibi  bir eylemsiz gaz atmosferi altinda
gergeklestirilir. Ortoformat ornekleri arasinda trimetil ortoformat ve
trietil ortoformat yer alir. Ek olarak azid bilesiginin 6rnekler arasmda
sodyum azid ve trimetil sililazid yer alir. Kullamlacak asidin omekleri
arasinda bir organik asit, 6., formik asit ve asetik asit, bir inorganik
asit, orn., hidroklorik asit ve stlfurik asit ve bir Lewis asidi, orn.,
indiyum triflat, itterbiyum triflat, ¢inko triflat ve trikloroindiyum yer
alir. Bu reaksiyonlar i¢cin kullanilacak solvent, ozellikle smmrh
olmamakla birlikte, drnegin benzen, toliien, diklorometan, dikloroetan,
kloroform, karbon tetraklorid, dietil eter, tetrahidrofuran (THF), 1,4-
dioksan, 1,2- dimetoksi etan, 1,2-dietoksi etan, N,N-dimetilformamid
(DMF), N-metiplirolidon, dimetil siilfoksid (DMSO) ve bunlardan
olusan kansik bir solventi kapsar ve asetik asit gibi bir asit de, bir

solvent olarak kullamilabalir.

Bilesik  (I)’in  bir kristal A formunun sentezi; 2-[4-(2,2-
dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-1-il)fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-
5-karboksilik asit
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[Kim. 5]
e
JI\TD\WS/ ’40 N/\'}':@N\/\}—«O
Y N o-R 'W=N N OH
(A-7) )

(buradaki R, | ila 6 karbon atomuna sahip bir alkil grubunu temsil
eder.) Bilesik (IVin bir kristal A formu, bir bilesik (A-7)’nin bir
solvent 1gerisinde suspanse edilmesi ve suspansiyonun, sulu bir baz
cozeltisi ilave edilerck hidrolize edilmesi adimmi ve reaksiyon
rtiniiniin notralize edilmesi adimini igeren bir yontemle Uretilebilir.
Ek olarak yontem ayrica notralize edilmis uriine su ilave edilmesi
adimmm ve reaksiyon ¢ozeltismin karistirildigi muteakip bir adimm da
icerebilir. Bilesik (A-7) nin siispanse edilmesi i¢in kullanilan solvent,
omegin, aromatik hidrokarbonlar, Orn., benzen, tolilenve ksileni;
eterleri, om., dietil eter, tetrahidrofuran (THF), 1,4-dioksan, 1,2-
dimetoksi etan ve 1,2-dietoksi etani; halojene hidrokarbonlari, orn.,
diklorometan, 1,2-dikloroetan ve kloroformu; alkolleri, 6rn., metanol,
etanol, 2-propanol ve butanolii; N,N-dimetilformamidi (DMF); N-
metilpirolidonu; dimetil siulfoksidi (DMSQO); suyu; ve bunlardan
olusan karisik bir solventi kapsar. Solvent tercihen bir eter, bir alkol,
su veya bunlardan olusan kangik bir solventtir.

Bilesik (A-7)’de, R tercihen 1 ila 6 karbon atomuna sahip bir alkil
grubu ve daha fazla tercihen bir etil grubudur. Burada bir alkil grubu,
bir lineer veya dalli alifatik doymus hidrokarbon grubu olarak anilir. 1

ila 6 karbon atomuna sahip bir alkil grubunun spesifik omekleri
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arasinda bir metil grubu, bir etil grubu, bir propil grubu, bir 1zopropil
grubu, bir butil grubu, bir izobutil grubu, bir tert-butil grubu, bir pentil
grubu, bir izopentil grubu ve bir heksil grubu yer alir.

Bilesik (A-7)’den bilesik (I)’e hidroliz reaksiyonu, bilesik (A-7)nin
solvent (0rnegin bilesik (A-7) miktarmmn 15 kat1 miktarda) ig¢inde
stispanse edilmesi ve sonra bilesik (A-7)'min, bilesik (A-7)’ve gore
denk veya biraz fazla miktarda bir baz ile reaksiyona sokulmasi
suretiyle ilerler. Tercih edilen bazlarin ornekleri arasinda sodyum
hidroksid, potasyum hidrid ve lityum hidroksid yer alir. Reaksiyon,
0°C ile 100°C araliginda ilerler ancak tercithen 20°C ile 30°C
araliginda gergeklestirilir. Hidroliz reaksiyonundan sonra reaksiyon
uriinil, kullamlan bazin, kullamlan baza gore denk veya biraz daha
tazla miktarda bir asit ile reaksiyona sokulmasiyla notralize edilir.
Tercih edilen bir asidin bir omegi, hidroklorik asidi kapsar.
Notralizasyon reaksivonu, 0°C ile 100°C aralifinda ilerler ancak
tercihen 0°C ila 30°C arahiinda gergeklestirilir.

Miteakiben notralize edilmis reaksiyon tirtintine, su (drnegin bilesik
(A-7) miktarinmm 5 kati miktarda) ilave edilir ve karigim, bir saat
sireyle kanstinilir ve sonra ¢okelti, filtre edilerek ¢ikanlir ve
kurutularak kristaller elde edilir. Her ne kadar solvent miktari, ilave
edilen su miktar1, karistirma kosullart ve filtreleme yoluyla ayirmaya
kadar olan suire ozellikle smirli olmasa da, bu kosullar, kristallerin
verimi, kimyasal saflik, partikiillerin ¢apr ve partikill buyiiklik
dagilmi  fizerinde etkili olabileceginden bu kosullar tercihen
birlestirilir ve amaca gore ayarlanir, Filtreleme i¢in genel bir yontem,
ornegin dogal filtreleme, basingh filtreleme, vakumlu filtreleme veya
santrifijle ayirma kullanilabilir. Kurutma i¢in genel bir ybdntem,

ornegin dogal kurutma, vakumlu kurutma, isitarak kurutma ve
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vakumlu 1sitarak kurutma kullanilabilir. Reaksiyonun ara bilesig,
sentez prosesi sirasinda gerekirse yeniden kristallestirme, yeniden
cokeltme ve ¢esitli kromatografi yontemler: gibi genel bir yontemle
saflastirilabilir.

Her n¢ kadar meveut bulusa ait kristaller, bir karakteristik toz X 1s1m
kirmim spektrumu veya termogravimetrik/diferansiyel termal analiz
(TG/DTA) yoluyla tanimlanabilse de diger kristal formlar1 mevcut
oldugunda bunlar dahil etme oranina gonderme vapilmaz. Sadece
spesifik formda bir kristal elde edildigi durumda en azindan diger
kristal formlarm dahli, bu dl¢giim yontemleriyle saptanamayacak bir
dereceye kadar kabul edilebilir. Ek olarak spesifik formda bir kristalin
bir farmasotik ajan i¢in bir aktif farmasotik muhteviyat olarak
kullamldigr durumda bu, diger kristal formlarmin dahlinin kabul
edilemeyecegi anlamina gelmez.

Mevcut bulusa ait kristaller, bir farmasotik aktif muhtevivat olarak
kullanilabilir. Ek olarak diger kristal formlarinin mevcut oldugu
durumda sadece bir kristal formu degil 1ki veya daha fazla kristal
formundan olusan bir karisim da kullanilabilir. Mevcut bulusta, iiretim
sirasinda ¢llenebilirlik, yeniden uretilebilirlik, stabilite ve depolamada
stabilite, 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-1-il)fenil]-
4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilik asit kristalleri1 elde edilmesiyle
kristal olmayanlara kiyasla avantajl hale getirilir.

Bir farmasotik kompozisyon, mevcut bulusa ait kristaller ve
farmasotik agidan kabul goren bir tasiyict kullanilarak elde edilebilir.
Mevecut bulusa ait kristaller iceren bir preparasyon, genellikle
formillasyon i¢in kullanilan katki maddeleri kullamlarak hazirlanir.
Bir kati preparasyon igin katki maddeleri ornekleri arasinda bir

eksipiyan, orn., laktoz, sakaroz, glukoz, misir nisastasi, beyaz patates
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nisastasi, kristal selilloz, hafif susuz silisik asit, sentetik alimmyum
silikat, magnezyum aliminosilikat ve kalsiyum hidrojen fosfat; bir
baglayici, orn., kristal seliloz, karboksimetil selilloz, hidroksipropil
seliloz, karboksimetilseliiloz sodyum wve polivinil pirolidon; bir
ayristiric, orn., nisasta, karboksimetilselilloz sodyum,
karboksimetilseliloz kalsiyum, kroskarmeloz sodyum ve sodyum
karboksi metil nisastasi; bir yaglayici, orn., talk ve stearik asit; bir
kaplama ajant, orn., hidroksimetilpropilseluloz,
hidroksipropilkmetilselilloz fitalat ve etilselilloz; veya bir renklendirici
ajan ver alir; bir yar kati preparasyon igin katki maddeleri arasinda bir
baz, Orn., beyaz vazelin yer alir ve bir sivi preparasyon i¢in katki
maddeleri arasinda bir solvent, 0m., etanol; bir ¢dozinirlestirict ajan,
omn., etanol; bir prezervatif, om., parahidroksibenzoat; bir tonisite
ajani, orn., glukoz; bir tamponlama ajani, ©rn., sitrik asit, bir
antioksidan, orn., L-askorbik asit; bir kiskaglama ajani, orn., EDTA;
ve bir siispanse edici ajan ve bir emillsife edici ajan, orn., polisorbat
80 yer alr.

Mevcut bulusa ait kristaller, bir kati preparasyon, bir yan kati
preparasyon ve bir sivi preparasyon gibi herhangi bir dozaj formunda
kullanilabilir ve herhangi bir uygulama formu i¢in bir preparasyon,
orn., bir oral preparasyon ve bir parenteral preparasyon (omm., bir
enjeksiyon preparasyonu, bir perkiitan preparasyon, bir oftalmik
preparasyon, bir fitil preparasyonu, bir transnazal preparasyon ve bir
inhalasyon preparasyonu) halinde kullanilabilir.

Bir aktif muhteviyat olarak mevcut bulusa ait kristaller iceren bir
farmasotik kompozisyon, bir ksantin oksidaz inhibitorii olarak veya
ksantin oksidaz ile baglantili hastaliklar, 6rn., gut, hiperiirisemi, timor

liziz sendromu, uriner kalkuli, hipertansiyon, dislipidemi, diyabet,
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kardiyovaskuler hastahklar, orn., arteryel sklerozis ve kalp yetmezligi,
bobrek hastaliklari, orn., diyabetik nefropati, respiratuar hastahklar,
orn., kronik obstriktif pulmoner hastalik, enflamatuar bagirsak
hastaliklar1 veya otoimmiun hastaliklar i¢in bir terapotik ajan veya bir
profilaktik ajan olarak kullamilabilir. Burada "profilaktik" terimi,
hastaliklardan etkilenmemis veya heniiz hastaliklarr gelistirmemis bir
kiside hastaliklarin meydana gelmesinin  veya baslamasinin
engellenmesi anlamina gelir ve "terapotik" terimi, hastaliklardan
etkilenmis veya hastaliklar1 gelistirmis olan bir kiside hastaliklarin
veya semptomlarm tedavi edilmesi, baskilanmasi veya ivilestirilmesi

anlamina gelir.

[Omekler]

[Olgtim Yontemi]
Mevcut bulusa ait kristallerin toz X 151m1 kirinimi, su kosullar altinda

oliildi

Aparat: Bruker AXS ftarafindan uretilen GADDS CS’hi D8
DISCOVER

Radyasyon kaynagi: Cu Ko, Dalga boyu: 1.541838 (10""°m), 40 kV-40
mA, gelen diiz plaka grafit monokromatorii kolimator ¢apr 300 um, 1ki

boyutlu PSPC detektoril, tarama 3 1la 40°

Mevcut bulusa ait kristallerin termogravimetrik/diferansiyel termal

analizi (TG/DTA), su kosullar altinda ol¢uldi.

Aparat: Rigaku tarafindan Uretilen TG8120 Sicaklik yikselme orani:
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10°C/dak, Atmosfer: nitrojen, Ornek kabi: aliminyum, Referans:
aliimina,

Ornekleme: 1.0 sn., Ol¢iim sicakligr araligr: 25 ila 300°C

'H-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-d, veya CDCls) dl¢ulmils olan
bilesiklere iliskin olarak kimyasal kayma (6: ppm) ve birlestirme sabiti

(I: Hz) gosterilir.

Aparat: JEOL tarafindan uiretilen JMTC-400/54/SS
Kisaltmalar, sunlart temsil eder; s=tekli, d=ikili, t=ug¢lii, q=dortli,

brs=genis tekli, m=¢coklu

[Referans Ornegi 1]
Etil  2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1 -1l)fenil ]-4-

metil-1,3-tivazol-5-karboksilatin tiretimi

(1) 1.06 g neopentil alkolin 40.0 mL toluen icerisinde suispanse
edilmesiyle hazirlanmis bir karisim, bir nitrojen atmosferi altinda
0°C’ye kadar sogutuldu ve 1.35 g t-butoksisodyum ilave edildi ve elde
edilen karisim, 0°C’de 30 dakika stireyle karistirildi. Ardindan 0°C’de
yukaridaki kariggma 2.20 g 4-bromo-1-floro-2-nitrobenzen 1lave
edildikten sonra elde edilen reaksiyon karisimi, oda sicakhgma kadar
ihtildi ve oda sicakhiginda 2 saat siureyle kanstirildi. Reaksiyon
kanisinu ¢ozeltisine su ilave edildikten sonra etil asetat kullanilarak
ozimleme yapildi. Organik katman, bir tuz ¢ozeltisi ile yikandiktan
sonra indirgenmis basing altinda kurutma ve konsantrasyon vapilarak

3.12 g 4-bromo-1-(2,2-dimetilpropoksi)-2-nitrobenzen elde edild:.
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(2) 4.18 g 4-bromo-1-(2,2-dimetilpropoksi)-2-nitrobenzene 3.04 g
potasyum bikarbonat, 63 mg paladyum klorid (II) ve 297 mg bakir
bromid (I) ilave edilerek ve karigimin 45 mL tolien igerisinde
suspanse  edilmesiyle bir suspansiyon hazirlandi.  Ardindan
siispansiyona 2.97 g etil 4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilat, 133 uL
izobutirik asit ve 333 puL di-t-butilsikloheksilfostin ilave edilerek
hazirlanms olan bir reaksiyon kansimi ¢ozeltisi, bir nitro jen atmosferi
altinda 120°C’de 14 saat sureyle 1sit1ldi. Reaksiyon karisimi ¢ozeltisi,
celite ile filtre edilerck ¢ozilmeven madde ¢ikarildi; filtrata su ilave
edildi ve etil asetat kullanilarak 6ziimleme yapildi. Organik katman,
bir tuz ¢ozeltisi ile yikand: ve sonra indirgenmis basing altinda
kurutma ve konsantrasyona tabi tutuldu, ardindan klasik bir yontemle
saflastirilarak 5.13 g etil 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-nitrofenil]-4-
metil-1,3-tiyazol-5-karboksilat elde edildi.

'H-NMR(400Mz,CDCl;) &:1.08(9H, s), 1.39(3H, t, J = 6.8Hz),
2.77(3H, s), 3.79(2H, s), 4.36(2H, q, J = 6.8Hz), 7.12(1H, d, J =
8.8Hz), 8.10(1H, dd, ] =2.0, 8.8Hz), 8.45 (1H, d, ] =2.0Hz)

(3) Bir reaksiyon ¢ozeltisi, 5.13 g etil 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-
nitrofenil]-4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilatin 50 mL etanol i¢erisinde
stispanse edilmesi ve suispansiyona, 500 mg paladyum/karbon (%10
wt) ilave edilmesiyle hazirland1 ve reaksiyon karigimi, bir hidrojen
atmosferi altinda 50°C°de 20 saat sireyle karistirldi. Reaksiyon
karisimi ¢ozeltisi filtre edildi ve filtrat, indirgenmis basing altinda
konsantre  edilerek 466 g etil  2-[3- amino-4-(2,2-
dimetilpropoksi)fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilat elde edildi.

(4) 258 g etil 2-[3-amino-4-(2,2-dimetilpropoksi)fenil]-4-metil-
1,3-tivazol-5-karboksilatin 30 mL asetik asit iginde suspanse edilmesi

ve 962 mg sodyum azid ve 2.19 g trietil ortoformat ilave edilmesiyle
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hazirlanmg bir reaksiyon kanigimi ¢ozeltisi, bir nitrojen atmosferi
altinda 70°C’de 2 saat sureyle 1sitildi. Reaksiyon karnigimi oda
sicakligima kadar sogutulduktan sonra 20 mL su ilave edildi, ardindan
klasik bir yontemle saflastinlarak 2.78 ¢ etil 2-[4-(2,2-
dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol- 1 -1l)fenil |-4-metil-1,3-tivazol-
5-karboksilat elde edildi.

'H-NMR(400Mz,CDCl;) &:1.00(9H, s), 1.393H, t, T = 6.8Hz),
2.78(3H, s), 3.82(2H, s), 4.36(2H, q, J = 6.8Hz), 7.18(1H, d, J =
8.8Hz), 8.08(1H, dd, J = 2.4, 8.8Hz), 8.42(1H, d, J = 2.4Hz), 9.19(1H,
s)

[Ornek 1]

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-ilfenil]-4-metil-

1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin bir kristal A formunun tiretimi

258 g etil 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4- tetrazol-1-
il }fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilatin 30.0 L’lik
tetrahidrofuran/metanol=1/1"den olusan karisik bir ¢ozelti igerisinde
coziindiirillmesini  takiben 6.50 mL 2 M sodyum hidroksid sulu
cozeltisi ilave edilmesi suretiyle hazirlanmig olan bir reaksiyon
karigimi ¢ozeltist, 20°C ile 30°C araliginda 3 saat siireyle karigtirild.
20°C ile 30°C arahgmda karistirilirken reaksiyon karisimi ¢ozeltisine,
6.50 mL 2 M hidroklorik asit yavas yavas ilave edildi ve ayrica 17.0
mL su da yavas yavas eklendi. Reaksiyon karisimm ¢ozeltisi, 20°C ile
30°C arahiginda bir saat sureyle kanstinldi ve filtreleme yapilarak
kristaller elde edildi. Elde edilen krstaller, 7.0 mL’lik

metanol/su=1/1"den olusan karisik bir ¢ozelti ve 7.0 mL su ile yikandi.
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Kristaller, 50°C’de vakumla kurutularak 225 g 2-[4-(2,2-
dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-il)fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-
5-karboksilik asit kristalleri elde edildi. Elde edilen kristallerin
XRD’si, Sckil 1°de gosterilmistir. Pikler, 20 kirmim agilari= 7.2°,
11.3°, 15.9°, 17.9°, 20.8°, 22.3°, 23.1°, 23.8°, 24.3° ve 28.6°°de
gozlendi. Ek olarak termogravimetri/diferansiyel termal analizde
(TG/DTA) bir eksotermik pik de, 232°C’de gbdzlendi.

'H-NMR (400Mz,DMSO-ds) 8:0.83(9H, s), 2.66(3H, s), 3.83(2H, s),
7.47(1H, d, J = 8.8Hz), 8.18(1H, dd, J = 2.4, 8.8Hz), 8.27(1H, d, ] =
2.0Hz), 9.78(1H, s), 13.40(1H, s)

[Referans Ornek 2]

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-il)fenil]-4-metil-

1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin {iretimi

307 mg etil 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4- tetrazol-1-
il }fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilatin 8.0 mL’lik
tetrahidrofuran/metanol=1/1"den olusan karisik bir ¢ozelti igerisinde
cozindiiriillmesini takiben 1.0 mL 2 M sodyum hidroksid sulu ¢ozeltisi
ilave edilmesi suretiyle hazirlannms olan bir reaksiyon karigim
cozeltisi, oda sicakliginda 3 saat slreyle karigtirildi. Reaksiyon
karisimi ¢ozeltisine 1.0 mL 2 M hidroklorik asit ilave edildikten sonra
6.0 mL su katild1 ve ardindan klasik bir yontemle saflagtirma yapilarak
244 mg of 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-1-
il)fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilik asit elde edildi.

'H-NMR(DMSO-dg) 8:0.83(9H, s), 2.66(3H, s), 3.83(2H, s), 7.47(1H,
d, J = 8.8Hz), 8.18(1H, dd, J = 2.4, 8.8Hz), 8.27(1H, d, J = 2.0Hz),
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9.78(1H, ), 13.40(1H, s)

[Referans Ornek 3]

Ksantan oksidaz inhibe edici aktivitenin dl¢iimil

(1) Test Bilesiginin Preparasyonu

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-1-1l)fenil |-4-metil-

1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin DMSO (Sigma Corporation tarafindan
uretilmistir)  1gerisinde  ¢ozinduriilmesinden  ve  boylelikle
konsantrasyonun 20 mM olmasmdan sonra ¢ozelti, konsantrasyonun,
kullamm sirasindaki amag¢ icin arzu edilen bir degere ayarlanmasi

suretiyle kullanilda.

(2) Ol¢tim Yontemi

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-il)fenil ]-4-metil -

1,3-tivazol-5-karboksilik  asidin  ksantin  oksidaz inhibe edici
aktivitesinin  degerlendirmesi, kismi modifikasyonla referansta
(Enzimatik Analiz Metodu, 1, 521-522, 1974) tarif edilen ydntemle
yapildi. Bu degerlendirme, oksidaz tipi ksantin oksidoreduktaz
aktivitesinin Olculmesi suretiyle yapildi. Asikar sekilde bir ksantin
(Sigma Co. tarafindan uretilen) ¢ozeltisi, 20 mM’lik bir sodyum
hidroksid ¢ozeltisi kullanilarak 10 mM’de hazirlandi ve sonra 100 mM
fosfat tamponu ile kanistirilarak 30 uM’ye ayarlandi. Cozeltinin 75
ul’si, 96 oyuklu plakanin her bir oyuguna ilave edildi. DMSO ile
nihai konsantrasyonun 100 kati seyreltilmis test bilesigi, her bir oyuga,
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oyuk basma 1.5 pL olacak sekilde ilave edildi. Plakanmin
kanstirnlmasindan sonra 290 nm’de absorbans, bir mikroplaka
okuyucu SPECTRA MAX Plus 384 (Molecular Devices, LLC
tarafindan tretilen) ile ol¢uldu. Miteakiben oksidaz tipi ksantin
oksidoreduktaz (yayik ayramindan, Calbiochem Novabiochem Corp.
Taratindan fretilen), 100 mM’lik bir fosfat tamponu ¢ozeltisi
kullanilarak 30.6 mU/mL’de hazirland: ve her bir oyuga, oyuk basina
73.5 uL olacak sekilde ilave edildi. Kanistirildiktan hemen sonra 290
nm’de absorbanstaki degisiklik, 5 dakika stireyle dlguildii. Test bilesigi
igermeyen DMSO ¢ozeltisinin enzim aktivitesi, %100 kontrol olarak
kullanildi ve test bilesiginin inhibe edici orami hesaplandi. Test
bilesiginin oksidaz tip1 ksantin oksidoreduktaz aktivitesi Uizerindeki
yuzde elli inhibe edici konsantrasyonu, doz-tepki egrisine oturtularak
hesapland,

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-il)fenil]-4-metil-
1,3-tivazol-5-karboksilik asidin ksantin oksidaz inhibe edici aktivitesi,

1.0 nM <1Csy < 5.0 nM 1d1.

[Referans Ornek 4]

Hipotirisemik etki (Normal Siganlar)

Hipolirisemik etki, 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-
1-ih)fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilik  asit  i¢in  dogruland.
%0.5’Lik bir metilselilloz ¢ozeltisi igerisinde siispanse edilmis bir test
bilesigi, 8 ila 9 haftalik Sprague-Dawley erkek siganlarma (Japan
Charles River Co.) bir besleme ignesi kullamilarak oral gavaj
uygulamasiyla zorla uygulandi. Uygulamadan sonraki 2nci saatte
kuyruk veninden kan alindiktan sonra plazma ayrildi. Kan 6rnegi

igerisindeki Urik asit dizeyi, Urikaz yontemiyle, bir absorpsiyon
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spektrometresi ve ayrica bir trik asit belirleme kiti (L tipt Wako UA
F: Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) kullamlarak ol¢uildi.
Hipouirisemik etki yiizdesi, su ifadeyle belirlendi:

Hipertrisemik etki yizdesi (%)= (kontrol hayvaninin tirik asit duzeyi —
test bilesigi uygulanmis hayvamn oirik asit duzeyi) x 100/kontrol

hayvanmin tirik asit dizeyi

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-1-1l)fenil |-4-metil-
1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin hem 10 mg/kg hem de 1 mg/kg’lik
dozlarda hipotrisemik etkisi, %50 veya daha fazla id:..

Yukaridaki  sonuglardan, 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3.4-
tetrazol-1-il)fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin, guclii bir
hipotrisemik etkiye sahip oldugu gosterildi.

[Ornek 5]

Uzun siireli hipotirisemik etki (Normal Siganlar)

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-1-1l)fenil]-4-metil-
1,3-tivazol-5-karboksilik asit, Sprague-Dawley erkek siganlarina,
Referans Ornek 4’tekiyle aym sekilde uygulandi. Uygulamadan 24
saat sonra kuyruk veninden kan alindiktan sonra plazma ayrildi. Kan
icerisindeki Urik asit dilzeyi, Urikaz yontemiyle, bir absorpsiyon
spektrometresi ve ayrica bir urik asit belirleme kiti (L tipi Wako UA
F: Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) kullamlarak ol¢uildii.
Hipouirisemik etki yiizdesi, su ifadeyle belirlendi:
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Hiperurisemik etki yuzdesi (%)= (kontrol hayvaninin tirik asit diizeyi —
test bilesigi uygulanmuis hayvanin tirik asit diizeyi) x 100/kontrol

hayvammn trik asit diizeyi

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-1-il)fenil |-4-metil-
1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin uygulamadan sonraki 24Uncl saatte
10 mg/kg’lik bir dozda hipourisemik etkisi, %50 veya daha fazla ve 3
mg/kg’lik bir dozda %40 veya daha fazla 1di.

Yukaridaki sonuglardan, 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-
tetrazol-1-1l)tenil]-4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin, uzun bir
zaman periyodu boyunca uzun sireli bir hipourisemik etkiye sahip

oldugu gosterildi.

[Referans Ornek 6]

Hipouirisemik etki (Hiperiirisemik beagle kopekler)

Oksonik asitle indiklenmis hiperurisemik beagle kopekte, 2-[4-(2,2-
dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol- 1 -il)fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-
5-karboksilik asidin hipotrisemik etkisi dogrulandi. %0.5°Lik bir
metilseliiloz ¢dzeltisi iginde stispanse edilmis bir test bilesigi, beagle
kopege (Kitayama labes), oral gavaj uygulamasiyla uygulandi. Bilesik
uygulanmadan once ve uygulandiktan 4 saat sonra subkiitan yoldan
potasyum oksonat (50 mg/kg) uygulandi. Uygulamadan sonraki 8inci
saatte sefalik venden kan alindiktan sonra plazma ayrildi. Plazma
ornegi i¢erisindeki Urik asit duzeyi, LC-MS/MS yontemiyle ol¢uildi ve
hipotirisemik etki viizdesi, su ifadeyle belirlendi:
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Hipotirisemik etki viizdesi (%)= (Kontrol havvanimin iirik asit diizey:

— test bilesig1 uyoulanmis hayvvanin trik asit dizevi) x 100/Kontrol

hayvaninin Urik asit duzevi

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-il)fenil |-4-metil-

1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin uygulamadan sonraki 8inci saatte 10
mg/kg’lik bir dozda hipouirisemik etkisi, %80 veya daha fazla 1di..
Yukandaki sonuglardan, mevcut bulusa ait bilesiklerin, beagle

kopekte giiclil bir hipolirisemik etkiye sahip oldugu gosterilldi.

[Referans Ornek 7]

Ksantin oksidazin doku ve plazmada uzun suireli inhibe edici etkisi.

Bu 0mege gore mevcut bulustaki "ksantin oksidaz" i¢in tek basina
oksidaz tipt ksantin oksidoreduktazin ve hem oksidaz tipt hem de
dehidrogenaz tipi ksantin oksidoreduktazin getirdigi oksidatif
reaksiyon katalize edici aktiviteler ayirt edilir. Ilki, "XO aktivitesi"dir
ve sonraki de "XOR aktivitesidir”. "Doku XO aktivitest”, "plazma XO
aktivitesi”, "doku XOR aktivitesi inhibisyonu", "doku XOR aktivitesi
inhibisyonu" ve benzerinde "XO aktivitesi" ve "XOR aktivitesi”,
yukarida tanimlananla aymi anlamlara gelir. Doku, karaciger, bobrek
ve damar1 kapsar. Ek olarak ayn1 ornekte XO aktivitesi
inhibisyonunun ve XOR aktivitesi inhibisyonunun yilzdesinin,
asagidaki sonuglara gore benzer oldugu diistniilir,

2-[4-(2,2- dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-1-il)fenil]-4-metil-
1,3-tiyazol-5-karboksilik asidin doku XO aktivitesini, doku XOR
aktivitesini ve plazma XO aktivitesini inhibe edici etkisi dogrulanda.
%0.5°Lik bir metilselilloz ¢ozeltisi igerisinde siispanse edilmig bir test

bilesigi, 7 1la 9 haftalik Sprague-Dawley erkek siganlarina (Japan



10

15

20

25

27

Charles River Co.) bir besleme ignesi kullamlarak oral gavaj
uygulamasiyla zorla uygulandi. Uygulamadan sonraki 24 veya 27nci
saatlerde abdominal ven ve dokudan kan alindi. Plazma 0Ornegi,
santrifujleme yoluyla hazirlandi.

Doku XO aktivitesi, doku XOR aktivitesi ve plazma XO aktivitest,
floresan 1zoksantopterin iiretmek i¢in pterinin her bir tip ksantin
oksodoreduktazla oksidize edildigi reaksiyondan faydalanilan pterin
bazli deneyle olguldli. Kisacast dondurulmus dokular, 1 mM
ctilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve proteaz inhibitorleri igeren
potasyum fosfat tamponu, pH 7.4 ile homojenize edilerek doku
konsantrasyonu su sekilde hazirlandr (karaciger: 25 mg/mL, bobrek:
25 mg/mL, damar: 30 mg/mL). Sonra homojenatlar, 12,000 rpm’’de
4°C’de 15 dakika sureyle santrifiijlendi. XO aktivitesi Olculiirken
doku ve plazma sUpernatam ayri ayr1 50 uM pterin ¢ozeltisi ile
37°C’de birlikte inkitbe edildi. XOR aktivitesi ©Ol¢ilirken doku
homojenatinin stipernatani, 50 uM pterin ve 50uM metilen mavisi
cozeltisi 1le 37°C’de birlikte inkiibe edildi. Bir kontrol olarak oksidaz
tipi  ksantin  oksidoresuktaz (yayik ayranindan, Calbiochem
Novabiochem Corp. tarafindan iiretilen) da pterin ¢ozeltist ile aym
sekilde inkiibe edildi. Orneklerin XO aktivitesi ve XOR aktivitesi,
kontrol ve protein konsantrasyonunun yogunluk degeriyle normalize
edilmig olan floresan yogunlugundan belirlendi.

XO aktivites1 inhibisyonunun ve XOR aktivitesi mhibisyonunun
yuzdesi, asagidaki ifadeyle belirlendi:

XO veya XOR aktivitesi inhibisyonu yiizdesi (%)= (kontrol
hayvaninin XO veya XOR aktivitesi — test bilesigi uygulanmis
hayvanin XO veya XOR aktivitesi)x100/kontrol hayvaninin XO veya
XOR aktivitesi
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Uygulamadan sonraki 27nci saatte karaciger ve bobrek XO aktiviteler

ve plazma XO aktivitesi, asagidaki tabloda gosterilmistir.

[Tablo 1]

Doku ve plazmada XO inhibe edici aktivite (uygulamadan sonraki
vaklasik 27nci saatte disseksiyonda)
Inhibisyon %’si (araca karsilik)

Doz (mg/kg) 1 10

Karaciger = %380 = %80
Bodbrek < %60 = %70
Plazma < %25 =< %40

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3 4-tetrazol-1-1lfeml]-4-metil-
1,3-tiyazol-5-karboksilik asit, ilag uygulamasindan 27 saat sonra
karacigerde 10 mg/kg’lik dozda kontrol hayvanina kiyasla %80 veya
tizern XO aktivitesini inhibe etti.

Mevcut bilesik, ilag uygulamasindan 27 saat sonra bobrekte 10
mg/kg’lik dozda kontrol hayvanma kiyasla %70 veya tizeri XO
aktivitesini inhibe etti.

Mevcut bilesik, ilag uygulamasindan 27 saat sonra plazmada 10
mg/kg’lik dozda kontrol hayvanina kiyasla %40 veya uizeri XO
aktivitesini inhibe etti.

Mevcut bilesik, ilag uygulamasindan 27 saat sonra karacigerde 1
mg/kg’lik dozda kontrol hayvanmmna kivasla %80 veya tzeri XOR
aktivitesini inhibe etti.

Mevcut bilesik, ilag uygulamasindan 27 saat sonra bobrekte 1
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mg/kg’lik dozda kontrol hayvanmmna kiyasla %60 veya uizeri XOR
aktivitesini inhibe etti.
Mevcut bilesik, ilag uygulamasindan 27 saat sonra plazmada 1
mg/kg’lik dozda kontrol hayvanina kiyasla %25 veya uizeri XO
aktivitesini inhibe etti.
Ek olarak uygulamadan sonraki 24uncti saatte damar XOR inhibe

edici aktivite de asagidaki tabloda gosterilmektedir.

[Tablo 2]

Dokuda XOR inhibe edici aktivite (uygulamadan sonraki 24inciy
saatte disseksiyonda)

[nhibisyon %’si (araca karsilik)

Doz (mg/kg) 1 10
Karaciger < %80 < %80
Damar =< %30 = %50

2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol- 1-ilfenil]-4-metil-
1,3-tiyazol-5-karboksilik asit, ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra
karacigerde 10 mg/kg’lik dozda kontrol hayvanma kiyasla %80 veya
tizer1 XOR aktivitesini inhibe etti,

Mevcut bilesik, ila¢ uygulamasindan 24 saat sonra damarda 10
mg/kg’lik dozda kontrol hayvanina kiyasla %50 veya uzeri XOR
aktivitesini inhibe etti.

Mevcut bilesik, ilag uygulamasindan 24 saat sonra karacigerde |
mg/kg’lik dozda kontrol hayvanina kiyasla %80 veya uzeri XOR

aktivitesini inhibe etti.
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Mevcut bilesik, 1lag uygulamasindan 24 saat sonra damarda |
mg/kg’lik dozda kontrol hayvanmma kiyasla 930 veya uzeri XOR
aktivitesini inhibe etti.

Yukaridaki sonuglardan, mevcut bulusa ait bilesigin, XO aktivitesini
veya XOR aktivitesini uzun siireli inhibe edici bir etkiye sahip oldugu

gosterildi.

[Endustriyel Uygulanabilirlik]

Mevceut bulusa ait 2-[4-(2,2-dimetilpropoksi)-3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-1-
il)fenil]-4-metil-1,3-tiyazol-5-karboksilik asit kristalleri, bir
farmasotik ajan olarak kullanilir. Ayrica bu kristaller, bir farmasotik
ajan Uretiminde bir aktif farmasotik muhtevivat olarak da

kullanmlabilir,
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SEKILLERDEKIi YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1
A = Lin (sayilar)
B = 2-Teta Olgegi
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