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Lokotrienlerin Tarihsel Kesfi

v ik olarak 1938 yilinda Feldberg ve Kellaway, kobra zehri enjekte edilen kdpek
ve maymunlarda stabil olmayan slow-reacting substance (SRS) adini verdikleri
bir molekilun varligindan s6z etmislerdir.

v' Brockelhurst 1960’larda immunolojik olarak duyarlilastiriimis  kobay
akcigerlerinden Kellaway’in calisma sonucuna benzer slow reacting substance
of anaphylaxis (SRS-A) oldugunu distndigu bir bilesik izole eder.
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SRS-A Yapi Aydinlatma

v SRS-A o donemin teknolojik sartlarinda izole edilip, saflastirilip yapisi
aydinlatilacak kadar dis ortam kosullarina dayanikl degildi. ilgili dokularda
da cok az miktarda uretiliyordu.

v 40 yil sonra teknolojinin gelisimiyle HPLC ile saflastirmasi
sonucunda UV spektroskopisi analizi sonucunda SRS-A’ da konjuge
trien yapisinin var oldugu kesfedilmistir.
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Konjuge trien yapisi




SRS-A Yapi Aydinlatma

v’ Paralel calismalar da notrofillerin, arasidonik asidi cesitli metabolitlere
donustlrdugliini ve bu metabolitlerden birinde dihidroksi grubu ile
karakteristik konjuge trien iceren bir yapinin oldugunu goéstermistir.

Arasidonik asit
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Dihidroksi grubu ile karakteristik konjuge
trien iceren bir yapi ??




SRS-A Yapi Aydinlatma

v" Samuelsson bir epoksit ara uriinii ile bu dihidroksi grubu ile karakteristik
trien yapinin (SRS-A) olustugunu ileri sirmustur.
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Dihidroksi grubu tasiyan
konjuge trien yapisi

v" Samuelsson ve ekibi 1979 yilinda SRS-A yapisini, radyoaktif isaretli
biyoprekursor ile kismi sentezler ve yapisi kismen aydinlatilir.




SRS-A Yapi Aydinlatma

v SRS-A’nin arsidonik asitten tiireyen 20 karbonlu, konjuge trien
yapisi tasiyan, sistein grubu tasiyan yapiya sahip oldugu belirlenir.
Samuelsson ve ekibi bu bilesige I6kotrien (LT) adini vermistir.

I
o - = .
Cysteine Ij;?% T I+ T
(|:OOH ' S
H.N—C—H Il
OH
éHz r Hi"j\l\/
%H T, o




SRS-A Yapi Aydinlatma

v Daha sonra Merck Frosst Montreal’in SRS yapisini tamamen aydinlatmistir.
v Buyapinin 3 molekliin karisimindan (LTC4, LTD4 ve LTE4) meydana geldigi
anlasiimistir.

Lokotrien C4 (LTC4) Lékotrien D4 (LTD4) Lokotrien E4 (LTE4)
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Arachidonic acid (1) Leukotriene A, (2)

LTA 4 hydrolase

Leukotriene Cy (LTC 4, 3) Leukotriene By (LTB, 6)

talutamyl
transpeptidase

Leukotriene Dy (LTD,, 4) Leukotriene E4 (LTE4, 5)




v’ Lokotrienlerin yapisinin aydinlatiimasi ile in vivo insan ve hayvan modellerinde
|6kotrienlerin etkilerinin arastirilmasina imkan vermistir.

Lokotrienlerin;

o Diuz kaslarda kontraksiyon

Akciger gecirgenliginde artis ve 6dem
Havayolu mukus salgisinda artis

Dz kas hipertrofisi

Artmis eosinofil ve notrofil etkinligi
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Lokotrien yapilarinin kesfedildigi donemde astim tedavisi icin sinirli
ila¢ kullanimi vard.

1) Nonspesifik bronkodilator TEOFILIN

2) Betareseptor agonisti SALBUTAMOL

3) Kortikosteroidler DEKSAMETAZON

4) Cocuklarda mast hiicresi stabilizori sodyumkromoglikonat kullanimi 6n planda




Non-spesifik bronkodilatorlerin kullanimina bagl gelisen tasikardi
Beta reseptor agonistlerinin karaciger, deri ve bobreklerde c¢esitli yan
etkiler olusturmasi

Kortikosteroidlerin adrenal fonksiyonu baskilayarak hormonal
dengesizliklere yol acabilmesi

Sodyum kromoglikatin 6zellikle cocuklarda blyime tGzerinde olumsuz
etkiler gostermesi
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Side Effect

Yan etkisi az, her yas kullanimina uygun molekil
arayisina neden olmustur!




5-LO (5-lipooksijenaz)
inhibitorleri

Lokotrienlerin
sentez inhibitorleri

Molekul Gelistirme Stratejileri

Inflammatory stimulus

Phospholipids in cell membranes

Arachidonic acid

5-LO FLAP
5-LO FLAP
inhibitors inhibitors

LTA, hydrolase LTC, synthase
LTA, hydrolase LTC, synthase
inhibitors inhibitors
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Molekul Geligtirme Stratejileri

o 5-lipooksijenaz (5-LO) inhibitorlerinin karaciger enzimlerinde artis gibi yan etkilere
neden olmasi nedeniyle kullanimi sinirh kalmistir.

o Lokotrienlere icinde en potent etkili olan Lokotrien 4 (LTD4)’lGn ve 5-lipooksijenaz
aktive edici proteinin (FLAP) inhibisyonu alternatif bir tedavi stratejisi olmustur.
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Sodyum kromoglikat FLP-55712

o FPL-55712, mast hicre stabilizori disodyum kromoglikatin daha gl¢li analoglarini belirleme
amaciyla yuruitulen bir tarama calismasi sirasinda tesadiifen kesfedilmistir.
o Lokotrien D4 reseptorlerinin yapisinin aydinlatiimasindan sonra FPL-55712"nin aslinda LTD4
reseptor antagonisti oldugu belirlenmistir.
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LTD4 inhibitérii birinci kusak antagonistler

Daha sonraki yillarda yapilan HTS (Yiiksek ¢iktih tarama) calismasi
sonucunda orta derecede etkinlik gosteren LD4 reseptor antagonisti 4-
[4-nonilfenil]-4-oxo-butanoik asit kesfedilmistir.
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4-[4-nonilfenil]-4-oxo-butanoik asit LTDA4 ile yapisal benzerlik!




LTD4 inhibitorii birinci kusak antagonistler
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FLP-55712 4-[4-nonilfenil]-4-oxo-butanoik asit

o LTD4 inhibitord oldugu bilinen her iki bilesikte de fizyolojik pH’da iyonize
olabilen karboksilik asit fonksiyonel grubu mevcut. Aktif bolgede asidik
gruplarin baglanabilecegi hidrofilik bir bolge var!

o LTD4 inhibitori oldugu bilinen her iki bilesik hidrofobik alkil zincirleri tagimaktadir.
Aktif bolgede alkil gruplarinin baglanabilecegi hidrofobik bir bolge var!!
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Varsayimsal LTD4 reseptor
baglanma modeli

Spatial Determinators

Burada dikkat edilmesi gereken nokta:
LTD4’tn esnek bir molekul olmasi nedeniyle
bu varsayimsal model LTD4 igin eksik bir model teskil ediyordu.
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ILK KUSAK BILESIKLER IGIN YAPI-AKTIVITE BULGULARI




Kromon halkasi

e )
| COOH
o"Yy"o 0~ “COOH
OH

FLP-55712 4-[4-nonilfenil]-4-oxo-butanoik asit

LTD4 ve bilinen antagonist bilesiklerden hareketle yeni
bilesikler tasarlanmistir
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Kroman halkasi metabolik stabilite agisindan
problem yaratiyor!
Ayni baglanma modunu uzaysal olarak taklit
edebilecek sekilde bir modifikasyon!

Kroman halkasi 4-okso-4-fenilbiitanoik asit grubu ile
degistirilmistir.

Ayrica oksijen yerine kiikirt veya siilfon tasiyan tirevler
tasarlanmistir. In vitro ve in vivo ¢alismalarda her iki
bilesigin de etki gosterebildigi, fakat ileri metabolizasyon
calismalarinda kukdrt tastyan yapinin vicutta kolayca
reduklendigi ve beta oksidasyona ugradigi gézlenmistir.



L-648,051

Siilfon tasiyan tiirevde (L-648,051) boyle bir sorun gézlenmemis
1986’da glivenlik acisindan dezavantajinin bulunmadigi kabul edilmis ve klinik
calismalaricin onay almistir. Uygulama sonucu viicutta kismen LTD4 inhibisyonu
gozlenmistir. Fakat antijen tarafindan indiiklenmis bronkokonstriksiyonda zayif etki!!!
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HO™ rediklenmesi ve sonrasinda B-oksidasyonu
CaHy yoluyla fenilasetik asit tiirevi bilesik olusmaktadir
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Bu dogrultuda kiikiirt tasiyan tiirevden hareketle CIJH
metabolik problemi asmak amaciyla yeni analoglar 0 /@/’ “TA"GODH
sentezlenmistir. Tasarlanan bilesikler in vivo metabolik HO 0 " g CH;
stabilite ile oral emilim agisindan degerlendirilmis ve C3Hr
metabolik stabilitesi ylksek L-649,923 kodlu bilesige L-649,923

ulasiimistir.
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0 COOH L-649,923, ilk olarak 1985 yilinda insanlar lizerinde test edilmis,
HO 0" CH; hem LTD4 kaynakli hem de antijen kaynakli bronkokonstriksiyonu
CsHy engelleme kapasitesi acisindan incelenmistir.
L-649,923

L-649,923 metabolik stabilite acisindan iyi olmasina ragmen, ylksek dozlarda
sicanlarda hepatomegali (karaciger agirliginda artis) ve karaciger enzimlerinin artisina
neden oldugu tespit edilmistir.

1000 mg oral dozda antijen tarafindan indiiklenmis bronkokonstriksiyonda etkili
olmasina ragmen, I6kotrienlere karsi erken yanitta az etkili, ge¢ yanitta etkisiz
kalmistir. Sonug olarak, klinik etkinlik yetersiz bulunmus, gelistirme durdurulmus ve
astimda LTD,4 konsepti sorgulanmaya baslanmistir.



MK-571"in kesfi

L-648,051 ve L-649,923’lin optimizasyonu ile paralel olarak Merck’in genis
bilesik koleksiyonunun taranmasi calismalari yiruttialmustar.

Haftada 20-100 bilesik secilerek ve bilesiklerin LTD4 reseptorlerine olan

etkileri test edilmistir.

LTD4’e benzer uzun alkil zinciri, konjuge 1 elektron sistemi ve polar
gruplar tasityan bilesikler seciliyordu.

Yillar icinde 10,000 den fazla bilesik test edilmistir
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ST uygulamada etkinlik gostermistir.
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Fakat L-649,923’ten daha az aktif!!

2-(2-(3-piridil)-etenil)kinolin
(Hit Bilesik)




MK-571"in kesfi

H’Jﬂ:*-*'ﬁq:] | Yapisal olarak, bu bilesigin LTD,4 reseptoriindeki trien
N T e sistemini taniyan diiz lipofilik cebe uyabilecegi ve uygun
[.ﬁ ..,:] konumlandirilmig karboksilik asit veya H-bag akseptori
N tasiyan grup ile etki potansiyelinin artirilabilecegi
2-(2-(3-piridil)-etenil)kinolin ongorilmustir.

2-hidroksifenil
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Piridin yerine fenol analoglari tasarlanmis ve 3-hidroksifenil analogunun
diger turevlere gore daha aktif oldugu gorilmistur (IC5,=0.56 pM).



3-hidroksifenil

s LD4 reseptorlerinde yiksek aktivite gostermesine ragmen, in vivo
| 1 :l i oH testlerde daha az potent bulunmus ve oral uygulanan sicanlarin
N e kan 6rneklerinde serbest ilacin ¢ok az bulundugu, cogunlukla O-

glukuronid formu tespit edilmistir.

1C5p=1 M IC5p= 0.58 pM

Fenol grubu lizerinden hazirlanan ester tiirevlerinin ise hem in vitro hem de in vivo sigan
modelinde olduk¢a potent oldugu bulunmustur. Ancak, alinan kan érneklerinde, ilaglarin
kendisi bulunmamis; bunun yerine karsilik gelen asitler tespit edilmistir.
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Aktif bolgede kinolinin 5, 6 veya 7 pozisyonuna yapilacak

0 'ﬁi _ lipofilik substitlisyonlar icin hala bir alan oldugu
” 'H‘]'H S0 garilmistiir. Bu tiir substitiisyonlarin, kinolin Gizerindeki
i potansiyel oksidatif metabolizmayi azaltabilecegi de
1C5,=0.58 uM ongorilmus; cesitli stibstitlie kinolin ve 1,4-kinazolin
analoglari hazirlanmistir.
e G
e o O 'J'HEI'#.'H' 7. konuma klor atomunun getirilmesiyle daha

yuksek aktivite saglanmis!

1C,,=39 nM
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L #:J‘ icermesi nedeniyle yapiya ikinci bir asidik zincir
Rty
eklenmistir.
1C5,=39 nM
"?" in vitro aktivitede artis saglanmis, sican ve

o maymunlarda iyi farmakokinetik 6zelliklere sahip

A 8 0 olmasina ragmen, sincap maymunu modelinde LTD4
,[ I R A | | kaynakli bronkokonstriksiyonda oral etkinligi
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beklendigi kadar yliksek olmamistir.

Yiiksek derecede plazma proteinlerine baglaniyor!!



L-660,711; MK-571
1C;,=0.8 M

Plazma proteinlerine daha az
baglanabilecek analoglar tasarlanmistir.

Karboksilik asit grubunun biri amit ile
degistiriimigtir. Bu sayede plazma proteinlerine
baglanma orani azalmistir.

Oral biyoyararlanim artmistir.




Erken ve ge¢ cevapli bronkonstriksiyonda etkili
indiiklenmis hiperreaktivitede etkinlik

Yiiksek dozda fare karacigerlerinde yara olusumu

gozlenmis, neden??
MK-571

MK-571 bir enantiomerik karisim, bu karisimi saflastirip enantiomerlerin ayri ayri
karaciger Uzerindeki etkisi incelenmistir.

L-660,018 (S-enantiyomer) L-660,019 (R-enantiyomer)
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L-660,018 (S-enantiyomer) L-660,019 (R-enantiyomer)
MK-0679

Farelerde S-enantiomer (L-668,018), MK-571'de g6zlenene benzer sekilde karaciger
agirliginda artis ve peroksizomal enzim aktivitelerinde yikselme meydana getirmistir;
buna karsin R-enantiomer (MK-0679) icin bu etkiler gozlenmemistir.




MK-0679/Verlukast

o Gunde 2 kez 250 mg Faz Il hastalarinda basarili

J*u

o Fakat hastalarin %3’iinde serum transaminaz

OoH
= - 0 ivelerind 521 .
S '__‘\{’J_L P seviyeleringe artis gozlenmig!
Cl M 5 Ii.l

‘ Guvenlik testlerini ve daha sonra 1 yil boyunca
L-660,019 (R-enantiyomer) farelerde artan dozlardaki uygulamayi basariyla
MK-0679 gecen bu molekulin hasta insanlarda bu duruma
yol agmasi tasarim ekibini disindirmustir.




MK-0679/Verlukast

Vinilik képri OoH

o
= 1 s o Farmakolojik etkide vinilik kdprinin etkisini
ot ‘ N s’“‘V’JLN" incelemek amaciyla ¢alismalara devam edilmistir.
G | Amag¢ MK-0679’da karsilasilan sorunlari ¢gozmek!

L-660,019 (R-enantiyomer)
MK-0679

OH ,I)":O OH
0 P Sll*o i m i i m/o Ell*o i
H.l._ H-'._ - H.l._

Vinil grup yerine sature gruplarin getirilmesi aktivitenin diismesine neden olmustur!
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MK-0476 / Montelukast
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o+ Oksijen koprusu tasiyan bilesik

Uzerinde bir kiikiirt atomu yerine

5 s’l)\j 0 m My i metilen getirilmis ve karbon zinciri
H.l. - .
c N s ¥ > |

tizerinde alkil siibstitiisyonu

) IC..=10 nM yapilmistir.
1C50=15 nM >0 Aktivitede artis gozlenmistir.
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m Y sﬁﬂ N = Karbon zincirine fenil kdprisiinin
el N O eklenmesiyle aktivite artmistir!
@ @ Fakat MK-0679 a gore yarilanma

omri daha kisa!!
IC5o=1.5 nM




MK-0476 / Montelukast

Yapi-aktivite },COOH
S OH

calismalari sonucunda m
optimum aktivite NZ O
saglana bilesik! O l O

COOH cooH COOH )—COOH
S )_ S _/_ s _/_ S

Bu bilesigin 4 diastereomeri bulunmaktadir. Her bir diastreomerin ayri
ayri etki profili ve farmakokinetik 6zellikleri incelendiginde, verlukast'tan
daha iyi bir sonug elde edilememistir.
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MK-0476 / Montelukast

Metil yerine etil
grubunun getirildigi
tlrevin diastereomerleri
izole edilmistir

L-695,499 L-697.008

Bu calismalarda 6zellikle S-tiyoeter (L-695,499) ve R-tiyoeter (L-697,008) izomer
cifti icerisinde R-tiyoeter tiirevi daha iyi aktivite gdostermistir.
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R-tiyoeter tiirevleri =

LWI: Liver weight increase

PEl: Peroxysomal enzyme induction

GP ICso (nM)

PEI’

~ S/KE:OOH

Et
Et
xS}N\/COOH
Me, H
\S>"\,CO-OH
H, Me
\$>“\/COOH

Me

0.1
L-697,008

araciger enzim
seviyelerinde yiikselme ve

agirhik artisi

araciger enzim
seviyelerinde yiikselme
ger tiirevlierde de devam
iyor




3 LWI: Liver weight increase
R-tiyoeter tiirevleri o : PEI: Peroxysomal enzyme induction

LTD4 binding
GP ICso (nM) PEI"

2.3 _

/SwCOOH LTD4’e baglanma yiiksek
Karaciger agirhginda
— degisiklik yok
Montelukast /S\%/COOH Peroksizomal enziminin
indiiksiyonu diisiik
MK-571 (28)
verlukast (29)




MK-0476 / Montelukast

Merck Fross’ta o zamana kadarki en iyi in vitro, in vivo profil

Squirrel monkeyde 0.001mg/kg, uygulamadan 4 saat sonra etkin sekilde inhibisyon
MK-571 ve MK-0679’dan 10 kat daha guiglii

Hem in vitro ve hem de in vivo olarak insan, koyun, kobay ve maymun dokularinda
mukemmel etki
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