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BAZI TiYAZOL TUREVLERININ SENTEZI ve AROMATAZ
INHIBISYONU ve ANTIKANSER ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Meme kanseri, diinya ¢apinda tedavisi genellikle Ostrojenin viicutta kendiliginden
sentezlenmesinin engellenmesi yoluyla yapilan, kadinlarda yaygin olarak goriilen
bir kanser tiriidiir. Aromataz, isminin de yansittigi iizere, aromatik olmayan
androjen halka sistemine aromatiklik kazandirildigi Ostrojen sentezinin son
asamasinda rol alan bir enzimdir. Tedavi amaciyla genellikle steroitler kullanilir.
Steroitlerin biiyiik yapilari, aktiviteleri ile birlikte 6nemli yan etkileri beraberinde
getirir. iste bu amagla non-steroidal tiirevlerin gelistirilmesi son yillarda iizerinde
calismaya deger bir alan haline gelmistir. Bu tip ilaglarin gelistirilmesinde esdeger
bir etkinin olugmasi i¢in aromatik halkaya bagl tiyazol tiirevleri diisliniilmiigtiir.
Aromataz enzimi ayni zamanda bir hem grubu icerdiginden buradaki demirle
kompleks yapilarak da spesifik inhibitor etki saglanabilir. Metabolizasyonun en iyi
sekle getirilmesi ve etkinin maksimum olmast i¢in tiyazol tiirevine bagh
fonksiyonel gruplar tizerinde yapilacak tiirevlendirmeler segicilik ve toksisite
acisindan Onemlidir. Calismamizda bu amagla sentezlenmis olan 2-piridil-4-
fenolsiibstitiie tiyazol tiirevlerinin, insan plasental aromataz sitokrom P450 enzimi
tizerinde molekiiler modelleme caligmalar1 yapilmis ve bunu takiben XTT &l¢iim
yontemiyle antikanser etkileri arastirilmistir. Hantzsch yontemine gore sentezlenen
tiyazol tiirevi bilesiklerimizin fiziksel analizleri ve yap1 aydinlatma ¢alismalari
yapilmustir. Reaksiyon verimleri literatiire uyum gostermis, spektral caligmalar ise
bilesiklerimizin 6ngoriilen kimyasal yapida olduklarini desteklemistir. Sentezlenen
bilesikler i¢inde 7 numarali 2-(2-piridil)-4-(4-hidroksifenil-1,3-tiyazol) bilesigi,
yapilan XTT antikanser aktivite ¢alismalari sonucu MCF7 hiicre dizisine karsi en
etkili bilesik olarak bulunmustur. Ayrica molekiiler modelleme sonuglari, yapilarin
etkinligini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser, molekiiler modelleme, tiyazol, aromataz, non-
steroidal inhibitor



EVALUATION OF ANTICANCER AND AROMATASE INHIBITION
ACTIVITY OF NEWLY SYNTHESIZED THIAZOLE DERIVATIVES

ABSTRACT

Breast cancer is a cancer type which has been treating by inhibiting of estrogen
synthesis in human body, and commonly seen in women. Aromatase, can be
thought from its name, provides an aromatic ring to a non-aromatic cycle, so that
the estrogen. Caused by important side effect feedbacks about steroid inhibitors
which was used as primary agents in breast cancer, an alternative treatment is
required. For this reason, non-steroidal inhibitors of aromatase developed consist a
thiazole ring with aromatic functional groups on both sides. Additionally, as
aromatase is a CYP450 enzyme, includes a haem group and iron. Complexion by
this iron group by a specific function group can provide specific activity. For the
optimization of drug metabolism and obtaining best activity, functional groups on
both sides of thiazole have considerable importance. In our study, 2-pyridyl -4-
phenolesubstituted thiazole derivatives which are synthesized for this aim, have
been evaluated for their anticancer activity by XTT assay. Compounds were
synthesized by Hantzsch method and physical analysis and structural determination
studies were performed. Reaction yields showed compatibility with literature and
spectral studies verified the structure of compounds compared expectations.
Among the synthesized compounds, compound 7 (showed best anticancer activity
with the XTT method by its ICso value. Furthermore, results of molecular
modelling results showed convenience to biological evaluation.

Key Words: Anticancer, molecular modelling, thiazoles, aromatase, non-steroidal
inhibitor
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GIRIS ve AMAC

Bilimin gelmis oldugu diizeye ragmen, kanser hastaligi hala insanlik i¢in ¢6ziim
bekleyen 6nemli bir problemdir. Kanser olusumu, ¢ok degisik nedenlere ve
biyokimyasal mekanizmalara baglidir. Kanser hiicrelerinini yok etmeye dayali ila¢
aragtirma gelisme c¢alismalar1 da bu mekanizmalarin  durdurulmasi1 veya
yavaglatilmasint hedeflemektedir. Meme kanseri, kanser tipleri arasinda en sik
goriilen alt tiplerden biridir ve olusumunda Ostrojen hormonunun rolii oldugu
bilinmektedir. Ostrojen hormon sentezinin son basamagini katalizleyen, aromataz
enziminin inhibisyonunu saglayan, anastrozol (I), letrozol (II) ve formestan (III)
gibi ila¢ molekiillerinin, yan etkilerine ragmen, klinikte kullanimlar1 yaygindir.
Ancak daha az yan etkiye sahip ve etkinligi yiikksek yeni molekiillerin
arastirilmasina ihtiyag vardir (Miller ve ark., 1989, Ghosh ve ark., 2009).

1\( ? N
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Sekil 1. Anastrazol, letrozol ve formestan yapilar:

Tiyazol ve fenol, resveratrol, tiazofurin, bleomisin gibi antikanserojen etkiye sahip
dogal bilesiklerin ve ila¢ molekiillerinin yapisinda sik¢a rastlanan fonksiyonel
gruplardir. Yansira, literatiirde, bu fonksiyonel gruplar1 tasiyan bilesiklerin
aromataz enzim inhibisyonlart ile ilgili kisith sayida calisma da bulunmaktadir. Bu
calismalarda, dogal bir antioksidan olan resveratroldeki etilenik kdpriiniin tiyazol
halka sistemiyle, fenol gruplarinin ise piridin gruplariyla degistirildiginde aromataz
inhibisyonu etkisinin 6000 kata kadar arttig1 tespit edilmistir. (Mayhoub ve ark.,
20122, Mayhoub ve ark., 2012°)
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Sekil 2. Resveratrol ve aromataz inhibisyonu etkisi arastirilan tiirevleri

Bu ¢aligmalarin 1s1ginda, fenol, piridin ve tiyazol halka sistemlerinin bir arada
bulundugu, antikanser etkili 2-(2,3,4-piridil)-4-(2°,3”,4’-hidroksifenil)-1,3-tiyazol
yapili yeni bilesiklerin tasarlanmasi, sentezleri, Infra Red (IR), Hidrojen Niikleer
Magnetik Rezonans (*H-NMR), Karbon 13 Niikleer Magnetik Rezonans (**C-
NMR) ve kiitle spektral yontemleri ile yapilarinin aydinlatilmasi ve aktivitelerinin
(2, 3-Bis- (2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilit (XTT)
sitotoksisite yontemi ile aragtirilmasi amaglanmistir.

1



Sentezi yapilan bilesiklerin yapilar1 Sekil 3’te verilmektedir.
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Sekil 3. Sentezlenen Bilesikler



KAYNAK BILGISI
Tiyazoller Hakkinda Genel Bilgi

Tiyazol halka sistemi, ilk kez Hantzcsh ve Weber tarafindan, o-
tiyosiyanoasetonimin yapisi izerinde yaptiklari caligmalar sirasinda tanimlanmaistir
(Hantzsch ve Weber, 1887; Weissberger, 1979). Daha sonra halka sisteminin,
penisilin ve B1 vitamini gibi énemli fizyolojik etkisi olan bilesiklerin yapisinda
bulundugu tespit edilmistir. Yanisira, diger heterosiklik halka sistemleriyle olan
benzerlikleri ve halkanin farkli farmakolojik etkinliklerde rol almasi, halka yapist
ve tiirevleri tlizerindeki c¢alismalart arttirmistir. Halka sistemi ve tiirevleri,
antifungal, antiviral, antibiyotik, antikanser gibi ¢esitli aktivitelere sahip olmakla
birlikte yakin zamanda Amerikan Gida ve lilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis simeprevir (Genotip 1 Hepatit C tedavisi), dabrafenib (ileri derece
melanoma tedavisi) gibi yeni ilaglarin yapisinda da yer almaktadir (Yong-Jin Wu,
2014).
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Sekil 4. Tiyazol iceren Dogal ve Sentetik Bazi Maddeler

Tiyazol halka sisteminin tanimlanma ve numaralandirilmasi

Hantzch ve Weber tarafindan tanimlanan tiyazol halkasi, ii¢c adet karbon, birer adet
kiikiirt ve azot atomu iceren bes iiyeli heterosiklik bir halka sistemidir ve piridin ile
tiyofene benzer elektronik ve kimyasal 6zellikleri bir arada bulundurmaktadir.

Giliniimiizde yalnizca ‘tiyazol’ denildiginde, 1,3-tiyazol izomeri anlasilmalidir.
Chemical Abstracts’a ait “The Ring Index” te kabul edilmis numaralandirma
yontemine goére bu izomer, kiikiirt atomuna birinci konum verilip baslandiktan
sonra azot atomu kii¢iik numarayi alacak sekilde numaralandirilmaktadir (Patterson
ve ark., 1960).



Sekil 5. 1,3-Tiyazol icin Gecerli Olan Numaralandirma

Halka elemanlari eski literatiirlerde, farkli arastirmacilar tarafindan farkli sistemler
ile de numaralandirilmaktadir; Hantzch ve Weber, 2, 4, 5 numarali konumlari
sirasiyla p, o ve P olarak isimlendirmislerdir (1) (Hantzch ve Weber, 1887). T.B.
Johnson, halkanin 2 numarali pozisyonuna 1 numara vererek saat yoniinde (2),
J Metzger ve arkadaglart ise azota 1 numara vererek saat yoninde (3)
numaralandirmalarin1 yapmislardir (Weissberger, 1979).
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Sekil 6. Tiyazol i¢in Yapilmis isimlendirme ve Numaralandirmalar

Tiyazol halka sisteminin kimyasal ve fizikokimyasal ozellikleri

5 iiyeli olmasina karsin, tiyazol halka sistemi; kaynama noktasi, bazlik derecesi,
suda ¢oziiniirliik, reaktivite bakimidan 6nemli 6l¢iide 6 iiyeli piridin ve pirimidine
benzemekle birlikte furan, oksazol ve pirol gibi 5 iiyeli halkalardan oldukga
farklidir (Ganapathi, 1952).

Molekiilin bag uzunluklar1 olgiildiigiinde, en kisa baglarin, 1.3 A° ile azot
atomunun komsu karbonlar ile yaptigi, en uzun olanlarin ise yaklagik 1.7 A° ile,
kiikiirt atomunun komsu karbonlarla yaptigi baglar oldugu belirlenmistir (Salah ve
ark., 2013).

Tiyazol molekiiliinde, N=C-S sistemi halkanin elektronik agidan anlamli merkezini
olusturur. Sekil 7°de tiyazol halka sisteminin rezonans yapilar1 verilmistir. Kiikiirte
gore daha az sayida eslesmemis elektron tagiyan azot, bu elektronlarini, rezonans
hibritlerine sunmaz. Bununla beraber kiikiirt (S) atomu, eslesmemis elektronlarini
halka sistemine sunarak 6 © elektronunu tamamlar ve yapinin rezonans hibritlerine
katk1 saglar. (Zagade, 2011).

N+ N: HC—N’ — N’ ‘NH

Sekil 7. Tiyazol’iin Rezonans Yapilari



Tiyazollerin genel sentez yontemleri

Tiyazol halka sistemi, 19. ylizyilin sonlar1 ve 20. ylizyilin baslarinda yapilan sentez
caligmalari ile elde edilmistir. 1887 yilinda Hantzsch ve Weber, giiniimiizde de en
stk kullanilan tiyazol sentez yontemini gerceklestirmistir (Hantzsch ve Weber,
1887). 1889°da, Prop ve arkadaslari tarafindan tiyazollerin tiirevlendirmeleri
yapilmig ve bu tiirevlerden giiniimiizde en sik rastlanan 2-aminotiyazol tiirevleri
elde edilmistir (Akbarzadeh ve ark., 2012). Daha sonra, 1910 yilinda Gabriel
tarafindan Robinson-Gabriel oksazol sentez yonteminin farkli bir uygulamasiyla
tiyazol sentezlenmistir (Gabriel, 1910). 1919 yilinda Tcherinac, a-
tiyosiyanatoketonlarin siklizasyonu ile tiyazol sentezlenmistir (Vernin, 1982).
Erlenmeyer, merkaptoketon bilesigi ile nitrillerin reaksiyonundan yine tiyazol
sentezi yapmistir. Son olarak 1949°da Cook ve Heillbron, a-aminonitril ve a-
aminoamitler ile karbondisiilfiiriin  reaksiyonundan tiyazol sentezini
gerceklestirmistir (Cook ve ark., 1949).
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Sekil 8. Tiyazol Halkas1 Olusumunun Bag Semasi

Hantzsch yonteminde; a-halokarbonil bilesikleri ile niikleofil olarak bir N-C-S
yapisi iceren tiyoamit, tiyoiire benzeri bilesikler kaynar alkol i¢inde reaksiyona
sokulur. Bu yontem, giiniimiizde de tiyazol sentezleri arasinda en ¢ok bilinen ve
kullanilan yontemdir. Yontemin genel reaksiyon semasi asagida gosterilmektedir
(Aguilar, 1994; Egan ve ark., 1968).
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Sekil 9. Hantzsch Tiyazol Sentezinin Genel Gosterimi



Gabriel yonteminde; Dakin-West yontemiyle elde edilen a-agilaminoketonlarin
esit miktarda fosforpentasiilfiir (P4S10) ile yiiksek sicaklikta reaksiyona girmesi
sonucu 2-siibstitiie, 5-siibstitiie ve 2,5-distlibstitiie alkil, aril ve alkoksi tiyazol
tiirevleri sentezlenebilmektedir (Gabriel, 1910a; Gabriel, 1910b).
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Sekil 10. Gabriel Tiyazol Sentez Semasi

Cook-Heilbron yontemi; siibstitiie 2 ve 4-aminotiyazollerin sentezi ig¢in ¢ok yonlii
bir uygulamadir. a- aminonitriller ile karbonsiilfiir, karbondisiilfiir ditiyoasit ve
esterlerinin reaksiyonuyla 5- aminotiyazollerin elde edildigi bir yontemdir.
Yontemin genel reaksiyon semasi agagida verilmistir (Cook ve ark., 1949).

R
R -H,S R H R R R 1
™N—NH, SH i NN NN N
+ I - . —_— / >\
S S N S = \ SH H,N R,
N R2 N kI:IH . 2 S

Sekil 11. Cook — Heilbron Tiyazol Sentez Semasi

Tiyazol Halka Sistemi Iceren Baz1 Bilesiklerin Farmakolojik Etkileri

Giliniimiizde kullanilmakta olan ilaglardan; abafungin, tiyabendazol (antifungal),
ritonavir, simeprevir (antiviral), sefdinir, sefepim, seftriakson, sefiksim, seftazimit
(antibiyotik), famotidin, nizatidin, ebrotidin (antihistaminik), pramipeksol (anti-
parkinson), klometiyazol (hipnotik-sedatif), meloksikam, sudoksikam (anti-
inflamatuvar), siilfatiyazol (antibakteriyel), bleomisin, tiazofurin (antikanser) gibi
bazilar, tiyazol halka sistemi icermektedirler. Tiyazol {izerinde devam eden
arastirmalara bazi 6rnekler asagida verilmistir.

Antimikrobiyal etkileri

Tiyazol halka sisteminin, penisilin yapisinda yer aldiginin Ggrenilmesi
antimikrobiyal etki ¢aligmalarinin yapilmasini tesvik etmistir. Giiniimiizde klinikte
kullanilmakta olan iiglincii kusak sefepim, seftriakson, sefiksim, seftazimit gibi
tiyazol halka sistemi igeren genis spektrumlu sefalosporinler bulunmaktadir.
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Sekil 12. Antimikrobiyal Etkisi Test Edilen Molekiiller

Holla ve arkadaslari tarafindan sentezlenen bir grup yeni 4-aril/kloroalkil-2-(2,3,5-
triklorofenil)-1,3-tiyazol tiirevinden Sekil 12°deki bilesikler E.coli ve
Pseudomonas areuginosa mikroorganizmalarina kars1 test edilmis ve etkili
bilesikler olarak tanimlanmistir (Holla ve ark., 2008).

R
M

Cl S

Sekil 13. Antimikrobiyal Etkisi Test Edilen Molekiiller

Sarojini ve arkadaslari, sentezledikleri 2-siibstitiie-4-(2,5-diklorotiyenil)-1,3-
tiyazolleri C.tropicalis ve B.subtilis’e kars1 test etmis, molekiiler modelleme
caligmalari ile antimikrobiyal etkisinin temellerini aragtirmistir. Bu ¢alismada Sekil

13’te yapist verilen molekiiller, belirtilen mikroorganizmalara kars1 etkili
bulunmustur (Sarojini ve ark., 2010).

Antifungal etkileri

Tiyazollerin antifungal etkilerinin arastirilmasi i¢in basta 2-aminotiyazol tiirevleri
olmak iizere bir¢ok ¢alisma yapilmistir (De Logu ve ark., 2005).
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Sekil 14. Antifungal Etkisi Test Edilen Tiyazol Tiirevi

Narayana ve arkadaglar tarafindan sentezlenen 5-(2-substitiie—1,3-tiyazol-5-il)-2-
alkoksibenzamit ve  5-(2-N-(substitiiearil)-1,3-tiyazol-5-il)-2-alkoksibenzamit
tiirevi bilesiklerden Sekil 14’teki bilesik, antifungal etkileri bakimindan incelenmis
ve etkili bulunmustur (Narayana ve ark., 2004).

S
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Sekil 15. Antifungal Etkisi Test Edilen Tiyazol Tiirevi

7



Logu ve arkadaslarinin 2-aminotiyazol tiirevleri lizerinde yaptiklar1 ¢alismada
Sekil 15°teki “siklohekziliden hidrazo-4-feniltiyazol” bilesiginin antifungal
etkileri, izole Candida spp. ve flukonazole direngli Candida albicans’a kars1 test
edilmistir (De Logu ve ark., 2005).

Antitiiberkiiler etkileri

CgH;OCHN
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Sekil 16. Antitiiberkiiler Etkisi Test Edilen Tiyazol Tiirevi

HCOCH,CHN

Shiradkar ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, tiyazolil triazin yapilarinin
antitiiberkiiler etkilerinin oldugu gosterilmistir (Shiradkar ve ark., 2007).
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Sekil 17. Antitiiberkiiler Etkisi Test Edilen Tiyazol Tiirevi

Aridoss ve arkadaslarinin sentezledigi tiyazol ve tiyazolidinon tiirevi bazi
bilesiklerin  antitiiberkiiler etkisi rifampisin ile karsilastirmali  olarak
degerlendirilmis ve Mycobacterium tuberculosis’e karsi inhibitor etkilerinin
oldugu tespit edilmistir (Aridoss ve ark., 2009).

Santral sinir sistemi etkileri

Mishra ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir derleme ¢alismasinda, santral sinir
sisteminde yer alan adenozin, dopamin, glutamat, gama aminobiitirik asit (GABA),
5-hidroksitriptamin (5-HT), asetilkolin, opioid ve kannabinoid reseptorler gibi
reseptorler lizerine etkili tiyazol tiirevleri tanitilmistir. Ayrica tiyazol tiirevlerinin
antikonviilzan, noroprotektif, nitrik oksit sentaz inhibitorii, anti-alzheimer gibi
etkilerinden bahsedilmistir (Mishra ve ark., 2015).
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Sekil 18. AzR Reseptor Antagonisti Etkisi Test Edilen Tiyazol Tiirevleri

Jung ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada, test ettikleri bilesikler arasinda Sekil
18’deki deki bilesiklerin adenozin AsR reseptdr antagonisti etkilerini en yiiksek
bulmustur (Jung ve ark., 2004).
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Sekil 19. AsR Antagonisti Etkisi Test Edilen 4-fenil-5-piridil-1,3-tiyazol Tiirevi

Adenozin reseptorleri tizerine yapilan bir diger tiyazol ¢alismasinda ise, 4-fenil-5-
piridil-1,3-tiyazol tiirevleri arasinda en aktif AsR antagonisti, Sekil 19°da verilen
bilesiktir (Miwatashi ve ark., 2008).
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Sekﬂ 20. Santral Sinir Sistemi Etkisi Test Edilen Tiyazol Tiirevleri

T

5-HT3 reseptor antagonistlerinin arastirildigi bir ¢aligmada, ratlarda serotonin
kaynakli bradikardi olusturma yontemiyle yapilan testler sonucu, Sekil 20°de
verilen bilesikler etkili bilesikler olarak gosterilmistir (Rosen ve ark., 1990).

Anti-inflamatuvar etkileri
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Sekil 21: Anti-inflamatuvar Etkileri Test Edilen Tiyazol Tiirevleri

Holla ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada Sekil 21°de verilen molekiil,
ratlarda ibuprofenle karsilagtirmali degerlendirilmis ve etkili bulunmustur (Holla
ve ark., 2003).

Antioksidan etkileri
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Sekil 22. Antioksidan Etkisi Test Edilen Tiyazol Tiirevi



Devasagayam ve arkadaslari, dendroin analoglari olarak bilinen 4-amino-5-
benzoil-2-(4metoksifenil amino)tiyazol tiirevleriyle yaptiklari ¢aligmada, Sekil
22’de yer alan bilesigin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini belirtmistir (De ve
ark., 2008).

Antiviral etkileri
R
R
H H
Sekil 23. Antiviral Etkisi Test Edilen 2- (N-siibstitiie)tiyoiire-1, 3-tiyazol Tiirevi

Feniltiyazoliltiyoiire tiirevleriyle yapilan bir ¢aligmada, bu grup bilesikler anti-
Insan Bagisiklik Yetmezlik Viiisii (HIV) etkili olarak tamimlanmistir. Test edilen
bilesikler iginde ICsp degeri bakimindan N-(2-fenetil)-N’-(2-tiyazolil)tiyoiire
(Sekil 23) en etkili bilesik bulunmustur (Bell ve ark., 1995).

oo
—O=T0

Sekil 24. Antiviral Etkisi Test Edilen 4- (4-klorofenil)-3-fenil-2-N- (2-pirimidinil)imin-1, 3-
tiyazolin Bilesigi

Turan-Zitouni ve arkadaslari tarafindan 3,4-diaril-3H-tiyazol-2-ilidenpirimidin-2-
il tiirevleri anti-HIV etkisi bakimindan test edilmistir. Sentezlenen bilesikler i¢inde
Sekil 24’teki bilesigin anti-HIV etkisi belirtilmistir (Turan-Zitouni ve ark., 2000).

Antikanser etkileri
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Sekil 25. Antikanser Etkisi Test Edilen 5- (2-metilbenzimidazol-1-il)-1, 3-tiyazol Tiirevi
Ramla ve arkadaglarinin yaptigi calismada Sekil 25°teki 1-siibstitiie-2-

metilbenzimidazol tiirevi bilesigin atitimor aktivitesi en yiiksek bulunmustur
(Ramla ve ark., 2006).
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Sekil 26. Antikanser Etkisi Test Edilen 4-karboksamidotiyazol Tiirevi
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Popsavin ve arkadaslarinin K562 malign hiicre dizilerine kars1 test ettigi 2-(2,3-
anhidrofuranozil)tiyazol-4-karboksamit(2',3'-anhidro tiyazofurin) tiirevleri 0.09-
0.49 uM arasinda ICsg degerleri vermistir (Popsavin ve ark., 2007).

Tiyazol halka sistemi igeren bilesiklerde test edilen etki calismalari daha genis
alanda yapilmaktadir. Antihipertansif, antiallerjik, antihelmintik, antidiyabetik,
anti-alzheimer gibi birgok alanda ¢alisilmaktadir (Kashyap ve ark., 2012).

Meme Kanseri ve Temel Tedavi Yaklasimi

Meme kanseriyle ilgili aragtirma ge¢misi, bir¢ok tiimoriin olusumu ve gelisiminin
Ostrojen bagimli mekanizmalarla yiiridiigiinii 6nermektedir (Miller, 1996). Buna
bagli olarak, dstrojen baskilanmasinin, bu kanserlerin olusumunu 6nleyebilecegini
ya da olugmus olan tiimdrlerin gerilemesini saglayabilecegini kabul edebiliriz
(Henderson ve Canellos, 1980a; Henderson ve Canellos, 1980b). Bu yaklasim,
meme kanserinin 6nlenmesinin ve hastaliktaki hormonal diizenin saglanmasinin
temelini olusturur. Gegen 25 yilda hormon terapisi; endokrin bezlerin cerrahi ve
radyasyon kullanilarak geri doniisiimsiiz tahrip edilmesinden, ilaclarla Ostrojen
sentezi ya da etkisinin geri dontisiimlii olarak engellenmesi ve boylece daha az yan
etkili yontemler gelistirilmesine kadar ilerlemistir.

5 o
- Estron Estradiol

HO Pregno]on
Kolesterol AROMATAZ
Dehldroeplandosteron
Progesteron Androstandion Testosteron

Sekil 27. Ostrojen Biyosentezi ve Aromataz Enziminin Islevi
Aromataz

Ostrojenler, steroid transformasyonlar1 sirasinda olusan son iiriinlerdir. Her
basamaktaki doniisiimler lizerinde durularak Ostrojen sentezi azaltilabilmekle
birlikte, en spesifik baskilanma son basamagin inhibe edilmesiyle gerceklesir. Bu
son basamakta androjenler ostrojene cevrilir. 3-Hidroksilasyonda, elektron dondrii
olarak  Nikotinamitadenindiniikleotitfosfat (NADPH) kullanilir. Doniistim
sirasinda, 19 numarali karbona ait metil grubunun eliminasyonu ve steroid A
halkasinin aromatiklesmesi gergeklesir (Fishman ve Goto, 1981). Bundan tek bir
enzim (aromataz) sorumludur (Means ve ark., 1989). Sitokrom P450 (CYP450) alt
tipi P450arom ve NAPDH sitokrom P450 rediiktaza sahiptir (Bulun ve Simpson,
1994). Aromatazin, 6strojen biyosentezindeki bu anahtar rolii, kabul goriir ilaglarin
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gelistirilebilmesi ve endokrin kaynakli tiimorlerde kullanilabilmesi i¢in ciddi bir
ilgi odag1 olusturmaktadir.

Aromataz inhibitorleri

Bu grup ilaclar, kimyasal yapilarina ya da etki mekanizmasina gore
smiflandirilirlar. Genel olarak; Tip I inhibitorlerin enzimin substrata hassas aktif
yoresine, Tip II inhibitorlerin ise sitokrom P450 pargasina etki ettigi bilimsel olarak
kabul edilen mekanizmalardir. Non-steroidal inhibitorler olarak anilan Tip II
inhibitorler, genelde bir azol yapisi icerir ve etkisinin hem sitokrom P450 pargasi
hem de substrat baglanma pargasi iizerinde ¢ift tarafli oldugu da diistiniilmektedir.

Steroidal Androjen substrati

CH, OH
Ekzemestan Formestan Androstandion
Non-steroidal
N~ N
NC 2N \
H NN N7
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CN
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Aminoglutetimit Letrozol Anastrozol
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Sekil 28. Farklh Gruplar Tasiyan Aromataz inhibitérleri

Tip 1 inhibitorler genellikle Tip 2 inhibitorlere gore daha secicidir. Formestan ve
ekzemestan gibi inhibitorler enzimin metabolik iligkili kismina baglandiklarinda
aktif metabolitlerine doniisiirler, geri donilistimsiiz bir baglanma gerceklesir ve
boylece enzim aslinda kendi kendini inhibe etmis olur. Bu yiizden bu tip ilaglara
intihar inhibitorler adi verilir (Johnston, 1984). Bu durumlarda enzim geri
dontisiimsiiz inaktive oldugundan, bu tip ilaglarin kullanimi1 sonrasinda bazi etkiler
goriilmeye devam edebilir. Bu durumun giderilmesi ancak yeni enzimlerin sentezi
ile miimkiindiir. Tip 2 inhibitorler ise bundan farkli olarak, enzimi geri doniisiimsiiz
olarak inhibe etmezler ve bu ylizden etkileri devamli olarak inhibitoriin ortamda
varligin1 gerektirir. Ac¢iklandigr gibi, enzimin sitokrom P450 bolgesine baglanirlar
ve hem grubundaki demirle etkilesirler (Kao ve ark., 1996). Tip 2 inhibitorlerin
baglanmalarindaki segicilik, aromatazin substrat baglanma bolgesiyle olan uyumun
kusursuzluguna ve farkliliklarina baghdir ¢iinkii, aromataza ait olan sitokrom P450
familyasinin aminoasit dizisi digerlerine oranla ciddi farkliliklar gostermektedir
(Vanden Bossche ve ark., 1994). Bu farkliliklar dikkate alinarak istenen 6zellikleri
en ¢ok saglayan bilesiklere ulasilmasinin 6nii agilacaktir (Kao ve ark., 1996).
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Prototip aromataz inhibitérleri (Birinci kusak inhibitorler)

Testololakton ve aminoglutetimit gibi bazi ilaglar aromataz inhibitorii etkileri
bilinmeden kullanilmistir (Barone ve ark., 1979; Griffithis ve ark., 1983; Lipton ve
Santen, 1973; Segaloff, 1982). Aminoglutetimitin meme kanseri {izerinde etkisi
hakkinda yapilan arastirmalarda elde edilen veriler, sliregelen ¢alismalar i¢in 1yi bir
kaynak olusturmustur. ilk kullamldig1 zamanlarda antiepileptik etkisi iizerinde
caligmalar yapilan aminoglutetimitin adrenal steroit sentezini inhibe ettiginin tespit
edilmesi iizerine meme kanserinin ileri sathalar1 i¢in bile kullanilabilecegi
Ongoriiliip tarama testlerine girmistir (Hughes, 1970).

Postmenopozal kadinlarda periferal dokularda Ostrojen sentezinde Oncii bilesik
olarak androjen olmasi, aminoglutetimitin kullanimina temel olusturmaktadir
(Griffithis ve ark., 1983). Bu ilag, steroitin sentezini durdurmak i¢in yeterli dozda
verildikten sonra, adrenal bir yetersizlikle karsilasmamak i¢in kortikoitlerle yerine
koyma terapisi yapilir (Thompson ve ark., 1974). Bunlarin disinda, bu yerine
koyma terapisinin gerekliligi Santen ve Misbin, (1981), letarji, ataksi, bulanti,
kusma gibi yan etkilerin sik bildirilmis olmas1 ve sadece plazma dstrojen seviyesini
diisiirebilmesi sebebiyle, aminoglutetimit ileri satha meme kanseri i¢in ideal bir
ilag degildir (Hughes, 1970).

Ikinci kusak inhibitorler

4-hidroksiandrostandion (4-OHA) vyani formestan, imidazol ve fadrozol
(CGS16949A), ikinci kusak inhibitorlerden steroidal ve non-steroidal olanlara
ornektir. 1970 yilinda Drs Harry ve Angela Brodie tarafindan aromataz inhibitorii
olarak sentezlenmis 200 bilesikten biri olan 4-OHA yarigsmali sekilde substrata
baglanmasinin yaninda, olusan metabolitleri enzim iizerinde geri doniistimsiiz etki
gosteren bir ilactir (Brodie ve ark., 1977; Schwarzel ve ark., 1973; Brodie ve ark.,
1981).

Plasenta mikrozomlar1 {izerinde yapilan ¢alismalara gére de aminoglutetimitten 60
kat daha etkili bulunmustur (Johnston, 1984). Bir ilacin etkisinin yalnizca tarama
testleriyle verdigi sonuglarla ispatlanamayacagi gercegine uygun olarak, bu ilag
postmenopozal kadinlarda oral yoldan istenilen biyolojik etkiyi saglamamistir
(Cunningham ve ark., 1987; Dowsett ve ark., 1989; Mac Neill ve ark., 1995;
Coombes ve ark., 1984).

Bir bagka ikinci kusak inhibitor olan fadrozol, icerdigi imidazol yapisinin katkisiyla
insan plasentas1 ve kemirgen yumurtaliginda aminoglutetimitten 400 ila 1000 kat
etkili bulunmus Bhatnagar (1987), paralel olarak etkili de bir antitiimér ajan oldugu
belirlenmistir (Schieweck ve ark., 1988). Bir dezavantaj olarak saymak gerekirse;
fadrozol yiiksek etkili olmasina ragmen yar1 6mrii kisa olan Lonning (1991) ayn1
zamanda kortizol ile aldosteron sentezini inhibe eden bir ilagtir (Demers ve ark.,
1990; Stein ve ark., 1990; Dowsett ve ark., 1994).

Uciincii kusak inhibitorler

Anastrozol, letrozol ve ekzemestan tigiincii kusak inhibitor ornekleridir. Letrozol
ve anastrozol, enzimin substrata baglanan kismiyla iyi bir uyum saglayan, diiz
aromatik halkaya sahip olan triazollerdir. Buna ek olarak, aromataz hem grubunda
bulunan demir ile koordine olan ve aromatizasyon ig¢in hidroksilleme
reaksiyonlarmi etkili bir sekilde engelleyen halka yapisinin bir kismi
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bulunmaktadir. “Hem” grubu ve aktif bolgeye baglanan kombinasyon, yliksek etki
ve hedefe daha iyi 6zgiilliik saglar. Ekzemestan, formestanla ayn1 yolla, aromatazi
inaktive eden androjen analogudur.

Uciincii kusaktaki bu ilaglar, in vitro aromataz aktivitesi degerlendirildiginde
aminoglutetimitten daha etkilidirler. Oyle ki aminoglutetimitte etki mikromolar
seviyelerdeyken bu ilaglarda nanomolar diizeyindedir. Ayrica farmakokinetik
Ozellikleri in vivo olarak daha etkilidir. Bu sayede normal bir dozu viicuttaki biitiin
aromatizasyonu bloke eder ve kan ostrojen seviyelerini diisiiriir (Lonning, 1996).
Bunlarin disinda diisiintilmesi gereken ise uzun siireli kullannm sonunda
olusturabilecegi etkilerin heniiz belirlenmemis olmasidir. Dolayisiyla bu
Ozelliklerin belirlenip en az toksik, en segici ve diisiik dozdaki ilaglarin bulunmasi
gerekmektedir.

Anastrozol

Bu triazol yapist in vivo kosullarda etkili, 1 mg dan 10 mg a kadar olan giinliik
dozlarda postmenopozal kadinlarda anlamli aromataz baskilamasi gostermistir.
Diger steroid hormonlarda saptanabilir bir degisiklik olmadan plazma &stron,
ostradiol ve Ostron siilfat, % 80 e kadar olan bir oranda azalma gostermistir. Meme
kanserli hastalarda etkili antitimor etki de gozlenmistir (Geisler ve ark., 1996).

Letrozol

Letrozol, postmenopozal kadinlarda periferal dokulardaki aromatazi etkili bir
bicimde inhibe eder ve endojen Ostrojeni baskilar (Dowsett, 1996). Cok diisiik
dozlarda bile 6stron, dstradiol ve dstron stilfat etkili bir bicimde baskilanmis ve bu
etkiler ikinci nesil inhibitorlerin kullanilmasindan sonra gozlendiginde daha iyi
sonuglar elde edilmistir (Demers, 1994). Letrozol ve fadrozoliin direkt
karsilastirilmasinda fadrozol yalnizca % 70 in ilizerinde bir orana ulasabilirken,
letrozollin incelenen tiim dozlarda (0.1-5mg/giin) plazma Ostrojen seviyesini
baskilamada ¢ok daha etkili oldugu bulunmustur (Demers, 1994).

Klinik olarak, diger endokrin terapilerine ve kemoterapiye direngli meme kanseri
hastas1 postmenopozal kadinlarda letrozol, tiimor gerilemesini saglamistir.

Letrozol, ilerleme zamani agisindan aminoglutetimidten daha giiclii bir etkiye
sahiptir (Gershanovich ve ark., 1998).

Ekzemestan

Oral alindiginda etkili olan steroidal yapili antitiimér etkili inhibitérdiir. /n vivo
caligmalarda 25 mg/giin dozu, % 98 e varan aromataz inhibisyonu yaratmaistir.
Ekzemestanin, aminoglutetimitte niikseden hastalarda &strojen seviyesini
azaltacag1 ongoriilmektedir (Johannessen ve ark., 1997).
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Cizelge 1. Bilesiklerin Aromataz Etkileri (Aromatase Inhibitors; B.J.A. Furr (Ed) isimli
kitaptan degistirilmeden alinmstir)

Plasental Meme kanseri Memeli fibroblast
mikrozomlar homojenatlan kitlvikrleri
ICx Gareli ICs Gareli ICs Gareli
(mM) kuvvet (oM kuvvet (oM kuvvet
Aminoghutetimit 3000 1 4500 1 2000 1
Anastrozel 12 250 10 450 14 570
Letmozel 12 250 2.5 1800 0.8 10000
Formestan 50 50 o 150 45 180
Ekzemestan 50 G0 15 300 3 1600
Inhibigvon(®s) Artk etki(:)
Ekzemestan 97.9 2.1
Formestan(im.) 91.9 5.1
Aminoglutetimit 0.6 9.4
Anastrozol 96.7 33
Lemozel 98.9 1.1

Resveratrol Analogu Bilesikler

Resveratroldeki cift bagin yerine 2 atomluk mesafeyi saglayan tiyazol halka
sisteminin getirilmesi ile etkinin 100 kat arttig1 ve fenil halkalarinin yerine piridin
halkalar1 getirildiginde Metiyonin (Met374) ile baglanma sonucu 6000 kat aktivite
saglandig literatiirde belirlenmistir. B halkasinin hidroksillenmesi ya da hidrojen
akseptor gruplarin eklenmesiyle aktivitede bir degisim gozlenmemistir (Mayhoub

ve ark., 2012b).
S\
N
&J?_)
B
\
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Bilgisayar yardimiyla ilag¢ tasariminda molekiiler docking, kantitatif yapi-etki
iliskileri (QSAR) ve high throughput virtual screening (HTVS) 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bu konuyla ilgili detayli bilgi ilgili kaynaklarda ayrintili olarak
aciklanmistir (Iveson ve ark., 1993; Van der wall ve ark., 1993; Wouters ve ark.,
1994). Docking yazilimlart temelde ligand-protein ya da protein-protein
etkilesimlerini gorsel olarak tanimlar ve ‘poz’ olusturur ki bu bir anlik fotograf
anlami tasir. Ikinci fonksiyon olarak ise pozlarin matematiksel islemlerle
skorlanmasini gergeklestirir. Yazilimlar arasindaki farklar bu parametrelerdeki
degiskenleri igerir. Standart yazilimlarin hemen hepsi pozlar1 tutarlilikla
Olgebilmektedir ancak skorlamalarinda farkliliklar vardir.
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Sekil 29. Resveratrol ve Biyoizosteri Bilesikler

Modelleme calismalarina X ray calismalari temel olusturur. Oyle ki Ghosh ve
arkadaslarinin aromatazin X ray kristallografisini géstermesinden sonra aromatazin
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modelleme ¢alismalar1 yapilmis ve bazilar1 asagida listelenmistir (Bulun ve
Simpson, 1994).

Awasthi ve arkadaslar1 45 dogal flavonoid bilesigi i¢in Gstrojen baglantili meme
kanserinde Karsilagtirmali Molekiil Yap1 Analizi (COMFA) teknigi ile yaptiklari
QSAR c¢alismasinda, flavonoid veri-tabanin1 tarayarak docking yontemiyle
aromataz aktivitesi Olglimlemislerdir. Bilesiklerden 7-hidroksiflavonon beta-D-
glukopiranosit en aktif bilesik olarak bulunmustur (Awasthi ve ark., 2015).

Bir baska caligmada Ferlin ve arkadaslari tarafindan sentezlenen pirolo[2, 3-
h]kinolin ve pirolo[3, 2-flkinolin tiirevlerinin aromataz CYP17 ve 22 enzimlerini
inhibe ederken letrazol standartina karst CYP11B1 ve CYP17 enzimlerini inhibe
etmediklerini  belirlemislerdir.Docking  yardimiyla aromataz  enziminin
molekiillerle etkilesimleri incelenmis ve etkilesimde rol alan aminoasitler
belirlenmistir (Ferlin ve ark., 2013a).

Favia ve arkadaslar1 bir ¢alismasinda ise aromataz inhibitorlerinin tasariminda
kullanilan bilgisayarli tekniklerini tanimlamis, 6zetlemislerdir (Favia ve ark.,

2013b).

Konu hakkinda diger ¢alismalar literatiirde bulunmaktadir. Calismalarin cogu farkli
QSAR baglantili docking calismalarint i¢cermektedir (Narayana ve ark., 2012;
Caporuscio ve ark., 2011; Dai, 2010; Roy ve Roy, 2010).
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GERECLER

Kullanilan kimyasal maddeler

Bakir-2-bromiir : Merck

Etil asetat : Sigma Aldrich
Sodyum karbonat anhidr : Sigma Aldrich
Tiyoizonikotinamit . Alfa Aesar
Tiyonikotinamit . Alfa Aesar
Pikolinonitril : Merck
2-Hidroksi asetofenon : Sigma Aldrich
3-Hidroksi asetofenon : Sigma Aldrich
4-Hidroksi asetofenon : Sigma Aldrich
Sodyum asetat trihidrat : Sigma Aldrich
Etanol : Merck

Petrol eteri :J. T. Baker
Silikajel kapl aliiminyum ITK plag : Merck

Kullanilan aletler

Erime Derecesi Aleti: Stuart Melting Point Apparatus SMP30

Elementel analiz aleti: Leco

Infrared Spektrofotometresi (IR): Perkin Elmer Spektrum Two FT-IR Spectrometer

'H-Niikleer Magnetik Rezonans Spektrometresi (NMR): Bruker 500 MHz
UltraShield NMR Spektrofotometre

13C-Niikleer Magnetik Rezonans Spektrofotometresi: Bruker 125 MHz UltraShield
NMR Spektrofotometre

Kiitle Spektrometresi (MS): Agilent 1100 MSD kiitle spektrometresi
Rotary evaporator: Heidolph
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YONTEMLER

Baslangic Maddelerinin Eldesi

2-Bromo- (2°/3°/4°’-hidroksi)asetofenon tiirevierinin eldesi (Yontem A)
O O

X CHj, 2CuBr, | N Br

|

[ = - 57) =
HO Etil asetat (¢6z.) o O/

Sekil 30. 2-Bromo- (2°/3’/4’-hidroksi)asetofenon Tiirevlerinin Eldesi

+ 2CuBr + HBr

Uygun bir hidroksiasetofenon tiirevi (0.1 mol, 13.6 g), etil asetat i¢cinde (100 ml)
CuBr2 (0.2 mol, 44.7 g) geri geviren sogutucu altinda yesil renk kaybolana kadar
yaklasik 6-8 saat 1sitilir. Karisim bir gece bekletildikten sonra olusan CuBr ¢okelegi
stiziilerek ayrilir. Etil asetat fazi suyla yikanir. Sodyum siilfat ile kurutulur ve diisiik
basing altinda ucurulur. Ham {iriin daha farkli bir temizleme islemine tabi
tutulmadan sonraki basamaklarda kullanilir (Vekariya ve Patel, 2014).

Tiyopikolinamit’in eldesi (Yontem B)

Pikolinonitril (0.1 mol, 10.4 g), dioksan (200 ml) iginde ¢ozilir. Karigima P4S1o
(0.1 mol, 44.4 g) ilave edilip 48 saat oda sicakliginda karistirilir. Karigima 500 ml
buzlu su ilave edilerek iyice karistirilir. Stiziilerek berak bir ¢ozelti elde edilir. Bu
¢ozeltinin lizerine ortam bazik olana kadar amonyak ¢ozeltisi ilave edilerek sogukta

kristallenmeye birakilir. Olusan kristaller siiziilerek alinir (Polshettiwar ve
Kaushik, 2006).

2-(2,3,4-Piridil)-4-(2°/3’/4’-hidroksifenil)-1,3-tiyazol ~ Tiirevlerinin  Eldesi
(Yontem C)

Uygun bir piridintiyoamit tiirevi (3.6 mmol, 0.5 g), 50 ml etanol igerisinde uygun
bir 2-bromo-(2°/3°/4’-hidroksi)asetofenon (3.6 mmol, 0.77g) tirevi ile oda
sicakliginda 30 dakika karigtirilir. Daha sonra geri ¢eviren sogutucu altinda 1 saat
kaynatilir. Sogutulunca olusan ¢okelek alinir, suda ¢oziiliir, doymus sodyum asetat
¢ozeltisiyle muamele edilir. Olusan ¢okelek siiziilerek alinir, kurutulur, etanolden
kristallendirilir.

S

0 @\I)LNHz S _{\\I_:/>
) X ’N%R'Z{T}

| X Br N (YLNHz . | _
[ = N g [ = —N
R R
R=2-OH, 3-OH, 4-OH N
Sekil 31. 2- (2, 3, 4-piridil)-4- (2°/3°/4’-hidroksifenil)-1, 3-tiyazol Tiirevlerinin Genel Sentez
Semasi
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Elde Edilen Bilesiklerin Analizi
Erime noktasi tayini

Tim bilesiklerin erime noktalari, toz edilmis numuneler bir ucu kapali kapiler
borulara yaklasik 0.5 cm yiiksekliginde konularak Stuart Melting Point Apparatus
SMP30 cihazinda erimeye basladiklar1 sicaklik kaydedilerek ol¢iilmiistiir.

Kromatografik analizler

Reaksiyonlar sirasinda ve sonucunda tiim bilesikler Ince Tabaka Kromatografisi
(ITK) ile analiz edilmistir. Ince tabaka kromatografisinde 20x20 ebatl, Silikajel 60
F2s4 kapli aliminyum plaklar kullanilmistir. Lekelerin belirlenmesinde ise 254 ve
366 nm dalgaboyundaki Ultra viyole (UV) lambalar1 kullanilmustir.

Elementel analiz

Kristalize bilesiklerin C, H, N ylizdelerinin analizi Leco elementel analiz cihazi
kullanilarak yapilmistir.

Infra-red (IR) spektrumlarinin alinmasi

Sentezlenen bilesiklerin IR spektrumlari, bilesikler agat havanda ince toz edildikten
sonra vakum etliviinde kurutularak direkt sikistirma yontemiyle Perkin Elmer
Spektrum Two FT-IR Spectrometer cihazinda alinmustir.

'H-NMR spektrumlarinin alinmasi

Bilesiklerin 'H-NMR  spektrumlari, 20-30 mg maddenin hekzaddtéro
dimetilsiilfoksit (DMSO-de) igindeki c¢ozeltisinde TMS internal standardi
eklenerek Bruker 500 MHz UltraShield NMR Spektrofotometre’de alinmustir.

13C-NMR spektrumlarinin alinmasi

Bilesiklerin 3C-NMR spektrumlari, Bruker 125 MHz UltraShield NMR
Spektrofotometre cihazinda alinmastir.

Kiitle spektrumlarinin alinmasi

Bilesiklerin kiitle spektrumlari, maddenin metanol’deki ¢ozeltisi kullanilarak
elektron sprey yontemiyle (EST) Agilent 1100 MSD kiitle spektrometresi cihazinda
alinmustir.

Molekiiler Modelleme Calismalari

Molekiiler modelleme calismalar1 sirasinda, X-ray kristal yapisi olarak, RCSB
protein veri bankasit Berman ve ark., (2000) iceriginde yer alan “Androstendion ile
kompleks halde bulunan insan plasental aromataz sitokrom P450 kristal yapis1”
(Pdb ID; 3EQM) Ghosh ve ark., (2009) na ait kristollografik veriler PDB
formatinda kaydedilmis ve genel kullanima sunulmustur.

Protein yapisi, docking islemlerinde kullanilan GRID dosyalarinin hazirlanmasi ve
cesitli algoritmalarla gergeklestirilen docking ve skorlama islemleri Maestro
(Schrodinger Inc, ABD) yazilim1 ve ilgili alt {niteleri ile gergeklestirilmistir.
Etkilesimin dogasinin ve olasiliklarinin incelenmesine ait grafikler ve sekiller,
Moleculer Environment Operations (MOE) (Chemical Computing Group Inc.,
Kanada) yazilimma ait 0&zel yazilim olan “Ligand-receptor contacts
(visualization+scoring) SVL” yardimiyla saglanmistir. Bilgisayar gerektiren tiim
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islemler, Istanbul Medipol Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi biinyesindeki is
istasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kullanilacak ligand setin hazirlanmasi

Bilesiklerin tiimiiniin yapist Maestro (Schrodinger Inc, ABD) program modiilleri
yardimiyla ii¢ boyutlu olarak ¢izilmistir. Yapilarinn, ligprep modiilii kullanilarak,
enerjileri minimize edilmis, pH 7 (£2) iyonize formlari, tautomerleri hazirlanmais,
tekrar eden ve tuz formunda olanlar ayiklanmistir.

Kullanilacak hedefin hazirlanmast

Protein veri bankasi i¢eriginden “Androstendion ile kompleks halde bulunan insan
plasental aromataz sitokrom P450 kristal yapisi” (Pdb ID; 3EQM) na ait
kristalografik veriler PDB formatinda indirilmistir. Takiben Maestro (Schrodinger
Inc, USA) programinin altinda bulunan “protein preparation wizard” yardimiyla
yapinin hidrojenleri eklenmis ve bag yapilar1 program yazilimina uygun olarak
tekrar diizenlenmistir. Rotasyona acik olan aminoasitlerin uygun yan zincir
pozisyonlar1 ve olasi protein i¢ci H baglar belirlendikten sonra tiim yapinin
hidrojenleri OPLS 2005 enerji parametreleri kullanilarak minimize edilmistir.

Aktif yoreye ait GRID lerin hazirlanmasi

Maestro (Schrodinger Inc, USA), Glide-Grid preperation modiilii kullanilarak aktif
yoreye ait cesitli etkilesim haritalar1 hazirlanimistir. Dosyanin hazirlanmasi
sirasinda orjinal ligand merkez noktasi olarak alimig, Van der Walls 6l¢iimleme
faktorleri yazilima 6zgii degerler kullanilarak yapilmstir.

Docking ve skorlama

Daha once hazirlanmis ligandlarin optimize edilmis GRID dosyas1 yardimi ile
Maestro (Schrodinger Inc), Glide-docking ara yiizii kullanilarak HTVS ve XP
formunda dock edilmistir. Her basamakta skorlama, maksimum docking ve
maksimum e-model skorlar1 ile 6l¢iimlenmis, artan sirada diizenlenmis ve pozlar
incelenmigstir. Son basamakta biyolojik aktivitesi belirlenmis maddeye ait secilen
poz ve hazirlanmis protein yapist pdb uzantisi ile kaydedilmistir.

Etkilesim grafikleri ve sekillerin hazirlanmast

Docking islemi sirasinda kaydedilen pdb dosyalart MOE (Chemical Computing
Group Inc., Kanada) yazilimi1 yardimiyla tekrar a¢ilmis ve olas1 bozulmalara karsin
kontrol edilmistir. Daha sonra modiil ile kullanilabilen bir 6zel yazilim olan
“Ligand-receptor contacts (visualization+scoring) SVL” yardimiyla ligand-aktif
yore arasi etkilesim olasiliklar1 ve mesafe hesaplar1 yapilmis ve yorumlanmistir.
Hesaplamalar sonucunda olusan grafikler ve etkilesimler, yiiksek ¢oziniirliiklii
resim formatinda kaydedilerek metin igerigine yerlestirilmistir.

Biyolojik Aktivite Testleri
XTT kanser hiicresi aktivite olciimii

Calisma kapsaminda sentezlenen bilesiklerin sitotoksik etkisi canli hiicrelerin
tetrazolium tuzunu, formazan boyasina doniistiirebilmesi prensibine dayanan XTT
(2, 3-Bis- (2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilit) testi
ile belirlenir. Yontemin esasi canli hiicreler tarafindan XTT’den olusturulabilen
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formazan boyasinin fotometrik Ol¢timiine dayanir. Fotometrik deger, canli
hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir.

Sitotoksisite testinde MCF7 (insan meme adenokarsinoma) ve NIH 3T3 (fare
embriyonik fibroblast) hiicre hatlar1 kullanilir. MCF7 hiicreleri fetal bovine serum
(FBS), 100 IU/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin ilave edilmis RMPI 1640
dan olusan besiyeri ortaminda, 37 °C ve % 5 CO2 de inkiibe edilir. NIH 3T3
hiicreleri ise FBS, 100 IU/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin ilave edilmis
DMEM den olusan besiyeri ortaminda, 37°C ve % 5 CO2 de inkiibe edilir. NIH
3T3 ve MCF7 hiicrelerin yeterince ¢ogalip ¢cogalmadiginin ve hiicre canliligin
degerlendirilmesi i¢in, hiicreler tripan mavisi ile boyanarak sayim yapilir. Yeterli
saytya ulasan hiicreler, 96’lik kuyucuklara her bir kuyucukta 200 pl de 50.000
hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden
sonra kuyucuklarin i¢indeki besiyeri uzaklastirilir ve gerekli seyreltmeler yapilarak
500-3, 9 pg/ml konsansantrasyonlari arasinda her bilesikten sekiz farkl
konsatrasyonda eklenir. 24 saat inkiibe edildikten sonra, Cytotox-XTT 1 Parameter
Cytotoxicity Kit (Xenometrix AG, Gewerbertrasse, Switzerland) ile NIH/3T3 ve
MCF7 hiicrelerin mitokondrial aktivitelerini ol¢mek icin sitotoksisite testi
uygulanir. Oncelikli olarak hiicreler fosfat tamponu (PBS) ile yikanir; ardindan 200
ul/kuyucuk taze hazirlanmis medyum eklenir. XTT I ve XTT II soliisyonlar1 1:100
oraninda eklenerek karistirilir. Daha sonra bu karisimdan 50 pl alinarak her
kuyucuga eklenir ve plakalar 2 saat boyunca 37°C, % 5 CO,’ de inkiibe edilir. 2
saatin sonunda kuyucuklar pipetaj yapilarak karigtirilir. Plakalarin optik densisite
(OD) degerleri 480 nm de, referans dalga boyu olarak 680 nm ile dl¢iiliir. Bilesigin
her bir konstrasyonu i¢in % inhibisyon hesaplanir. ICso degeri non-linear regresyon
analizi ile tahmin edilir. Pozitif kontrol olarak Letrozol, Anastrazol, Ekzemestan,
Formestan kullanilir. Bilesiklerin stok soliisyonu DMSO ile hazirlanir ve daha
sonra taze medyum ile dilie edilir. En son DMSO derisimi % 0,1 in altinda
olmalidir. Calismada, hiicrelerin besiyeri ortaminda kiiltiire edildigi ‘kontrol’ ve
besiyeri ortaminda % 0,1 oraninda DMSO igeren ‘DMSO kontrol’ gruplar1 da
olusturulur. Biitiin deneyler dublike yapildi. (Yurttas ve ark, 2014).
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BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada, tiyopikolinamit, tiyonikotinamit veya tiyoizonikotinamit tiirevleri
ile 2-bromo-2’-hidroksiasetofenon, 2-bromo-3’-hidroksiasetofenon veya 2-bromo-
4’-hidroksiasetofenon tiirevleri reaksiyona sokularak yeni bazi tiyazol tiirevleri
elde edilmistir.

Baslangic Maddelerinin Eldesi

Hidroksi siibstitiie asetofenon tlirevleri etil asetat i¢inde bakir (II) bromiir
kullanilarak sentezlenmislerdir. Asetofenon tiirevlerinin klasik bromlama
reaksiyonu olan asetik asit igerisinde brom ile yapilan bromlama rekasiyonu,
buradaki tiirevlerimizin fenolik bilesikler olmasindan dolay1 uygulanamamuistir.

O

2 CuBr, Br
CH; - + 2CuBr + HBr
OH OH

Sekil 32. Asetofenon Bromiirlerin Olusum Reaksiyonu

2-Bromo (2’-hidroksi)asetofenon bilesiginin eldesi
(0]

&m
OH

0.1 mol 2-hidroksiasetofenon (13.6g) ve 0.2 mol bakir (II) bromiir (44.7 g), 100 ml
etil asetat iginde YoOntem A’ya gore reaksiyona sokularak 2-bromo (2’-
hidroksi)asetofenon elde edilir.

Verim: % 73
En.: 41°C E.n. : 40 °C (King, 1964)
2-Bromo (3’-hidroksi)asetofenon bilesiginin eldesi
0
Br
OH

0.1 mol 2-hidroksiasetofenon (13.6g) ve 0.2 mol bakir (IT) bromiir (44.6 g), 100 ml
etil asetat ignde Yontem A’ya gore reaksiyona sokularak 2-bromo(2’-
hidroksi)asetofenon elde edilir.

Verim : % 70
S1v1 halde izole edildi.
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2-Bromo (4’-hidroksi)asetofenon bilesiginin eldesi

o

@k&
HO

0,1 mol 2-hidroksiasetofenon (13.6g) ve 0.2 mol bakir (IT) bromiir (44.6 g), 100 ml
etil asetat i¢inde Yontem A’ya gore reaksiyona sokularak 2-bromo-(2’-
hidroksi)asetofenon elde edilir.

Verim : % 77
E.n.: 127°C E.n. : 124-126 °C (King, 1964)
Tiyopikolinamit bilesiginin eldesi

Baglangi¢ maddelerinden tiyopikolinamit, pikolinonitrilin dioksan igerisinde
fosforpentasiilfiir ile reaksiyonundan “Yontem B” ’ye gore elde edilerek sonraki
reaksiyonlarda kullanilmistir.

| X P4SIO | X
N CN N
S

| X
\ ~
E | D N N NH
N L — T, e
P S< s = S s 1
N” S=N =P P=S
N //P\// S\:P\ f|>:s L
S g\s /PV/ | A
S/g\s NG NH,
S
Sekil 33. Tiyopikolinamit Eldesi Reaksiyon Mekanizmasi
Verim: % 85
E.n.:136.5°C E.n. : 134-135 °C (Goswami ve Das, 2007)

Sonug Bilesiklerinin Eldesi

Hidroksiasetofenonbromiir bilesikleri ile tiyoamit tiirevlerinin reaksiyonu, tiyazol
bilesiklerini vermistir. Hantzsch YoOntemi, tiyazol sentezinde en yaygin olarak
kullanilan yontemdir. Reaksiyon semasi asagida gonderilmistir. Reaksiyonun ilk
basamaginda, tiyoamitin kiikiirtiiniin bromoasetofenondaki bromon bagli oldugu
karbona atak ettigi kinetik ¢alismalar sonunda tespit edilmistir. Ikinci basamak,
azotun karbonil grubuna atag ile ilgilidir. Son olarak bir molekiil su atimiyla
tiyazol halka sistemi olugsmus olur (Weissberger, 1979).
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Sekil 34. Sonug¢ Bilesiklerinin Olusum Reaksiyon Mekanizmasi

Sonug bilesiklerinin reaksiyon verimi % 65-82 araligindadir. Bu da Hantzsch
Yontemi i¢in beklenen bir durumdur (Weissberger, 1979).
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2-(2-Piridil)-4-(2-hidroksifenil)-1,3-tiyazol (Bilesik 1)

[ >~
N N/
OH

3.6 mmol (0.77g) 2-hidroksi asetofenonbromiir ile 3.6mmol (0.5g) tiyopikolinamit
kullanilarak Yontem C ’ye gore elde edildi.

Verim: % 76
E.n.:124.3°C

Elementel Analiz: (C14H10N20S)

Hesaplanan: C:66.12 H: 3.96 N: 11.02

Bulunan: C: 66.08 H: 3.96 N: 11.08

IR vmaks (cm™): 3104-3039 (Aromatik C-H gerilmeleri), 1620-1581 (C=C, C=N
ikili bag gerilmeleri), 1247 (C-O gerilmesi)

'H NMR (500MHz) (DMSO-dg) & (ppm): 6.95 (1H, t, J: 7.50 Hz, j: 7.50 Hz, Ar
Cs-H), 7.01 (1H, d, J: 8.13 Hz, Ar C3-H), 7.23 (1H, t, J: 7.64 Hz, 7.64 Hz, Ar Cu-
H), 7.54 (1H, dd, J: 7.49 Hz, j: 4.66 Hz, piridin 4-H), 8.02 (1H, t,J: 7.72 Hz, }: 7.72
Hz, piridin 5-H), 8.17 (1H, d, J: 7.7, Ar Ce-H), 8.25 (1H, d, J: 7.213 Hz, piridin 3-
H), 8.31 (1H, s, tiyazol 5-H), 8.68 (1H, dd, J: 4.68 Hz, j: 0.6 Hz, piridin 6-H), 10.56
(1H, s, O-H)

13C NMR: 116.98 (tiyazol, Cs), 119.43 (Ar, C3), 119.77 (Ar, Ci5), 120.121 (Ar,
Cs), 125.72 (Ar, C4), 129.05 (piridin, Ca4), 129.73 (piridin, Cs), 138.33 (piridin, C3),
150.27 (piridin, Cs), 150.71 (piridin, C2), 153.17 (tiyazol, C4), 155.53 (tiyazol, Cs),
167.29 (Ar, Co)

Mass (ESI), m/z: 255 (M+1)
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2-(3-Piridil)-4-(2-hidroksifenil)-1,3-tiyazol (Bilesik 2)

OH

3.6 mmol (0.77g) 2-hidroksi asetofenonbromiir ile 3.6 mmol (0.5g) tiyonikotinamit
kullanilarak Yontem C’ye gore gore elde edildi.

Verim: % 67
E.n: 134.1°C

Elementel Analiz: (C14H10N20S)
Hesaplanan: C: 66.12 H: 3.96 N: 11.02

Bulunan: C: 66.05 H: 3.98 N: 11.03

IR vmaks (cm™): 3120-3000 (Aromatik C-H gerilmeleri), 1618-1581 (C=C, C=N
ikili bag gerilmeleri), 1248 (C-O gerilmesi)

'H NMR (500MHz) (DMSO-dg) & (ppm): 6.95 (1H, t, j: 7.49 Hz, J: 7.49 Hz, Ar
Cs-H), 7.01 (1H, d, J: 8.08 Hz, Ar Cz-H), 7.21-7.25 aras1 (1H, m, Ar Cs-H), 7.59
(1H, dd, j: 4.83 Hz, J: 7.99 Hz, Ar Ce-H), 8.19 (1H, d, J: 7.79 Hz, piridin 5-H), 8.
32 (1H, s, tiyazol 5-H), 8.39-8.41 (1H, m, piridin 4-H), 8.71 (1H, d, J: 4.79 Hz,
piridin 6-H), 9.22 (1H, d, J: 1.64 Hz, piridin 2-H), 10.55 (1H, s, O-H)

BC-NMR: 116.94 (tiyazol Cs), 119.43 (Ar Cs), 119.78 (Ar C1), 120.13 (Ar Cs),
124.78 (piridin Cs), 129.29 (Ar C4), 129.31 (piridin C4), 129.81 (Ar Ce¢), 134.14
(piridin C3), 147.45 (piridin Cg), 151.47 (piridin Cy), 152.97 (tiyazol Cs), 155.53
(tiyazol C»), 162.95 (Ar, C2)

Mass (ESI), m/z: 255 (M+1)
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2-(4-Piridil)-4-(2-hidroksifenil)-1,3-tiyazol (Bilesik 3)

OH

3.6 mmol (0.77 @) 2-hidroksiasetofenonbromiir ile 3.6 mmol (0.5 @)
tiyoizonikotinamit kullanilarak Yontem C’ye gore elde edildi.

Verim: % 69
E.n.: 131°C

Elementel Analiz: (C14H10N20S)

Hesaplanan: C:66.12 H: 3.96 N: 11.02

Bulunan: C:66.11 H: 3.92 N: 11.01

IR vmaks (cm™?): 3131.3-2856.8 (Aromatik C-H gerilmeleri), 1600.7-1551.9 (C=C,
C=N ikili bag gerilmeleri), 1279.58 (C-O gerilmesi)

'H NMR (500MHz), (DMSO-dg) & (ppm): 6.96 (1H, t, j: 7.47 Hz, J: 7.47 Hz, Ar
Cs-H), 7.02 (1H, d, J: 8.07 Hz, Ar C3-H), 7.24 (1H, t, J: 7.64 Hz, j: 7.65 Hz, Ar Cs-
H), 7.97 (2H, d, J: 5.4 Hz, piridin 3, 5-H), 8.19 (1H, dd, j: 1.35 Hz, J: 7.79 Hz, Ar
Ce-H), 8.38 (1H, s, tiyazol 5-H), 8.74 (2H, d, piridin 2, 6-H), 10.55 (1H, s, O-H)

13C-NMR: 116.94 (tiyazol Cs), 119.33 (Ar Cs), 119.81 (Ar Ca), 120.56 (Ar Cys),
129.36 (piridin Cs), 129.29 (Ar Cs), 129.31 (piridin Ca), 129.36 (Ar Cs), 129.92
(piridin Cs), 139.87 (piridin Cs), 151.24 (piridin Cz6), 153.31 (tiyazol Cs), 155.55
(tiyazol C»), 163.29 (Ar C»)

Mass (ESI) m/z : 255 (M+1)
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2-(2-Piridil)-4-(3-hidroksifenil)-1,3-tiyazol (Bilesik 4)
S

.

OH

3.6 mmol (0.77 g) 3-hidroksiasetofenonbromiir ile 3.6 mmol (0.5 g) tiyopikolinamit
kullanilarak Yontem C’ye gore elde edildi.

Verim: % 82
E.n.:172.4°C

Elementel analiz: (C14H10N20S)
Hesaplanan: C: 66.12 H: 3.96 N: 11.02

Bulunan: C: 66.08 H: 3.96 N: 11.08

IR vmaks (cm™): 3133.3 (Aromatik C-H gerilmeleri), 1613.49-1583.37 (C=C, C=N
ikili bag gerilmeleri), 1235.02 (C-O gerilmesi)

IH NMR (500MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm): 6.82 (1H, dd, j: 2.21 Hz, J: 7.95 Hz, Ar
Cs-H), 7.29 (1H, t, J: 7.85, j: 7.85 Hz, Ar Cs-H), 7.48-7.50 (1H, m, Ar Cz-H), 7.50-
7.53 (2H, m, piridin 5-H, Ar Cs-H), 8.01 (1H, td, j: 1.53 Hz, j: 7.72 Hz, J: 7.72 Hz,
piridin 4-H), 8.17 (1H, s, tiyazol 5-H), 8.24 (1H, d, J: 7.87, piridin 3-H), 8.66 (1H,
d, J: 4.78 tiyazol 5-H), 9.57 (1H, s, O-H)

BC-NMR: 113.49 (tiyazol Cs), 115.82 (Ar C6), 117.27 (Ar Ca), 117.41 (Ar Cy),
119.69 (Ar Cs), 125.65 (Ar C1), 130.31 (piridin Cs), 135.72 (piridin Cs), 138.24
(piridin C3), 150.20 (piridin Cg), 150.91 (piridin Cy), 156.22 (tiyazol Cs), 158.27
(tiyazol C»), 168.55 (Ar C3)

Mass (ESI), m/z: 255 (M+1)
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2-(3-Piridil)-4-(3-hidroksifenil)-1,3-tiyazol (Bilesik 5)

OH

3.6 mmol (0.779) 3-hidroksi asetofenonbromiir ile 3.6mmol (0.5g) tiyonikotinamit
kullanilarak Yontem C’ye gore elde edildi.

Verim: % 78
E.n.: 193.2°C

Elementel analiz: (C14H10N20S)
Hesaplanan: C: 66.12 H: 3.96 N:11.03

Bulunan: C: 66.10 H: 3.95 N: 11.06

IR vmaks (cm™): 3173.3-2976 (Aromatik C-H gerilmeleri), 1616.24-1455.22 (C=C,
C=N ikili bag gerilmeleri), 1274.60 (C-O gerilmesi)

IH NMR (500MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm): 6.81 (1H, dd, j: 2.24 Hz, J: 7.96 Hz, Ar
Cs-H), 7.29 (1H, t, J: 7.80 Hz, j: 7.80 Hz, Ar Cs-H), 7.48 (1H, s, Ar C»-H), 7.50
(1H, d, J: 8.6 Ar Ce-H), 7.59 (1H, dd, j:4.77 Hz, J: 7.93 Hz, piridin 5-H) 8.19 (1H,
s, tiyazol 5-H), 8.38 (1H, dt, j: 1.88 Hz, j: 1.88 Hz, J: 7.97 Hz, piridin 4-H), 8.71
(1H, dd, j: 1.39 Hz, J: 4.77 Hz, piridin 6-H), 9.21 (1H, d, J: 2.20 Hz, piridin 2-H),
9.56 (1H, s, O-H)

13C-NMR:113.60 (tiyazol Cs), 115.91 (Ar Cs), 117.50 (Ar C24), 124.76 (Ar Cs),
129.51 (Ar Cy), 130.34 (piridin Cs), 134.11 (piridin C4), 135.47 (piridin C3), 147.41
(piridin Cg), 151.45 (piridin Cy), 156.11 (tiyazol Cs4), 158.25 (tiyazol C»), 164.20
(Ar C3)

Mass (ESI) m/z : 255 (M+1)
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2-(4-Piridil)-4-(3-hidroksifenil)-1,3-tiyazol (Bilesik 6)

OH

3.6 mmol (0.77g) 3-hidroksi asectofenonbromiir ile 3.6 mmol (0.5g)
tiyoizonikotinamit kullanilarak Yontem C’ye gore elde edildi.

Verim: % 80
E.n.: 234 °C

Elementel analiz: (C14H10N20S)
Hesaplanan: C: 66.12 H: 3.96 N:11.03

Bulunan: C: 66.08 H: 3.97 N: 11.03

IR vmaks (cm™?): 3556.37-2986.72 (Aromatik C-H gerilmeleri), 1613.52-1455.59
(C=C, C=N ikili bag gerilmeleri), 1262.25 (C-O gerilmesi)

'H NMR (500MHz) (DMSO-ds) 6 (ppm): 6.84 (1H, dd, j: 2.24 Hz, J: 8.11 Hz, Ar
Cs-H), 7.31 (1H, t, j: 8.08 Hz, J: 8.08 Hz, Ar Cs-H), 7.50-7.52 (2H, m, Ar C2,6-H),
8.26 (2H, d, piridin 3,5-H), 8.42 (1H, s, tiyazol 5-H) 8.90 (2H, d, J: 4.42 Hz, piridin
2,6-H), 9.62 (1H, s, O-H)

1BC-NMR: 113.67 (tiyazol Cs), 116.25 (Ar Cz), 117, 59 (Ar Ca), 119.01 (Ar Ce),
121.88 (piridin C3;s), 130.44 (Ar Cs), 135.07 (Ar Cy), 143.39 (piridin Ca), 147.82
(piridin C2), 157.04 (tiyazol C4), 158.33 (tiyazol C>), 163.13 (Ar Cs)

Mass (ESI) m/z : 255 (M+1)
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2- (2-Piridil)-4- (4-hidroksifenil)-1, 3-tiyazol (Bilesik 7)

i —
N 1\\1/

HO

3.6 mmol (0.77g) 4-hidroksi asetofenonbromiir ile 3.6mmol (0.5g) tiyopikolinamit
kullanilarak Yontem C’ye gore elde edildi.

Verim: % 70
E.n.: 148.2°C

Elementel analiz: (C14H10N20S)
Hesaplanan: C:66.12 H: 3.96 N: 11.02

Bulunan: C: 66.10 H: 3.95 N: 11.06

IR vmaks (cm™): 3109.26 (Aromatik C-H gerilmeleri), 1612.86-1435.81 (C=C,
C=N ikili bag gerilmeleri), 1247.79 (C-O gerilmesi)

'H NMR (500MHz) (DMSO-ds) & (ppm): 6.88 (2H, d, J: 8.57 Hz, Ar Cs, 5-H),
7.52 (1H, dd, j: 4.93 Hz, J: 6.86 Hz, piridin 4-H), 7.89 (2H, d, J: 8.56 Hz, Ar C;, ¢-
H), 7.99-8.02 (2H, m, piridin 5-H, tiyazol 5-H), 8.24 (1H, d, J: 7.87 Hz, piridin 3-
H) 8.66 (1H, d, J: 4.73 Hz, piridin 6-H), 9.66 (1H, s, O-H)

13C-NMR:114.58 (tiyazol Cs), 116.02 (Ar Css), 119.68 (Ar C1), 125.57 (piridin
Cs), 125.79 (piridin Cs), 127.99 (Ar Cz), 138.22 (piridin Cs), 150.18 (piridin Ce),
151.01 (piridin Cz), 156.48 (tiyazol C4), 158.14 (tiyazol C), 168.33 (Ar Ca)

Mass (ESI) m/z : 255 (M+1)
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2- (3-Piridil)-4- (4-hidroksifenil)-1, 3-tiyazol (Bilesik 8)

HO

3.6 mmol (0.77g) 4-hidroksi asetofenonbromiir ile 3.6 mmol (0.5g) tiyonikotinamit
kullanilarak Yontem C’ye gore elde edildi.

Verim: % 65
E.n.: 252.8°C

Elementel analiz: (C14H10N20S)
Hesaplanan: C:66.12 H: 3.96 N: 11.02

Bulunan: C: 66.15 H: 3.97 N: 11.03

IR vmaks (cm™): 3093.77-2805.3 (Aromatik C-H gerilmeleri), 1611.20-1444.70
(C=C, C=N ikili bag gerilmeleri), 1257.70-1241.32 (C-O gerilmesi)

'H NMR (500MHz) (DMSO-ds) 8 (ppm): 6.87 (2H, d, J: 8.68 Hz, Ar Cs s5-H),
7.59 (1H, dd, j: 4.69 Hz, J: 7.80 Hz, piridin 5-H), 7.90 (2H, d, J: 8.65 Hz, Ar C>,6-
H), 8.02 (1H, s, tiyazol 5-H), 8.39 (1H, d, J: 7.99 Hz, piridin 4-H) 8.72 (1H, s,
piridin 6-H), 9.23 (1H, s, piridin 2-H), 9.68 (1H, s, O-H)

13C-NMR: 113.13 (tiyazol Cs), 116.03 (Ar Css), 124.83 (Ar C1), 125.56 (piridin
Cs), 128.14 (Ar C25), 134.11 (piridin C2.4), 147.30 (piridin Cs), 151.25 (piridin C2),
156.38 (tiyazol C4), 158.24 (tiyazol C>), 163.95 (Ar Ca)

Mass (ESI) m/z: 255 (M+1)
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2-(4-Piridil)-4-(4-hidroksifenil)-1, 3-tiyazol (Bilesik 9)

HO

3.6 mmol (0.779) 4-hidroksi asetofenonbromiir ile 3.6mmol (0.5g)
tiyoizonikotinamit kullanilarak Yontem C’ye gore elde edildi.

Verim: % 73
E.n.: 270.5°C

Elementel analiz: (C14H10N20S)
Hesaplanan: C: 66.12 H: 3.96 N:11.01

Bulunan: C: 66.09 H: 3.98 N: 11.04

IR vmax (cm?): 3118-3006.76 (Aromatik C-H gerilmeleri), 1602.14-1437.12 (C=C,
C=N ikili bag gerilmeleri), 1260.03-1241.86 (C-O gerilmesi)

'H NMR (500MHz) (DMSO-ds) 6 (ppm): 6.88 (2H, d, J: 8.57 Hz, Ar Css-H),
7.90 (2H, d, J: 8.56 Hz, C2 6-H), 7.97 (2H, d, J: 4.70 Hz, piridin 3,5-H), 8.11 (1H,
s, tiyazol 5-H), 8.39 (1H, d, J: 7.99 Hz, piridin 4-H) 8.78 (2H, d, piridin 2,6-H),
9.70 (1H, s, O-H)

13C-NMR:114.40 (tiyazol Cs), 116.07 (Ar Cas), 120.60 (Ar C1), 125.42 (piridin
Cazs), 128.18 (Ar Czp), 140.13 (piridin Cy4), 151.18 (piridin C26), 156.77 (tiyazol
Ca), 158.35 (tiyazol Cy), 164.39 (Ar Ca)

Mass (ESI) m/z: 255 (M+1)
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Spektral Verilerin Degerlendirilmesi

Ar CgH Ar C¢H Ar CgH
A A A
Ar C;H ' Ar C-H ' Ar CsH '
5 AN R H 5 ~_ H 5 ~_ R H
H tiyazol ‘H tiyazol H tiyazol
, H OH N H HO H
Ar C,H H 4 OH A H R
; Ar C,H Ar C,H & Ar C,H
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Sekil 35. 'H-NMR i¢in Hidrojen Konumlarimin Tanimlanmasi
IR spektral verilerinin degerlendirilmesi

Tiim bilesikler i¢in 3200-2900 cm™ civarinda aromatik yapiya ait C-H, 1650-1450
cm™ civarinda C=C ve C=N ikili bag, 1200 cm™ civarinda C-O baglarina ait gerilim
bantlar1 gézlenmistir.

'H-NMR spektral verilerinin degerlendirilmesi

Bilesiklerimizin en karakteristik pikleri O-H ve tiyazol Cs-H’tir. 9 bilesigin tamami
icin en yiiksek pik degeri, 9.6-11 ppm arasinda ve singlet olarak fenil halkasina
bagli olan hidroksil grubuna ait hidrojeni tanimlamaktadir.

Tiyazol halkasinin tek hidrojeni olan 5.konumdaki C-H hidrojeni, halkadaki
heteroatomlarin elektron c¢ekici etkisiyle kimyasal kaymaya ugramis ve yine 9
bilesigin tiimii i¢in 8.00-8.42 ppm civarinda komsu atomlarda H bulunmadigindan
singlet olarak gozlenmistir. (1 bilesikte multiplet tanimlandi) .

Fenil halkasinda karbon atomlar1 iizerinde yer alan toplam 4 hidrojene ait pikler,
hidroksil grubunun bagli oldugu C’ye uzakliklarina gore 6.80-8.20 araliginda
gbzlenmistir. Buna goére hidroksilin bagli oldugu karbonun orto ve para
konumunda yer alan C-H hidrojenlerinin iizerindeki elektron yogunlugu,
hidroksilin halkaya rezonans olarak elektron vermesi ve 0- p- yonlendirici
olmasindan dolay1 artmis, bu da m- konumundaki hidrojenlere gore daha diisiik
ppm’de gozlemlenmelerine neden olmustur.

2-OH yapisindaki ilk 3 bilesik i¢in 2 farkli meta konumu bulundugundan bu
hidrojenler de farkli davranir. Bu bilesiklerde tiyazol halkasi ile siibstitiie olan
karbona komsu konumdaki C-H’a ait pik, tiyazoliin elektron ¢ekiciliginden dolay1
meta konumundaki diger Ar C4-H’a gore daha yiliksek ppm degerinde gozlenmistir.
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3-OH yapisindaki 3 bilesikte; Ar C2-H hidrojenleri, orto konumunda bulunmasina
karsin tiyazol’iin elektron ¢ekiciliginden dolay1 7.4-7.5 ppm arasinda gézlenmistir.
Komsulugunda hidrojen bulunmadigindan singlet olarak gozlenmis ancak ppm
degerleri ¢ok yakin oldugundan 5 ve 6 bilesiklerinde integrasyonu ArCe-H ile bir
arada gozlemlenmistir. Orto konumundaki diger hidrojen (Ar Cas-H), elektron
yogunlugu arttigindan en disik ppm’de (6.8 civarl)) gozlenmistir. Para
konumundaki ArCs-H, tiyazol halkasindan etkilendiginden, 7.3 civarinda goriilen
Ar Cs-H pikinden biraz daha yiiksek ppm’de, 7.5 civarinda gozlenmistir.

4-OH yapisindaki 3 molekiil i¢in 2,6 ve 3,5. konumlar kendi i¢lerinde simetrik
oldugundan iistiiste 2H seklinde ve dublet olarak (her birinin komsulugunda toplam
1 hidrojen vardir) goriilmiistir.

Piridin halkasi tizerinde yer alan 4 hidrojen, halka azotuna ve siibstitlisyon
karbonuna uzakliklarina gore 7.52 ile 9.2 ppm arasinda pik vermistir. Piridin
halkasinda, azot atomunun eslesmemis elektronlar1 halka delokalizasyonuna
katilmadigindan indiiktif etkisini korumaktadir. Bu ve tiyazoliin elektron ¢ekici
etkisi goz Oniine alinarak pikler yorumlanabilir.

2-piridil yapisindaki 3 bilesikte azot atomuna dogrudan komsu olan C-H (piridin
6-H) indiiktif olarak kuvvetle cekildiginden dublet olarak 8.5-9 ppm’e kadar
kaymis ve piridin hidrojenleri arasinda en yiiksek ppm’de gozlenmistir. Azota ve
tiyazol siibstitlisyonuna en uzak konumda bulunan piridin 4-H, piridin {izerindeki
4 hidrojen arasinda en diisiik ppm’de gortiliir. 2-piridil yapilarinda piridin 3-H ve
piridin 6-H pikleri komsulugunda bir hidrojen bulundugundan dublet olarak
gozlenir.

3-piridil yapisindaki 3 bilesikte piridin 2-H, hem azot, hem halkanin etkisinde
kalarak singlet seklinde ve 9.21-9.23 ppm araliginda piridin hidrojenleri i¢inde en
yiiksek degerli pik olarak goriiliir. 3-piridil yapilarinda piridine ait 4 hidrojenden
en diisiik ppm’de gelen ise, azota ve siibstitiisyona uzakligindan dolay1 piridin 5-H
pikleridir. Azotun indiiktif etkisi tiyazol halkasinin elektron ¢ekiciliginden fazla
oldugundan, piridin 6-H, piridin 4-H’tan biraz daha yiiksek ppm’de goriiliir.

4-piridil yapisindaki 3 bilesikte piridin 2, 6-H ve piridin 3, 5-H pikleri simetrik
olarak {ist iiste ve 2H olarak goriiliir. Yine indiiktif etkiden dolay1 bu pikler 7.8-8.7
civarinda goriiliir. Azota komsu olan piridin 2-H ve piridin 6-H pikleri piridin 3 ve
5-H piklerinden daha yiiksek ppm’de gézlenmistir.

13C-NMR spektral verilerinin degerlendirilmesi

9 bilesigin tiimiinde tiim bilesikler i¢in en yiiksek degerli pik, 160-170 arasinda
hidroksilin bagli oldugu karbon atomunun piki olarak goriilmiistiir. Bu pikler
disindaki pikler, 'H NMR’da oldugu gibi indiiktif ve rezonans etkiler ile
aciklanabilir. Ornegin tiyazol iizerinde sirasiyla ikinci ve ddrdiincii konuma ait
karbon pikleri, —OH bagli C’dan sonra en yiiksek degerli pikleri olusturur. Daha
sonra sirastyla, piridin lizerinde azota komsu karbonlar, piridin tizerindeki tiyazol
siibstitiisyonuna komsu karbon, piridinin diger iki karbonu ve fenil halkasina ait
karbonlar goriilmiistiir. Son olarak tiim bilesiklerde tiyazol halkasinin 5.
konumundaki C atomu 113-117 arasinda ve tiim karbon piklerinden daha diisiik
degerde gorilmiistiir.
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Mass spektral verilerinin degerlendirilmesi

Bilesiklerin kiitle spektrumlart alinirken elektron sprey (ESI) yoOntemi
kullanildigindan pargalanma vermemistir. Bilesikler i¢in M+1 pikleri goriilmistiir.

Antikanser Aktivite Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Cizelge 2: Bilesiklerin MCF7 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkileri (ug/ml, pM)

o . 1Cso

Bilesik 1Cs0 (ug/ml) (M)

1 251.4 988.7

2 331.2 1302.2
3 254.9 1002.2
4 423.6 1665.6
5 2863.1 11258.5
6 689.1 2709.9
7 40.4 159.1

8 367.9 1446.7
9 550.3 2164.0
Letrazol 3369.3 11809.5
Ekzemestan 181.1 610.8
Anastrazol 8685.0 29604.7
Formestan 1377.0 45535

Cizelge 3: Bilesiklerin NIH 3T3 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkileri (ug/ml, pM)

Bilesik ICs0 (ug/ml)  1Cso (uM)
1 1.0 3.8

2 1187.9 4671.2

3 102403.8 402673.3
4 197.5 776.5

5 91.4 359.4

6 1645.6 6470.9

7 762.3 2997.5

8 520.3 2045.8

9 721.9 2838.7
Letrazol 158.9 557.1
Ekzemestan 291.7 984.2
Anastrazol 130.1 443.3
Formestan 2.9 9.7

Sonuglara gore biitiin bilesikler MCF7 hiicreleri iizerinde antiproliferatif etki
gostermistir. Bilesik 7, MCF7 hiicreleri lizerinde en yiiksek sitotoksik aktiviteyi
gostermistir. Bilesiklerin ICso degerleri Cizelge 2’ de verilmistir. Bilesiklerin NIH
3T3 hiicrelerine gore ICso degerleri Cizelge 3’°te verilmistir.

Ayrica Bilesik 3’iin sitotoksik aktivite sonuglart NIH3T3 ve MCF7 hiicreleri
karsilagtirildiginda en yiiksek segiciligi gosterdigi goriilmiistiir.
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Molekiiler modelleme calismalarinin degerlendirilmesi

Tiim bilesiklerin docking sonuglari ve e-model skorlar1 dl¢timlenen biyolojik
aktiviteler ile paralellik gostermektedir. X-ray kristal yapisi igerisinde bulunan
orjinal ligand 4-androsten-3,17-dion yapisi ve en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip
olan bilesik 7’nin docking sonucu elde edilen pozunun aktif yOre igerisine
yerlesimleri karsilastirmali olarak asagida verilmektedir (Sekil 36).

Sekil 36. Bilesik 7°nin Aktif Yoredeki Pozu (C: Sari, O: kirmizi, N: Mavi) ve 4-androsten-3,17-
dion (C: Yesil, O: kirmizt, N: Mavi)

Bilesik 7’ye ait HTVS ve XP protokolleri ile elde edilen e-model skorlari sirasiyla
-52,801 ve -50,408 dir.

“Ligand-receptor contacts (visualization+scoring) SVL” yardimiyla bilesik-aktif
yore arasi etkilesim olasiliklar1 ve mesafe hesaplari asagida verilmektedir. (Sekil
37 ve 38).

Sekil 37. 4-(2-(Piridin-2-il)tiyazol-4-il)fenol (Bilesik 7) Yapisina Ait Hidroksil Grubu ile
3EQM Yapisina Ait Ala 306 ve Thr 310 Aminoasitleri Arasinda H Bag Olasihklar ve
Mesafeleri (C (ligand): sari, C (Ala 306 ve Thr 310): pembe, N: Mavi)
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Yapinin fenol artigina ait hidroksil grubu, 3,0 A° uzakliktaki Ala 306’a ait hidroksil
grubu ile %31 olasilikla, 2,5 A° uzakliktaki Thr 310 amino asidinin karbonil grubu
ile % 18 olasilikla hidrojen bag1 yapma potansiyeline sahiptir (Sekil 37).

Bilesik 7 yapisinda bulunan piridinil grubu Phe 134, Met 374 ve Leu 477 amino
asitleri ile smirlandirilan hidrofobik cep arasina yerlesmistir. Yanisira yapi
iceriginde bulunan santral tiyazol grubu Arg 115 ve Ile133 amino asitleri ile benzer
etkilesim icerisindedir. Yapinin diger terminal halkasi olan fenol ise Ile133,
Val370, Thr310 ve Trp224 ile hidrofobik etkilesmeler i¢erisindedir (Sekil 38).

Sekil 38. 4-(2-(Piridin-2-il)tiyazol-4-il)fenol (Bilesik 7) Yapis1 ile 3EQM Arasindaki
Hidrofobik Etkilesmeler (C (ligand): sari, C (Ala 306): pembe, C (aktif hidrofobik amino
asitler); eflatun, N: mavi)
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SONUC ve ONERILER

Resveratrol (1) yapisi karsinojenezde bir¢ok basamagi module edebilmekle beraber
etkinligi ve kullanim dezavantajlar1 yiiksek bir yapidir. Resveratrol yapisinin
merkezi etilenik yapis1 1,3,5-tiyadiazol halka sistemi ile degistirildiginde ve
aromataz inhibitor aktivitesi orjinal yapidan fazladir (Ogas ve ark., 2013).
Literatiirler incelendiginde Mayhaub ve arkadaslarinin iki ¢calismasi elde ettigimiz
sonu(;blarl destekleyici karakterdedir (Mayhoub ve ark., 2012% , Mayhoub ve ark.,
2012°).

Bu ¢alismalarin ilkinde arastirmacilar, merkez halka sistemi olarak simetrik 2,4-
arildisiibstitiietiyadiazol bilesiklerini (2,3) gelistirmislerdir. Tiirevlerin aromataz
aktivitelerini dl¢iimlendiginde, ana yapinin 3 ve 4 iincii pozisyonlarina piridin
yapilarinin getirilmesi ile, 0,2-0,8 pM konsantrasyonlarda inhibitor aktivite
saptanmigtir (Mayhoub ve ark., 2012%).

?
\S\N 7 \ N 7
N /i /

\B

N

Resveratrol(1) ) 3) @
Aromataz IC5y=25 pM Aromataz IC5y=>50 uM Aromataz IC5y= 0,24uM Aromataz IC5y= 0.004 M

Sekil 39. Resveratrol, Tiiretilen Yapilar ve Aromataz inhibisyonlar

Ayni grubun takip eden g¢aligmalarinda 2,4-di(piridin-3-il)tiyazol bilesiginde (4)
inhibitor aktivitenin nanomolar diizeye indigi belirlenmistir. A fenil halkas1 yerine
pirimidin halka yapisinin getirilmesinin, aktif yorede bulunan Met374 ile
etkilesmeyi sagladigi, B halkasina Thr310’nun hidroksil grubu ile etkilesebilecek
hidrojen akseptor gruplarin konulmasinin ise aktiviteyi arttirmadigi one
stiriilmiistiir (Mayhoub ve ark., 2012P).

Calismamizda elde ettigimiz bilesiklerin antikanser etkileri, MCF7 hiicrelerinde,
letrazol, anastrazol, ekzemestan ve formestan standartlarina karsi test edilmistir. En
etkili bilesigin, 40.4 ng/ml konsantrasyon ile 2-(2-piridil)-4-(4-hidroksifenil)-1,3-
tiyazol (Bilesik 7) yapist oldugu saptanmistir. Bu deger standart aromataz
inhibitorii bilesiklerin tiimiinden, yapinin daha etkin oldugunu gostermektedir.
Yanisira, 2-(2-piridil)-4-(2-hidroksifenil)-1,3-tiyazol (Bilesik 1), 251.4 pg/ml
konsantrasyonda, ekzemestan hari¢ diger tiim standartlardan daha etkindir.

Calismamizda, piridil kalintis1 tagiyan bilesiklerde, azotunun 2 numarada olmasinin
ve hidroksil grubunun fenil halkasinin 4 ve 2 numarali pozisyonlarina siibstitiie
olmasinin aktiviteyi arttirdigr gézlemlenmistir.

Docking ¢alismalarimiz  gostermistir ki, 4-(2-(piridin-2-il)tiyazol-4-il)fenol
(Bilesik 7) yapisimin bir parcasi olan piridin halka sistemi Mayhaub ve
arkadaslarinin 6nerdigi Met374 ile hidrofobik etkilesme igerisindedir. Yanisira
yapidaki fenol grubunun 4 numarali konumdaki hidroksili hem Ala 306 hem de Thr
310 aminoasitleri ile H-bagi donor etkilesimi igerisindedir. Bu hidrojen bagi
olasiliginin Mayhaub ve arkadaglarinin belirttiginin tersine aminoasitler ile olan
iligkisi aktive iistiinde diger bilesiklerden daha yiiksek skor almasina sebep oldugu

39



gozlemlenmektedir. Yapilara ait elde edilen pozlar, skorlar ve biyolojik aktivite
sonuglari bu veriyi desteklemektedir.

Ilerki calismalarimizda, 2-pirimidinil yapis1 ve farkli pozisyonlarda iki hidroksil
grubu tasiyan fenolik yapilarin, 1,3-tiyazol merkezi halka sistemine eklenmesi ile
tiirev bilesikler elde edilmesi, bu ¢alisma kapsaminda sentezlenmis ve yukarida
bahsi gecen yapilarin, hiicresel boyutta XTT yonteminin alternatif MTT ile
karsilastirilmas1 ve enzimatik boyutta aktivite Olgiimlerinin gergeklestirilmesi
planlanmaktadir.
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