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BAZI 2-PiRiDIL-4-SUBSTITUE FENOL TiYAZOL TUREVLERININ
SENTEZi ve AROMATAZ INHIBISYONU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Arastirmalar, tiyazol tiirevi bilesiklerin, prostat kanserinde tedavi edici,
Mycobacterium tuberculosis H37R, inhibitorii, glutatyon S-transferaz pi inhibitorii
ve trombosit agregasyon inhibitdrii oldugunu gostermektedir. Tiyazol halka
sistemine sahip dogal kaynakli bazi tlirev bilesiklerin aromataz enzim
inhibisyonu gdstermesi, bu grup bilesikler iizerine arastirmalar1 arttirmistir.

(Calisma kapsaminda, 2-hidroksiasetofenon tiirevleri, bakir(Il)bromiir ile etil asetat
icerisinde reaksiyona sokularak 2-bromo-2’-hidroksiasetofenonun tiirevleri elde
edilmistir. Elde edilen asetofenon tiirevlerinin tiyopikolinamit, tiyonikotinamit
veya  tiyoizonikotinamit  ile  reaksiyona  sokulmasiyla  2-piridil-4-
(stibstitiiefenol)tiyazol tiirevlerine ulagilmstir.

Elde edilen bilesiklerin fiziksel 6zellikleri ince tabaka kromotografisi ve erime
derecesi ile belirlenmis, yapilart ise "H-NMR, “C-NMR, IR, MS spektroskopik
veriler ve elementel analiz sonuglart yardimiyla saptanmustir.

Secilen bilesiklerin, molekiiler modelleme teknikleri ile aktif yore etkilesimleri
aydinlatilmaya calisilmis, XTT metod kullanilarak antikanser aktiviteleri
arastirilmistir.  Bilesikler arasinda  4-((2-hidroksi-5-metil)fenil)-2-(piridin-4-
ihtiyazol (Bilesik 3) yapili bilesik 6ne ¢ikan aktivite sonuglariyla ilgi ¢ekicidir.

Anahtar Kelimeler: Tiyazol, aromataz, molekiiler modelleme, antikanser
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SYNTHESIS OF SOME 2-PYRIDYL-4-SUBSTITUTED PHENOL
THIAZOLE DERIVATIVES and INVESTIGATION OF THEIR
AROMATASE INHIBITORY EFFECTS

ABSTRACT

At the end of our literature search, we have seen that thiazole derivative
compounds have shown some specifications such as the ability of treating prostate
cancer, inhibitior of Mycobacterium tuberculosis H3;R, Glutation S- tranferase pi
and aggregation of plateletes. The main reason why natural and synthetic
compounds including thiazole rings are being token into consideration is their
activity of inhibiting aromatase enzymes.

In this study, derivates of 2-hydroxyacetophenone and Copper(Il)Bromide was
reacted in solution of ethyl acetate in order to obtain derivatives of 2-bromo-2’-
hydroxyacetophenone. Afterwards, derivates of acetophenone was reacted with
thiopicolineamide, thionicotineamide, thioisonicotineamide in order to obtain
derivatives of 2-pyridyl-4-(substitutedphenol)thiazoles.

Physical specifications of all compounds obtained from reactions were determined
by using the results of Thin Layer Choromatography and Melting Point, and
chemical structures of all derivatives were determined by using the results of 'H-
NMR, C-NMR, IR and MS spectroscopic data and elemental analysis.

Selected compounds were clarified by using the techniques of molecular
modeling and their anticancer activity was studied on. 4-((2-hidroksi-5-
metil)fenil)-2-(piridin-4-il)tiyazol (Compound 3) is noticeable because of its
activity.

Keywords: Thiazoles, aromatase, molecular modelling, anticancer
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GIRIS ve AMAC

Farkli sebepler ve farkli biyokimyasal mekanizmalar sonucu olusan kanser
hastalig1 icin ila¢ aragtirma ve gelistirme caligsmalar1 biiyiikk bir hizla devam
etmektedir. Bu caligmalardaki hedef, kanser hiicrelerini yok etmek ve/veya
kanserin ilerlemesine sebep olan biyokimyasal reaksiyonlar1 engellemektir.
Kadinlarda en sik goriilen kanser tipi meme kanseridir. Giiniimiizde yiiriitiilen
ilacla tedavi yontemi, Ostrojen biyosentezinin baskilanmasina yoneliktir. Bu
baskilamada hedef, dstrojenin siklizasyon ve yapilanmasindan sorumlu aromataz
enziminin inhibe edilmesidir (Miller, 1990). Anastrozol, letrozol, ve formestan
gibi bir kac¢ ila¢ molekiiliinlin, aromataz enziminin inhibisyonunu sagladig:
bilinmektedir (Plourde ve ark., 1994; Demers ve ark., 1993)

Dogal bilesiklerin ve ila¢g molekiillerinin yapisinda siklikla rastlanan tiyazol ve
piridin halkalarina, antikanser ¢aligmalara konu olan aromataz inhibisyonunda da
rastlanmistir (Wardakhan ve ark., 2011; Farris,1983; Fisher ve ark., 1983;
Krasavin ve ark., 2009).

Bu calismada piridin ve fenol yapilarini igeren antikanser etki gosterecegini
diisiindliglimiiz  yeni tiyazol tiirevi bilesiklerin sentezleri, yapilarinin
aydinlatilmas1 yanisira kanser ve saglikli hiicreler {izerinde olusturduklart etki
profillerinin belirlenmesi, aromataz enzim aktif yoresi ile olasi etkilesimlerinin
arastirilmasi amaglanmistir.

Sentezlenecek bilesiklerin genel yapis1 Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. Sentezlenecek Bilesiklerin Genel Yapisi



TIYAZOLLER HAKKINDA GENEL BILGI
Tiyazollerin Kimyasal Yapisi
Tiyazol bes tiyeli heterosiklik halkalarin en temel iiyelerinden biridir. Kaynama
noktasi, suda ¢oziiniirliigii, kokusu, reaktifligi, bazik ozelligi ve esdegerlilik
olarak alt1 tiyeli heterosiklik bilesiklerden piridin ve pirimidine benzerlik
gosterirken, bes liyeli heterosiklik bilesiklerden tiyofen, furan, oksazol, glioksalin
ve pirolden farklidir.
Tiyazol halkast “’Chemical Abstract’ yontemine gore, kiikiirt 1 numaray1 ve azot
3 numaray1 alacak sekilde asagidaki gibi numaralandirilmaktadir (Metzger, 1979)
(Sekil 2).
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Sekil 2. Tiyazol Halkasi
Tiyazollerin Genel Sentez Yontemleri

Tiyazol bilesiklerinin genel sentez yoOntemleri, kullanilan reaktiflere ve
olusturulan baglara gore asagida sematize edilmistir. (Sekil 3).
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Hantzsch Yontemi  Cook-Heilbron yontemi  a-Acilaminokarbonil yontemi
Sekil 3. Tiyazol Bilesiklerinin Genel Sentez Yontemleri

Hantzsch yontemi

Tiyazol bilesiklerinin sentezi i¢in ¢esitli yOntemlerden, en ¢ok uygulanani
Hantzsch yontemidir. Bu yontemde a-halokarbonil bilesikleri tiyoamit, tiyoiire,
tiyosemikarbazit ve benzeri bilesiklerle kondenzasyona sokularak tiyazol tiirevi
bilesikler elde edilmektedir (Bilgin, 1981). (Sekil 4) Alifatik ketonlarin
halojenlerle reaksiyonu sonucu monosiibstitiie haloketonlar elde edilir. «-
Halokarbonil bilesikleri de, karbonil tiirevlerinin degisik yontemlerle
halojenlenmeleriyle elde edilirler (Erian ve ark., 2003).

X_ _R,

S S
/ R R
07 R, NH,

N

R=Cl, Br
Sekil 4. Hantzsch Yontemi

Tiyoamit bilesikleri, nitril veya amitlerin, fosforpentastilfiir (P,Ss), hidrojen siilfiir
(H2S) veya Lawesson reaktifi gibi kiikiirt verici maddelerin kullanimiyla elde
edilirler. Tiyoamitten hareketle elde edilen merkaptometileniminyum tuzlarinin,
asetallerle reaksiyonu sonucu 2,5-dislibstitiietiyazol tiirevleri olugmaktadir
(Jagodzinski, 2003) (Sekil 5).
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Sekil 5. 2,5-disiibstitiietiyazol tiirevleri eldesi

Cook-Heilbron yontemi

Yontem ilk uygulayanlarin adiyla Cook-Heilbron sentezi olarak bilinir (Sekil 6).
a-Aminonitriller, ditiyoasitlerin esterleri, tuzlari, karbon disiilfit, karbon oksisiilfit
veya izotiyosiyanatlarla reaksiyona girerek 5-aminotiyazolleri olustururlar (Li,

2005).
NH, H,N

S
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CH;0H
Sekil 6. Cook-Heilbron Sentezi

a-Acilaminokarbonil tiirevlerinden halka kapanmasi yontemi

a-Amino-f-ketoasitlerin Lawesson reaktifi kullanimi ile reaksiyonu sonucu
tiyazol tiirevi bilesikler elde edilmistir (Sanz-Cervera ve ark., 2009) (Sekil 7).
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Sekil 7. Lawesson Reaktifi
Tiyazollerle Ilgili Kaynak Bilgisi

2-Amino-5-arilmetiltiyazol tiirevlerinin prostat kanserinde tedavi edici 6zelligi
saptanmistir (Krasavin ve ark., 2009) (Sekil 8).
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Sekil 8. 2-Amino-5-arilmetiltiyazol Tiirevlerinin Sentezi



Tiyoamitlerin, bromoasetilpiridinhidrobromiirlerle reaksiyonu sonucu elde edilen,
resveratroliin piridiltiyazol analoglarinin, aromataz enzim inhibisyon 6zelligi
gosterdigi saptanmlstlr (Abdelrahman ve ark., 2012) (Sekil 9).

Sekil 9. Resveratroliin Piridiltiyazol Analoglarinin Sentezi

Keton ve tiyosemikarbazitin, asetik asit ve etanol varlifiyla elde edilen
tiyosemikarbazonun, aliiminyum kloriir katalizorliigiiyle bromlanarak sentezlenen
a-bromoasetofenonla kondenzasyonu sonucu elde edilen 4-ariltiyazol-2-amino
tiirevi bilesiklerin gii¢lii bir Mycobacterium tuberculosis Hs;R, inhibitorii oldugu
saptanmistir (Kuldeep ve ark., 2011) (Sekil 10).
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i: Tiyosemikarbazit, AcOH, THF, ii: BR,, AICl;, THF, iii: THF
Sekil 10. 4-Ariltiyazol-2-amino Tiirevi Bilesiklerin Sentezi

Etakrinik asitten sentezlenen tiyazol tiirevi bilesiklerin glutatyon S-transferaz pi
inhibitorii oldugu gozlenmistir (Ting Li ve ark., 2012) (Sekil 11).
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Sekil 11. Etakrinik asitten sentezlenen tiyazol tiirevi bilesikleri

Izopropil alkol varliginda, arilaldehitlerin tiyosemikarbazitle muamelesi sonucu
tiyosemikarbazonlar elde edilmis ve bunlarda 2-kloro-4’-floroasetofenonla
reaksiyona sokularak, norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir hedef
olan, rekombinant mono amin oksidaz B (MaO-B) izoformlarina karst miikemmel
selektivite gosteren 4-siibstitiie tiyazol tiirevleri elde edilmistir (Distinto ve ark.,
2012) (Sekil 12).
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Sekil 12. 4-Siibstitiie Tiyazol Tiirevleri Sentezi

Difeniltiyazol tiirevlerinin ¢ok etkili, trombosit agregasyon inhibitérii oldugu
gbzlenmistir, sentezi Sekil 13’de gdsterilmistir (Seko ve ark., 1991).
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Sekil 13. Difeniltiyazol Tiirevlerinin Sentezi

2,4-Dibromotiyazol’den hareketle elde edilen arilpiperidin tiirevlerinin survival
motor néron modiilatorii olduklart bulunmustur (Xiao ve ark.,2011) (Sekil 14).
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i: piperidin-4-karboksamit, trietilamin, 100° C, ii: arilboronik ait veya pinakol esteri, 2.0 N
Na,COs, 5% Pd(PPhs),, 100° C, iii: piperidin-4-karboksamit, N, N-diizopropiletilamin, 0° C.
Sekil 14. Arilpiperidin Tiirevlerinin Sentezi

Tiyazollerin Farmasotik Onemi

A. Hantzsch ve J. Weber tarafindan “’tiyofen serisinin piridini’’ olarak tanimlanan
tiyazol halka sistemi, farmasotik alanda 6nemli bir konuma sahiptir (Metzger,
1979). Vitamin B1’in i¢inde bulunan tiyazol halkasi, elektron tutucu olarak gérev

alirken, koenzim formu o-keto asitlerin dekarboksilasyonuna yardimci
olmaktadir (Sondhi ve ark., 2005).

Farmasotik alanda, son 20 yilda, tiyazol tiirevlerinin antikonviilsan, anti-HIV,
analjezik, ditiretik, antiviral, antiprotozoal, antikanser, sitotoksik, antialerjik ve
antitiiberkiiloz gibi farmakolojik aktivitelerinden yararlanilmistir (Gilirsoy ve
Terzioglu, 2005; Rawal ve ark., 2007; Tenorio ve ark., 2005; Gududuru ve ark.,
2005; Brantley ve ark., 2005; Hargrave ve ark., 1983).

Bir c¢ok ila¢ aktif maddesinin tiyazol halkasi icermekte oldugu bilinmektedir.
Bunlardan bazilar, siilfatiyazol (antimikrobiyal), ritonavir (antiretroviral),
abafungin (antifungal), seftriakson (antibakteriyel), tiyazofurin (antineoplastik)
bilesikleridir (Rouf ve Tanyeli, 2014). (Sekil 15)
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Sekil 15. Tiyazol Halkas1 iceren ila¢ Aktif Maddeleri

Sentetik heterosiklik bilesiklerin yani sira, tiyazol halka sistemini i¢eren dogal
bilesikler de antifungal, antibakteriyel, antiinflamatuar, aktivite gostermektedir
(Vana ve ark., 2009).

Yanisira tarim alaninda tiyazol halkasi iceren bilesiklerin, pestisit ve herbisit gibi
onemli etkileri bulunmaktadir. Dahas1 ve bazi boya ve renklendirici maddelerin de
tiyazol halka sistemini igerdigi saptanmistir (Wardakhan ve ark.,, 2011,
Farris,1983; Fisher ve ark., 1983).



Tiyazol ve tiyazol tiirevi bilesikler son donemlerde, agrinin tedavisinde, bakteriyel
deoksiriboniikleik asit (DNA) giraz inhibitorii olarak ve sikline bagimli kinaz
inhibitorlerinin gelisiminde kullanilmistir (Kidwai ve ark, 2010).



MEME KANSERi VE AROMATAZ ENZiMi

Ilaglarla 6strojen sentezi ya da etkisinin geri déniisiimlii olarak engellenmesi
meme kanserinin tedavisinin temelini olusturmaktadir Ostrojen biyosentezinin
inhibe edilmesi agisindan, dstrojen sentezinin baglangici, menopozal duruma gore
degisiklikler gosterir. Buna gore, premenopozal kadinda dstrojenin ana kaynagi
ovaryumlar iken, postmenopozal kadinlarda asil 6nemli olan yag, kas ve tiimor
gibi periferal dokulardir (Miller, 1990a).

Ostrojen biyosentezinin ilagla inhibisyonu sirasinda en ilgi ¢ekici yaklasim, aktif
bolge ayirt etmeksizin segici olarak Ostrojen {iretimini baskilayan ajanlari
secmektir. Mekanistik olarak bu islem, en kolay sekilde, biyosentez sirasinda
steroit yapisinda aromatik halkanin olusturuldugu son basamagin engellenmesi
yoluyla yapilir (Sekil 16).
Kolesterol ( C,; Sterol Cekirdek)
Kolesterol Dezmolaz
Progestojen ( C,; Steroid Cekirdek)

Cq.99 liaz

Androjen ( C,9 Steroid Cekirdek)

OH
Aromataz
+1OH

Ostrojen ( C,3 Aromatik Steroid Cekirdek)

Sekil 16. Ostrojen Biyosentezi

Her ne kadar birinci kusak inhibitdrler hastalarda enzim inhibisyonu ile terapotik
etkilerin saglanabilecegini gosterse ve cerrahi/ radyoterapi ye alternatif olustursa
da, Miller (1989b), bu ilaglar yeterince spesifik degildir ve Ostrojen
baskilanmasindan bagimsiz yan etkiler olusturmaktadir. Siire¢ igerisinde
gelistirilmesi siiren ikinci ve ticlincli kusak ilaglar dikkate deger segici etki ve
potansiyele sahiptir (Combs, 1995). Klinik c¢alismalarin ilk sonuglari, bu
bilesiklerin yan etki diistikliikleri ve kolay absorbsiyona, dagilima, metabolizmaya
ve eliminasyona (ADME) ugrayan bilesikler olmalar1 sebebiyle alanin 6nemli
doniim noktalarina gebe oldugunu gostermektedir.

Aromataz

Ostrojenler, steroid transformasyonlar1 sirasinda olusan son iiriinlerdir. Her
basamakta doniistimleri katalizleyen enzimleri inhibe ederek Ostrojen sentezi
azaltilabilmek miimkiindiir ancak en spesifik baskilanma androjenlerin dstrojene
cevrildigi son basamagin inhibisyonu ile saglanir. Bu son basamakta 3 numarali
konumdaki keton grubu nikotinamit adenin diniikleotit fosfat (NADPH)
yardimiyla 3-hidroksile doniistiiriiliir, Fishman ve arkadaslar1 (1981), 19 numarali



pozisyonda bulunan metil grubu elimine edilir ve A halkasinin aromatiklesmesi
gerceklesir. Bu islemlerden bir sitokrom P450 tiirevi olan aromataz ve baglantili
flavoproteinler sorumludur (Means ve ark.,, 1989). Aromatazin, Ostrojen
biyosentezindeki bu anahtar rolii, endokrin kaynakli tiimorlerin tedavisinde
kullanilabilecek ilaglarin gelistirilebilmesinde enzimi hedef haline getirmektedir.

Aromataz inhibitorleri

Aromataz inhibitorleri, etki mekanizmasi ve kimyasal yapilarina gore iki alt sinifa
ayrilir. Genelde steroidal yapili Tip I inhibitorlerin enzimin substrat baglanma
bolgesine baglanarak, Tip II inhibitorlerin ise sitokrom P450 parcasiyla
etkileserek inhibisyonu gergeklestirdigi mekanizmalar bilimsel kabul gérmektedir.
Tip II inhibitorlerin biiylik kismimi yapisal olarak azollerden olusur ve non-
steroidal aromataz inhibitorleri olarak da anilirlar. Bir kisim inhibitorlerin dual
etkiye sahip olduklarida diistiniilmektedir (Sekil 17).

Steroidal Androjen substrati

OH CH,

Androstandion
Ekzemestan Formestan

Non-steroidal

NC N
(0] o O ; f\N II\IZ\
HN 2Hs N N N
0
. O

NC CN

CN

Aminoglutemit Letrozol Anastrozol

CH, HsC
Sekil 17. Farkh Gruplar Tasiyan Aromataz Inhibitorleri

Tip 1 inhibitorler genellikle tip 2 inhibitorlere gore daha spesifiktir. Formestan ve
ekzemestan gibi bazi tip 1 inhibitorler, tek bagina dnemsenmeyecek bir inhibitor
aktiviteye sahip olmalarina ragmen enzimin katalitik bolgesi ile etkilesime
girdiklerinde olusturduklart metabolizasyon f{iriinleri enzimin aktif bdlgesine geri
doniisiimsiliz baglanir ve boylece enzim aktivitesi sonucu kendi kendini geri-
doniisiimsliz bloke etmis olur. Bu tip bilesikler ‘intihar inhibitorler’ olarak
adlandirilirlar (Johnston, 1984). Bu tip ilaclar viicuttan atildiktan sonra bile enzim
inaktive oldugu/rejenerasyon gerceklesmedigi i¢in kullanim sonrasi in vivo etkiler
olusabilir. Ostrojen sentezinin siirdiiriilmesi yeni aromatazlarin sentezlenmelerine
baglidir.
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Tip 2 inhibitorler, Tip 1 inhibitorlerin aksine, enzime zarar vermezler, etkileri geri
doniistimlii ve inhibitdriin devamli olarak varligina baghdir. Tip 2 inhibitorler,
enzimin sitokrom P450 parcasina baglanir ve heme grubuyla etkilesirler (Kao ve
ark., 1996). Sitokrom P450 iceren sistemler, insan viicudunda yaygin kullanima
sahip ve farkli enzim sistemleri ile kombine sistemlerdir. Diisiik seviyede segici
sitokrom P450 alt tipi, steroid hidroksilazlar gibi baska enzimler ile de
eslestiginden tip 2 lerde goriilen inhibisyonu ligand yap1 bagimli non-spesifik hale
getirmektedir (Santen ve Misbin, 1981). Tip 2 inhibitdrlerin baglanmalarindaki
secicilik, aromatazin substrat baglanma bdlgesiyle olan uyumun kusursuzluguna
ve farkliliklarma baghdir ¢iinkii, aromataza ait olan sitokrom P450 familyasinin
amino asit dizisi digerlerine oranla ciddi farkliliklar gostermektedir (Vanden ve
ark., 1994). Aromataz enziminde yapilan caligmalar, bu farkliliklar g6z Oniine
alinarak yapildiginda daha segici etkili ve daha diisiik yan etkili ilaglar
gelistirilebilir (Kao ve ark., 1996).

Aromataz inhibitorlerinin gelistirilmesinde, her 2 tipteki inhibitorler i¢in
caligmalar sliregelmektedir. Bu calismalarla, daha spesifik ve potansiyelli ilaglar
gelistirilmek istenmektedir.

Birinci kusak ilaglar, prototip aromataz inhibitorleri

[Ik inhibitdrlerden testololakton ve aminoglutetimid, anti-aromataz etkileri
bilinmeden kullanilmistir (Barone ve ark., 1979; Griffiths ve ark., 1973; Lipton ve
Santen, 1974; Segaloff, 1982).

Meme kanserinde endokrin tedavi olarak aminoglutetimidin arastirilmasi, takip
edecek c¢aligmalar icin aydimnlatict olmustur. Baslangigtaki arastirmalarda,
antiepileptik etkileri incelenirken adrenal steroidojenezisi inhibe ettiginin tespit
edilmesi iizerine ilerlemis meme kanserinde 6n denemelere giren ilk ilag
aminoglutetimiddir (Hughes, 1970) . Aminoglutetimidin kullanim esasi,
postmenopozal bayanlarda periferal dokularda, aromataz tarafindan plazma
Ostrojeninin sentezi i¢in ana substratin adrenal androjen olmasidir (Griffiths,
1973). Adrenal steroidin iiretimini engellemek i¢in yeterli dozda verilir ve adrenal
yetersizlik problemlerinden sakinmak igin kortikoidlerin yerine koyma terapisine
ihtiya¢ duyulur (Thompson ve ark., 1974).

Calismalar aminoglutetimidli aromataz inhibisyonun, post-menopozal hastalarin
ilerlemis meme kanserinde, tedavi i¢in uygulanabilir bir metod oldugunu
gdstermesine ragmen, aminoglutetimidin ideal ajandan uzak oldugu aciktir. Ilag
sadece plazma Ostrojen seviyesini baskilamada etkilidir ve siirekli glukokortikoit
replasman tedavisi gerektirir (Santen ve Misbin, 1981). En onemlisi, ilacin
letharji, ataksi, bulant1 ve kusma gibi bir¢ok yan etkisi bulunmaktadir (Hughes,
1970).

Ikinci kusak inhibitorler

Klinige ulasan aromataz inhibitorlerinin bir sonraki kusagi arasindan, en
onemlileri steroidal ilaglardan formestan (4-hidroksiandrostendion (4-OHA)), ve
non-steroidallerden imidazol, fadrozol (CGS16949A) diir.

4-OHA, Harry Brodie ve Angela Brodie tarafindan, 1970’lerde aromataz
inhibitorii olarak 6zellikle tasarlanmig yaklasik 200 bilesikten biridir. Kompetitif
olarak substrat androjene baglanir, fakat buna ek olarak aromataz inhibitorii
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tarafindan, enzime geri doniislimsiiz baglanan ve aromataz aktivitenin zamana
bagli inaktivasyonunu {iireten, ara {irlinlere doniistiiriilir (Brodie ve ark., 1977;
Schwarzel ve ark., 1973; Brodie ve ark., 1981). Plasental mikrozomlarda
aromataz inhibitor olarak, aminoglutetimid den 60 kat daha etkilidir
(Johnston,1984). Postmenopozal kadinlardaki farmakolojik ve endokrinolojik
caligmalarla etkisi onaylanmig fakat oral yolla verildigi zaman biyolojik
aktivitesinin zayif oldugu goriilmistiir (Cunningham ve ark., 1987; Dowsett ve
ark., 1989; MacNeill ve ark., 1995; Coombes ve ark., 1984).

Aminoglutetimidin imidazol tiirevi olan fadrozol, insan plasentasinda ve kemirgen
yumurtaliginda, aminoglutetimidden 400-1000 kat daha etkili aromataz sistem
inhibitoriidiir (Bhatnagar, 1987). Hayvanlar {izerindeki calismalar, fadrozoliin
etkili bir antitumor ajani oldugunu gostermistir (Schieweck ve ark., 1988).

Fadrozol yiiksek etkiliyken, yar1 omrii kisa olan bir bilesiktir (Lonning ve ark.,
1991). Fadrozoliin 6zgiinliigiiyle ilgili siipheler kortizol ve aldosteron sentezini
baskilayabilmesinden kaynaklanmaktadir, Demers ve ark. (1990), Stein ve ark.
(1991), ancak bu etkilerin klinik 6nemi olmayabilir (Dowsett ve ark., 1994).

Uciincii kusak inhibitorler

Anastrozol, Plourde ve ark. (1994), letrozol, Demers ve ark. (1993), Iveson ve
ark. (1993), ve ekzemestan, Van der Wall ve ark. (1993), Wouters ve ark. (1994)
tiglincii kusak inhibitér o6rnekleridir. Letrozol ve anastrozol, enzimin substrata
baglanan kismiyla iyi bir uyum saglayan, diiz aromatik halkaya sahip olan
triazollerdir. Buna ek olarak, aromataz heme grubunda bulunan demir ile koordine
olan ve aromatizasyon ig¢in hidroksilleme reaksiyonlarini etkili bir sekilde
engelleyen halka yapisinin bir kismi bulunmaktadir. Heme grubu ve aktif bolgeye
baglanan kombinasyon, yiiksek etki ve hedefe daha iyi Ozgiilliik saglar.
Ekzemestan, formestanla ayni yolla, aromatazi inaktive eden androjen
analogudur.

Anastrozol, letrozol ve ekzemestan, in vitro aromataz aktivitenin
engellenmesinde, aminoglutetimidden daha etkilidirler (Cizelge 1). Ilag
konsantrasyonu aminoglutetimidde mikromolarken, letrozol, anastrozol ve
ekzemestan i¢in nanomolardir. Uciincii kusak ilaclarin {ist farmakokinetik
profilleri in vivo da daha etkilidir. Bu baglamda, anastrozol, letrozol ve
ekzemestanin giinliik miligram dozu viicuttaki biitlin aromatizasyonu engeller ve
dolasan Ostrojenin algilanabilir seviyesini diisiirebilir (Lonning, 1996). Ancak
uzun siireli kullanimda bu ajanlarin etkinlik ve toksisite profilleri heniiz
belilenmemistir. Siire¢ igerisinde daha etkili, daha spesifik ve daha az toksik
ajanlarin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.
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Cizelge 1. Bilesiklerin Aromataz Aktiviteleri

Plasental Meme kanseri  Memeli fibroblast
mikrozomlar ~ homojenatlar1 kiiltiirleri
IC50 Goreli IC50 Goreli  IC50 Goreli
(nM) kuvvet (nM) kuvvet (nM) kuvvet
Aminoglutemit 3000 1 4500 1 8000 1
Anastrazol 12 250 10 450 14 570
Letrozol 12 250 2,50 1800 0,8 10 000
Formestan 50 60 30 150 45 180
Ekzemestan 50 60 15 300 5 1600
Inhibisyon (%) Artik etki (%)
Ekzemestan 979 2,1
Formestan
(im.) 919 8,1
Aminoglutemit 90,6 94
Anastrazol 96,7 33
Letrozol 98,9 1,1

Aromataz inhibitor etkisine sahip resveratrol bilesiginin etilenik bag yapisinin
yerine konulan tiyazol halka sisteminin literatiirde etkinligi 100 kat arttirdig1 ve A
fenil halkas1 yerine pirimidin halka sistemi getirilerek eklenen siibstitiientlerin
aktif yorede bulunan Met374 ile etkilesim sonucu aktivitenin 6000 kat arttigi
belirlenmistir. B halkasinda yapilan Thr310°’nun  hidroksil grubu ile
etkilesebilecek hidrojen akseptdr gruplarin konulmasi aktiviteyi arttirmamistir
(Demers ve ark., 1990) (Sekil 18).

HO

A
() QWS\N IQWS‘N
| b é?
B
(L, 9

Resveratrol(1) (2) (3)
Aromataz 1C5;=25 uM Aromataz IC5y=>50 pM Aromataz IC5y= 0,24uM

Sekil 18. Resveratrol ve Tiirevleri

HO

Bilgisayar yardimiyla ila¢ tasariminda molekiiler docking, quantitative structure-
activity relationship (QSAR) ve high throughput virtual screening (HTVS)
olduk¢a yaygin kullanima sahiptir. Bu konuyla ilgili detayli bilgi birgok degerli
kitapta O0zetlenmis ve Orneklenmistir (Iveson ve ark.,1993; Vanderwall ve ark.,
1993; Wouters ve ark., 1994). Docking yazilimlar1 ligand-protein veya protein-
protein gibi yapilarin birbirleriyle nasil etkilesebileceklerinin belirlendigi “poz”
olusturan simulasyon algoritmalar1 ile bu pozlarin yine belirli matematiksel
algoritmalarla skorlandig1 iki temel 6geden olugsmaktadir. Bu her iki fonsiyon da
yazilimdan yazilima farklilik gosteren algoritmalara dayanmaktadir.

Genellikle yazilimlarin tiimii, etkilesimden sorumlu pozlari ¢ok yiiksek olasilikla
saptamaktadir.
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2009 yilinda Ghosh ve arkadaglarinin yapinin X-ray kristallografi verilerini
yayinladiktan, Simpson ve ark. (1994), sonra gergeklestirilen aromataz
inhibitorleri iizerine molekiiler modelleme c¢alismalarina ait ornekler asagida
kisaca Ozetlenmektedir,

Awasthi ve arkadaslar1 Ostrojen baglantili meme kanserinde etkin olacagini
diistindiikleri 45 dogal flavonid birlesigini kullanarak Comparative Molecular
Field Analysis (COMFA) teknigi ile yaptiklart QSAR c¢alismasinda flavonoid
veri-tabanin1 tarayarak docking yontemiyle belirledikleri bilesiklerde aromataz
aktivitesi  Ol¢iimlemislerdir.  Bilesiklerden  7-hidroksiflavonon  beta-D-
glukopiranositde (the half maximal inhibitory concentration (ICsp): 1.09 uM)
yliksek aktivite belirlemislerdir (Awasthi ve ark., 2015) .

Ferlin ve arkadaslar1 sentezledikleri pirolo[2,3-h]kinolin ve pirolo[3,2-f]kinolin
tiirevlerinin aromataz sitokrom (CYP) 17 ve 22 enzimlerini inhibe ederken
letrazol standartina karst CYP11B1 ve CYP17 enzimlerini inhibe etmediklerini
belirlemiglerdir. Bu c¢aligmada docking yontemi ile bilesiklerin enzimlerle
interaksiyonlar1 incelenmis ve aktif yorede hangi amino asitlerin etkilesimde rol
oynadiklarini belirlemislerdir (Ferlin ve ark., 2015)

Favia ve arkadaslar1 yaptiklar literatiir tarama g¢aligmalariyla giiniimiize kadar
etken aromataz inhibitorlerinin tasarlanmasinda kullanilan bilgisayarli tasarim
tekniklerini 6zetlemislerdir (Favia ve ark., 2013).

Konuyla ilgili farkli caligmalar literatiirde bulunmaktadir. Calismalarin ¢ogu farkl
QSAR baglantili docking calismalarini icermektedir (Narayana ve ark., 2012;
Caporuscio ve ark., 2011; Dai ve ark., 2010).
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GERECLER

Kullanilan kimyasal maddeler

Bakir (IT) bromiir : Merck, ABD

Etil asetat : Sigma Aldrich, Switzerland
Sodyum karbonat dekahidrat : Sigma Aldrich, Switzerland
Tiyoizonikotinamit : Alfa Aesar, China
Tiyonikotinamit : Alfa Aesar, China
5-Kloro-2-hidroksi asetofenon : Sigma Aldrich, Switzerland
5-Metil-2-hidroksi asetofenon : Sigma Aldrich, Switzerland
5-Metoksi-2-hidroksi asetofenon : Sigma Aldrich, Switzerland
Sodyum asetat trihidrat : Sigma Aldrich, Switzerland
Etanol : Merck, ABD

Petrol eteri : J. T. Baker, US

Kullanilan elektronik aletler
Erime Derecesi Aleti: Stuart Melting Point Apparatus SMP30

Infrared Spektrofotometresi: Perkin Elmer Spektrum Two Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) Spectrometer

Hidrojen-Niikleik Magnetik Rezonans ('H-NMR) Spektrometresi: Bruker 500
Hertz (MHz) UltraShield NMR Spektrofotometre

Karbon-Niikleik Magnetik Rezonans (?C-NMR) Spektrometresi: Bruker 125
MHz UltraShield NMR Spektrofotometre

Kiitle Spektrometresi: Agilent 1100 Serisi Kiitle Spektrometresi

Elde edilen bilesiklerin analizi

Erime derecesi tayini

Elde edilen bilesiklerin erime derecelerinin tayini, Stuart Melting Point Apparatus

SMP30 ile yapilmistir. Madde toz haline getirilip, bir ucu agik kapiler borulara 0,5
cm yiiksekligine kadar doldurularak degerler bulunmustur.

Ince tabaka kromatografisi tayini
Elde edilen bilesiklerin Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) analizleri, etil

asetat:petrol eteri (50:50) solvan sisteminde, Thin Layer Chromatography (TLC)
Silica gel 60 F,s4 plaklarina uygulanarak yapilmistir.
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IR spektrumlarinin eldesi

Bilesiklerin infrared (IR) spektrumlari, maddeler toz haline getirildikten sonar
Perkin Elmer Spektrum Two FTIR Spektrofotometresi yardimiyla elde edilmistir.

"H NMR spektrumlarinin eldesi

Elde edilen bilesiklerin "H NMR spektrumlar, yaklasik 10 mg kadar maddenin
dimetilsiilfoksit (DMSO)-d;s i¢indeki ¢ozeltisinde ¢ozlilmesi ve internal standard
tetrametilsilan (TMS) eklenmesi ile Bruker 500 MHz UltraShield NMR
Spektrofotometresi kullanilarak elde edilmistir.

BC NMR spektrumlarinin eldesi

Bilesiklerin °C NMR spektrumlari Bruker 125 MHz UltraShield NMR
Spektrofotometresi kullanilarak elde edilmistir.

MS spektrumlarinin eldesi

Elde edilen bilesiklerin kiitle, (mass spectrometry, MS) spektrumlari, Agilent
1100 serisi kiitle spektrometresi ile alinmigtir.

C, H, N tayini

Elde edilen bilesiklerin C, H, N yilizde oranlar1 analizi Leco CHNS elementel
analiz cihazi kullanilarak yapilmistir.

YONTEMLER
Baslangic Maddelerinin Elde Edilmesi

2-Bromo-2’-hidroksi-5’-siibstitiieasetofenonun tiirevlerinin eldesi
Genel yontem

0.5 mol 5-siibstitlie-2-hidroksiasetofenon, 1 mol bakir (II) bromiir ile etil asetat
cozeltisi icerisinde 6-8 saat kaynatildi. Bir gece bekledikten sonra, olusan bakir (I)
bromiir siiziilerek ayrildi. Sivi kisim su ile ekstre edilip, etil asetath faz sodyum
karbonat ile 1slatilmis siizge¢ kagidindan siiziildiir ve ucurularak 2-Bromo-2’-
hidroksi-5’-siibstitiieasetofenonun tiirevleri elde edilir. Klasik, etil asetat
icerisinde asetofenon tiirevlerine yapilan bromlama reaksiyonu, bilesiklerimizin,
fenolik bilesikler olmasindan dolay1 uygulanamamastir.

0 0

R
CH; 2CuBr, R Br o scuBr 4+ ppr
Etilasetat
OH cozeltisi OH

R: CH3, OCH3, Cl
Sekil 19. 2-Bromo-2’-hidroksiasetofenonun tiirevlerinin eldesi
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2-Bromo-2’-hidroksi-5’-metilasetofenon
O

H3C Br
OH

0.5 mol 5-metil-2-hidroksiasetofenon ve 1 mol bakir(Il)bromiir kullanilarak
verilen genel yonteme gore elde edildi.

E.n.: 30-32°C Lit. (Bouillot, 2008) orange oil
2-Bromo-2’-hidroksi-5’-metoksiasetofenon

O
H3CO Br

OH

0.5 mol 5-metoksi-2-hidroksiasetofenon ve 1 mol bakir(Il)bromiir kullanilarak
verilen genel yonteme gore elde edildi.

E.n.: 52-53°C Lit. (Milton ve ark., 1955) E.n.: 54-58 °C

2-Bromo-2’-hidroksi-5’-kloroasetofenon
0

Cl\cfj\/ Br
OH

0.5 mol 5-kloro-2-hidroksiasetofenon ve 1 mol bakir(Il)bromiir kullanilarak
verilen genel yonteme gore elde edildi.

E.n.: 60-62 °C Lit. ( Sudhir ve ark., 2007) E.n.: 63-67 °C
Tiyopikolinamit eldesi

Bu caligmada tiyopikolinamit, tiyonikotinamit veya tiyoizonikotinamit iirevleri ile
2-bromo-2’-hidroksi-5’-metilasetofenon, 2-bromo-2’-hidroksi-5’-
metoksiasetofenon, 2-bromo-2’-hidroksi-5’-kloroasetofenon tiirevleri reaksiyona
sokulmustur ve yeni bazi tiyazol tiirevleri elde edilmistir. Pikolinonitrilin dioksan
icerisinde fosforpentasiilfiir ile reaksiyonundan elde edilen tiyopikolinamit,
reaksiyonun ileri basamaklarinda kullanilmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Pikolinonitrilden tiyopikolinamit eldesi

Sonugc Bilesiklerinin Elde Edilmesi
2-Piridil-4-(siibstitiiefenol)tiyazol tiirevlerinin eldesi
Genel Yontem

2-Piridil-4-(siibstitiiefenol)tiyazol ~ tiirevleri 50 ml etanol igerisinde
tiyopikolinamit, tiyonikotinamit veya tiyoizonikotinamit ile 6nce oda sicakliginda
30 dakika, sonra geri ¢eviren sogutucu altinda 1 saat karistirilarak kaynatildi.
Karigim sogumaya birakildi. Olusan ¢okelek siiziilerek alindi. Suyla muamele
edilerek ¢oziildi. Doymus sodyum asetat ¢ozeltisi ile notralize edildi. Olusan
cokelek siiziilerek alinir ve etanolden kristallendirildi (Sekil 22).
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Sekil 21. 2-Piridil-4-(siibstitiiefenol)tiyazol tiirevlerinin eldesi

18



Bilesik 1. 4-((2-hidroksi-5-metil)fenil)-2-(piridin-2-il)tiyazol

OH
N —
H,C
3 \\ \ /
S N

5 mmol (1.34g) 5-metil-2-hidroksiasetofenonbromiir ve 5 mmol (0.69g)
tiyopikolinamit kullanilarak verilen genel yonteme gore elde edildi.

Verim: %78.4 En.: 167 °C

Analiz : C1sHi2N2OS

Hesaplanan :C:67.14 H: 4.51 N:10.44
Bulunan : C: 66.12 H:4.33 N:9.99

IR Omaks(cm™) : 3102-3048 (Aromatik C-H gerilim bandi) , 2987-2914 (Alifatik
C-H gerilim bandi) , 1583-1525 (C=N, C=C gerilim bandi) , 1246 (C-O gerilim
bandi)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d;) § (ppm): 2.3 (3H, s, CHs) , 6.8 (1H, d, J: 8.1
Hz, fenil C5-H) , 7.0 (1H, dd, j: 2.0 Hz, J: 8.2 Hz, fenil C4s-H) , 7.55-7.52 (1H, m,
piridin C4-H) , 7.9 (1H, d, J: 1.7 Hz, fenil C¢-H) , 8.0 (1H, td, j: 1.6 Hz, J: 7.7 Hz,
piridin Cs-H) , 8.2 (1H, d, J: 7.8 Hz, piridin Cs;-H) , 8.2 (1H, s, tiyazol Cs-H) , 8.6
(1H, d, J: 4.1 Hz, piridin C¢-H) , 10.2 (1H, s, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 20.74 (CH3), 116.87 (tiyazol Cs),
119.25(fenil C3), 119.78 (fenil C,), 119.82 (piridin Cs), 125.70 (piridin Cy) ,
128.17(fenil C4) , 129.15(fenil Cs) , 130.27 (fenil Cs), 138.32 (piridin Cs), 150.26
(piridin Cy) , 150.71 (tiyazol Cs) , 153.35 (tiyazol C,) , 167.24 (fenil C,)

MS (ES) m/z: 269 (M+1)
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Bilesik 2. 4-((2-hidroksi-5-metil)fenil)-2-(piridin-3-il)tiyazol

5 mmol (1.34g) S5-metil-2-hidroksiasetofenonbromiir ve 5 mmol (0.69g)
tiyonikotinamit kullanilarak verilen genel yonteme gore elde edildi.

Verim: %80.2 En.:217°C

Analiz : C1sHi2N2OS

Hesaplanan :C:67.14 H: 4.51 N:10.44
Bulunan : C: 66.87 H:4.13 N:9.31

IR O mars(em™) : 3095, 3044, 3021 (Aromatik C-H gerilim band1) , 2919 (Alifatik
C-H gerilim bandi) , 1624-1552 (C=N, C=C gerilim band1) , 1251-1238 (C-O
gerilim band1)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.3 (3H, s, CH3) , 6.9 (1H, d, J: 8.1
Hz, fenil Cs-H) , 7.03 (1H, dd, j: 2.0 Hz, J: 8.1 Hz, fenil C4-H) , 7.76-7.73 (1H, m,
piridin Cs-H) , 8.0 (1H, d, J: 1.7 Hz, fenil C¢-H) , 8.3 (1H, s, tiyazol Cs-H) , 8.6
(1H, d, J: 6.4 Hz, piridin C4-H) , 8.7 (1H, d, J: 4.4 Hz, piridin C¢-H) , 9.3 (1H, s,
piridin C,-H) , 10.3 (1H, s, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 20.72 (CHs) , 116.83 (tiyazol Cs) ,
118.54 (fenil C3) , 119.68 (fenil C;), 125.65 (piridin Cs), 128.18 (fenil C4), 129.45
(fenil Cs), 130.12 (piridin C3), 130.41 (fenil Cg), 136.40 (piridin Cy), 145.64
(piridin Cg), 149.30 (piridin C,), 153.24 (tiyazol C,), 153.37 (tiyazol C,), 161.94
(fenil Cy,)

MS (ES) m/z: 269 (M+1)
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Bilesik 3. 4-((2-hidroksi-5-metil)fenil)-2-(piridin-4-il)tiyazol

5 mmol (1.34g) S5-metil-2-hidroksiasetofenonbromiir ve 5 mmol (0.69g)
tiyoizonikotinamit kullanilarak verilen genel yonteme gore elde edildi.

Verim: %79.3 E.n.: 184.5°C
Analiz : C1sHi2N2OS
Hesaplanan :C:67.14 H: 4.51 N:10.44
Bulunan : C: 66.31 H:3.99 N:10.31

IR Omaks(cm™) : 3106-3031 (Aromatik C-H gerilim bandi) , 2913 (Alifatik C-H
gerilim band1) , 1624-1594 (C=N, C=C gerilim bandi) , 1238 (C-O gerilim bandi)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 2.3 (3H, s, CHs) , 6.9 (1H,d, J: 8.2 Hz,
fenil C5-H) , 7.0 (1H, dd, j: 1.8 Hz, J: 8.1 Hz, fenil C4-H), 7.9 (2H, d, J: 6.0 Hz,
piridin Css-H) , 8.0 (1H, d, J: 1.6 Hz, fenil C¢-H) , 8.3 (1H, s, tiyazol Cs-H) , 8.7
(2H, d, J: 6.0 Hz, piridinC,¢-H) , 10.3 (1H, s, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 20.72 (CH3), 116.83 (tiyazol Cs),
119.19 (fenil C3), 119.71 (fenil C,), 120.57 (piridin Css), 128.21 (fenil Cy),
129.45 (fenil Cs), 130.45 (fenil Cg), 139.86 (piridin C4), 151.28 (piridin Cag),
153.38 (tiyazol Cs) ,153.46 (tiyazol Cs) , 163.23 (fenil C,)

MS (ES) m/z: 269 (M+1)
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Bilesik 4. 4-((2-hidroksi-5-metoksi)fenil)-2-(piridin-2-il)tiyazol

H3C\ N -
o
\ \>,®
N

S

5 mmol (1.42g) S5-metoksi-2-hidroksiasetofenonbromiir ve 5 mmol (0.69g)
tiyopikolinamit kullanilarak verilen genel yonteme gore elde edildi.

Verim: %79.8 E.n.: 142.8 °C
Analiz : C1sH12N2O,2S
Hesaplanan : C: 63.36 H:4.25 N:9.85
Bulunan :C:62.78 H:3.83 N:9.76

IR O mas(cm™) : 3076 (Aromatik C-H gerilim bandi) , 2981 (Alifatik C-H gerilim
band1) , 1626-1584 (C=N, C=C gerilim band1) , 1222 (C-O gerilim band1)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds)  (ppm): 3.8 (3H, s, OCH3) , 6.8 (1H, dd, j: 3.1
Hz,J: 8.8 Hz, fenil C4-H) , 6.9 (1H, d, J: 8.8 Hz, fenil C;-H) , 7.54-7.52 (1H, m,
piridin C4-H) , 7.7 (1H, d, J: 3.0 Hz, fenil C¢-H) , 8.0 (1H, td, j: 1.7 Hz,J: 7.7 Hz,
piridin Cs-H) , 8.2 (1H, d, J: 7.8 Hz, piridin Cs-H) , 8.3 (1H, s, tiyazol Cs-H), 8.6
(1H, d, J: 3.6 Hz, piridin C¢-H) , 10.1 (1H, s, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-d5) 8 (ppm): 55.99 (OCH3) , 113.52 (tiyazol Cs) ,
115.76(fenil Cs), 117.71 (fenil C,), 119.79 (fenil C4), 119.82 (piridin Cs), 120.43
(fenil Cg), 125.72 (piridin Cy), 138.31 (piridin Cs), 149.57 (piridin Cs), 150.24
(piridin Cg) , 150.67 (piridin C,), 152.70 (tiyazol Ca), 153.08 (tiyazol C,), 167.28
(fenil Cy,)

MS (ES) m/z: 285 (M+1)
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Bilesik 5. 4-((2-hidroksi-5-metoksi)fenil)-2-(piridin-3-il)tiyazol

5 mmol (1.42g) 5-metoksi-2-hidroksiasetofenonbromiir ve 5 mmol (0.69g)
tiyonikotinamit kullanilarak verilen genel yonteme gore elde edildi.

Verim: %81.3 En.: 167 °C

Analiz : C1sH12N2O,2S

Hesaplanan : C: 63.36 H:4.25 N:9.85
Bulunan : C:63.05 H: 4.18 N:9.70

IR Omaks(cm™) : 3063 (Aromatik C-H gerilim bandi) , 2944-2906 (Alifatik C-H
gerilim band1) , 1624-1573 (C=N, C=C gerilim bandi) , 1221 (C-O gerilim bandi)

"H NMR (500 MHz, DMSO-d;) § (ppm): 3.7 (3H, s, OCHs3) , 6.8 (1H, dd, j: 3.1
Hz,J: 8.8 Hz, fenil C4-H) , 6.9 (1H, d, J: 8.8 Hz, fenil C;-H) , 7.60-7.57 (1H, m,
piridin Cs-H), 7.7 (1H, d, J: 3.11 Hz, fenil C¢-H) , 8.3 (1H, s, tiyazol Cs-H) , 8.4
(1H, d, J: 5.9 Hz, piridin C4-H) , 8.7 (1H, d, J: 3.3 Hz, piridin C¢-H) , 9.2 (1H, s,
piridin C,-H) , 10.1 (1H, s, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-d5) 8 (ppm): 55.99 (OCHs3) , 113.68 (tiyazol Cs) ,
115.89 (fenil Cs) , 117.69 (fenil C,) , 118.40 (fenil Cy) , 120.35 (fenil C¢), 124.77
(piridin Cs), 129.27 (piridin C;), 134.17 (piridin C,), 147.47 (piridin Cs), 149.57
(piridin C,), 151.48 (fenil Cs), 152.69 (tiyazol Cy4), 152.88 (tiyazol C,), 163.17
(fenil Cy,)

MS (ES) m/z: 285 (M+1)
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Bilesik 6. 4-((2-hidroksi-5-metoksi)fenil)-2-(piridin-4-il)tiyazol

5 mmol (1.42g) 5-metoksi-2-hidroksiasetofenonbromiir ve 5 mmol (0.69g)
tiyoizonikotinamit kullanilarak verilen genel yonteme gore elde edildi.

Verim: %78.6 En.: 153.4°C
Analiz : CisH1aN2OsS
Hesaplanan : C:63.36 H:4.25 N:9.85
Bulunan : C:62.77 H:3.9 N:9.31

IR Omaks(cm™) : 3124-3065 (Aromatik C-H gerilim bandi) , 2951 (Alifatik C-H
gerilim bandi) , 1622-1595 (C=N, C=C gerilim bandi) , 1215 (C-O gerilim bandi)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d) & (ppm): 3.7 (3H, s, OCH3), 6.8 (1H, dd, J:3.1
Hz,J: 8.8 Hz, fenil C4-H) , 6.9 (1H, d, J: 8.8 Hz, fenil C;-H) , 7.7 (1H, d, J: 3.12
Hz, fenil C¢-H) , 7.9 (2H, d, J: 6.0 Hz, piridin Css-H) , 8.4 (1H, s, tiyazol Cs-H) ,
8.7 (2H, d, J: 4.6 Hz, piridinC,¢-H) , 10.1 (1H, s, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-d5) 8 (ppm): 55.99 (OCHs3) , 113.78 (tiyazol Cs) ,
115.96 (fenil C3) , 117.70 (fenil C), 119.69 (fenil C4) 120.34 (fenil Cg), 120.57
(piridin Cs5), 139.81 (piridin Cy), 149.60 (fenil Cs), 151.28 (piridin C,¢), 152.70
(tiyazol Cy), 153.20 (tiyazol C,), 163.29 (fenil C,)

MS (ES) m/z: 285 (M+1)
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Bilesik 7. 4-((2-hidroksi-5-kloro)fenil)-2-(piridin-2-il)tiyazol

“ \ N@

5 mmol (1.44g) 5-kloro-2-hidroksiasetofenonbromiir ve 5 mmol (0.69g)
tiyopikolinamit kullanilarak verilen genel yonteme gore elde edildi.

Verim: %79.5 E.n.: 193.7°C

Analiz : C14HoCIN,OS

Hesaplanan :C:58.23 H:3.14 N:9.70
Bulunan :C:57.34 H:2.90 N:9.45

IR O mas(em™) : 3105 (Aromatik C-H gerilim bandi) , 1581-1566 (C=N, C=C
gerilim band1) , 1247 (C-O gerilim band1)

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.0 (1H, d, J: 8.6 Hz, fenil C3-H) , 7.2
(1H, dd, j: 2.7 Hz,J: 8.6 Hz, fenil C4-H) , 7.54-7.52 (1H, m, piridin C4-H) , 8.0
(1H, td, j: 1.6 Hz, J: 7.6 Hz, piridin Cs-H) , 8.2 (1H, d, J: 2.7 Hz, fenil C¢-H) , 8.2
(1H, d, J: 7.8 Hz, piridin Cs-H) , 8.3 (1H, s, tiyazol Cs-H) , 8.6 (1H, d, J: 4.7 Hz,
piridin C¢-H) , 10.7 (1H, s, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm):118.61 (tiyazol Cs), 119.94(piridin
Cs), 120.91 (fenil C3), 122.10 (fenil C,), 123.41 (fenil Cy), 125.77 (piridin Cy),
128.30 (fenil Cg), 129.07 (fenil Cs), 138.30 (piridin Cs), 150.22 (piridin Cg),
150.64 (piridin Cy), 151.47 (tiyazol C4), 154.40 (tiyazol C,), 167.51(fenil C,)

MS (ES) m/z: 289 (M+1)
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Bilesik 8. 4-((2-hidroksi-5-kloro)fenil)-2-(piridin-3-il)tiyazol

5 mmol (1.44g) 5-kloro-2-hidroksiasetofenonbromiir ve 5 mmol (0.69g)
tiyonikotinamit kullanilarak verilen genel yonteme gore elde edildi.

Verim: %80.3 E.n.: 179.3°C

Analiz : C14HoCIN,OS

Hesaplanan :C:58.23 H:3.14 N:9.70
Bulunan :C:57.78 H:2.99 N:9.21

IR Omaks(cm™) : 3094-3041 (Aromatik C-H gerilim bandi) , 1575-1518 (C=N,
C=C gerilim band1) , 1246 (C-O gerilim band1)

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 7.0 (1H, d, J: 8.67 Hz, fenil C3-H) ,
7.2 (1H, dd, j: 2.7 Hz, J: 8.6 Hz, fenil C4-H) , 7.59-7.56 (1H, m, piridin Cs-H) ,
8.2 (1H, d, J: 2.6 Hz, fenil C4-H) , 8.3 (1H, s, tiyazol Cs-H) , 8.4 (1H, d, J: 9.7 Hz,
piridin C4-H) , 8.7 (1H, d, J: 4.7 Hz, piridin C¢-H) , 9.2 (1H, s, piridin C,-H) ,
10.7 (1H, s, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-d5) 8 (ppm): 118.58 (tiyazol Cs) , 119.50 (fenil C3)
, 121.97 (fenil C)), 123.41 (fenil C4), 124.75 (piridin Cs), 128.51 (fenil Cs),
129.18 (piridin C3), 129.22 (fenil Cs), 134.22 (piridin Cy), 147.53 (piridin Cg),
151.29 (tiyazol Cs), 151.53 (tiyazol Cy), 154.40 (piridin Cy), 163.17 (fenil C,)

MS (ES) m/z: 289 (M+1)
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Bilesik 9. 4-((2-hidroksi-5-kloro)fenil)-2-(piridin-4-il)tiyazol

N
“ \%@N

S

5 mmol (1.44g) 5-kloro-2-hidroksiasetofenonbromiir ve 5 mmol (0.69g)
tiyoizonikotinamit kullanilarak verilen genel yonteme gore elde edildi.

Verim: %78.5 E.n.: 203.6 °C

Analiz : C14HoCIN,OS

Hesaplanan :C:58.23 H:3.14 N:9.70
Bulunan : C:57.77 H:2.95 N:9.55

IR O mas(em™) : 3032 (Aromatik C-H gerilim bandi) , 1596-1555 (C=N, C=C
gerilim band1) , 1254 (C-O gerilim band1)

"H NMR (500 MHz, DMSO-d5) & (ppm): 7.0 (1H, d, J: 8.6 Hz, fenil Cs3-H) , 7.2
(1H, dd, j: 2.7 Hz,J: 8.6 Hz, fenil C4-H) , 7.9 (2H, d, J: 6.0 Hz, piridin C;5-H) ,
8.2 (1H, d, J: 2.7 Hz, fenil C¢-H) , 8.4 (1H, s, tiyazol Cs-H) , 8.7 (2H, d, J: 4.6 Hz,
piridin C,4-H) , 10.7 (1H, s, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 118.60 (tiyazol Cs), 120.66 (piridin
C3), 120.88 (fenil C3), 121.95 (fenil C,), 123.42 (fenil Cy), 128.55 (fenil Cg),
129.30 (fenil Cs), 139.75 (piridin Cy), 151.29 (piridin Cae), 151.60(tiyazol Cy),
154.43 (tiyazol C,), 163.58 (fenil Cy)

MS (ES) m/z: 289 (M+1)

27



XTT Cahsmalar:

Tetrazolium tuzu XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-
5-karboksanilid) yasayan hiicrelerinin metabolik aktivitelerinin 6l¢iilmesinde
kullanilabilir. Tetrazolium tuzu canli hiicrelerde mitokondrial siiksinat
dehidrojenaz enzimi ile formazana donebilir. Formazan fotometrik olarak
hesaplanabilir ve bu deger canli hiicrelerin sayisi ile orantilidir (Yurttas ve ark.,
2014). Bu sitotoksisite testinde National Institue of Health (NIH)/3T3 ve MCF-7
hiicre hatlar1 kullanildi. Bu hiicreler FBS, 100 IU/ml penisilin ve 100 mg/ml
streptomisin iceren Roswell Park Memorial Institue (RPMI) medyumunda %5
CO, ve 37°C de inkiibe edildi. NIH/3T3 ve MCF-7 hiicreleri 96 kuyucuklu plate
2x10* hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra,
hiicrenin medyumu ortamdan alindi ve hiicre medyumuna 3.9-500 ug/ml
konsantrasyonda bilesik eklendi. 24 saat inkiibe edildikten sonra, Cytotox-XTT 1
Parameter Cytotoxicity Kit ile NIH/3T3 ve MCF-7 hiicrelerin mitokondrial
aktivitelerini dlgmek icin sitotoksisite testi uygulandi. ilk olarak, hiicreler PBS ile
yikandi ve her kuyucuga 200 ul taze medyum eklendi. XTTI ve XTTII
soliisyonlart 1:100 oraninda eklenerek karigtirildi. Daha sonra, bu karisimdan 50
ul her kuyucuga eklendi ve plak %5 CO, ve 37°C de 3 saat inkiibe edildi. Daha
sonra plaklarin OD degerleri 480 nm de, referans dalga boyu olarak 680 nm ile
olgiildii. Bilesigin her bir konsantrasyonu igin % inhibisyon hesaplandi. 1Cs
degeri non-linear regresyon analizi ile tahmin edildi. Cisplatin (pozitif kontrol
olarak kullanildi. Bilesiklerin stok soliisyonu DMSO ile hazirlandi ve daha sonra
taze medyum ile diliie edildi. En son DMSO konsantrasyonu %0,1 in altindayda.
Biitiin deneyler dublike yapildi.

Molekiiler Modelleme Calismalar:

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

Protein yapisi, docking islemlerinde kullanilan GRID dosyalarinin hazirlanmast
ve cesitli algoritmalarla gergeklestirilen docking ve skorlama islemleri Maestro
(Schrodinger Inc, ABD) yazilimi ve ilgili alt {initeleri ile gergeklestirilmistir.
Etkilesimin dogasinin ve olasiliklarinin incelenmesine ait grafikler ve sekiller,
MOE (Chemical Computing Group Inc., Kanada) yazilimina ait 6zel yazilim olan
“Ligand-receptor contacts (visualization+scoring) SVL” yardimiyla saglanmistir.
Bilgisayar gerektiren tiim islemler, Istanbul Medipol Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi biinyesindeki is istasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Metod
Kullanilacak ligand setin hazirlanmast

Bilesilerin 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
hazirlanms, tekrar eden ve tuz formunda olanlar ayiklanmastir.
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Kullanilacak hedefin hazirlanmasi

Protein veri bankasi igeriginden “Androstendion ile kompleks halde bulunan insan
plasental aromataz sitokrom P450 kristal yapist” (Pdb ID; 3EQM) na ait
kristalografik veriler Protein Data Bank (PDB) formatinda indirilmistir (36).
Takiben Maestro (Schrodinger Inc, USA) programinin altinda bulunan “protein
preparation wizard” yardimiyla yapimin hidrojenleri eklenmis ve bag yapilari
program yazilimina uygun olarak tekrar diizenlenmistir. Rotasyona acik olan
amino asitlerin uygun yan zincir pozisyonlart ve olasi protein i¢ci H baglar
belirlendikten sonra tiim yapinin hidrojenleri Optimized Potentials for Liquid
Stimulations (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 ¢esitli etkilesim haritalar1 hazirlanimistir. Dosyanin hazirlanmast
sirasinda orjinal ligand merkez noktasi olarak alimig, Van der Waals 6l¢iimleme
faktorleri yazilima 6zgii degerler kullanilarak yapilmistir.

Docking ve skorlama

Daha 6nce hazirlanmis ligandlarin optimize edilmis GRID dosyasi 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 6lgiimlenmis, artan sirada diizenlenmis ve pozlar
incelenmistir. Son basamakta biyolojik aktivitesi belirlenmis maddeye ait segilen
poz ve hazirlanmis protein yapist pdb uzantisi ile kaydedilmistir.

Etkilesim grafikleri ve sekillerin hazirlanmasi

Docking islemi sirasinda kaydedilen pdb dosyalar1 MOE (Chemical Computing
Group Inc., Kanada) yazilimi1 yardimiyla tekrar agilmis ve olast 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 hesaplart yapilmis ve
yorumlanmistir. Hesaplamalar sonucunda olusan grafikler ve etkilesimler, yiiksek
¢ozliniirliiklii resim formatinda kaydedilerek metin igerigine yerlestirilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Elde edilen dokuz bilesigin ortak olan kismi tiyazol kalintisidir. Tiyazol yapisinin
ikinci konumunda piridil kalintilari, dordiincii konumunda ise siibstitiie fenol
kalintilar1 yer almigtir. Fenolik OH grubu aril kalintisinin ikinci konumunda,
siibstitlientler ise besinci konumunda yer almislardir. MCF-7 hiicrelerine karsi
denenen antikanser etki testlerinde standart bilesikler olarak letrazol, anastrazol,
ekzemestan ve formestan kullanilmistir. Standart bilesikler i¢inde en yiiksek etki
degeri ile ekzemestan, en dikkat c¢ekici bilesiktir. Standart bilesiklerin etki
degerleri ile bilesiklerimizin etki degerleri kiyaslandigi zaman, tim
bilesiklerimizin oldukga etkili olduklar1 goriilmektedir. Bilesik 3’lin yani 2-(2-
piridil)-4-(2-hidroksi-5-metilfenil)tiyazoliin en yiiksek etki degerine sahip oldugu
goriilmistlir. Bu deger, (166.3 pg/ml) en etkili standart bilesigin degerinden daha
yiiksektir(181.1 pg/ml). ikinci, iigiincii ve dérdiincii en etkili bilesikler, sirasiyla
Bilesik 9, 2-(4-piridil)-4-(2-hidroksi-5-klorofenil)tiyazol ve Bilesik 4, 2-(2-
piridil)-4-(2-hidroksi-5-metoksifenil)tiyazol ve Bilesik 4, 2-(4-piridil)-4-(2-
hidroksi-5-metoksifenil)tiyazol’diir. Bu bilesiklerden Bilesik 3, 6 ve 9’un ortak
ozelligi 4-piridil kalintis1 tagimalari, bilesik 4 ve 6’nin ortak 6zellikleri ise fenolik
kalint1 lizerinde metoksi grubu tagimalaridir. Bu durumda, etki iizerinde fenolik
kalintidan ziyade 4-piridil kalintisinin daha etkin oldugu sdylenebilir.

Bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda, yukarda belirtilen yapi-etki iliskileri goz
online almnarak piridil kalintis1, pirimidinil veya piridazinil kalintilariyla yer
degistirilerek elde edilecek bilesiklerin etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir.

Spektral Verilerin Degerlendirilmesi
IR spektral bulgular

Biitiin bilesiklerimizde ortak olan aromatik C-H gerilim bandi beklenen bir
sekilde 3021-3124 cm™"’de gelmistir. Bilesik;, Bilesik, Bilesiks, Bilesiks, Bilesiks
ve Bilesiks’daki siibstitiie fenil ve metoksi gruplarindaki alifatik C-H gerilim
bandi 2906-2987 cm™’de gdzlenmistir. Tiim bilesiklerimizde ortak olan C=N,
C=C gerilim bandlar1 1518-1626 cm’de gelmislerdir. C-O gerilim band:
aromatik halkayla rezonans olark etkilesim i¢inde olmsindan dolay1 diisiik
frekansta 1215-1254 cm’de gelmislerdir. Bilesiklerimizi karakterize etmede
yardimci olan bandlar, beklendigi sekilde gozlenmislerdir.

"H-NMR spektral bulgular

Tim  bilesiklerimizin ~ 'H-NMR  spektrumlart  almmis ve  sonuglar
degerlendirilmistir. Tiim bilesiklerimiz icin ortak olan tiyazol kalintisinin Cs-H
protonlar1 singlet olarak rezonansa ugramislar ve 8.2-8.4 ppm civarinda
gozlenmislerdir. Siibstitiie fenil yapisinin Cs-H protonlar1 tiim bilesiklerimizde
6.8-7.0 ppm civarinda dublet olarak rezonansa ugrarken, C4-H protonlar1 6.8-7.2
ppm civarinda, allilik yapinin da etkisiyle double dublet olarak rezonansa
ugramiglardir. Ce¢-H protonlart ise 7.7-8.2 ppm civarinda dublet olarak
gozlenmiglerdir. Bilesik;, Bilesik, ve Bilesiks’de ortak olan CHj protonlar1 2.3
ppm’de singlet olarak goriiliirken, Bilesiks, Bilesiks ve Bilesiks icin OCHj;
protonlart 3.7-3.8 ppm civarinda gozlenmistir. Siibstitiie piridin halkasinin
protonlar1 azotun indiiktif etkisinden de dolay1 7.5-9.3 ppm civarinda rezonansa
girmiglerdir. Bilesik,, Bilesiks ve Bilesik;’de piridin Cs-H protonlari, allilik
yartlmanin da etkisiyle tripletin dubleti olarak rezonansa ugrarlarken, Bilesiko,
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Bilesiks ve Bilesikg’deki piridin Cs-H protonlarinin rezonanslari multiplet olarak
gozlenmislerdir. Tim bilesiklerde ortak olan OH protonlart 10.1-10.7 ppm
arasinda singlet olarak rezonansa girmistir.

BC-NMR spektral bulgular

Tiim bilesiklerimizde ortak olan tiyazol halkasinin 5. konumundaki karbonu
113.6-18.6 ppm civarinda rezonans gosterirken, 2. konumdaki karbonu 113.6-
154.4 ppm civarinda rezonans gostermistir. Deger araliginin bu kadar farklh
olmasi, yapilardaki siibstitiie atomlarin indiiktif etkilerinden kaynaklanmaktadir.
Tiyazoliin 4. konumdaki karbonu 150.7-153.3 ppm civarinda rezonansa girmistir.
Bilesik;, Bilesik, ve Bilesiks’deki siibstitiie CHj3 lizerindeki karbon atomlar1
golgelenmenin ¢ok olmasindan dolayr 20.7 ppm civarinda rezonans gosterirken,
Bilesiks, Bilesiks ve Bilesiks’ daki siibstitiie OCHj tlizerindeki karbon atomlar1 da
benzer sekilde yiiksek alanda, 55.9 ppm’de rezonans gostermislerdir.

MS spektral bulgular

Bilesikler 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 icin alinan MS spektrumlarinda, kullanilan
yontem geregi M+1 pikleri elde edilmistir. Biitiin bilesikler icin elde edilen
spektrumlarda M+1 pikleri ayn1 zamanda temel piklerdir.

Sitotoksisite Testlerinin Degerlendirilmesi

Cizelge 2. Bilesiklerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite aktiviteleri (ug/ml, nM)

S IC50 IC50
Bilestk (ng/ml) (M)
1 295.3 1100.7
2 317.5 1183.4
3 166.3 619.8
4 244.0 858.1
5 287.3 1010.3
6 267.8 942.0
7 535.1 1853.3
8 345.0 1194.9
9 212.7 736.5
Letrazol 3369.3 11809.5
Eksemestan 181.1 610.8
Anastrazol 8685.0 29604.7
Formestan 1377.0 4553.5

Sonuglara gore biitiin bilesikler MCF-7 hiicreleri lizerinde antiproliferatif etki
gostermistir. Bilesik 3, MCF-7 hiicreleri ilizerinde en yiiksek sitotoksik aktiviteyi
gostermistir. Bilesiklerin ICsy degerleri Cizelge 2 de verilmistir.

Ayrica Bilesik 3 1 sitotoksik aktivite sonuglart NIH 3T3 ve MCF-7 hiicreleri
karsilastirildiginda en yiiksek seciciligi gosterdigi goriilmiistiir. Bilesiklerin NIH
3T3 hiicrelerine gore ICso degerleri Cizelge 3 de verilmistir.
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Cizelge 3. Bilesiklerin NIH 3T3 hiicreleri iizerindeKki sitotoksisite aktiviteleri (ug/ml, pM)

S IC50 IC50
Bilesik (ng/ml) (uM)
1 2.6 9.7
2 179.5 668.9
3 2900.8 10810.6
4 2215.0 7790.2
5 732.8 2577.2
6 16.2 56.8
7 353.6 1224.7
8 284.2 984.2
9 128.0 443.3
Letrazol 158.9 557.1
Eksemestan 291.7 984.2
Anastrazol 130.1 443.3
Formestane 2.9 9.7

Molekiiler Modelleme Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tim bilesiklere ait e-model skorlar1 artan sirada siralandiginda, Slglimlenen
biyolojik aktiviteler ile korelasyon gozlenmektedir. 3EQM X-ray kristal yapisi
iceriginde bulunan 4-andosten-3-17-dion yapisi ve en yiiksek biyolojik aktiviteye
sahip olan Bilesik 3’lin XP docking protokolii ile belirlenen pozunun aktif yoreye
yerlesimleri asagida karsilastirmali verilmektedir (Sekil 22).

-

Sekil 22. Bilesik 3 (C: Ac¢ik Mavi , O: kirmizi, N: Mavi) ve 4-andosten-3-17-dion (C: Pembe,
O: kirmizi, N: Mavi)

Bilesik 3’e ait HTVS ve XP protokolleri ile elde edilen e-model skorlar1 sirasiyla -
44,910 ve -40,700 diir. Bu bilesik her iki protokolle yapilan simiilasyonda da en
yliksek baglanma skorunu almaistir.

Bilesik-aktif yore arasi etkilesim olasiliklari ve mesafe hesaplari, “Ligand-
receptor contacts (visualization+scoring) SVL” yardimiyla hesaplanmis ve
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asagida verilmistir. Bu hesaplamalar sonucunda bilesik ve aktif yore amino
asitleri arasinda su molekiilii kullanilarak veya kullanilmaksizin H-bagi, iyon-iyon
ve iyon-dipol bazl yiik etkilesimleri olasiliklarina rastlanmamistir. Bilesigin aktif
yoreye oturumunda hidrofobik etkilesmelerin etkinligi gdzlemlenmistir (Sekil
23). Etkilesimler filtre edilirken %90 olasilik {istiinde olanlar secilmis ve ortalama
mesafenin 4.4 A° oldugu belirlenmistir.

Sekil 23. 4-((2-hidroksi-5-metil)fenil)-2-(piridin-4-il)tiyazol (Bilesik 3) yapis1 ile 3EQM
arasindaki hidrofobik etkilesmeler (C (ligand): mavi, C (aktif hidrofobik amino asitler);
eflatun, N: mavi)

Bilesik 3 yapisinda bulunan piridinil grubu Phe 134, Met 374 ve Leu 477 amino
asitleri ile smirlandirilan hidrofobik cep arasna yerlesmistir, Met 374 ile
belirlenen esik degerinde etkilesim gostermemekle beraber Phe 134 ve Leu 477
ile hidrofobik etkilesimi vardir. Yapinin diger terminal halkas1 olan fenol ise, Ala
306, Thr310 ve Trp224 ile hidrofobik etkilesmeler igerisindedir. 5 numarali
konumdaki metil grubu ile ile 305 arasindada benzer etkilesim vardir. Merkez
tiyazol halkas1 %90 ve listli esik degerinde kendisini ¢evreleyen amino asitler ile
hidrofobik etkilesimde olamamakla beraber daha diisiik esik degerlerinde Ile 133,
Val 370 ve Leu 477 ilr benzer etkilesmeler gosterebilir (Sekil 24).

Daha dusiik esik degerlerinde, tiyazol halkasmin S atomuna ait elektronlarin
cevrel amino asitlere 6zellikle Ile 133 amino asidine H-bag akseptorii olarak
davaranabilme olasilig1 bulunmaktadir.
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SONUC ve ONERILER

Modelleme caligmalar1 agisindan, Mayhaub ve arkadaslarinin iki ¢aligmasi elde
ettigimiz sonuglar1 destekleyici karakterdedir (Mayhoub ve ark., 2012; Mayhoub
ve ark., 2012).

Bu caligmalarin ilkinde aragtirmacilar tiyazol halka sistemini merkez halka sistemi
alarak simetrik 2,4-arydistibstitiietiyadiazol sistemlerini (1,2) gelistirerek yapilarin
aromataz aktivitelerini Ol¢limlemislerdir. Bu Olglimlemelerde 3 ve 4 iincii
pozisyonlarindan ana yapiya baglanmis piridin yapilarinda 0.2-0.8 uM
konsantrasyonlarda inhibitor aktivite saptanmistir (Sekil 24) (Mayhoub ve ark.,
2012).

~
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Aromataz IC5y=>50 pM Aromataz IC5y= 0,24uM
Sekil 24. 2,4-arydisiibstitiietiyadiazol ve tiiretilen yapilar

Ayni grup bir diger ¢alismasinda, etkin anti-kanser bilesik olan ve aromataz
inhibitor etkili resveratrol (3) bilesiginin etilenik bag yapisinin yerine 1,3-tiyazol
halka sistemini konumlandirmistir. Bu degisikligin, etkinligi 100 kat arttirdig
gozlemlenmistir. Yapilan modifikasyonlarda, yapiya piridin halka sisteminin
eklenmesinin aktif yorede bulunan Met374 ile daha etkin hidrofobik etkilesimler
dogurdugu ve sonucun aktiviteyi 6000 kat arttirdigida belirlenmistir. Caligmada,
2,4-di(piridin-3-il)tiyazol (4) yapist ile inhibisyon konsantrasyonlarinin
nanomolar diizeye indigide saptanmistir (Sekil 25) (Mayhoub ve ark., 2012).

HO

\P N

(O, )
\
L. 9

Resveratrol (3) “4)
Aromataz I1C5y=25 pM Aromataz IC5y= 0.004 pM

HO

Sekil 25. Resveratrol ve tiiretilen yapilar

Caligmalarimizin docking asamasinda 4-((2-hidroksi-5-metil)fenil)-2-(piridin-4-
ihtiyazol (Bilesik 3) yapisinin bir parcgasi olan piridin halka sisteminin yukarida
onerilen Met374 ile hidrofobik etkilesme olasilig1 vardir. Yanisira bu halka yapisi
Phe 134 ve Met 374 ile de benzer etkilesmeler gostermektedir. Yapida bulunan
fenol halkasinmn 5 numarali konumundaki metil grubunun ile 305 ile aymi tip
etkilesimi dikkat c¢ekicidir ve aktiviteye katkisinin oldugu diisliniilmektedir.
Calismamizda yapilarin elde edilen pozlar1 ve skorlar ile biyolojik aktivite
sonuglarinin korelasyonlart Mayhaub ve arkadaslarinin ¢aligmalar ile paralellik
gostermektedir.
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Ilerki calismalarimizda, 2-pirimidinil yapist ve farkli pozisyonlarda metil,
metoksi, kloro 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 alternatif
MTT ile karsilastirilmali ve enzimatik boyuta aktivite dlglimlerinin
gerceklestirilmesi planlanmaktadir.
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Ek 18. Bilesik 9’ a ait '"H-NMR Spektrumu

MZ-6 1H NMR
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Ek 19. Bilesik 1’ e ait *C-NMR Spektrumu

Mz-7 13C NMR
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EK 20. Bilesik 2’ ye ait "C-NMR Spektrumu

MZ—-8 13C NMR
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Ek 21. Bilesik 3’ e ait ?C-NMR Spektrumu

MZ—-9 13C NMR
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Ek 22. Bilesik 4’ e ait *C-NMR Spektrumu

Mz—-1 13C NMR
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Ek 23. Bilesik 5’ e ait *C-NMR Spektrumu

MzZ-2 13C NMR
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EKk 24. Bilesik 6’ ya ait *C-NMR Spektrumu

Mz—-3 13C NMR
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Ek 25. Bilesik 7’ e ait *C-NMR Spektrumu

MZ—-4 13C NMR
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Ek 26. Bilesik 8’ e ait "C-NMR Spektrumu

Mz-5 13C NMR
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Ek 27. Bilesik 9’ a ait *C-NMR Spektrumu

MZ—-6 13C NMR
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Ek 28. Bilesik 1’e ait MS Spektrumu
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Ek 29. Bilesik 2’ye ait MS Spektrumu
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Ek 30. Bilesik 3’e ait MS Spektrumu
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Ek 31. Bilesik 4’e ait MS Spektrumu
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Ek 32. Bilesik 5’e ait MS Spektrumu
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Ek 33. Bilesik 6’ya ait MS Spektrumu
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Ek 34. Bilesik 7’ye ait MS Spektrumu
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Ek 35. Bilesik 8’e ait MS Spektrumu
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Ek 36. Bilesik 9’a ait MS Spektrumu
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