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OzZET

Sirtuin (SIRT) enzim ailesi, histon ve histon olmayan protein substratlarindaki lizin
kalintilarinin e-amino gruplarinda deagilasyon reaksiyonunu katalizleyen nikotinamit
adenin dinikleotit (NAD*) bagimli histon deasetilazlardir. ilk olarak mayalarda kesfedilen
sirtuinlerin, glinimiize kadar yedi memeli homologu (SIRT1-7) tanimlanmistir. izoformlar
arasinda sitozolik izoform olarak bilinen SIRT2’nin inhibisyonu, kanser, kardiyovaskdler,
metabolik ve nérodejeneratif hastaliklar dahil olmak tzere farkli patolojilerin tedavisinde
potansiyel bir terapotik yaklasim olarak degerlendiriimektedir. Bu dogrultuda
yurattigimiz doktora tez calismamizda, ilk olarak farmakofor-temelli sanal tarama
c¢alismasinin ¢iktisi olan iki bilesik tzerinde Oncl bilesik optimizasyon c¢alismalari
gerceklestirilerek N-ariloksiaril-2-(ariltiyo)asetamit yapisinda yirmi l¢ adet yeni tlreve
ulasiimistir. Calismanin ilk serisini olusturan bu bilesikler arasindan $1.12 (SIRT2 1C50=9,97
M) iyi bir selektif SIRT2 inhibitor profili sergileyerek 6n plana ¢ikmistir. Devaminda, birinci
seri bilesiklere ait yapi-etki iliskileri degerlendirilerek SIRT2 inhibitor etkiyi destekleyen
slibstitientler ve ara zincirler belirlenmis ve bu gruplarin bir arada yer aldigi yedi adet yeni
bilesik tasarlanmistir. Calismanin ikinci serisini olusturan bu bilesiklerden S2.2 (SIRT2
IC50=5,74 uM) ile daha giclu bir selektif SIRT2 inhibitor etkiye ulasilmistir. Calismanin
Uclinct  boliminde ise, toplamda otuz adet sonuc¢ bilesigin vyapi-etki iliskileri
degerlendirilmis, SIRT2 aktif bolgesine daha iyi baglanma igin gerekliligi vurgulanan yeni
etkilesimlerin kurulmasina olanak saglayacak degisiklikleri iceren 1,1’-(9-okso-9H-floren-
2,7-diil)bis(3-(aril)iire) genel yapisinda dort adet yeni bilesik elde edilmistir. Uglinci seri
bilesiklerinden $3.3 (SIRT2 1Cs0=2,04 uM) calisma kapsaminda yer alan tim bilesikler
arasinda SIRT2 aktivitesine karsi en gliclli selektif inhibitor etkiyi gosteren bilesik olmustur.
Ayrica, etkin selektif SIRT2 inhibisyon gosteren bilesiklerin MCF-7 insan meme kanseri
hiicre hattina karsi in vitro antiproliferatif etkileri belirlenmis, elde edilen sonuglara goére
secilen bilesiklerin ise SIRT2 inhibitér profili ile antiproliferatif etkileri arasindaki iliski
Western blot analizi ile degerlendirilmistir.
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ABSTRACT

The sirtuin (SIRT) enzymes are a class of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD®)-
dependent histone deacetylases that catalyze the deacetylation reaction at the e-amino
groups of lysine residues in histone and non-histone protein substrates. The discovery of
sirtuins began in yeast, and seven mammalian homologs (SIRT1-7) have been identified so
far. SIRT2, the cytosolic isoform among these isoforms, has been reported to play an
essential role in cellular biological processes such as inflammation, metabolism, oxidative
stress, and apoptosis mediated by an increasing number of substrates. Therefore, its
inhibition is considered a potential therapeutic strategy for treating pathologies, including
cancer, cardiovascular, metabolic, and neurodegenerative diseases. With this aim, a lead
optimization study was performed on two hit compounds, which were the output of the
pharmacophore-based virtual screening campaign, yielding twenty new derivatives with N-
aryloxyaryl-2-(arylthio)acetamide scaffold. Among these compounds, the so-called first
series, the potency of selective SIRT2 inhibition was enhanced by $1.12 (SIRT2 [1C50=9,97
M) compared to the hit compounds. Following the evaluation of the SAR of the first series,
the substituents and the linkers that contributed to the SIRT2 inhibition were identified,
and four new compounds were designed as the second series, resulting in S2.2 (SIRT2
ICs50=5,74 uM), which displayed more potent and selective SIRT2 inhibitor profile. Finally,
based on the SAR data and the crucial interactions in the SIRT2 active site, four derivatives
were designed with 1,1’-(9-oxo0-9H-fluoren-2,7-diyl)bis(3-(aryl)urea) scaffold. Among these
compounds comprising the third series, $3.3 (SIRT2 1C50=2,04 uM) was identified as the
most potent and selective SIRT2 inhibitor of the entire compounds designed in the study.
Moreover, the compounds displaying potent and selective SIRT2 inhibition were evaluated
for their antiproliferative effects on the human MCF-7 breast cancer cell line. According to
the results, the selected compounds were subjected to Western blot analysis to determine
the relationship between their SIRT2 inhibition potentials and antiproliferative effects.
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1. GIRIS

Epigenetik, organizmada DNA (deoksiribonikleik asit) baz diziliminden bagimsiz olarak gen
ifadesinde meydana gelen ve mitoz ve/veya mayoz bolinmeyle kalitsal olarak aktarilabilen
degisiklikleri tanimlamaktadir. Epigenetik mekanizmalar araciligiyla DNA’da var olan
genetik bilginin ifade edilmesi veya ifade edilmemesi saglanmaktadir. Gen ifadesinin
kontrollini saglayan pek ¢ok epigenetik mekanizma bulunmakta [1, 2], histon asetilasyonu
en onemli epigenetik mekanizmalardan birisini olusturmaktadir. Histon asetilasyonu,
DNA’nin histon proteini ile olan etkilesimini dolayisiyla genetik materyalin paketlenmesini
azaltarak gen ekspresyonunu indiklemektedir. Histon deasetilasyonu ise DNA’nin histon
proteini ile olan etkilesimini artirip genetik materyalin paketlenmesini saglayarak gen
ekspresyonun baskilanmasina yol agmaktadir. Organizmada her iki reaksiyonu katalizleyen
ve bir denge halinde gorev yapan histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC)
enzimleri bulunmaktadir. Ozellikle HDAC'larin son yillarda kanser, bakteriyel enfeksiyonlar,
norodejeneratif ve enflamatuvar hastaliklar basta olmak tizere pek ¢ok hastalik icin dnemli

bir terapotik hedef haline geldigi bildirilmektedir [3, 4].

Sinif 11l HDAC ailesine mensup olan, sessiz enformasyon diizenleyici 2 homologu (sirtuin,
SIRT) olarak anilan, tim canh gruplarinda varligini sGrdirmis sirtuinlerin, memelilerde
farkh oranlarda dizilim benzerligi gdsteren yedi izoformu (SIRT1-7) oldugu bildiriimektedir.
SIRT1-7, hiicresel lokalizasyonlari, sahip olduklari substratlari dolayisiyla katalitik
aktiviteleri bakimindan farklihk gostermektedirler. Sirtuinler, diger HDAC'lardan farkh
olarak katalitik aktiviteleri icin nikotinamit adenin dinikleotit (NAD*) kofaktoriine ihtiyag
duymaktadirlar. Organizmada histon veya histon olmayan protein yapilarindaki lizin
kalintilarindan farkl agil gruplarinin uzaklastirilmasini saglayarak apoptoz, metabolizma,
hiicre siklusu, genom stabilitesi gibi hiicre icin 6nemli biyolojik sireclerde gorev
almaktadirlar [5-7]. Pek ¢cok hastaligin ortaya cikisini ve ilerleyisini etkileyen bu siireclerde
yer almalari, bu hastaliklarin tedavileri adina yapilan ¢alismalarda sirtuin enzimlerine olan
ilgiyi artirmakta, sirtuin aktivitesini dizenleyebilen kigik molekil agirhikli bilesiklerin,
norodejeneratif hastaliklar ve kanser basta olmak lizere bircok hastaligin tedavisi icin

potansiyel birer hedef olabilecekleri kabul gormektedir [8].



Sirtuin ailesinin arastirmacilar tarafindan en ¢ok ilgi goren ve (izerinde en ¢ok galisilan
spesifik izoformlarindan biri olan SIRT2, daha ¢ok sitoplazmada goérev yapmakla beraber
mitoz boliinmenin G2/M fazinda hiicre ¢ekirdegine tasinabilmektedir. Organizmada pek ¢ok
farkh islevde kullanilan protein yapilarindaki lizin kalintilarindan asetil, 4-oksononanoil,
miristoil, krotonoil ve benzoil gibi farkli agil gruplarinin uzaklastirilmasini saglayarak
metabolizma, yaslanma, enflamasyon ve apoptoz gibi fonksiyonlarda gorev almaktadir [9-
12]. SIRT2 aktivitesinin anormal isleyisinin, basta kanser olmak lizere kardiyovaskiiler,
metabolik, psikolojik ve norolojik pek cok hastaligin ortaya cikisi ve ilerleyisinde rol aldigi
bildirilmektedir [13]. SIRT2 ve hastaliklarin gelisimi arasindaki iliskiler incelendiginde
Ozelikle SIRT2 inhibisyonu saglayan kiguk molekil agirlikli bilesiklerin, tedavi agisindan
fayda sagladigi yuriatilen ¢alismalarla ortaya koyulmustur. Giniimize kadar SIRT2 enzim
inhibisyonu saglayan kimyasal yapi gesitliligi fazla olan ¢ok sayida SIRT2 inhibitori bilesik
kesfedilmistir [7, 14, 15]. Bu bilesikler, distuk ¢ozlnurlik, zayif etkinlik ve izoform
selektivitesi veya standartlara uygun olmayan ilag-benzeri fizikokimyasal 6zellikleri
sebebiyle klinik ¢alismalara aday olamamistir [16, 17]. Bu nedenle, ilag olabilirlik 6zellikleri
iyilestirilmis, ylksek etkinlik ve selektiviteye sahip yeni SIRT2 inhibitor bilesiklerin
kesfedilmesene halen ihtiya¢c duyulmaktadir. Boyle bilesiklerin kesfedilmesi hastaliklarin
tedavisi agisindan fayda saglayacagi gibi, SIRT2’nin kanser gibi bazi hastalik gruplarindaki

karmasik roliiniin daha iyi anlasilmasina da katki saglayacagi diisintlmektedir [4, 18, 19].

Potent ve selektif SIRT2 inhibitori kesfine katki saglamak amaciyla yirittigimiz
calismalarimizda, ilk olarak selektif SIRT2 inhibitorl olarak bildirilen aminotiyazol tirevi
SirReal2 (sirtuini yeniden diizenleyici ligant 2) (SIRT2 1C50=140 nM) ve analoglari kullanilarak
elde edilen farmakofor model ile sanal tarama ¢alismasi gerceklestirilmis, tarama c¢iktisi
bilesiklerin in vitro SIRT1, SIRT2, SIRT3 ve SIRT5 aktiviteleri belirlenmistir [20]. Test edilen
bilesiklerden asetamit yapisi tasiyan O1 (N-(4-fenoksifenil)-2-([4-(propan-2-il)-4H-1,2,4-
triazol-3-il]stlfanil)asetamit) ve 02 (N-(5-benzil-1,3,4-oksadiazol-2-il)-2-[(4-
florofenil)sulfanil]asetamit) kodlu iki bilesik (Sekil 1.1), “6ncl bilesik optimizasyonu”
calismalari icin secilerek yapi lzerinde hedeflenen boélgelerde degisikliklere gidilmis, tez
calismamizin ilk bolimini kapsayan N-ariloksiaril-2-(ariltiyo)asetamit yapisinda vyeni

tirevlerin (S1.1-S1.23) tasarimi igin kullaniimistir.
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Sekil 1.1. Oncii bilesik optimizasyonu icin secilen bilesikler ve tez kapsamini olusturan
bilesiklerin tasarimi

Optimizasyon ¢alismasi igin segilen 6ncu bilesikler, ortak bir yapi iskeleti tasidiklari igin yeni
tlrevlerin tasariminda bu yapi korunmus, degisiklige gidilecek bdlgelerin ve bu bdlgelere
gelecek yeni gruplarin seciminde, bilesiklerin giicli bir inhibisyon icin SIRT2 aktif bolgesi ile
gerekli kritik etkilesimleri saglamasi ve boylece enzim-inhibitor kompleksinin stabilitesinin
artmasi esas alinmistir. Sentez ve yapi aydinlatma ¢alismalari tamamlanan bilesiklerin SIRT2
enzim aktivitesi lizerine etkileri in vitro olarak test edilmistir. Bu noktada elde edilen

sonuclar daha sonra tasarlanacak olan ikinci seri bilesikler icin 6n veri olusturmustur.

Gerceklestirilen optimizasyon calismalarinin ilk basamaginda onci bilesiklere gére daha
glicli ve selektif SIRT2 inhibitorlerine ulasilmis, lizerinde degisiklige gidilen bolgelerden
ozellikle aktif bélgenin giris kismina yerlesmesi beklenen fenil halkasindaki slibstitlientlerin
SIRT2 inhibisyonuna katki verdigi belirlenmistir. ikinci basamakta, arastirma grubumuz

tarafindan elde edilen diger bilesiklere ait veriler ele alinarak, yapidaki farkli aromatik



halkalarin bagl oldugu kikirt atomunda ve diaril yapisini birbirine baglayan oksijen
koprisinde degisikliklere gidilmis,  N-ariloksiaril-2-(metil(fenil)amino)asetamit, N-
benzoilaril-2-(metil(fenil)Jamino)asetamit ve  N-benzoilaril-2-(ariltiyo)asetamit  genel

yapilarini tasiyan yeni tiirevler (S2.1-S2.7) tasarlanmistir.

Yang ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismaya gore (PDB: 5YQO) SIRT2 inhibitor aktivite
icin daha once bildirilen gerekli etkilesimlere ek olarak aktif bolge girisinde yer alan Phe235
ile kurulan mt-rt etkilesiminin, Arg97 ve Val233 ile kurulan hidrojen bagi etkilesiminin 6nemi
vurgulanmistir [21] (Sekil 1.2). Yeni tasarlanan bilesiklerde bu etkilesimlerin kurulabilmesi
icin, daha once tasarlanan inhibitor bilesiklerin birbirine kopri atomlariyla bagh diaril
yapisina Arg97 ve Val233 ile hidrojen bagi yapabilecek bir fonksiyonel grup koprisi ile,
Phe235 ile m-it etkilesimine girebilecek halkali bir yapinin stbstitlie edilmesi gerektigine
karar verilmistir. Elde etmis oldugumuz SIRT2 inhibitor bilesikler ve SIRT2 aktif bolgesine
dair bilgiler 1siginda, daha aktif oldugu bulunan birbirine karbonil kdprisiyle bagh diaril
yapisi, 9H-floren-9-on halka sistemine ¢evrilmis, aktif bolgenin giris kisminda ve selektivite
cebinde 6n gorilen etkilesimleri kurabilmesi igin iki konumdan slbstitlie edilmistir. Ulagilan
yeni halka sistemi ile daha yliksek aktivite gosterdigi tespit edilen m-distibstitlie motifinin
hizalanmasi sonucu 9H-floren-9-on halka sisteminin 2. ve 7. konumlarinin, enzim aktif
bolgesiyle etkilesimleri saglamasi beklenen aromatik yan zincir slibstitlisyonu i¢in uygun
konumlar oldugu tespit edilmis halka sistemi bu konumlardan sibstitlie edilmistir. Yan
zincirlerinde Ure koprisl tasiyarak kopri yapisinda yer alan karbonil grubu ile 6nemi
vurgulanan Arg97 ve Val233 ile kurulan hidrojen bagi etkilesiminin kurulmasi
hedeflenmistir. Ure képriisii farkli aromatik halka sistemleriyle baglanmis bdylelikle hem
selektivite cebindeki Phel90 ve Tyrl39 ile olan m-nt etkilesiminin hem de aktif bodlge
girisinde yer alan Phe235 ile olan m-it etkilesiminin kurulmasi saglanmaya calisilmistir. Bu
hedefler i1siginda merkezde yer alan 9H-floren-9-on halka sistemi ve bu halkanin 2. ve 7.
konumlarina cesitli aromatik heterosiklik yapilarin Gre koprisit ile baglanmasiyla
olusturulmus dort adet 1,1’-(9-okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(aril)lre) tirevi bilesik (S3.1-
$3.4) tasarlanmis, sentez ve yapi aydinlatma c¢alismalari tamamlanan bilesiklerin SIRT2

enzim aktivitesi lizerine etkileri in vitro olarak test edilmistir.
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in vitro SIRT2 enzim aktiviteleri belirlenen bilesiklerden SIRT2 enzim inhibisyonu %45 ve
Uzerinde olanlarin selektivite profillerinin belirlenmesi icin SIRT1 ve SIRT3 enzim aktiviteleri
Uzerine etkileri in vitro olarak test edilmistir. SIRT2 enzimine karsi inhibitor etkili bilesiklerin
MCF-7 hiicre hattina karsi sitotoksik etkileri belirlenmis, yarattiklari antiproliferatif etkinin
SIRT2’ye karsi gosterdikleri inhibitor etki ile iliskisi incelenmistir. Bu analize gore en aktif
bulunan bilesiklerin, Gnemli bir SIRT2 substrati olan a-tubulinin asetilasyonu lzerine etkileri

Western blot analizi ile belirlenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Epigenetik ve Histon Deasetilazlar

Epigenetik, organizmanin genotipini olusturan DNA’nin niikleotit dizilimini degistirmeksizin
gen ekspresyonunda meydana gelen, kalitsal olarak aktarilabilen, kimyasal ve fiziksel
degisiklikleri tanimlayan bir terimdir [3, 22]. Epigenetik mekanizmalar, DNA yapisinda
bulunan bazlarin metilasyonu, kodlanamayan RNA (riboniikleik asit) aktivitesi ve histon
proteinlerinin asetilasyonu, metilasyonu, ubikitinasyonu ve fosforilasyonu gibi post-
translasyonel modifikasyonlar araciligiyla gen ekspresyonunu diizenlemektedirler [1, 23].
Epigenetik mekanizmalarin anormal isleyisi, organizmada fizyolojik degisikliklere yol

acmakla birlikte cesitli hastaliklarin ortaya ¢cikmasina da neden olmaktadir [24].

Gen ekspresyonun kontroliini saglayan en énemli epigenetik yapisal degisiklik, histon
asetilasyonudur [25]. Okaryotik organizmalarda DNA, hiicre cekirdeginde histon adi verilen
Ozel proteinler ile paketlenmesi sonucu olusan kromatin yapisi halinde bulunmakta [26],
kromatin yapisinda meydana gelen degisikliklerle genlerin ekspresyonu saglanmaktadir.
Gen ekspresyonu icin kromatin yapisinin gevseyerek acgilmasi gerekmekte, boylece ilgili
transkripsiyon faktorlerinin DNA Uzerinde hedefledikleri promotor bolgelere erisimlerine
izin verilmektedir [27, 28]. Buna gore histon kuyruklarinda yer alan pozitif yikli lizin
kalintilarinin e-amino gruplarina negatif yikli asetil grubunun baglanmasiyla pozitif yiik
ortadan kalkmis olup, yerini kismen nétral amit grubuna birakmis olmaktadir. Boylece
histon proteinin, negatif yliklii olan DNA molekiilliyle etkilesimi azalmakta, kromatin yapisi
gevsemekte ve DNA transkripsiyona acik hale gelmektedir. Bu durumun tam tersi olarak
asetil gruplarinin bagh olduklari amino gruplarindan ayrilmalariyla birlikte DNA-histon
etkilesimi artmakta, kromatin yapisi sikilasmakta, transkripsiyon faktorlerinin promotér
bolgelere erisimleri engellenmekte ve gen transkripsiyonu baskilanmaktadir. Baskilanan
gen transkripsiyonu sonucu gen ekspresyonu durdurularak gen sessizlesmesi
saglanmaktadir [29-31]. Organizmada histonlarin asetilasyonu, histon asetil transferaz
(HAT), deasetilasyonu ise histon deasetilaz (HDAC) enzimleri tarafindan katalizlenmektedir.
Organizmada bu iki enzim aktivitesi arasindaki homeostaz, pek ¢ok farkl fizyolojik veya

patofizyolojik slirecin yonetilmesine aracilik etmektedir [32].



Epigenetik agidan tim organizmalarda gen ekspresyonunun 6nemli kontrol
parametrelerinden biri olarak goriilen HDAC'larin transkripsiyon, metastaz, hiicre
farklilasmasi, apoptoz, otofaji, hiicre siklusu, DNA hasar tamiri, anjiyogenez, stres yonetimi
ve yaslanma gibi hiicresel siireglerde gorev almalari, bircok hastaligin tedavisi icin 6nemli

bir hedef haline gelmesine yol acmistir [3, 33, 34].

HDAC lar, yapisal 6zelliklerinin yani sira katalitik aktiviteleri ve hiicresel lokalizasyonlari
bakimindan da farklihk gostermektedirler. Hiicre cekirdegindeki aktivitelerin yani sira
sitoplazmada da histon olmayan protein yapilari tGizerinde etkinlik gostermektedirler [35].
GUnumize kadar tanimlanmis on sekiz memeli homologu olan HDAClar, yapilarinda
bulunan, kendilerine 6zgi kofaktorlere bagl olarak ¢inko bagimli HDAC'lar ve nikotinamit
adenindiniikleotit (NAD*) bagimli HDAC'lar olmak (izere iki grup, yapisal benzerliklerine

bagh olarak da bes (HDAC I, lla, llIb, lll ve 1V) grup altinda incelenmektedirler [36].

2.2. Sirtuinler

Sirtuinler (sessiz enformasyon duzenleyici 2 iliskili protein, SIRT), evrimsel acgidan
bakteriden hayvanlara kadar olan tiim canli gruplarinda varliklarini siirdirmis, NAD*-
bagimh sinif Il HDAC ailesine mensup bir enzim grubudur. Histon (H1-K26Ac, H3-K9Ac, H4-
K16Ac, H4-K20me, H3-K9me3, H3-K18Ac ve H3-K56Ac) veya transkripsiyon faktorleri,
metabolik enzimler gibi histon olmayan (FOXO ailesi, KU70, p53, GATA4-5, Myc, HIF-1q,
MLH1, RB, p73, STAT3, a-tubulin, KRAS, CDH, PEPCK, PARP1 vb.) substratlarindaki lizin
kalintilarindan agil gruplarinin geri dontisimli olarak uzaklastiriimasini saglayarak glukoz
ve lipit metabolizmasi, yaslanma, mitokondriyal biyogenez, DNA tamiri, apoptoz,
enflamasyon, oksidatif stres, hicre sinyalizasyonu, transkripsiyon ve metabolizasyon gibi
onemli biyolojik streclerde gorev almaktadirlar [5, 37, 38]. Bu siireglerin, gesitli nedenlere
bagl olarak gerektigi gibi yonetilememesi durumunda kanser, diyabet, nérodejenaratif,
kardiyovaskiiler ve otoimmin hastaliklar gibi patolojik tablolarin ortaya ¢cikmasi s6z konusu

olmaktadir [39].

Sessiz enformasyon dizenleyici 2 (Sir2) olarak adlandirilan ilk sirtuin, Saccharomyces

cerevisiae mayasinda kesfedilmistir [40]. Sir2’nin mayalarda eslesme tipi lokuslarin,



telomerlerin ve ribozomal DNA'nin transkripsiyonunun engellenmesini sagladigi boylece
mayalarin replikatif yasam siiresini diizenledigi bildirilmistir. Sir2 geninin inaktive
edilmesinin mayalarda replikatif yasam siresinin kisalmasina, Sir2 geninin asiri
ekspresyonunun ise replikatif yasam silresinin uzamasina neden oldugu ortaya
koyulmustur [41, 42]. Daha sonrasinda yapilan calismalarda, Sir2’nin NAD*-bagimli histon
deasetilaz enzim aktivitesine sahip oldugu, bu fonksiyonuna dayanarak mayalarda gen
sessizlestiriimesi ve yasam sliresi (zerine etkili oldugu ifade edilmis, Okaryot
organizmalarda benzer aktiviteleri saglamak lzere bulunabilecegi belirtilmistir [13, 43].
ilerleyen vyillardaki calismalarda ise, Sir2 homolog genleri arka arkaya bakteri, solucan,
sinek, bitki ve memelilerde izole edilmis ve tim organizmalarda var oldugu kanitlanan Sir2

homologu bu proteinlere sirtuin adi verilmistir [44].

Memelilerde yedi Sir2 homologu (SIRT1-7) bulunan sirtuinler, evrimsel ac¢idan varligini
sirdurmds, yaklasik 275 amino asit kalintisindan olusan ortak bir katalitik NAD* baglanma
bolgesini icerirken, katalitik bélgeye komsu farkli uzunluk ve dizilim kompozisyonunda C-
ve N-terminal bélgeleriyle birbirilerinden ayrilmaktadirlar. Bu durum, sahip olduklar
substratlarinin, enzimatik aktivitelerin, hedefledikleri bilesiklerin, etkilesimde olduklari
epigenetik veya epigenetik olmayan proteinlerin ve hiicresel lokalizasyonlarinin

farklilasmasina yol agmaktadir [18, 45].

Memeli homologlarinin lokalizasyonlari ile aracilik ettikleri biyolojik aktiviteler paralellik
gostermektedir. SIRT1 esas olarak hiicre cekirdeginde gorev yaparken, zaman zaman
sitozole tasinip buradaki hedef proteinleri ile de etkilesmektedir. Kromatin yapisinin
diizenlenmesi, dolayisiyla gen ekspresyonunun kontrol altinda tutulmasi, hiicre siklusunun
diizglin isleyisi ve hiicre homeostazinin saglanmasi gibi fonksiyonlarda gorev almaktadir.
SIRT2 daha ¢ok sitozolik izoform olarak bilinmekle birlikte, hiicre siklusunun G, fazindan
metafaza gecisinde hiicre cekirdegine tasinmaktadir. Hiicre cekirdeginde bdlinmenin
metafaz evresinde histon H4 proteinin deasetilasyonunu katalizleyerek kromatin
kondezasyonunu saglamakta ve mitoz kontrol noktasi olarak calismaktadir. Diger sitozolik
sirtuinlere benzer sekilde DNA tamiri ve apoptoz gibi dnemli siurecleri yonetmektedir.
Sitozolde birincil fonksiyonu olan a-tubulin deasetilasyonu sayesinde 6zellikle

oligodendrositlerde néronal farklilasmaya aracilik etmektedir. Mitokondride gorev yapan
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SIRT3-5, enerji metabolizmasi ve yaslanma gibi slireclerde yer almaktadirlar. Oksidatif
stresin diizenlenmesi ve reaktif oksijen tiirlerinin ortadan kaldiriimasi gibi fonksiyonlari
yerine getirerek ilgili olumsuz etkilerini azaltmaktadirlar. SIRT6 kromatin yapisinda, SIRT7
ise ¢ekirdekgikte bulunmaktadir; bu yizden niikleer sirtuin tirleri olarak da anilmaktadirlar.
SIRT6, telomer sessizlestirilmesi, genom stabilizasyonu ve DNA hasar tamiri gibi
aktivitelerde gorev almaktayken; SIRT7 hiicre proliferasyonu, apoptoz, rRNA ekspresyonu,
ribozomal biyosentez ve stres yanitinin  olusturulmasi gibi  fonksiyonlarin

gerceklestiriilmesinde rol oynamaktadir [6, 7, 46].

Bilinen memeli sirtuinleri, farkli agil gruplarinin degisen diizeylerde deagilasyonunu
katalizlemektedirler. SIRT1-3 glicli birer deasetilaz olarak, bunun yani sira SIRT3
dekrotonilaz, SIRT2 ise dekrotonilaz, demiristoilaz ve 4-oksononanoilaz olarak da gorev
yapmaktadir. SIRT4 ve SIRT6 deasetilaz aktivitelerin yani sira ADP (adenozin difosfat)-ribozil
transferaz olarak calisirken, SIRT6 ayrica demiristoilaz ve depalmitoilaz aktivitesi
gostermektedir [4, 47, 48]. SIRT5 malonil, stiksinil, glutaril gruplarinin lizin kalintilarindan
uzaklastinilmasini  saglayacak deagilaz aktivitesi gosterirken, SIRT7 ise deasetilaz

aktivitesinin yani sira histon desiksinilaz aktivitesi de gostermektedir [48-50].

Sirtuin homologlarinin, farkli canh gruplarina ait cok sayida apo formunda veya
substrat/inhibitor/aktivator bagh formlarda, yiksek ¢ozunirlikli Gg boyutlu x-ray kristal
yapilari aydinlatilmistir [51]. Bu verilerden yola ¢ikarak homologlarin (i¢ boyutlu yapilari ve
katalitik mekanizmalari belirlenmistir. Buna gore; katalitik bolge oval bir kivrim yapisinda
olup, dort dongu ile birbirine baglanan iki kiiresel alt bolgeden olusmaktadir. Buylk alt
bolge, NAD*/NADH baglayici proteinler icin spesifik olan Rossmann kivrimindan; kiglik alt
bolge ise oval sekilde olup Rossmann kivrimina eklenen iki modilin birlesmesi sonucunda
meydana gelerek ¢inko baglanma bdlgesini olusturmaktadir. Bu iki modiilden biri, dort
sistein kalintisi ile koordine kovalent bag kuran yapisal cinko iyonu tasimaktadir. Diger
modil ise, a-helikal yapida olup sirtuin homologlari arasinda yiksek oranda farkhlik
gosteren 6zelliktedir [52, 53]. Rossmann kivrimi bolgesi, farkh Sir2 homologlari arasinda
evrimsel acidan korunmus bir bolgeyken, cinko baglanma bdlgesi memeli homologlarinin
kendi icinde ve diger tirler arasinda dizilim ve Ui¢ boyutlu yapi agisindan daha fazla farkhlik

gosterdigi bolgeyi olusturmaktadir. Bu farklihigin ozellikle sirtuinlerin substrat spesifitesine
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katki sagladigi duslinilmektedir [54, 55]. Rossmann kivrimi ve ginko baglanma bélgesinin
arasinda, enzimin aktif bélgesi olarak bilinen, hem NAD* hem de asetile-lizin substratlarinin
baglandigi derin ve esnek yapida bir cep bulunmaktadir. Asetile-lizin kalintisi iceren protein
yapisi enzim aktif bolgesine baglandiginda biri Rossmann kivriminda yer alan, digeri
Rossmann kivrimi ile ¢inko baglanma bolgesi arasinda yer alan zincirlerle B-sheet benzeri
etkilesimler kurdugu o6ne sirilmektedir [51, 56]. Kurulan etkilesimler sonucu ¢inko
baglanma boélgesinin Rossmann kivrimi yoniinde bikilerek substratin etrafindaki cebi
kapathigl konformasyonel bir degisiklik meydana gelmekte, Rossmann kivrimi ve ¢inko
baglanma bdlgesinin birbirine baglandigl bolgede substratin asetillenmis lizin kalintisinin
yerlestigi hidrofobik bir tiinel olusmaktadir. Tlinel olusumuyla enzim agik konformasyondan
kapali konformasyona ge¢mektedir [4, 52, 57]. Kapali konformasyona donisiim, asetile-
lizin substrati baglanma bdlgesinin hemen yaninda yer alan kofaktér baglanma bdlgesine
NAD*In dogru konformasyonda yerlesmesine katkida bulunmaktadir. Substratin baglanip
enzimin kapali konformasyona gegisinin ardindan NAD"in kofaktor bdlgesine

baglanmasliyla deagilasyon reaksiyonu baslamaktadir [58].

Lizin deagilasyonu tim memeli sirtuin izorfomlarinda benzer mekanizma Uzerinden
ylurimektedir. Reaksiyon acil grubundaki karbonil oksijeninin NAD* yapisindaki riboza C1’
pozisyonundan atagi ile baslamakta, sonugta nikotinamit ve ADP-ribozil alkilamidat agiga
cikmaktadir. ikinci basamakta sirtuin aktif bélgesinde korunmus histidin amino asiti NAD*'in
3’-0OH grubunu deprotonize edip ardindan 2’-OH grubunun deprotonize edilmesine aracilik
etmektedir. Olusan deprotonize grup ADP-ribozil alkilamidata atak ederek 1’,2’-siklik
yapida bir ara Grlinin olusmasini saglamaktadir. Son basamakta acil grubunun 2’-OH
grubuna transferi gercekleserek deagile lizin ve 2'-O-acill ADP-riboz Urinleri olusmaktadir

(Sekil 2.1) [37, 59-61].
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Sekil 2.1. Sirtuinlerin katalizledigi deacilasyon reaksiyonu mekanizmasi

Sirtuinlerin, organizmada ¢ok yonli olarak birgok fizyolojik fonksiyonda goérev almalari, bu
fonksiyonlarin anormal isleyisinde ortaya c¢ikan hastaliklarla iligkilendirilmelerine yol
acmaktadir. Sirtuinlerin enzimatik aktivitelerinin diizenlenmesini hedefleyen tedavi
yaklagimlarinin, bu hastaliklarin ortaya gikisi veya ilerlemesini dnlemek adina umut vadedici

bir strateji oldugu dusliniilmektedir [46].

2.2.1. Sirtuin 2 (SIRT2)

Sirtiun ailesinin Uzerinde en ¢ok ¢alisilan spesifik izoformlarindan biri olan SIRT2, daha ¢ok
sitoplazmada gorev yapmakla beraber mitoz sirasinda hiicre ¢cekirdegine tasinabilmektedir
[62]. SIRT2, en fazla oranda beyinde, bunun disinda yumurtalik, yemek borusu, kalp,
karaciger, akciger, testisler, tiroid ve dalak dahil olmak Uzere gesitli organlarda eksprese

edilmektedir [63].

Hiicre dongusi ile iliskili enzimler ve metabolik enzimler (G6PD, PEPCK1, PGAM, LDH-A,
CDK9, BubR1), transkripsiyon faktorleri (p300, FOXO1, FOX03, NFkB, HIF-1a), hiicre
sinyalizasyonunda gorevli bilesenler (PRLR, TIAM 1, K-Ras4a, PAR-3) ve yapisal proteinlerin
(a-tubulin, keratin 8) yer aldigi histon (H4K16, H3K18, H3K56) veya histon olmayan
substratlarinin deacilasyon reaksiyonlarini katalizleyerek hiicre dongiisi, farklilasma, eneriji
metabolizmasi, yaslanma ve hiicre goci gibi cesitli biyolojik streclerde yer almaktadir [63-

66]. Asetil grubunun uzaklastirmasina ek olarak 4-oksononanoil, miristoil, krotonoil ve
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benzoil gibi farkh acil gruplarinin lizin kalintilarindan uzaklastirilmasini da saglamaktadir [9-

12].

Mitoz bolinmenin G2/M fazinda hiicre ¢ekirdeginde SIRT2 seviyelerinin arttigi ve asiri SIRT2
ekspresyonun mitotik fazin uzamasini saglayip herhangi bir stres sinyaliyle karsi karsiya
kalan veya hasarli DNA iceren hiicrenin bir sonraki faza gecisini engelleyerek islenmesini
onleyen mitotik bir kontrol noktasi olarak goérev yapmaktadir [67, 68]. Bunun yani sira
SIRT2, replikasyonun durdurulmasini dnlemek icin gerekli bir protein olan siklin bagimli
kinaz 9'un (CDK9) deasetilasyonunu saglayip onu aktive ederek replikasyona bagh stres
yanitlarinin yonetilmesini dizenlemekte, boylece genom stabilitesine katki saglamaktadir
[69]. SIRT2, yapisal bir protein olan a-tubulinin deasetilasyonunu saglayarak, mikrotiibul
stabilitesini etkilemekte, boylece hiicre canlihgl, hiicre gogl ve hiicre bolinmesi gibi
sureclerin yonetilmesinde rol oynamaktadir [70]. Hicresel redoks reaksiyonlarinin
devamliliginin saglanmasinda ve oksidatif strese karsi hiicrelerin korunmasinda énemli roli
olan glikoz-6-fosfat dehidrogenazi (G6PD) aktivite ederek oksidatif hasara karsi hiicrelerin
korunmasina aracilik etmektedir [71]. SIRT2 ayrica glukoz homeostazinda ve insdlin
duyarlihiginda da rol oynamaktadir; deasetilasyon araciligiyla fosfoenolpirivat
karboksikinazi (PEPCK) aktive ederek glukoz yoksunlugunda glukoneogenezi arthirmaktadir
[72]. SIRT2, O sinifi forkhead box transkripsiyon faktori 1’in (FOXO1) deasetilasyonunu
dizenleyerek onun hiicre cekirdeginde artan miktarina bagh olarak adipogenezin
inhibisyonuna yol agmaktadir [73]. SIRT2, bakteri aracii konakgi hiicre gen
ekspresyonunun, H3K18'nin deasetilasyonu araciligiyla yeniden programlanmasinda yer
alarak bakteriyel enfeksiyonlarda rol oynamaktadir [74]. SIRT2 ayrica farelerde mitotik
kontrol noktasi kinaz BubR1'i deasetilleyerek hiicre doénglsiinin durmasini dolayisiyla
yaslanma etkilerinin tersine cevrilmesini ve ortalama yasam siresinin uzamasina aracilik

etmektedir [75].

SIRT2'nin sahip oldugu fazla sayidaki substratlar ve aracilik ettikleri hiicresel fonksiyonlar
g6z online alindiginda anormal isleyisinin noérolojik ve metabolik hastaliklarin yani sira
kanser basta olmak Uzere pek c¢ok hastaligin ortaya cikisi veya ilerleyisinde rol
oynayabilecegini isaret etmektedir [76]. SIRT2 hemen hemen tim beyin hiicrelerinde,

ozellikle merkezi sinir sistemindeki oligodendrositlerde eksprese edilmektedir ve dolayh
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olarak norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisiyle ilgili hiicresel sireclerde vyer
almaktadir [77]. Protein agregasyonu ve metabolik bozukluklarin eslik ettigi kompleks bir
patogenezi olan Huntington hastaliginda SIRT2 inhibisyonunun, sterol biyosentezini
dizenleyip mutant huntingtin proteini toksisitesini azalthgl ve Huntington hastaligina ait
hiicresel ve omurgasiz hayvan modellerinde néroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir [78,
79]. SIRT2 aktivitesinin Alzheimer hastaliginda amiloid B (AB) agregasyonunu ve tau proteini
fosforilasyonuna aracilik ederek hastaligin ortaya cikisina katki sagladigi gosterilmistir.
SIRT2 inhibisyonun, mikrotibil stabilizasyonunu saglayip otofajiyi artirip toksik AR
oligomerlerini ortadan kaldirarak noéronlarin sag kalimini destekledigi, ayrica tau
fosforilasyonunu azaltarak kognitif fonksiyonlarin geri kazanilmasina aracilik ettigi
gosterilmistir [80, 81]. a-Sinuklein gibi patolojik proteinlerin biriktigi ve dopaminerjik
noronlarda asiri kayip ile karakterize ilerleyici bir hastalik olan Parkinson hastaliginda ise
SIRT2 inhibisyonunun, asetile a-sintiklein miktarini artirip, a-sinliklein agregasyonunu ve
toksisitesini azalttigl ve a-sintiklein agregatlarinin ortadan kaldirilmasini saglayan alkalin

fosfataz (ALP) aktivitesini indiikledigi ifade edilmistir [82, 83].

SIRT2'nin iskemik inme ile de iliskili oldugu bulunmustur. SIRT2’nin, inmeden sonra bazi
beyin bolgelerinde yliksek oranda eksprese edildigi, SIRT2 nakavt farelerde inme sonrasi
daha az norolojik hasarin gdzlemlendigi bildirilmistir [84]. Beyin dokusunda kronik stresin
SIRT2 ekspresyonunu artirdigi gozlenirken monoaminerjik antidepresanlarin SIRT2
ekspresyonunu azalthigl gdzlemlenmis ve yapilan ¢alismalar SIRT2 inhibisyonunun glutamat
ve serotonin sistemlerini modile ederek antidepresan benzeri etkileri indikledigini
gostermistir [85]. Otizm spektrum bozukluguna ait fare modelinde SIRT2 geninin
silinmesiyle FOXO1'in asetilasyonunun arttigi, otofaji yoluyla bozukluga bagh gelisen
hipokamplisteki fazla néron sayisinin ve artmis néroenflamasyonun énemli dlglide azaldigi

gozlemlenmistir [86].

SIRT2 glukoz homeostazinda ve insiilin duyarliiginda gorev almasi sebebiyle metabolik
hastaliklarin  basinda gelen diyabet hastaligi ile de iliskilendirilmistir. SIRT2'nin
glukoneogenezde gorevli bir enzim olan PEPCK'yl aktive ettigi ve hastalik patogenezine
katki sagladig1 gosterilmistir. Karacigerde SIRT2 inhibisyonunun, PEPCK1'in asetilasyonunu

artirip inaktive olmasiyla glukoneogenezi inhibe edebilecegi bildirilmistir [87, 88]. Bunun
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yani sira kardiyak hipertrofiye sahip farelerde SIRT2 ekspresyonun azaldigi gbzlemlenmis ve
yapilan ¢alismalar sonucunda kardiyak dokularda SIRT2’nin asiri ekspresyonun anjiyotensin
Il kaynakli kardiyak hipertrofiye ve fibrozise karsi kalbi korudugu gosterilmistir [89].
SIRT2’nin deneysel alerjik astimatik enflamasyon gelisimini tetikledigi, SIRT2 yikiminin
azalmasinin ve genetik olarak SIRT2 ekspresyonun artmasinin astim patofizyolojisini

kotllestirdigi ifade edilmistir [90].

GuUnumize kadar yapilan galismalar, pek ¢ok farkl kanser tiiriinde SIRT2 aktivitesinin
anormal isledigini ve kanser baslangicini ve ilerleyisini etkiledigini ve SIRT2’nin timor
mikrocevresini diizenleyen siireclerde yer aldigini ortaya koymustur [19]. Bununla birlikte,
SIRT2'nin timor baskilayici olarak mi yoksa tiimor olusumunu tesvik edici olarak mi islev
gordigl henliz net olarak belirlenememistir. Bu durumun SIRT2'nin timordeki molekiiler
mekanizmalarinin ¢ok karmasik olmasindan kaynaklandigi bildirilmistir [91]. ilgili dokularda
SIRT2 ekspresyon seviyelerine ve islevlerine bagli olarak hiicre tipine, timor evresine ve

dokuya 6zgli etkilerin ortaya giktigl gortlmiustir [64].

Tumor olusumunu tesvik edici olarak islev gordigi kanser tirlerinde, kanser hiicrelerinin
bagisiklik sistemi tarafindan fark edilmesini Onlemek icin enerji metabolizmasini
indiikledigi, bagisiklik sisteminden kacisi indikledigi ve timor mikrogevresinde degisiklikler
yaptgi ortaya koyulmustur [92]. Bulundugu dokudaki metabolik sirecleri yoneterek DNA
tamir mekanizmalarini ve hiicre siklusu kontroliini devre disi biraktigi, invazyonu, kanser
hiicre goglinl, proliferasyonunu ve blylmesini artirdigi bildirilmistir [93-95]. SIRT2
ekspresyonundaki artisa baglh olarak bagisiklik sisteminin timor baskilanmasini saglayan T
lenfositleri ve dogal o6ldirici hiicrelerin timoér mikrogevresinde fonksiyonlarinin ve
proliferasyonun baskilanmasini sagladigi ortaya koyulmustur. Melanomada SIRT2'nin
farmakolojik olarak inhibisyonun bu hiicrelerin timor bdélgesine gbglnl artirip timor
blyimesini baskiladigi gosterilmistir [96]. Gastrik kanserde, SIRT2'nin PEPCK1 proteinin
seviyelerini ve mitokondriyal aktivitesini artirdigi ayrica RAS/ERK/INK/MMP-9 yolagini
aktivite ederek timor hiicre goclnl ve invazyonunu indikledigi gozlemlenmistir [97].
Hiicre siklusu kontroliiniin ve DNA tamir mekanizmalarinin bozuldugu glinci seviye agresif
ozellikte meme kanseri hicrelerinde SIRT2 seviyelerinin yiiksek oldugu bulunmus, bu

durumun niikst ve 6limu hizlandirabilecegi bildirilmistir [93]. Ayrica SIRT2'nin N-Myc ve c-
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Myc onkogenlerinin stabilitesini saglayarak néroblastoma ve pankreas kanseri hiicrelerinde

proliferasyonu artirdigi ortaya koyulmustur [98].

Tumor baskilayici olarak islev gordugl kanser tirlerinde ise, fibroblast aktivitesini ve
anjiyogenezi inhibe ettigi, apoptozu indikledigi ayrica hiicre biitlinliglinlin saglanmasini,
hiicre proliferasyonunun kontroliini ve DNA hasarinda gorevli substratlarin aktive olmasini
sagladigi ortaya koyulmustur [99]. Bunun yani sira, SIRT2’nin mitotik kontrol noktasi olarak
gorev yaptigl ve mitoz slrecini dizenleyerek kromatin kondenzasyonunu ve hiperploidi
olusumunu o6nledigi de gosterilmistir. SIRT2 ekspresyonun asiri artisinin kolorektal kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu, invazyonu ve hiicre goclinii 6nemli 6l¢lide baskiladigi ortaya
koyulmustur [100]. Meme kanserinde SIRT2’nin sadece tiimoér baslatici etkisi olmadigi ayni
zamanda timor baskilayici etkisi de oldugu ifade edilmistir. Meme kanserinde SIRT2’nin
peroksiredoksin-1'in (Prdx-1) antioksidan aktivitesini inhibe ettigi kanser hiicrelerini reaktif
oksijen tiurlerinden kaynaklanan DNA hasarina ve sitotoksisiteye duyarli hale getirip kanser
hiicrelerinde apoptoza yol a¢tigl bildirilmistir [101]. Buna ek olarak SIRT2’nin ATP (adenozin
trifosfat)-sitrat liyazin yikimina katki saglayarak lipit biyosentezini Onleyip timor
blylmesini azalttgi ileri strtlmustir [102]. Ser6z yumurtalik kanserinde SIRT2’nin asiri
ekspresyonun karsinojen 6zellikte CDK4 (siklin bagimli kinaz 4)’tGn yikimina katki saglayarak

hiicre kolonizasyonunu, hiicre go¢linii ve invazyonunu azalttigi bildirilmistir [103].

Yapilan tim arastirmalar sonucunda SIRT2'nin kanser gelisimi veya tedavisi konusunda
oldukca 6nemli etkileri oldugu kesfedilmis, ancak etkilerinin ne yonde oldugu konusundaki
celiskiler heniiz giderilememis ve enzim inhibisyonu ile antikanser etki arasindaki iligki tam
olarak anlasilamamistir. Bu nedenle, gliclii ve segici SIRT2 inhibitorlerinin gelistirilmesi; ilgili
molekiler mekanizmalari arastirmak ve kanser veya diger ilgili hastaliklarla savasan

potansiyel ajanlar gelistirmek icin 6Gnemli bir amag haline gelmistir.

insan SIRT2 enzimi, toplamda 389 amino asitten olusmakta; 304 amino asitten olusan bir
katalitik ¢ekirdek, 52 aminoasitten olusan N-terminal boélgesi ve 33 amino asitten olusan C-
terminal bolgesini icermektedir. N-terminal bolgesi, sitoplazmik lokalizasyondan sorumlu,

cogunlukla dizensiz ve esnek yapidaki niikleer ¢ikis sekansina sahipken, serin amino
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asitlerince zengin olan C-terminal bolgesi, tirozin ve serin kalintilarinin fosforilasyonu ve

lizin kalintilarinin asetilasyonu yoluyla enzim aktivitesini modile etmektedir [104-106].

insan SIRT2 yapisi, sirtuinler icin tipik olan, Rossmann kivrimi bélgesi ve ¢inko baglanma
bolgesi olarak anilan iki ana bdlgeden meydana gelmektedir. Bu bolgeler, substrat ve
kofaktoriin baglandigl enzim aktif bolgesi olarak bilinen biliylik hidrofobik bir yarik ile
birbirinden ayrilmaktadir. SIRT2'nin aktif boélgesi NAD*-baglanma bdlgesi, selektivite cebi,
genisletilmis C-bolgesi ve asetile-lizin baglanma tineli seklinde doért ana kisimda
incelenmektedir. NAD*-baglanma bolgesi; NAD*in adenin riboz kisminin baglandigi A-
bolgesi, nikotinamide bagli ribozun baglandigi B-bolgesi ve nikotinamit kisminin baglandigi
katalitik merkezi de iceren C-bdlgesinden olusmaktadir. Sirtuin enzimlerinin fizyolojik
inhibitorl olan nikotinamidin baglandigi genisletilmis C-bolgesi ise C-bdlgesinin bitisiginde
yer almaktadir. Hidrofobik karaktere sahip asetile-lizin baglanma tiineli, NAD*-baglanma
bolgesi ve asetile-lizin baglanma bolgesini birbirine baglamaktadir (Sekil 2.2) [106, 107].
GuUnumize kadar kesfedilen SIRT2'nin gesitli ligantlariyla olan x-isini kristal yapilari yeni
kesfedilecek bilesiklerin tasarimina yol gosterirken, SIRT2 enzim yapisinin, substrat veya
ligantlarin baglanma mekanizmalarinin ve SIRT2’'nin ¢esitli hiicresel biyolojik stireclerdeki
rollerinin aydinlatilmasina isik tutmustur [4, 7]. SIRT2’ye ait kristalografik analizler, uzun
zincirli yag agil gruplarinin baglanmasini saglayabilen, ayrica inhibitor bilesik gelistirmek igin
spesifik yapisal ozellikleri temsil eden, uzun ve hidrofobik bir baglanma cebine sahip

oldugunu ortaya koymustur [14].
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Sekil 2.2. insan SIRT2 aktif bolgesi

Arastirmacilar, selektif SIRT2 inhibitori olan SirReal2 ile kompleks halinde olan ilk SIRT2 x-
ray kristal yapisindan (PDB: 4RMG) yola ¢ikarak ¢inko baglanma bdlgesinin hemen yaninda,
inhibitor bilesigin baglanmasiyla birlikte indiklenme sonucu konformasyonel degisiklerle
meydana gelebilen ve selektivite cebi olarak anilan hidrofobik 6zellikte bir baglanma
cebinin varligini 6ne siirmistir. Bu cebin SIRT2 izoformu igin seciciligi saglamak lizere yeni
veriler sunacagi ileri sirilmistir. indiklenme sonucu selektivite cebinin meydana
gelmesiyle birlikte asetile-lizin baglanma bdlgesinde deasetilasyon reaksiyonun ve kapali
konformasyona gecisin engellendigi bildirilmistir [106]. SirReal2’nin aminotiyazol grubunun
genigletilmis C-bodlgesini isgal ettigi, naftil grubunun asetile-lizin baglanma bdlgesine
yerlestigi ve buradaki bazi amino asitlerle (Phel31, lle232, Val233, Phe234, Leul34 ve
lle169) ve NAD¥In nikotinamit kismiyla van der Walls etkilesimleri kurdugu,
dimetilmerkapto pirimidin kisminin ise genisletilmis C-bdlgesinin oOtesinde selektivite
cebinin olusumunu indikledigi, olusan cepte Phel90 ile m-t etkilesimi kurdugu ifade
edilmistir. Bunun yani sira, karbonil oksijeni ve Pro94 arasinda yapisal su molekili
(HOH540) aracili hidrojen bagi etkilesiminden bahsedilmistir. SirReal2’nin sahip oldugu
amit azotu ile pirimidin halkasina ait azotlardan biriyle molekil i¢i hidrojen bagi kurdugu
boylece daha rijit bir konformasyonda enzim aktif bolgesine yerlestigi bildirilmistir (Sekil

2.3) [106, 108].
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Sekil 2.3. SirReal2-insan SIRT2 kompleksi (PBD: 4RMG)

ilerleyen yillarda farkli ligant ve substratlari iceren x-ray kristal yapilarin (Cizelge 2.1)
aydinlatilmasiyla beraber, 0Ornegin; SIRT2’nin  2-((4,6-dimetilpirimidin-2-il)tiyo)-N-(3-
(fenoksimetil)fenil)asetamit cekirdegi tasiyan inhibitér ile kompleksinde (PDB: 5YQO)
oldugu gibi, selektivite cebine baglanmanin yani sira enzim aktif bolgesinin girisinde asetile-
lizin baglanma bolgesinde yer alan hidrofilik 6zellik tasiyan Val233 ve Arg97 gibi amino
asitleriyle hidrojen bag etkilesimlerinin, His187 ve Phe235 ile de m-m etkilesimlerinin
kurulmasinin, enzim aktivitesinin daha potent bir sekilde inhibisiyonun saglanmasina yol

actigl gosterilmistir [109].

Diger sirtuin izoformlarina ve ginko-bagiml deasetilazlara karsi inaktif bulunan selektif
SIRT2 inhibitori NPD11033’Gin SIRT2 enzimiyle olan kristalografik analizleri sonucunda
¢inko baglanma bdlgesinde meydana gelen konformasyonel degisikligin ardindan asetile-
lizin baglanma bolgesinin derinliklerinde hidrofobik bir cep olusturdugu 6ne slirilmustr.
Olusturulan bu cebin hidrofobik 6zelikte olan fenilalanin (Phe96, Phe119, Phel31, Phel90
ve Phe235) ve izolosin (1le93, 1le169 ve 1le232) amino asitleriyle cevrelendigi ifade
edilmistir. Bu cebin girisinde yer alan His187 ile NPD11033’lin oksopiridil grubu oksijeni

arasinda bir hidrojen bagi etkilesimi kuruldugu vurgulanmistir [66].

SIRT2-ADP-riboz ile 1,2,4-oksadiazol tiirevi bilesige ait kristalografik analizler sonucunda
bilesigin blyldk ve hidrofobik asetile-lizin baglanma boélgesinde daha ©6nce ornegi
gorilmemis bir sekilde Leu134 ve Leul38 ile etkilesim kurarak SIRT2’ye 6zgt farkh bir alt
cebi isgal ettigi one slirtlmustir. Ortaya atilan bu alt cebin yeni selektif SIRT2 inhibitori

bilesiklerin tasarimina fayda saglayabilecegi ifade edilmistir [110].
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Cizelge 2.1. GUnumize kadar aydinlatilmis insan SIRT2 x-ray kristal yapilar

PDB Ko-kristalize ligant yil Kaynak
1J8F - 2001 [104]
3ZGV ADPR

37GO i 2013 [105]
4130 Makrosiklik peptit S2iL5 2013 [111]
4RM) ADPR ve nikotinamit

4RMI SirReall ve Ac-Lys-OTC peptit

4RMH SirReal2 ve Ac-Lys-H3 peptit 2015 [106]
4RMG SirReal2 ve NAD*

4R8M BHJH-TM1 peptit 2015 [112]
5D7Q ADPR ve CHIC35

5D7P ADPR ve EX243 2015 [113]
5D70 ADPR

4Y6Q 2-O-miristoil-ADPR

4Y60 Miristoile peptit (TNF-alphaK20myr) 2015 [60]
4Y6L Miristoile peptit (H3K9myr)

5DY4 SirReal analogu ve NAD* 2016 [108]
5DY5 SirReal prob fragmani 2016 [114]
5FYQ 13-mer trifloroasetile Ran peptit 2016 [115]
5G4C 4-ONil peptit 2016 [116]
4X3P Miristoil peptit

4X30 Miristoil peptit - [117]
SMAT Tiyenopirimidinon tlrevi inhibitor 2017 [118]
5MAR 1,2,4-Oksadiazol tiirevi inhibitér ve ADPR 2017 [110]
5Y5N Selektif inhibitor 8NO 2017 [119]
5Y0Z NPD11033 2018 [66]
5YaL Selektif inhibitor A2l

5Yam Selektif inhibitor A29

5YQN Selektif inhibitor L55 2018 [120]
5YQ0 Selektif inhibitor L5C

6QCN Kersetin ve ADPR 2019 [121]
6NRO Glukoz-TM-1beta ve 1’-SH ADPR 2019 [122]
6L65 Miristoile peptit (H3K18)

2020 Yayinl k
6L66  Miristoile peptit (H3K18) ve NAD* ayinianaca
6L71 Peptit

2021 Yayinl k
6L72 Peptit ayinianaca
7B0OS Miristoil tiyolire inhibitori, No. 13
7BOT Miristoil tiyolire 20nhibitori, No. 23 2021 [123]
771D Allosterik inhibitor 359 2023 [124]

Ligant baglanma bolgelerinin sahip oldugu dinamiklerin belirlenmesini saglayan bilgisayar

destekli similasyonlar, akilci ilag tasarimi icin 6nemli yontemlerden biri halini almistir.

SIRT2’ye ait baglanma boélgeleri dinamiklerinin belirlendigi ve bunun yapi temelli sanal

tarama protokoll ile bitlnlestirildigi bir calismada arastirmacilar, selektivite cebinin

uzantisinda yer alan lle213 ve Phe190 arasinda olusan ve daha dnce kesfedilmemis bir alt

cebi tanimlamislardir [125].
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2.3. Selektif SIRT2 inhibitorleri

Son yillarda SIRT2 izoformuna olan ilgi nemli 6lglide artmig ve SIRT2 enzim yolagina ait ¢ok
sayida farkh mekanizma ve substrat tanimlanmistir. Bu durum SIRT2'nin fizyolojik ve
patofizyolojik kosullardaki rolline iliskin bilgilerin aydinlatilmasini saglamistir [76]. SIRT2
aktivitesinin disregililasyonu kanser, enflamasyon ve noérodejenerasyon patogenezi ile
iliskilendirildigi icin, bu patogenezlerin yol agtigl hastaliklarda SIRT2, potansiyel terapotik
ilac hedefi halini almistir [14]. SIRT2 enzim aktivitesinin diizenlenmesini saglayacak
bilesiklerin gelistirilmesi sireci gz 6niine alindiginda, enzimatik aktivitesinin inhibisyonunu
saglayacak bilesiklerin tedavi agisindan onemli oldugu yapilan pek ¢ok calismayla ortaya
koyulmustur [126]. Glicli ve selektif SIRT2 inhibitorlerinin gelistirilmesi; hastaliklarin tedavi
edilmesini saglamanin yani sira, SIRT2 ile ilgili molekiiler mekanizmalari arastirmaya da
olanak saglayacaktir. Giniimuze kadar farkli arastirma gruplari tarafindan otuzun lzerinde
insan SIRT2 x-ray kristal yapisi aydinlatiimis, bunun yani sira farkli kimyasal yapida pek ¢ok
inhibitor etkili bilesik kesfedilmistir.

Kiguk bilesik yapisinda ilk kesfedilen SIRT2 inhibitort nikotinamit (1) (SIRT2 IC50=100 um;
SIRT1 IC50=120 uM; SIRT3 I1C50=50 uM; SIRTS IC50=150 uM; SIRT6 1C50=184 pMm), sirtuin-katalize
deasetilasyon reaksiyonunun {riini olup sirtuinlerin zayif ve selektif olmayan dogal
inhibitéridir [8, 127, 128]. insan prostat kanseri hiicrelerinin gelisimini azalttg ve
apoptozu indikledigi ayrica I6semili hiicrelerde proliferasyonu azalthgi bildirilmistir [129,

130] (Sekil 2.4).

Grozinger ve arkadaslar tarafindan gercgeklestirilen hiicre-temelli yiiksek c¢iktili tarama
calismalarinda 1600 bilesik arasinda 2 numaral bilesik (sir2p [1Cs50=66 uM ve SIRT2
IC50=38 uM) ve sirtinoliin (3) (sir2p IC50=68 UM ve SIRT2 IC50=45 uM) in vitro olarak hem
maya Sir2 enzimini ve hem insan SIRT2 enzimini inhibe ettigi bildirilmistir [131]. Sirtinoliin
H1299 insan akciger kanseri hiicrelerinde ve MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde
RAS/MAPK yolaginin aktivite olmasini azaltarak yaslanma benzeri blylime durmasini,
ayrica yine MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde apoptozu ve otofajik hiicre 8limuni

indikledigi gosterilmistir [132, 133] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Bilesik 1, 2 ve 3’lin kimyasal yapilari

Sirtinollin yapisal optimizasyon calismalari sirasinda ortaya cikan ters amit tlirevi salermitin
(4) (100 uM konsantrasyonda SIRT2 %80 inh., 25 UM konsantrasyonda SIRT1 %80 inh.)
SIRT2 karsisinda sirtinole benzer inhibitdr aktivite gosterdigi bildirilirken, MOLT4 insan
[6semi hiicre hattinda, MDA-MB-231 insan meme kanseri ve RKO insan kolon kanseri hiicre

hattinda daha yliksek antiproliferatif aktivite gosterdigi one strilmistir [134] (Sekil 2.5).

Salermit vyapisi (zerinde gerceklestirilien optimizasyon c¢alismalarinda kesfedilen
fenilpropiltiyo tirevi 5 numaral bilesigin (SIRT2 1C50=19,2 uM) ve 2-(2-fenilpropil)silfonil
tlirevi 6 numaral bilesigin (SIRT2 1C50=24,2 uM) potent SIRT2 inhibitor aktivite gdsterdigi,
Bilesik 5’'in MOLT4 insan T lenfoblast, MDA-MB-231 insan meme kanseri ve RKO insan
kolon kanseri hiicre hatlarinda hiicre biylmesini bloke ettigi, her iki bilesigin de
glioblastoma ¢oklu form kanser kok hiicrelerini inhibe ettikleri kesfedilmistir [134] (Sekil
2
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Sekil 2.5. Bilesik 4, 5 ve 6'nin kimyasal yapilari

Sirtinol Uzerinde farkli bir arastirma grubu tarafindan gerceklestirilen optimizasyon
calismalari sirasinda stbstitie-anilin grubunun 6-fenil-2-tiyourasil ile yer degistiriimesi
sonucu ortaya c¢ikan kambinoliin (7) (SIRT2 1Cs0=56 uM ve SIRT1 [C50=59 uM) in vivo
ortamda fare ksenograft modelinde ilk antikanser aktivite gdsteren B-naftol tiirevi bilesik

oldugu, fare ksenogreft modelinin BCL-6-eksprese eden Burkitt lenfoma hiicrelerinde
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apoptozu indikledigi ve timor blylmesini azalthgl bildirilmistir [135]. Kambinolin
yapisinda bulunan 5,6-distbstitilie 2-tiyourasil halkasinin farkli heterosiklik halkalarla yer
degistirilmesi sonucu elde edilen 8 numaral bilesigin SIRT1 ve SIRT3 izoformlarina nazaran
potent ve selektif SIRT2 inhibitor etki gosterdigi (SIRT2 1Cs0=13 uM; SIRT1 ve SIRT3 1C50>200
uM), Burkitt lenfoma hiicre hatlarinin yani sira HCT116 insan kolon kanseri, MCF-7 insan
meme kanseri ve NCI-H460 insan kiiclik hicreli olmayan akciger kanseri gibi solid timor
hiicre hatlarinda tliimor bliylimesini 6nemli 6lclide azalttigi gosterilmistir [136]. Kambinoliin
de icinde yer aldigi bilesiklerden hareketle olusturulan farmakofor model kullanilarak
kesfedilen ICL-SIRTO78’in (9) substrat kompetitif SIRT2 inhibitori oldugu (SIRT2 1Cs0=1,5
KUM; SIRT1 ve SIRT3 ICs50>100 uM), SIRT2 igin SIRT1 ve SIRT3 gore elli kat daha selektif oldugu
gozlemlenmistir. MCF-7 insan meme kanseri hilicre hattinda a-tubulin hiperasetilasyonuna
yol actigl ve N27 rat dopaminerjik néronal hiicre hattinda laktasistin kaynakl Parkinson
noéronal hiicre 6limi modelinde giiclii néroprotektif etkinlik gdsterdigi bildirilmistir [137]

(Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Bilesik 7, 8 ve 9’un kimyasal yapilari

inhibitér etkili bilesiklerin kesfi icin gerceklestirilen hiicre temelli tarama calismalari
sirasinda kesfedilen splitomisinin (10) sadece maya sirtuinleri Uzerine inhibitor etki
gosterirken insan homologlarina karsi etki géstermedigi belirlenmistir [138]. Splitomisinden
hareketle vyapi-etki iliskilerini belirlemek (zere bir seri B-aril yapisinda bilesikler
sentezlenmis, bu bilesikler arasinda [B-(4-metil)fenil-8-bromo-splitomisin (11) (SIRT2
ICs50=1,5 uM) ve B-(4-metil)fenil-8-metil-splitomisinin R-enantiomerinin (12) SIRT2'yi yiksek
oranda inhibe ettigi (SIRT2 ICso=1 uM), ancak yiksek lipofilisitesinden dolayr MCF-7 insan
meme kanser hiicrelerinde proliferasyonu diisliik oranda bloke ettigi bildirilmistir [139].

Rotilli ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen bir calismada ise splitomisin yapisiyla iliskili
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bir seri 2-arilalkanoil-1,2-dihidrobenzo[flkromen-3-on tirevi bilesik tasarlanmis, bunlar
arasinda 13 numarali bilesigin selektif SIRT2 inhibisyonu sagladig (SIRT2 1C50=10 uM ve 50
UM konsantrasyonda SIRT1 %8,9 inh.) ayni zamanda U937 insan I6semi hiicre hattinda
yuksek pro-apoptotik ve/veya sitodiferansiyasyon ozellikler gosterdigi belirlenmistir [140].
Freitag ve arkadaslari sulu ortamda kolay bir sekilde hidroliz olan splitomisin bilesiginin
stabilitesini ve aktivitesini iyilestirmek icin gergeklestirdikleri ¢alismalarda bilesik
yapisindaki lakton halkasinin hidroliz olmus olan formunda ve laktama donustirilmis
formunda aktivite kaybi gozlediklerini belirtmislerdir. Bu ylizden lakton yapisini daha stabil
olduklarini  disindukleri doymus veya doymamis heterosiklik halkalarla yer
degistirmislerdir. Sonugta SIRT2 inhibitdrd (SIRT2 ICs0=5 uM; SIRT1 1C50=7,7 uM; 50 uM
konsantrasyonda SIRT3 <%10 inh.) benzimidazoltiyon ana yapisinda yeni tasarlanacak

bilesiklere 151k tutacak 14 numarah 6ncu bilesige ulagsmislardir [141] (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Bilesik 10, 11, 12, 13 ve 14’Un kimyasal yapilari

SIRT inhibitori bilesiklerin kesfi amaciyla gerceklestirilen yiliksek ¢iktili tarama g¢alismalari
sonucunda kesfedilen indol tlirevi bilesik EX-527’nin (15) SIRT1’e karsi daha selektif oldugu
belirlenmis, ilerleyen vyillarda EX-527'nin sahip oldugu 2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol
cekirdegi 2,3,4,5-tetrahidro-1H-pirido[4,3-b]indol yapisi ile yer degistirilerek yeni indol
tlrevi bilesikler tasarlanmis, bunlar arasinda 16 (SIRT2 IC50=3,8 uM ve SIRT1 ICs50=16,7 uM)
ve 17 numarali bilesigin (SIRT2 ICs0=4 uM ve SIRT1 IC50=28 uM) EX-527’e gore SIRT2ye karsi
inhibitor aktivitelerinin ve selektivitelerinin 6nemli Olg¢lide arttigr belirlenmistir. Bu

bilesiklerin, HepG2 insan karaciger ve MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlarinda
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p53 ve a-tubulin substratlarinin hiperasetilasyonuna aracilik ettigi bildirilmistir [142] (Sekil
2.8).
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Sekil 2.8. Bilesik 15, 16 ve 17’nin kimyasal yapilari

Tervo ve arkadaslari insan SIRT2 x-ray kristal yapisini ve molekiiler modelleme tekniklerini
kullanarak farkh kimyasal yapilarda selektif SIRT2 inhibitor bilesikler kesfetmislerdir (18)
(SIRT2 1C50=56,7 uM), (19) (SIRT2 IC50=74,3 uM), (20) (SIRT2 IC50=91 uM), (21) (SIRT2 IC50=47
HM), (22) (SIRT2 ICs0=51 pM), (23) (SIRT2 IC50=58,4 uM), (24) (SIRT2 IC50=137,4 pM) [128,
143-146] (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Bilesik 18, 19, 20, 21, 22, 23 ve 24’in kimyasal yapilari

Baslangicta tripanozomiyazis ve onkoserkiyazis tedavisinde kullanilan simetrik polianiyonik
naftillire tlrevi bir bilesik olan suramin sodyumun (25), pirin baglanma bolgesini hedef alan

ilaclar sinifinda yer aldigi, bu ylizden sirtuinler Gzerine olan etkisinin tarandig ve dual
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SIRT1/SIRT2 inhibitdrii (SIRT2 1Cso=1,15 uM ve SIRT1 1C50=0,297 uM) oldugu bildirilmistir
[147] (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Bilesik 25’in kimyasal yapisi

Selektif SIRT2 inhibitori olarak kesfedilen AC-93253 (26) kodlu bilesigin (SIRT2 IC50=6 uM,;
SIRT1 1C50=45,3 uM; SIRT3 1C50=24,6 uM) a-tubulin, p53 ve histon H4’lin asetilasyonunu
indiikledigi ve DU145 insan prostat, MiaPaCa2 insan pankreas, A549 ve NCI-H460 insan
akciger kanseri hiicre hatlarinda apoptozu artirarak sitotoksik etkilere neden oldugu

bildirilmistir [148] (Sekil 2.11).

Lain ve arkadaslari gerceklestirdigi hiicre-temelli p53 indiiksiyon testinde sirtuin inhibitori
Tenovin-1'i (27) kesfetmisler, bu bilesigin p53 hiperasetilasyonu araciliglyla BL2 Burkitt
lenfoma ve ARN8 melanoma hiicrelerinde sitotoksisiteye neden oldugu ve timor
blylmesini azalthgini bildirmisler, fakat bu bilesigin yeteri kadar suda ¢éziinmedigini fark
etmislerdir. Tenovin-1'in sudaki ¢6zlnlrligini artirmak amaciyla gercgeklestirdikleri
optimizasyon calismalarinda, ARN8 insan melanoma hiicrelerinde Tenovin-1' e gore daha
toksik oldugunu ortaya koyulan Tenovin-6 (28) (SIRT2 IC50=10,4 uM ve SIRT1 IC50=37,5 uM)
kodlu bilesige ulasmislardir [149] (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Bilesik 26, 27 ve 28’in kimyasal yapilari
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Sirtuinler tarafindan kullanilan NAD*in ve kinazlar tarafindan kullanilan ATP’nin her ikisinin
de adenozin yapisi tasimasi, var olan kinaz inhibitorlerinin ayni zamanda sirtuinleri de
inhibe edebilecegi fikrini dogurmustur. Bu baglamda kinaz inhibitorleri Gzerinde yapilan
calismalar bazi kinaz inhibitori bilesiklerin sirtuinleri de inhibe ettigini géstermistir. Oyle ki,
glclu bir protein kinaz C inhibitéri olan Ro31-8220’nin (29) gli¢li bir sirtuin inhibitora
oldugu (SIRT2 1C50=0,8 uM; SIRT1 1C50=3,5 uM; SIRT3 1C50=3,7 uM) ve A549 insan akciger
adenokarsinoma hiicrelerinde a-tubulin hiperasetilasyonunu indikledigi bildirilmistir. Ayni
¢alismada 6ne gikan giigli bir c-RAF1 kinaz inhibitori olan GW5074’lin (30) (SIRT2 ICs50=15,6
UM; SIRT1 1C50=41,6 uM; SIRT3 ICs50=25,1 uM), Ro31-8220'ye gore daha disuk sirtuin
inhibitor aktivite gosterdigi ifade edilmistir [150]. Her iki bilesigin de kinaz inhibitor
aktivitelerinin sirtuin inhibitor aktivitelerinden ¢ok daha iyi oldugu belirtilmistir. Bu iki
bilesigin ve bauerin C alkoloidi gibi bazi biyoaktif dogal bilesiklerin sahip oldugu énemli
yapisal elementleri birlestirerek 6,7-dikloro-2-oksoindol cekirdegi tasiyan selektif SIRT2
inhibitor 31 numarali bilesige (SIRT2 1C50=10,4 uM ve 50 uM konsantrasyonda SIRT1 %30

inh.) ulasiimistir [151] (Sekil 2.12).

31

Sekil 2.12. Bilesik 29, 30 ve 31’in kimyasal yapilari

Schlicker ve arkadaslari, SIRT2-SIRT6 izoformlarina karsi selektif olabilecek ve substrat
baglanma bolgesine baglanabilecek bilesikleri kesfetmek icin gerceklestirdikleri sanal
tarama calismasinda CSC37 (32) kodlu bilesigin de yer aldigi 3,5-dislibstitlie-1,2,4-
oksadiazol yapisi tasiyan inhibitorler kesfetmislerdir. Sonrasinda CSC37’nin 6nci bilesik
olarak kullanildigI yapi-etki ¢alismalari sonucunda gelistirilmis selektivite ve potense sahip
SIRT2 inhibitorl bilesiklere ulasiimig; bunlar arasinda yer alan 33 (SIRT2 1C50=10,4 uM) ve
34 numarali bilesiklerin (SIRT2 ICs0=1,5 uM) I6semi hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve

antiproliferatif etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Ayni seride yer alan 35 numarali bilesigin
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(SIRT2 1C50=41,2 uM) SIRT2 ve ADP-riboz ile kompleks halinde olan x-ray kristal yapisi daha

once kesfedilmemis hidrofobik 6zellikte bir cebin varligini gdstermistir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Bilesik 32, 33, 34 ve 35’in kimyasal yapilari

2007 yilinda Outeiro ve arkadaslari tarafindan tasarlanan gigli ve selektif SIRT2 inhibitori
olan AGK2 (36) (SIRT2 IC50=3,5 uM; SIRT1 IC50=30 uM; SIRT3 IC50=91 uM) ve AK-1 (37) (SIRT2
IC50=12,5 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>50 uM) kodlu bilesiklerin Parkinson hastaligina ait
hicresel bir modelde a-siniiklein toksisitesini ortadan kaldirdiklari ve hucreleri
dopaminerjik hiicre 6limine karsi koruduklari bildirilmistir [152]. Genis bir kiitliphane
taramasi sirasinda kesfedilen AK-7’nin (38) diislik SIRT2 inhibitor aktivitesine ragmen (SIRT2
IC50=15,5 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>50 uM) Hungtington hastaliginin fare modelinde giicli
noroprotektif etkiler yarathgl gozlemlenmistir [79]. Sulfobenzoik asit yapisi tasiyan ve
noroprotektif etkilere sahip AK-7’nin SIRT2 inhibitor potansiyelini iyilestirmek amaciyla
gerceklestirilen bazi modifikasyonlarin ardindan benzamit tiirevi potent ve selektif SIRT2
inhibitord 39 numarah bilesik (SIRT2 IC50=0,6 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 uM) kesfedilmis
ve bu bilesigin ndérodejeneratif hastaliklar ve kanser tedavisi icin umut vadeden bir ilag

adayi olabilecegi ileri stirGImistir [153] (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Bilesik 36, 37, 38 ve 39’un kimyasal yapilari

Kromon ve kroman-4-on cekirdeklerini tasiyan bir seri bilesigin sirtuin enzim aktivitesi
Uzerine etkilerinin arastinildigi bir calismada, 40 numarali bilesigin (-) enantiomerinin disiik
mikromolar seviyede selektif olarak SIRT2 inhibitor aktiviteye sahip oldugu (SIRT2 1C50=1,5
UM; 200 uM konsantrasyonda SIRT1 %3,5 inh.; SIRT3 %3,9 inh.) ortaya koyulmustur [154].
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Devaminda gergeklestirilen yapi-etki ¢alismalariyla tasarlanan 41 (SIRT2 1Cs0=3,7 uM; 200
UM konsantrasyonda SIRT1 %9,8 inh.; SIRT3 %28 inh.) ve 42 (SIRT2 1C50=12,2 uM; 200 uM
konsantrasyonda SIRT1 %6,7 inh.; SIRT3 %13 inh.) numarali bilesiklerin SIRT2 enzimine karsi
selektif ve potent inhibitor aktivite gosterdikleri, ayrica MCF-7 insan meme kanseri ve A549
insan akciger kanseri hiicre hatlarinda SIRT2 inhibitor etkileriyle paralellik gdsterecek
sekilde antiproliferatif etkiye sahip olduklari ve a-tubulin asetilasyonunu doza bagimli
sekilde artirdiklari ifade edilmistir [155]. 2020 yilinda ayni arastirma grubu, bilesik
yapilarinda yer alan kroman-4-on halka sistemini farkl biyoizosterik halka sistemleriyle yer
degistirerek yeni SIRT2 inhibitorlerine ulasmislardir. Benzotiyadiazin-1,1-dioksit halka
sistemine sahip 43 numaral bilesik (200 uM konsantrasyonda SIRT2 %74 inh.; SIRT1 %25
inh.; SIRT3 %28 inh.) en potent SIRT2 inhibitori olarak bildirilmistir [156] (Sekil 2.15).

o] o) o) Q.0
cl cl cl =] S NH
0~ NN o | N o ‘ O\N N X
Br Br Z Br N\< Br iR
40 41 42 43 H 0

Sekil 2.15. Bilesik 40, 41, 42 ve 43’lin kimyasal yapilari

Hoffmann ve arkadaslari tarafindan tasarlanan selektif SIRT2 inhibitorlerinden, fenantridin
halka sistemini tasiyan AEM1 (44) (SIRT2 1C50=18,5 uM ve SIRT1 IC50>100 uM) ve AEM?2 (45)
(SIRT2 1C50=3,8 UM ve SIRT1 [C50>100 pM) kodlu bilesiklerin SIRT2-bagimli p53
deasetilasyonunu azalttiklari ayrica A549 ve H1299 insan akciger kanseri hiicre hatlarinda

apoptozu indikledikleri belirlenmistir [157] (Sekil 2.16).

a4 45
Sekil 2.16. Bilesik 44 ve 45’in kimyasal yapilari
Nikotinamit-benzeri benzamit yapisi iceren 2-anilinobenzamit tilirevi bir seri bilesik

tasarlanmis ve bilesiklere ait yapi-etki iliskileri belirlenerek NCO-90 (46) (SIRT2 ICsp=1 uM;
SIRT1 ve SIRT3 I1C50>300 uM) ve NCO-141 (47) (SIRT2 IC50=0,57 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>300
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uM) kodlu bilesiklerin potent ve selektif birer SIRT2 inhibitori olduklari bildirilmistir [158].
Her iki bilesigin de I6semi hiicre hatlarinda kaspaz aktivasyonu ve mitokondriyal sliperoksit
olusumuyla apoptozu indikledigi, ayrica NCO-90’nin HCT116 insan kolon kanseri hiicre
hattinda a-tubulin asetilasyonunu doz-bagimli olarak artirdig1 ifade edilmistir [159].
Sonrasinda, para ve meta substitlie 2-anilinobenzamit tiirevleri elde edilmistir. Bu tiirevler
arasinda A1B11 (48) (SIRT2 ICs50=5,3 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 uM) ve A2B57 (49) (SIRT2
ICs50=6,3 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 uM) kodlu bilesikler gbstermis olduklari selektif SIRT2
inhibitor aktiviteleriyle 6n plana c¢ikmislardir [160]. Sonraki yillarda SIRT2:NCO-90
kompleksinin x-ray kristal yapisi (PDB: 5Y5N) aydinlatiimis; gozlemlenen enzim-inhibitor
etkilesimlerinin ve hidrofobik baglanma bdlgesinin selektif SIRT2 inhibisyonu igin énemi

vurgulanmistir [119] (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. Bilesik 46, 47, 48 ve 49’un kimyasal yapilari

Cui ve arkadaslari, fragman-temelli tasarim yaklasimini kullanarak nikotinamit tiirevi
bilesikler tasarlamiglardir. Tasarimlarinda suramin bilesigine ait naftilamit silfonik asit
cekirdegi ile nikotinamit cekirdegini birlestirerek aromatik amit yapisi tasiyan naftalen-
nikotinamit tiirevi bilesikler elde etmislerdir. Bu bilesikler igerisinden 50 numaral bilesigin
(SIRT2 1C50=0,0483 uM; SIRT1 1C50=10,2 uM; SIRT3 [C50=44,2 uM) nanomolar seviyede
selektif SIRT2 inhibitor aktivite gdsterdigi, in vitro ortamda a-tubulin asetilasyonunu doz ve

zaman-bagiml olarak artirdigi bildirilmistir [161] (Sekil 2.18).

Suzuki ve arkadaslari aydinlattiklari SIRT2:NCO-90 kompleksinin x-ray kristal yapisina
dayanarak SIRT2 enzim inhibisyonu icin hem selektivite cebine hem de NAD* baglanma
bolgesine baglanabilecek yeni bir bilesige ulasmak amaciyla 2-anilinobenzamit yapisindaki

bilesiklerin amit gruplarinda degisiklige giderek KPM-2 kodlu (51) (SIRT2 1C50=0,055 uM;
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SIRT1 1Cs0=1,6 puM; SIRT3 1Cs50=9,5 uM) mekanizma-temelli, potent ve selektif SIRT2
inhibitorl bilesigi kesfetmislerdir. MDA-MB-231 ve MCF-7 insan meme kanseri hicre
hatlarinda glcli antiproliferatif aktivite gdstermesinin yani sira Noro-2a (N2a) fare
noroblastoma hiicrelerinde norit blylmesine yol agmistir. Boylece SIRT2 selektif
inhibitorlerinin nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegi vurgulanmistir

[119] (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. Bilesik 50 ve 51’in kimyasal yapilari

Daha sonrasinda yayimlanan bir calismada ise 5-((3-amidobenzil)oksi)-nikotinamit tirevi
SIRT2 inhibitéru bilesikler elde edilmis; 52 (SIRT2 1C50=0,0167 uM; SIRT1 1C50=6,56 puM;
SIRT3 1C50=1,87 uM) ve 53 (SIRT2 1C50=0,0341 uM; SIRT1 I1C50=2,46 uM; SIRT3 1C50=2,40 uM)
numarali bilesikler seride 6n plana ¢ikmis, her ikisinin de SH-SY5Y insan néroblastoma
hiicrelerinde a-sinlklein agregasyonu sonucu indiiklenen sitotoksisiteyi 6nemli oOl¢lide
azalthgl belirlenmistir. Bu kesif Parkinson hastaliginin tedavisi icin SIRT2 inhibitorleri

Uzerinde durulmasinin potansiyel bir yaklasim olacagi fikrini dogurmustur [162] (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Bilesik 52 ve 53’(in kimyasal yapilari

Disch ve arkadaslari, DNA’y1 hedefleyen heterosiklik halkalarca zengin bilesiklerin yer aldigi
sanal kutliiphane taramasi gergeklestirerek tiyeno[3,2-d]pirimidin-6-karboksamit tlrevi 54
(SIRT2 1C50=0,003 M; SIRT1 IC50=0,004 pM; SIRT3 1C50=0,004 M), 55 (SIRT2 1C50=0,010 uM;
SIRT1 IC50=0,015 puM; SIRT3 IC50=0,033 puM) ve 56 (SIRT2 1C50=0,001 puM; SIRT1 IC50=0,004
UM; SIRT3 1Cs50=0,007 puM) numaral bilesiklere ulasmislardir [163] (Sekil 2.20).
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Benzimidazol tiirevi 57 numarali bilesigin, SIRT2/SIRT1 dual inhibitor (SIRT2 1C50=28,65 uM;
SIRT1 1C50=54,21 uM) 6zellikte oldugu ve HCT116 insan kolon kanseri, MDA-MB-468 insan
meme kanseri ve CCRF-CEM insan losemi hiicre hatlarinda gligli antikanser etkinlik

gosterdigi bildirilmistir [164] (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20. Bilesik 54, 55, 56 ve 57'nin kimyasal yapilari

Rumpf ve arkadaslari daha oOnce gelistirmis olduklari bilesiklerin yer aldigi
kitiphanelerindeki bilesikleri in vitro ortamda SIRT1-3 aktivitelerini taradiklari sirada
aminotiyazol tirevi, daha sonralari sirtuini yeniden dizenleyici ligantlar (SirReals) olarak
anilacak olan, potent ve selektif SIRT2 inhibitorlerini kesfetmislerdir. SirReal2 (58) (SIRT2
IC50=0,435 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 uM) gostermis oldugu glicli SIRT2 inhibitor profille
on plana cikan bilesik olmustur. SirReal2’nin Hela insan servikal kanseri hiicrelerinde a-
tubulin hiperasetilasyonuna yol actigi, hicre siklusunun kontrol noktasi proteini BubR1
destabilizasyonunu indiikledigi, ayrica HCT116, SW948 ve HT29 insan kolon kanseri, A549
ve H520 insan akciger kanseri, K562 insan |6semi, HelLa insan servikal kanseri ve ASPC1 ve
CFPAC1 insan pankreatik kanseri hiicre hatlarinda orta derecede sitotoksik etkiler
gosterdigi bildirilmistir. Ayni arastirma grubu tarafindan aydinlatilan SIRT2:SirReal2
kompleksine ait x-ray kristal yapisi (PDB: 4RMG), inhibitoriin baglanmasiyla aktif bolgede
indiiklenen konformasyonel degisiklikle hidrofobik etkilesimlere olanak verecek ve
selektivite cebi olarak anilan baglanma bolgesinin SIRT2 selektif inhibitérler yaratmak icin
essiz bir olanak sunacagi ileri strilmistir [106, 126]. SIRT2:SirReal2 kompleksinin x-ray
kristal yapisi kullanilarak, 59 (SIRT2 ICs0=0,163 pM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 uM) 60 (SIRT2
1C50=0,118 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 uM) numarali bilesikler gibi selektif SIRT2 inhibitor
aktivitesi, suda ¢ozlnUlrligl ve efikasitesi iyilestirilmis yeni bilesikler tasarlanmistir [114]

(Sekil 2.21).
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Sekil 2.21. Bilesik 58, 59 ve 60’in kimyasal yapilari

Yang ve arkadaslari, SirReal2 (zerinde gerceklestirdikleri 6nci bilesik optimizasyon
calismalarinda biyoizosterik degisikler yaparak N-(3-(fenoksimetil)fenil)asetamit tirevi
selektif SIRT2 inhibitorii 61 numarali bilesige (SIRT2 IC50=25,9 uM) ulasmislar, bu bilesigin
SIRT2 enzimiyle olan kompleksinin x-ray kristal yapisini aydinlatmislardir [21, 109].
incelemeler sonucu Bilesik 61’in selektivite cebinin olusumunu indikleyip burayla
etkilestigi fakat substrat baglanma cebine baglanmadigl gorilmistiir. Bu ylzden yapi-
temelli optimizasyon calismalarina gidilmis, substrat baglanma bdlgesiyle etkilesim kurup
bu bélgeye baglanmayi saglayabilmek icin bilesiklere amit képrisuyle c¢esitli heterosiklik
halkalar eklenmis ve sonucta potent SIRT2 selektif inhibitorler 62 (SIRT2 1C50=0,815 uM;
SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 pM) ve 63 (SIRT2 IC50=0,042 pM; SIRT1 ve SIRT3 1C50>100 pM)
numarall bilesiklere ulasiimistir. Bilesik 62’nin NCI-H441 insan kiguk hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicrelerinde doz-bagimh olarak a-tubulin hiperasetilasyonuna neden
oldugu, hicresel proliferasyonu ve hicre blylmesini engelledigi, hilicre goc¢li ve
invazyonunu baskiladigl ortaya koyulmustur. Bilesik 63’lin ise MCF-7 insan meme kanseri
hicrelerinin ¢ogalmasini glicli bir sekilde inhibe ettigi ve doz-bagimli a-tubulin

hiperasetilasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Sekil 2.22).

SirReal2’ye gore daha selektif ve daha potent etki gosterebilecek bilesikler tasarlamak
Uzere ylrUtilen bir calismada ise, SirReal tipi inhibitorlerin genel yapisi temel alinarak bir
seri yeni bilesik tasarlanmis; bu bilesikler arasinda 64 numarali bilesigin (SIRT2 1C50=0,12
UM, deasetilasyon; SIRT2 1Cs0=2,4 uM, demiristoilasyon) glicli etkinlik gosterdigi,
metastatik androjen-bagimsiz prostat kanseri hicrelerinde SIRT2 aracili deasetilasyonun

yani sira demiristoilasyonu da bloke ettigi, bdylece gicli bir sekilde c-Myc miktarini azaltip
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hiicre gboclini inhibe ettigi, a-tubulin hiperasetilasyonuna neden oldugu ve Kras4a’nin

acilasyonunu indukledigi ortaya koyulmustur [64] (Sekil 2.22).
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Sekil 2.22. Bilesik 61, 62, 63 ve 64’lin kimyasal yapilari

Yiksek ¢iktili tarama ¢alismalarinda elde edilen RK-9123016 (65) (SIRT2 ICs50=0,18 uM; SIRT1
ve SIRT3 1Cs50>100 uM) kodlu bilesigin gicli ve selektif SIRT2 inhibitori oldugu ve MCF-7
insan meme kanseri hiicre hattinda c-Myc miktarini azaltip hiicre blyimesini inhibe ettigi

bildirilmistir [165] (Sekil 2.23).

2016 yilinda kesfedilen triazoltiyokinolin yapisinda doz-bagimli selektif SIRT2 inhibitori
MIND4 kodlu bilesigin (66) (SIRT2 1Cs0=3,5 pM) Hungtington hastaligi modelinde
sitoprotektif faktor NRF2'yi indikleyerek néroprotektif etki gosterdigi ortaya koyulmustur
[166] (Sekil 2.23).

Zhou ve arkadaslari, bilinen selektif SIRT2 inhibitor yapilarinda yer alan benzimidazol ve
indol cekirdeklerinin biyoizosteri olan benzofuran yapisini kullanarak selektif SIRT2
inhibitori 67 numarahl bilesige (SIRT2 1C50=3,81 uM; SIRT1 ve SIRT3 1C50>100 pM)
ulasmislardir [167] (Sekil 2.23).
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Sekil 2.23. Bilesik 65, 66 ve 67’'nin kimyasal yapilari

2016 yilinda, o6zellikle c-Myc iliskili kanser tirlerinin tedavisi igin sirtuinleri hedefleyen ve
substratlarina benzer alifatik agil gruplari igceren tiyoagil lizin tlrevi bilesikler tasarlanmistir.
Bu bilesiklerden mekanizma-temelli selektif SIRT2 inhibitori olarak bildirilen TM
(tiyomiristoil) kodlu bilesigin (68) (SIRT2 1C50=0,028 uM; SIRT1 IC50=98 uM; SIRT3 1C50>200
uM) farkh kanser hiicre hatlarinda c-Myc seviyelerini azaltarak antikanser etkinlik gosterdigi
bulunmustur [126, 168]. TM bilesiginin ¢ozinirlik problemi nedeniyle farkli tiirevlerinin
tasarimina ihtiya¢c duyulmus; glicli bir SIRT2 inhibitori oldugu bildirilen TM analogu JH-T4
(69) kodlu bilesigin (SIRT2 1C50=0,030-0,050 uM), asetil grubunun yani sira farkh agil
gruplarinin uzaklastirilmasinda da gorev aldigi, TM’den farkl olarak K-RAS4a onkoprotein
seviyelerini azaltarak antikanser etkinlik gosterdigi bildirilmistir [169]. Ancak, farkli kanser
hiicre hatlarinda sitotoksik etki géstermesinin yani sira JH-T4’Un normal hiicrelerde de bu
etkiyi yarathgl gozlemlenmesi Uzerine ileri ¢alismalara gecilememistir. TM bilesiginin
¢Ozlinurlik problemini ¢6zmek ve daha kolay sentezlenebilir bir formunu yaratmak
amaciyla Farooqi ve arkadaslari tarafindan lizin-temelli tiyoiire tirevleri tasarlanmis [170],
AF-8’in (70) glicli SIRT2 selektif inhibitor (SIRT2 1C50=0,061 uM) olarak HCT116 hiicrelerinin
bliyimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Hong ve arkadaslari, var olan glukoz-konjuge
SIRT2:TM kompleksine ait x-ray kristal yapisindan (PDB: 6NRO) faydalanarak ¢ézunurlik
problemini asmis, daha gliclii antikanser etkinlik gosteren TM analoglarina ulasmislardir.
Bu analoglardan biri olan NH4-13’Un (71) glicli SIRT2 selektif inhibitér (SIRT2 1Cs50=0,087
UM; SIRT1,3-6 IC50>50 uM) ozellikte oldugu fakat TM ile karsilastirildiginda farkh kanser
hicre hatlarinda daha zayif etkinlik gosterdigi ve normal hiicrelerde de 100 uM

konsantrasyonda sitotoksik etkinlik gosterdigi bildirilmistir [38, 122] (Sekil 2.24).
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Sekil 2.24. Bilesik 68, 69, 70 ve 71’in kimyasal yapilari

Huang ve arkadaslari, yeni SIRT2 inhibitorleri kesfetmek Uzere sanal bir kitliphanedeki
bilesikleri tutarli docking/skorlama protokoliine tabii tutmus ardindan yapi-temelli
optimizasyon ve yapi-etki ¢alismalarini gercgeklestirip 2-((5-benzil-5H-[1,2,4]triazinol[5,6-
blindol-3-il)tiyo)-N-(naftalen-1-il)Jasetamit yapisinda glicli ve selektif SIRT2 inhibitéri SR86
(72) (SIRT2 1C50=1,3 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 uM) kodlu bilesige ulasmislardir. SR86’nin
a-tubulin deasetilasyonunu inhibe ederek MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde hiicre

canhligini azaltic etkinlik gosterdigi bildirilmistir [171] (Sekil 2.25).

Ali ve arkadaslarinin SIRT2'nin aktif boélgesinde yer alan her bir alt cebe baglanabilecek
fragmanlari bir araya getirerek kiigiik molekil agirlikh SIRT2 selektif inhibitor bilesik
gelistirmeye calistiklari bir ¢calismada, dimetilaminopiridin, histidin ve tritil fragmanlarini
iceren TH-3 kodlu bilesigin (73) (SIRT2 ICs0=1,3 pM) yiksek SIRT2 inhibitor aktivite
gosterdigi bildirilmistir. MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda ortaya ¢ikardigi yiiksek
inhibitor aktivitenin sadece SIRT2 inhibisyonundan kaynaklanmadigi, DNA’da kiriklara yol
acabilecek baska bir mekanizmanin da bu noktada is gordiigi ifade edilmistir [172] (Sekil
2.25).
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Sekil 2.25. Bilesik 72 ve 73’(in kimyasal yapilari

Wang ve arkadaslari, gelistirmis olduklari floresan-temelli aktivite tayin yontemiyle kendi
bilesik kiitliphanelerinde gergeklestirdikleri tarama ¢alismasi sonucunda orta diizeyde
SIRT2 inhibitor aktivitesi olan 74 numaral bilesige (100 uM konsantrasyonda SIRT2 %63
inh.) ulasmislar, devaminda yapi lzerinde uygulanan yapi-etki iliskileri calismalariyla (5-
fenilfuran-2-il)metanamin yapisinda potent SIRT2 inhibitér 75 numarali bilesigi (SIRT2
IC50=2,47 uM) kesfetmislerdir [173] (Sekil 2.26).
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Sekil 2.26. Bilesik 74 ve 75’in kimyasal yapilari

Bilinen selektif SIRT2 inhibitorlerinin varsayimsal baglanma modlarinin ve bunlarin SIRT2
inhibitor aktivitelerinin degerlendirilmesi sonucunda ilag benzeri 6zellikleri iyilestirilmis
yeni inhibitorlere ulasiimistir. Bu bilesikler arasinda 76 numaral bilesigin sahip oldugu
diketopiperazin grubu ile substrat baglanma boélgesine ait amino asitler arasinda meydana
gelmesi beklenen hidrojen bagi etkilesimlerinin kuruldugu, tiyoamit koprusiyle
diketopiperazine bagl olan 2-anilinobenzamit yapisinin ise selektivite cebine baglanmayi
sagladigi bildirilmistir. Mekanizma-temelli olarak giigli selektif SIRT2 inhibisyon saglayan
Bilesik 76’nin (SIRT2 1C50=0,31 uM; SIRT1 IC50=77,4 uM; SIRT3 1C50=69,2 uM) MCF-7 insan
meme kanseri hiicrelerinde glicli antiproliferatif aktivite gdstermesinin yani sira N2a fare

noroblastoma hiicrelerinde norit bliyimesine de yol actigi ifade edilmistir [174] (Sekil 2.27).
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2020 yilinda Khalil ve arkadaslari, tasarladiklari benzotiyeno[3,2-d]pirimidin tlrevi bir seri
bilesigin altmis farkli insan kanser hiicre hattinda etkilerini arastirmistir. Seri icerisinden 77
numaral bilesigin (SIRT2 1Cs0=2,10 pg/ml) selektif SIRT2 inhibitor aktivite gosterdigi
bildirilmis, ayrica MCF-7 insan meme kanseri ve UO-31 insan renal kanseri hiicre hatlarinda

glclu sitotoksik etkinlige sahip oldugu gorilmastir [175] (Sekil 2.27).

76 77

Sekil 2.27. Bilesik 76 ve 77’'nin kimyasal yapilari

Radwan ve arkadaslari tarafindan yiritilen bir ¢alismada, S-tritil-1-sistein (STLC) yapi
iskeletini iceren bilesiklerin SIRT2 inhibitori olabilecegiileri sirilmis, bu iskeleti tasiyan bir
seri bilesik arasinda giclii SIRT2 inhibitor aktivite gosteren STC4 (78) (SIRT2 1C50=9,5 uM) ve
STC11 (79) (SIRT2 I1C50=10,8 uM) 6n plana gikmigtir. Yiirtilen in siliko galismalarda STC4’ln
tasidigl metil ester grubunun Asn168 ile etkilesim kurmasinin, bilesigin selektivite cebine
yerlesmesini engelledigi belirlenmesiyle metil ester motifi tasimayan ve S-tritil sisteinamin
yapisi iceren analoglar tasarlanmis; bunlar arasinda STCY1 (80) (SIRT2 1Cs0=7,5 uM) en iyi in
vitro SIRT2 inhibitor aktiviteyi gostermistir. MCF-7 insan meme kanseri, Hela insan servikal
kanseri ve HL60 insan I6semi hiicre hatlarinda glglu sitotoksik aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Gergeklestirilen bilgisayar destekli calismalar bu bilesigin selektivite cebine

baglanmayi engellemedigini ortaya koymustur [176, 177] (Sekil 2.28).
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Sekil 2.28. Bilesik 78, 79 ve 80'nin kimyasal yapilari

Yeni selektif SIRT2 inhibitorlerinin kesfi amaciyla yuritilen kitliphane taramasi sonucunda
ulasilan NPD11033 kodlu SIRT2 selektif inhibitérinin (81) (SIRT2 1Cs0=0,46 uM), SIRT2
substrati olan elF5A’nin hiperasetilasyonuna aracilik ederek PANC-1 insan pankreas kanseri

hiicrelerinde hiicre blyiimesini inhibe ettigi ortaya koyulmustur [66] (Sekil 2.29).

Fragman-temelli ilag tasarim yontemi kullanilarak resveratrol ve piperonilik asit
fragmanlarini birlestirip SIRT2 hedefli hibrit bilesiklere ulasmayi hedefleyen Tantawy ve
arkadaslari, tasarladiklari hibrit bilesiklerden en aktif bilesik olarak belirledikleri 82 numarali
bilesigin (SIRT2 1C50=21 uM ve 50 uM konsantrasyonda SIRT1 %45 inh.) ¢ok sayida kanser
hiicre hattina karsi antiproliferatif etkinlik gosterdigini bildirmislerdir [178] (Sekil 2.29).

Sekil 2.29. Bilesik 81 ve 82’'nin kimyasal yapilari

Chowdhury ve arkadaslari, kambinoliin acik zincir analoglari olan 83 (SIRT2 1C50=0,25 uM;
50 uM konsantrasyonda SIRT1 <%25 inh.; SIRT3 <%25 inh.) ve 84 (SIRT2 1C50=0,78 uM; 50
UM konsantrasyonda SIRT1 <%25 inh.; SIRT3 <%25 inh.) numaral bilesiklerin B-hiicre
lenfoma hiicre hatlarinda apoptozu indiikleyip antiproliferatif etkinlik gosterdigini ortaya

koymuslardir [179] (Sekil 2.30).
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Dukanya ve arkadaslari, tasarladiklari indazol bagli oksadiazol tirevi SIRT2 inhibitora
olabilecek bilesikler arasindan 85 numarali selektif SIRT2 inhibitorlu bilesigin (SIRT2
IC50=19,5 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 uM) HepG2 insan karaciger kanser hiicrelerinde
SubG1 pikindeki hiicre ylzdesini artirmasiyla paralel olarak apoptozu indikledigini

gostermislerdir [180] (Sekil 2.30).
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Sekil 2.30. Bilesik 83, 84 ve 85’in kimyasal yapilari

Eren ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen calismada, SirReal2 ve analoglarindan
hareketle elde edilen farmakofor model ile gerceklestirilen sanal tarama ¢alismasi sonucu
ulasilan 86 (300 uM konsantrasyonda SIRT2 %84,28 inh.; SIRT1 %31,56 inh.; SIRT3 %31,08
inh.) ve 87 (300 uM konsantrasyonda SIRT2 %63,17 inh.; SIRT1 %44,74 inh.; SIRT3 %38,30
inh.) numarali bilesiklerin MCF-7, HeLa ve A-549 kanser hiicre hatlarinda hiicre biiyimesini
inhibe ettigi bildirilmistir [20]. Ayni ¢alismada sanal tarama giktisi olarak belirlenen diger bir
bilesik olan STH1 (88) (300 UM konsantrasyonda SIRT2 %42,47 inh.; SIRT1 %31,45 inh,;
SIRT3 %18,23 inh.) Gzerinde gergeklestirilen optimizasyon galismalariyla iyilestirilmis SIRT2
inhibitor etki gosteren i) ariloksibenzamit yapisinda SIRT1/SIRT2 dual inhibitéri olarak
belirlenen ST14 kodlu bilesige (89) (100 uM konsantrasyonda SIRT2 %51,61 inh.; SIRT1
%47,16 inh.; SIRT3 <%5 inh.) [16]; ii) 5-feniloksi/benzil-heteroaril-2-karboksamit yapisinda
selektif SIRT2 inhibitort olarak belirlenen ST29 (90) (SIRT2 1C50=38,69 uM) ve ST30 (91)
(SIRT2 1C50=43,29 uM) kodlu bilesiklere ulasilmis, bu bilesiklerin MCF-7 insan meme kanseri
hiicre hattinda ortaya koyduklari sitotoksik etkinligin SIRT2 inhibisyonu Uzerinden

olabilecegi ifade edilmistir [17] (Sekil 2.31).
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Sekil 2.31. Bilesik 86, 87, 88, 89, 90 ve 91’in kimyasal yapilari

Djokovic ve arkadaslari, yapi-temelli sanal tarama yontemiyle harmanlanmis SIRT2
baglanma bolgesi dinamiklerini belirleyen bilgisayar simtilasyon protokolini kullanarak
potent ve selektif SIRT2 inhibitori NDJ18 kodlu bilesige (92) (SIRT2 1C50=58,7 uM)
ulasmiglardir.  NDJ18nin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi, apoptozu ve nekrozu indiklemedigi, G2/M fazinin uzamasini
sagladigl, artmis invazyon ve hiicre metastazi indikleme 6zelligiyle karakterize epitelyal
mezensimal gegis yolaginin 6nemli bir belirteci olan E-kadherinin ekspresyonunu artirarak

invazyon ve metastaz riskini azalttigi bildirilmistir [125] (Sekil 2.32).

Farkh kimyasal iskeletler tagiyan yeni SIRT2 inhibitorlerin tasarimi amaciyla gergeklestirilen
yapi-temelli sanal tarama c¢alismasi sonucunda segilen sanal tarama ciktisi bilesikler
Uzerinde biyoizosterik iskelet degisikligi yapilarak elde edilen pirazolo-pirimidin
turevlerinden 93 numarali bilesigin (150 uM konsantrasyonda SIRT2 %81 inh.; SIRT1 %76
inh.; SIRT3 %33 inh.) en iyi SIRT2 inhibitor profili sergiledigi bildirilmistir [181] (Sekil 2.32).
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Sekil 2.32. Bilesik 92 ve 93’lin kimyasal yapilari
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Roche ve arkadaslari 6nemli bir epigenetik yolak olan lizin asetilasyonun, virlislerin konakgl
hicredeki replikasyonunda gorev alan faktorler Gzerinde etkisi oldugu bilgisinden yola
cikarak; insan sitomegalovirisii (HMVC) basta olmak lzere pek cok virise karsi etkili ve
SIRT2’yi hedef alan bir seri antiviral bilesik tasarlamislardir. Bu bilesikler arasinda FLS-
359’un (94) (SIRT2 1C50=3,0 uM; SIRT1 ve SIRT3 IC50>100 uM) SIRT2 enzimine baglanarak
aktif bolgenin allosterik olarak yeniden diizenlenmesini sagladigi ve konakgi hiicrede
deasetilasyon oranini azalttigi bildirilmistir. SIRT2’ye baglanmasinin ardindan deasetilaz
aktivitesini azaltmasi fakat hiicrede kismen de olsa hala SIRT2 aktivitesinin strduriliyor
olmasli bu bilesigin allosterik olarak etkinlik gosterdigini isaret etmistir. Substrat selektif
allosterik modulator olarak tanimlanan bu bilesigin 6zellikle immiin sistemi baskilanmis
insanlari hedef alan pek cok DNA ve RNA virlsline karsi etkili oldugu, bu virislerin insan
fibroblast hiicrelerinde yayilimini ve enfekte etme olasiliklarini azalthig ifade edilmistir. Bu
¢alismayla, SIRT2'nin iyi bir konak¢i hedefi olabilecegi ve SIRT2 inhibitor aktivite gésteren
genis spektruma sahip antiviral ilaglarin daha da gelistirilebilecegi fikri ortaya ¢ikariimistir.
Bu bilesigin ayrica HepG2 insan hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde asetile-a-tubulin
miktarini artirdigi, MDA-MB-231 insan meme adenokarsinomu hiicrelerinde c-Myc

onkoprotein miktarini ciddi dlclide azalthgi da bildirilmistir [124] (Sekil 2.33).

Sekil 2.33. Bilesik 94’in kimyasal yapisi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar

3.1.1. Materyal

Calismalarimizda kullanilan ¢ozlicl ve reajanlar analitik safliktadir. Kullanilan kimyasallar,
Abcr (Almanya), Sigma-Aldrich (Almanya), Merck (Almanya), Carlo Erba (Almanya) ve Isolab
(Almanya) firmalarinin Grinleridir.

3.1.2. Genel sentez yontemleri

3-/4-Ariloksianilin turevleri (1a-1j)

Yontem 1 [182]: Sentezlenecek bilesige uygun fenol tirevi (1,5 ekivalan) ve 1-iyodo-3-
nitrobenzen veya 1-iyodo-4-nitrobenzen (1 ekivalan), N, N-dimetilglisin (1 ekivalan), Cul (0,3
ekivalan) ve Cs>COs3 (1,5 ekivalan) varliginda 1,4-dioksan:N,N-dimetilformamit (60:6)
karisimi icerisinde argon atmosferi altinda 100 °C'de 24 saat sireyle isitilir. Stire sonunda
sogutulan reaksiyon ortami %10’luk NaOH c¢o6zeltisi icerisine bosaltilarak etil asetat (3x10
ml) ile ekstre edilir. Birlestirilen organik fazlar susuz Na;SOs ile kurutularak algak basing
altinda yogunlastirilir. Elde edilen ariloksi nitrobenzen tiirevi ham Urlin (1 ekivalan) daha
ileri saflastirmaya tabi tutulmadan bir sonraki basamakta SnCl,.2H,0 (5 ekivalan) ile etanol
icerisinde 3-6 saat arasinda degisen sirelerde geri ¢eviren sogutucu altinda isitilir. Stre
sonunda reaksiyon ortami alcak basing altinda yogunlastirilir. Elde edilen kalinti 20 ml suda
¢0zlllp, doymus NaHCO; ¢ozeltisi ile pH=8-9 olacak sekilde baziklestirilir ve etil asetat
(3x10 ml) ile ekstre edilir. Organik faz, susuz Na;SOs ile kurutularak algak basing altinda

yogunlastirilir. Kalinti, uygun ¢6zici sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilir.

Yontem 2 [183]: Bis(dibenzilidenaseton)paladyum(0) (Pd(dba);) (0,01 ekivalan), 2-di-t-
bitilfosfino-2',4',6'-triizopropilbifenil (t-BuXPhos) (0,015 ekivalan) ve K3POa4 (2 ekivalan)
karisimi toluen icerisinde c¢ozllerek 15 dakika slireyle oda sicakhginda karistirilir.

Devaminda, 2-bromopirimidin (1 ekivalan) ve 3-/4-nitrofenoliin (1,2 ekivalan) toluen
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icerisindeki cozeltisi karisima eklenerek argon atmosferinde 8 saat slireyle geri ceviren
sogutucu altinda isitilir. Stire sonunda reaksiyon ortami algak basing altinda yogunlastirilir
ve elde edilen kalinti etil asetat ile ¢ozilerek sirasiyla %5’lik NaOH ¢ozeltisi (3x10 ml) ve
%3’lik NaCl ¢ozeltisi (3x10 ml) ile ekstre edilir. Organik faz, susuz Na,SOs ile kurutularak
algak basing altinda yogunlastirilir. Elde edilen 2-(3-/4-nitrofenoksi)pirimidin tirevi ham
urdn (1 ekivalan), daha ileri bir saflastirma islemine tabi tutulmadan bir sonraki basamakta
SnCl,.2H,0 (5 ekivalan) ile etanol icerisinde 4 saat siireyle geri ¢eviren sogutucu altinda
isitilir. Stire sonunda reaksiyon ortami algak basing altinda yogunlastirilir. Kalinti, 20 ml suda
¢Oziulip doymus NaHCOs ¢ozeltisi ile pH=8-9 olacak sekilde baziklestirilerek etil asetat (3x10
ml) ile ekstre edilir. Birlestirilen organik fazlar, susuz Na;SOs ile kurutularak alcak basing
altinda yogunlastirilir. Kalinti, uygun ¢6zlciu sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile

saflastirilir.

2-Bromo-N-(3-/4-ariloksifenil)asetamit veya 2-bromo-N-(4-benzoilfenil)asetamit tirevleri

(2a-2k)

Sentezlenecek bilesige uygun amin tirevi (1 ekivalan) ve trietilaminin (TEA) (1,1 ekivalan)
diklorometan icerisindeki ¢ozeltisine 2-bromoasetil bromiir (1,8 ekivalan) 0 °C'de damla
damla ilave edilerek 2-4 saat arasinda degisen siirelerde oda sicakhginda karistirilir. Stre
sonunda reaksiyon ortami algcak basin¢g altinda yogunlastiriir ve elde edilen kalinti
diklorometan ile ¢ozlilerek sirasiyla 0,1 M HCI (3x10 ml), %1’lik NaHCO3 (3x10 ml) ¢ozeltileri
ve %3’lik NaCl ¢ozeltisi (3x10 ml) ile ekstre edilir. Organik faz, susuz NaSOa ile kurutularak
alcak basing altinda yogunlastirilir. Kalinti, uygun c¢ozicl sistemi kullanilarak kolon
kromatografisi ile saflastirilir veya daha ileri bir saflastirma islemine tabi tutulmadan bir

sonraki basamakta kullanilir.

N-(3-/4-Ariloksifenil)-2-(ariltiyo)asetamit  veya N-(4-benzoilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit

tirevleri (51.1-51.23 ve S2.1)

Uygun ariltiyol turevi (1,1 ekivalan) ve NaOH (1,1 ekivalan), etanol:su (10:1) karisimi
icerisinde 15 dakika silireyle oda sicakliginda karistirilir. Sonrasinda sentezlenecek bilesige

uygun 2-bromo-N-(3- veya 4-ariloksifenil)asetamit veya 2-bromo-N-(4-
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benzoilfenil)asetamit tirevi (1 ekivalan) ilave edilerek 6-8 saat arasinda degisen siirelerde
oda sicakhiginda karistirlmaya devam edilir. Siire sonunda reaksiyon ortami algak basing
altinda yogunlastinilir. Kalinti, diklorometan ile ¢ozilerek sirasiyla %5’lik NaOH (3x10 ml),
0,1 M HCI (3x10 ml) ¢ozeltileri ve %3’lik NaCl ¢ozeltisi (3x10 ml) ile ekstre edilir. Organik
faz, susuz NaySOs ile kurutularak algak basing altinda yogunlastirilir. Elde edilen kalint,

uygun ¢ozicu sistemi kullanilarak kolon kromatografisi veya kristalizasyon ile saflastirilir.

N-(3-/4-Ariloksifenil)-2-(metil(fenil)amino)asetamit veya N-(4-benzoilfenil)-2-

(metil{fenil)amino)asetamit tiirevleri (52.2-52.7)

N-Metilanilin (1,2 ekivalan) ve N,N-diizopropiletilamin (DIPEA) (1,5 ekivalan) asetonitril
icerisinde oda sicakliginda 15 dakika siireyle karistirilir. Sonrasinda 2-bromo-N-(3 veya 4-
ariloksifenil)asetamit veya 2-bromo-N-(4-benzoilfenil)asetamit tirevi (1 ekivalan) ilave
edilir ve 50 °C’'de 24 saat siireyle karistirlmaya devam edilir. Siire sonunda, reaksiyon
ortami algak basing altinda yogunlastirilir. Kalinti, diklorometan ile ¢ozilerek sirasiyla %1’lik
NaHCO3 c¢ozeltisi (3x10 ml) ve %3’lik NaCl ¢ozeltisi (3x10 ml) ile ekstre edilir. Organik faz,
susuz NaySOs ile kurutularak algak basing altinda yogunlastirilir. Kalinti, uygun ¢ézici

sistemi kullanilarak kolon kromatografisi veya kristalizasyon ile saflastirilir.

1,1'-(9-Okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(aril)lre) tirevleri (53.1-S3.3) [184]

Sentezlenecek bilesige uygun amin tirevi (1 ekivalan) ve 1,1'-karbonildiimidazol (1,2
ekivalan) diklorometan igerisinde oda sicakliginda 1 saat karistirilir. Sire sonunda,
reaksiyon ortami alcak basin¢g altinda vyogunlastiriir. Elde edilen kalinti, N,N-
dimetilfformamit igerisinde ¢oziilerek lizerine 2,7-diamino-9H-floren-9-on (0,5 ekivalan)
ilave edilir ve 24 saat siireyle oda sicakhiginda karistirilir. Stire sonunda reaksiyon ortami 0,1
M HCI ¢ozeltisi icerisine bosaltilir ve ¢oken kati stiziliir. Elde edilen kati, uygun ¢oziici

sistemi kullanilarak kolon kromatografisi veya kristalizasyon ile saflastirilir.
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3.2. Analitik Caligmalar

3.2.1. Erime derecesi tayini

Sentezlenen bilesiklerin erime dereceleri, Schmelzpunktbestimmer SMP-II dijital erime

derecesi tayin cihazi ile belirlenmis olup degerler diizeltiimeden verilmistir.

3.2.2. ince tabaka kromatografisi

Sentez ¢alismalarinda ve bilesiklerin saflik kontrollerinde, Merck TLC Silica gel 60 Fsa
markali hazir aliminyum plaklar ile ¢ozlcl sistemi olarak n-hekzan:etil asetat (35:15;
30:20), petrol eteri:etil asetat (35:15), diklorometan:etil asetat (30:20),
diklorometan:metanol (48:2; 45:5) ve toluen:metanol (40:10) karisimlari kullanilmistir.
Lekelerin belirlenmesinde uv isigindan (254 ve 366 nm), Dragendorf ve Ninhidrin

belirteglerinden yararlanilmistir.

3.2.3. Kolon kromatografisi

Sentezlenen bilesiklerin saflagtirma islemlerinde, sabit faz olarak silika (Merck Silica gel 60
(0,063-0,200)) ile hareketli faz olarak bilesiklerin monograflarinda belirtilen oranlarda n-
hekzan:etil asetat, diklorometan:etil asetat ve diklorometan:metanol ¢ozlicl sistemleri

kullaniimistir.

3.2.4. 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlar

Sentezlenen bilesiklerin *H-NMR ve '3C-NMR spektrumlari, Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiltesi Merkez Laboratuvari’nda Varian Mercury 400 High Performance Digital FT-NMR
ve Bruker Avance Neo 500 MHz FT-NMR Spektrometre cihazlari ile DMSO-ds icinde alinip

kayma degerleri & (ppm) skalasinda degerlendirilmis, J degerleri Hz cinsinden verilmistir.
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3.2.5. HRMS spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin HRMS spektrumlari, Waters LCT Premier XE UPLC/MS-TOF sistemi
kullanilarak pozitif iyon (ESI+) elektrosprey iyonizasyon yontemi ile metanol iginde

alinmistir.

3.3. Molekiiler Docking Caligmalari

Molekiler docking calismalari, bilesiklerin inhibitor etki gosterdigi SIRT1-3 izoformlarinin
aktif bolge amino asitleriyle etkilesimlerini molekiler diizeyde tespit etmek amaciyla
Schrédinger Small-Molecule Drug Discovery Suite 2023-2 (Schrodinger, LLC, New York, NY,
2023) programi kullanilarak gerceklestirilmistir. insan SIRT2 enzimine ait farkli x-ray kristal
yapilari (PDB: 5DY4 ve 5YQO) [21, 108], insan SIRT1 enzimine ait x-ray kristal yapisi (PDB:
4151) [185] ve insan SIRT3 enzimine ait x-ray kristal yapisi (PDB: 4JSR) [163], RCSB Protein
Data Bank veri tabanindan indirilerek Schrédinger programinin “protein preparation
wizard” moduli ile hazirlanmistir. Hazirlik asamasinda aktif bolgedeki kristal su
molekullerinden HOH549 (PDB: 5DY4); HOH702 ve HOH717 (PDB: 4I5l1); HOH531 ve
HOH632 (PDB: 4JSR) disindakiler silinmis, hidrojen atomlari eklenmis, eksik veya yanlis
atom tipleri dizeltilmistir. OPLS4 kuvvet alani uygulanarak RMSD degeri en fazla 0,3 A
olacak sekilde enerji minimizasyonu uygulanmistir. Enzim x-ray kristal yapilarina bagli
inhibitor bilesikler secilerek, inhibitérlerin cevresinde aktif bolgeyi tanimlayan 20 A’luk bir
kutu (grid), “receptor grid generation” paneli ile olusturulmustur. Bu asamada kuvvet alani
olarak yine OPLS4 kullanilarak van der Waals 6lgeklendirme faktorii 0,80 ve ylk pargali
kesme noktasi 0,15 olarak tanimlanmistir. Elde edilen grid dosyalari molekiler docking
calismalarinda kullanilmak Uzere kaydedilmistir. Schrodinger programinin Maestro ara
yuzinde cizilen bilesikler, LigPrep (Schrodinger Release 2023-2: LigPrep, Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2023) modiltu kullanilarak varsayilan degerlerle (i¢ boyutlu yapilarina

gecirilmistir.

Uygulanacak molekiler docking protokoliinii dogrulamak amaciyla SIRT1, SIRT2 ve SIRT3
enzimlerinin x-ray kristal yapilarinda yer alan koligantlar ilgili enzim aktif bolgelerine

yeniden yerlestirilmis ve bu islem sonucu elde edilen konformasyonlar ilgili koligantlara ait



48

biyoaktif konformasyonlar ile cakistirilarak protokoliin dogrulugunu gosterir diizeyde
RMSD degerlerine (0,1351 A (PDB: 5DY4); 0,3759 A (PDB: 5YQO); 0,4508 A (PDB: 4I5I);
0,5234 A (PDB: 4JSR)) ulasiimistir.

Bilesiklerin SIRT2 aktif bolgesine vyerlestiriimesi, 6nceden kaydedilen grid dosyalari
Uzerinden Schrodinger programinin Glide modill ile Extra Precision (XP) algoritmasi
kullanilarak gergeklestirilmistir [186]. Elde edilen sonuglar, XP GScore degerleri ile ifade
edilen baglanti enerijileri ve etkilesim tirleri temel alinarak degerlendirilip, uygun baglant

modlari belirlenmistir [16].

Bilesiklerin SIRT1 ve SIRT3 aktif bolgelerine yerlestiriimesi ise, Induced Fit Docking (IFD)
protokoll uygulanarak gerceklestirilmistir. Uygulanan docking isleminde van der Waals
olgeklendirme faktori hem reseptér hem de ligantlar igcin 0,50 olarak belirlenmis, Prime
MM-GBSA metodu kullanilarak diistk enerjili yapilara dontstirilen bilesiklerin yeniden
yerlestirilmesinde XP algoritmasi kullaniimis ve her bir bilesik icin en iyi yirmi poz se¢ilmistir.
Elde edilen sonuglar, XP GScore degerleri ile ifade edilen baglanti enerjileri ve etkilesim

tirleri temel alinarak degerlendirilip, uygun baglanti modlari belirlenmistir [187, 188].

3.4. in vitro SIRT1, SIRT2, SIRT3 inhibisyon Testleri

Sentez ve yapi aydinlatma g¢alismalari tamamlanan bilesiklerin in vitro SIRT1-3 inhibitor
etkilerinin belirlenmesinde; i) Fluor De Lys® Fluorometric Drug Discovery Kit (BML-AK555-
0001 SIRT1; BML-AK556-0001 SIRT2; BMLAK557-0001 SIRT3, Enzo Life Sciences), ii) SIRT1,
SIRT2 ve SIRT3 Direct Fluorescent Screening Assay Kit (Katalog No 10010401 SIRT1; 700280
SIRT2; 10011566 SIRT3, Cayman Chemical) iii) SIRT2 Screening Assay Kit (Katalog No
ab133082, Abcam) kullanilmistir [16, 189, 190]. Test bilesiklerinin ve referans olarak
kullanilan SIRT inhibitori suramin, EX-527 ve nikotinamidin DMSO (son konsantrasyondaki
miktari £%1) icerisindeki ¢cozeltileri 100 uM konsantrasyonda taranmistir. Kullanilan enzim
kitlerinin calisma protokolii iki basamaktan olusmaktadir. ilk basamakta SIRT enziminin
substratla olan aktivasyonu toplamda 50 pl icerisinde saglanmis, ikinci basamakta ise
reaksiyon developer ile durdurularak floresan sinyalin olusmasi saglanmistir. Enzo Uretici

firmasina ait kitlerin calisma protokoltine gore; ilk basamakta test bilesikleri (10 pl/kuyucuk)
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ve SIRT enzimi (15 pl/kuyucuk) 37 °C’de 1 saat, slire sonunda substrat (NAD* ve Fluor de
Lys-SIRT substrati) (25 pl/kuyucuk) ilavesiyle 37 °C’'de yine 1 saat inkibe edilmistir. Sure
bitiminde Fluor de Lys developer ve 2 mM nikotinamit karisimi (50 pl/kuyucuk) eklenerek
yine 37 °C’'de 45 dakika inklibe edilmis ve floresans i1sima, eksitasyon 360 nm, emisyon 460
nm dalga boylarinda Molecular Device Spectramax i3x marka cihazda okunmustur. Cayman
ve Abcam (retici firmalarina ait kitlerin ¢alisma protokiliine gore; ilk basamakta test
bilesikleri (5 pl/kuyucuk), SIRT enzimi (5 pl/kuyucuk), NAD* ve substrat ¢ozeltisi (15
ul/kuyucuk) tampon ¢ozelti icerisinde (25 ul/kuyucuk) 37 °C’de 45 dakika inkiibe edilmistir.
Siure bitiminde developer ¢ozeltisi (50 pl/kuyucuk) eklenerek yine 37 °C'de 30 dakika
sireyle inklibe edilmis ve sire sonunda floresans isima, eksitasyon 360 nm, emisyon 460
nm dalga boylarinda Molecular Device Spectramax i3x marka cihazda okunmustur. Elde
edilen degerler enzim icermeyen kuyucuklara (kor kuyucuklari) ait zemin floresans siddeti
degerlerine gore normalize edilmis, test bilesiklerinin SIRT enzim aktivitesine karsi
%inhibisyon degerleri asagida verilen esitlige (Es. 3.1) gore hesaplanmistir. Her deney (¢
kez tekrarlanmistir. Bilesiklerin SIRT2 ICso degerleri, 0,1-300 puM arasinda degisen
konsantrasyonlar icin elde edilen doz yanit egrileri yardimiyla GraphPad Prism 9.0 programi

kullanilarak hesaplanmistir.

(3.1)

_ Enzim aktivitesip;egjr-KOr
%Inhibisyon = 1-< blleslk x100>

Enzim aktivitesiyontro1-KOr

3.5. in vitro Antiproliferatif Etki Calismalan

Test bilesiklerinin in vitro antiproliferatif etkileri MTT yontemi kullanilarak belirlenmistir
[191, 192]. Kiltir edilen MCF-7 hiicrelerinin 180 pl hiicre stispansiyonu (5x10* hiicre/ml),
96 kuyucuklu plakalara ekilmis, 37 °C’'de %5 CO’li etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. Stre
sonunda 1, 10, 25, 50, 100, 200 uM olarak belirlenen tarama konsantrasyonlarindaki test
bilesikleri plakalara ekilmis, 37 °C’'de %5 CO;'li etlivde 72 saat sireyle inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasi kuyucuklara 5 mg/ml MTT reajani (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difelintetrazolyum bromdiir) ilave edilmis, 4 saat sliresince kuyucuk iceriginin MTT reajani
ile muamele edilmesi saglanmistir. Siire sonunda olusan formazan kristalleri ¢oziilerek 540

nm dalga boyundaki absorbans degerleri spektrofotometre cihazi (Thermo, Almanya) ile
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okunmus, kontrol kuyucuklarina karsi %hiicre canliigi (Es. 3.2) ve ICso degerleri
hesaplanmistir. Her deney doért kez tekrarlanarak, istatistiksel analiz igin GraphPad Prism

9.0 ve one-way ANOVA testi kullanilmistir.

(3.2)

Absorbansyjjesi
%Hyiicre canlihg = 1-( bifeslk x100>

Absorbansygnirol
3.6. Western blot analizi

Kiltir edilen MCF-7 hiicreleri, 2,5x10° hiicre/ml konsantrasyonda 6 kuyucuklu plakalara
ekilmis, 24 saatlik inkiibasyon siliresinden sonra test bilesiklerinin MTT testinde MCF-7
hiicre hattina karsi belirlenen 1Csp konsantrasyonlarinda hiicrelere uygulanmistir. 72 saat
sonra hiicreler tripsin yardimiyla plaka ylizeyinden kaldirilarak 3000 rpm hizda 5 dakika stre
ile santriflj edilmistir. Hiicre pelletleri bir defa 1xPBS tamponu ile yikandiktan sonra tekrar
ayni hizda santriflij edilmistir. Pelletler hiicre lizis ¢ozeltisi (Cell Signaling, ABD) icerisinde 0
°C’de 30 dakika boyunca inklibe edilmistir. Stire sonunda 14000 xg hizda 4 °C’'de 10 dakika
boyunca santriflij edilmis ve supernatantlar ayri eppendorflara aktariimistir. Elde edilen
lizatlar 25 pg protein icerecek sekilde SDS-PAGE jel izerine uygulanmis, 1 saat boyunca
elektroforez islemi ile yuratalmistir. Semi-dry transfer cihazi (BioRad, ABD) ile proteinler
bir nitroseliiloz membrana aktarildiktan sonra 1xPBS tamponu ile 3 defa yikama yapilmistir.
Yikama islemini takiben %5 yagsiz st tozu iceren PBS ¢oOzeltisinde 1,5 saat boyunca
bloklama vyapilmis, sonrasinda primer antikorlar membranlar (izerine aktariimistir.
Membranlar, gece boyu 4 °C’de inkiibasyona birakildiktan sonra 3 defa PBS-Tween ¢ozeltisi
ile yikanmis ve Gzerine sekonder antikorlar koyularak 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Stire sonunda tekrar 3 defa PBS-Tween ¢ozeltisi ile yikanan tim membranlar,

Li-cor Odyssey FC cihazi ile gorintiilenmistir [193].
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular

4-Fenoksianilin (1a)

Q.

Fenol (282 mg; 3 mmol) ve 1-iyodo-4-nitrobenzenden (500 mg; 2 mmol) hareketle genel

2

sentez yontem 1’e gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (80:20) ¢o6zlici sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 130 mg, %35

CAS: 139-59-3

Erime derecesi: 84,1-84,4 °C (82,9-84,1 °C [194])

C14H15N,0 igin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 227,1184; Bulunan: 227,1182

3-(4-Aminofenoksi)benzonitril (1b)

Q.

CN

3-Siyanofenol (357 mg; 3 mmol) ve 1-iyodo-4-nitrobenzenden (500 mg; 2 mmol) hareketle
genel sentez yontemi 1’e gbre sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (80:20) ¢oziicl sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Soluk sari renkte kati bir bilesiktir.
Verim: 61 mg, %15

CAS: 305801-18-7

Erime derecesi: 40,3-40,7 °C

Ci15H14N30 icin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 252,1137; Bulunan: 252,1130
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4-(3-Metoksifenoksi)anilin (1c)

saol

OCHs

3-Metoksifenol (325 ul; 3 mmol) ve 1-iyodo-4-nitrobenzenden (500 mg; 2 mmol) hareketle
genel sentez yontemi 1’e gbre sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (90:10) ¢oziicl sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Kahverengi renkte yagimsi bir bilesiktir.
Verim: 155 mg, %36

CAS: 56705-86-3

CisH17N20; icin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 257,1290; Bulunan: 257,1283

4-(2-Florofenoksi)anilin (1d)

CLQ.,

2-Florofenol (273 ul; 3 mmol) ve 1-iyodo-4-nitrobenzenden (500 mg; 2 mmol) hareketle

2

genel sentez yontemi 1’e gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (90:10) ¢ozlicl sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Soluk pembe renkte kati bir bilesiktir.
Verim: 200 mg, %49

CAS: 305801-12-1

Erime derecesi: 61,2-61,5 °C (63-64 °C [195])

C12H12FNO igin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 204,0825; Bulunan: 204,0826
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4-(Pirimidin-2-iloksi)anilin (1e)

o

2-Bromopirimidin (492 mg; 3 mmol) ve 4-nitrofenolden (510 mg; 3,6 mmol) hareketle genel

2

sentez yontemi 2’'ye gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢ozlici sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Soluk sari renkte kati bir bilesiktir.
Verim: 177 mg, %32

CAS: 105130-26-5

Erime derecesi: 122,8-123,1 °C (125-126 °C [196])

C10H10N30 icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 188,0824; Bulunan: 188,0824

3-Fenoksianilin (1f)
oy

Fenol (282 mg; 3 mmol) ve 1-iyodo-3-nitrobenzenden (500 mg; 2 mmol) genel sentez

yontemi 1 ‘e gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (80:20) ¢oziici sistemi kullanilarak
kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Turuncu renkte yagimsi bir bilesiktir.

Verim: 188 mg, %51

CAS: 3586-12-7

C12H12NO icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 186,0919; Bulunan: 186,0917
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3-(3-Aminofenoksi)benzonitril (1g)

CN

3-Siyanofenol (357 mg; 3 mmol) ve 1-iyodo-3-nitrobenzenden (500 mg; 2 mmol) hareketle
genel sentez yontemi 1’e gbre sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) ¢Oziicl sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Sari renkte yagimsi bir bilesiktir.
Verim: 177 mg, %42

CAS: 1198117-24-6

Ci15H1aN30 igin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 252,1137; Bulunan: 252,1133

3-(3-Metoksifenoksi)anilin (1h)

OCHs

3-Metoksifenol (325 ul; 3 mmol) ve 1-iyodo-3-nitrobenzenden (500 mg; 2 mmol) hareketle
genel sentez yontemi 1’e gbre sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) ¢Oziicl sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Soluk sari renkte yagimsi bir bilesiktir.
Verim: 200 mg, %47

CAS: 116289-64-6

C13H14aNO; icin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 257,1290; Bulunan: 257,1288



55

3-(2-Florofenoksi)anilin (1i)

SUGH

2-Florofenol (273 ul; 3 mmol) ve 1-iyodo-3-nitrobenzenden (500 mg; 2 mmol) hareketle

genel sentez yontemi 1’e gbre sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) ¢Oziicl sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtiriimistir. Kahverengi renkte yagimsi bir bilegiktir.
Verim: 165 mg, %41

C14H14FN,0 igin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 245,1090; Bulunan: 245,1079

3-(Pirimidin-2-iloksi)anilin (1j)

IO

2-Bromopirimidin (492 mg; 3 mmol) ve 3-nitrofenolden (510 mg; 3,6 mmol) hareketle genel

sentez yontemi 2’e gore sentezlenmis, diklorometan:etil asetat (85:15) ¢Ozilic sistemi
kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 149 mg, %40

CAS: 176032-34-1

Erime derecesi: 101,5-101,8 °C

C10H10N30 icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 188,0824; Bulunan: 188,0816
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2-Bromo-N-(4-fenoksifenil)asetamit (2a)

SRGH

Bilesik 1a’dan (365 mg; 1,97 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,

n-hekzan:etil asetat (85:15) c¢Ozlcl sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile
saflastiriimistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 312 mg, %52

CAS: 36160-85-7

Erime derecesi: 86,2-86,6°C (86 °C [197])

C14H13BrNO; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 306,0130; Bulunan: 306,0121

2-Bromo-N-(4-(3-siyanofenoksi)fenil)asetamit (2b)
(@]
(0]
(;V @ J_er
N
CN H

Bilesik 1b’den (268 mg; 1,27 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,

n-hekzan:etil asetat (85:15) c¢oOzicl sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile
saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 182 mg, %43

Erime derecesi: 136,1-136,6 °C

Ci15H12BrN20; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 331,0082; Bulunan: 331,0086
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2-Bromo-N-(4-(3-metoksifenoksi)fenil)asetamit (2c)

SRR

OCHs

Bilesik 1c’den (261 mg; 1,21 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,
n-hekzan:etil asetat (80:20) ¢Ozicl sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile
saflastiriimistir. Pembemsi renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 171 mg, %42

Erime derecesi: 104,3-105,0 °C

C15H15sBrNOs icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 336,0235; Bulunan: 336,0231

2-Bromo-N-(4-(2-florofenoksi)fenil)asetamit (2d)

SUSH ¥

Bilesik 1d’den (367 mg; 1,21 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,

n-hekzan:etil asetat (90:10) ¢Ozicl sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile
saflastiriimistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 332 mg, %57

Erime derecesi: 101,7-102,2 °C

C14H12BrFNO> icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 324,0035; Bulunan: 324,0035
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2-Bromo-N-(4-(pirimidin-2-iloksi)fenil)asetamit (2e)
N\\l/O o
| N )J\/BI’
y

Bilesik 1e’den (426 mg, 2,31 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,

diklorometan:etil asetat (80:20) ¢ozicu sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile
saflastirilmistir. Soluk sari renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 211 mg, %30

Erime derecesi: 145,2-146,0 °C

C12H11BrN3O; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 308,0035; Bulunan: 308,0040

2-Bromo-N-(3-fenoksfenil)asetamit (2f)

oo

Bilesik 1f'den (93 mg; 0,5 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,

saflastirma islemi yapilmadan bir sonraki basamaga gecilmistir. Soluk sari renkte yagimsi bir
bilesiktir.

Verim: 107 mg, %70

CAS: 149609-27-8

C14H13BrNO;z icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 306,0130; Bulunan: 306,0139



59

2-Bromo-N-(3-(3-siyanofenoksi)fenil)asetamit (2g)

(;(ol/jﬂlABr

Bilesik 1g’den (140 mg; 0,66 mmol) hareketle genel sentez ydontemine gore sentezlenmis,

saflastirma islemi yapilmadan bir sonraki basamaga gecilmistir. Sari renkte sivi bir bilesiktir.
Verim: 120 mg, %55
C17H16BrNsO; icin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 372,0348; Bulunan: 372,0360

2-Bromo-N-(3-(3-metoksifenoksi)fenil)asetamit (2h)

Q(jv

OCHs

Bilesik 1h’den (366 mg; 1,7 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,
saflastirma islemi yapilmadan bir sonraki basamaga gecilmistir. Soluk pembe renkte sivi bir
bilesiktir.

Verim: 245 mg, %43

C15H1sBrNOs icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 336,0235; Bulunan: 336,0238
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2-Bromo-N-(3-(2-florofenoksi)fenil)asetamit (2i)

Lo

Bilesik 1i’den (260 mg; 1,28 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,

saflastirma islemi yapilmadan bir sonraki basamaga gecilmistir. Sari renkte sivi bir bilesiktir.
Verim: 266 mg, %64
C14H12BrFNO3 icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 324,0035; Bulunan: 324,0038

2-Bromo-N-(3-(pirimidin-2-iloksi)fenil)asetamit (2j)

SRshe

Bilesik 1j’den (149 mg; 0,80 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,

saflastirma islemi yapilmadan bir sonraki basamaga gecilmistir. Sari renkte kati bir bilesiktir.
Verim: 114 mg, %46

Erime derecesi: 128,5-128,9 °C

C12H11BrN3O; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 308,0035; Bulunan: 308,0024
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N-(4-benzoilfenil)-2-bromoasetamit (2k)

o)
)
HJ\/Br

(4-aminofenil)(fenil)metanondan (592 mg; 3 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore
sentezlenmis, saflastirma islemi yapilmadan bir sonraki basamaga gecilmistir. Sari renkte
kat bir bilesiktir.

Verim: 303 mg, %32

CAS: 947240-23-5

Erime derecesi: 142,0-142,4 °C

Ci15H13BrNOz icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 318,0030; Bulunan: 318,0040

2,7-Diamino-9H-floren-9-on (3a) [198]

O

H,N 0.0 NH,

2,7-Dinitro-9H-floren-9-on (1 ekivalan) ve SnCl,.2H,0 (8 ekivalan) etanol icerisinde 24 saat
slreyle geri ceviren sogutucu altinda isiilmistir. Siire sonunda reaksiyon ortami alcak
basing altinda yogunlastiriimistir. Kalinti, 20 ml suda ¢6ziiliip doymus NaHCO3 ¢ozeltisi ile
pH=8-9 olacak sekilde baziklestirilmis ve etil asetat (3x10 ml) ile ekstre edilmistir. Organik
faz, susuz NaxSOas ile kurutulmus ve algak basing altinda yogunlastiriimistir. Elde edilen ham
Urlin dahaileri bir saflastirma islemine tabi tutulmadan bir sonraki basamakta kullaniimistir.
Siyah renkte kat1 bir bilesiktir.

Verim: 446 mg, %87

CAS: 2915-84-6

Erime Derecesi: 283,3-283,8 °C (283-285 °C [199])

Ci13H11N20 icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 211,0871; Bulunan: 211,0871
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N-(4-Fenoksifenil)-2-(feniltiyo)asetamit (S1.1)
(@]
LS
NJ\/SO
H

Bilesik 2a (203 mg; 0,66 mmol) ve tiyofenolden (75 ul; 0,73 mmol) hareketle genel sentez

yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (80:20) ¢ozlicl sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 69 mg, %31

CAS: 363576-67-4

Erime derecesi: 123,6-124,2 °C

C20H18NO,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 336,1058; Bulunan: 336,1058

'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,84 (2H, s, -COCH,S-); 6,96 (4H, t, J=8,8 Hz, Ar-H);
7,09 (1H, t, J=7,2 Hz, Ar-H); 7,19 (1H, t, J=7,4 Hz, Ar-H); 7,30-7,41 (6H, m, Ar-H); 7,56 (2H, d,
J=8,4 Hz, Ar-H); 10,18 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 37,42; 117,86; 119,35; 120,85; 122,94; 125,96;
128,10; 128,94, 129,87; 134,64, 135,80; 151,93; 157,20; 166,55.



BClal

Sample Name:
BClal

Data Collected on:
mercuryd00-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
BClal_20201105_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 5 2020

Temp. 33.0 C / 306.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 He

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759761 MHx
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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- Agilent Technologies

BClal

Sample Name:
BClal

Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd00

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
BClal_20201105_01

FidFil CA“ON_D].

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 5 2020

Temp. 33.0 C / 306.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 1.550 s
Width 21141.6 Hz
1512 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243833 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 6 min

Agilent Technologies

LNLISL L L L L L L L L L L L BB |

180 160

140

120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.1. Bilesik S1.1’in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(3-Siyanofenoksi)fenil)-2-(feniltiyo)asetamit (51.2)

SRGH

&

Bilesik 2b (155,1 mg; 0,47 mmol) ve tiyofenolden (53 ul; 0,52 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (80:20) ¢ozlicl sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 52 mg, %31
Erime derecesi: 114,7-115,2 °C
C21H17N20,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 361,1011; Bulunan: 361,1001

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,87 (2H, s, -COCH,S-); 7,07 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H);
7,21 (1H, tt, J=7,4 ve 1,2 Hz, Ar-H); 7,28-7,31 (1H, m, Ar-H); 7,34 (2H, t, J=7,8 Hz, Ar-H); 7,41-
7,44 (3H, m, Ar-H); 7,56-7,57 (2H, m, Ar-H); 7,63 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 10,29 (1H, s,
-CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 37,90; 113,12; 118,66; 120,59; 121,28; 121,44;
123,10; 126,51; 127,21; 128,57; 129,51; 131,89; 136,08; 136,32; 151,16; 158,29; 167,23.
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Current Data Parameters
HAME BC2al
EXPNO 2
PROCNOC 1

F2 = Acguisition Parameters
Date_
Time
INSTRUM

PROBHD

2
10000.000 Hz
0.305176 Hz
3.2767999 sec
101
50.000 usec
E 4 usec

287.6
1.00000000 sec
1
500.1320883 MHz
1H
2.67 usec
B.00 usec
24.04299927T W
Processing parameters
65536
500.1300000 MHz
EM
0.30 Hz

1.00

23
4.10

94

08
Z.00

wi

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

<)
BRUKER
(><)

Current Data Farameters

HAME BC2al
EXFNO 1
PROCND 1

210312

h

PROBHD
PULPROG

LVENT

30120 .482 Hz
0.919204 Hz
.0878977 szec

16.600 usec
6.50 usec

2
00000000 sec
03000000 sec

1
125.7703643 MHz

3.32 usec

10.00 usec
5.18099376 W

500.1320005 MHz

CPDPRG[2 waltzgd
PCPD2 80.00 usec
PLWZ 24.04259%27 W
PLW12 0.24043000 W
PLW1Z 0.120%3000 W

- PFrocessing parameters
32768

125.

1 I‘J

T T T T T T T

T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.2. Bilesik $1.2’nin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(3-Metosifenoksi)fenil)-2-(feniltiyo)asetamit (S1.3)

i

Bilesik 2c (101 mg; 0,30 mmol) ve tiyofenolden (34 pl; 0,33 mmol) hareketle genel sentez

yontemine gore sentezlenmis, etanol:su karisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir.

Beyaz renkte kat bir bilesiktir.

Verim: 60 mg, %32
Erime derecesi: 112,0-112,3 °C
C21H20NO3S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 366,1164; Bulunan: 366,1162

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,73 (3H, s, -OCHs); 3,86 (2H, s, -COCH,S-); 6,50 (1H,
dd, J=7,8 ve 2,4 Hz, Ar-H); 6,54 (1H, t, J=2,4 Hz, Ar-H); 6,68 (1H, dd, J=7,8 ve 2,4 Hz, Ar-H);
7,01 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 7,21 (1H, tt, J=7,4 ve 1,2 Hz, Ar-H); 7,25 (1H, t, J=8,2 Hz, Ar-H);
7,33 (2H, t, J=8,2 Hz, Ar-H); 7,40-7,43 (2H, m, Ar-H); 7,59 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 10,24 (1H,
s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 37,89; 55,70; 104,46; 109,18; 110,29; 120,05; 121,31;
126,49; 128,55; 129,50; 130,89; 135,30; 136,36; 152,21; 158,96; 161,14, 167,12.
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W
Current Data Parameters
HAME BC3al
EXFNO 2
PROCNO 1
FZ = Aoquisition Parameters
Date_ 20210313
Time 12.14 h
INSTRUM Avance
PROBHD £151574_0038 |
PULFROG zg30
D 65536
OLVENT DMS0
16
2
10000.000 Hz
0.3051 Hz
A 3.276799% sec
RG 101
oW 50.000 usec
E 11.14 usec
TE 286.3 K
Dl 1.00000000 sec
TD! 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUCl 1H
PO 2.67 usec
Pl B.00 usec
PLW1 24.04259%27 W
Processing parameters
65536
500.1300000 MHz
EM
[i]
0.30 Hz
[i]
1.00
4
| J 1)1
8 geass g2
- o e [ ooy
T T T T T T T T T T T T T
12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
Current Data FParameters
HAME BC3al
EXFNO 3
PROCNO 1
FZ = Roquisition Parameters
Date_ 20210213
Time h
INSTRUD
PROB
PULFROG
SOLVENT
4
30120.482 Hz
0.919204 Hz
Al 1.0878977 sec
RG 101
oW 16.600 usec
E 6.50 usec
298.8 K
2.00000000 sec
0.032000000 sec
1
03642 MHz
13c
3.33 usec
10.00 usec
5.18099376 W
500.1320005 MHz
1H
waltzg5
80.00 usec
24.04299927T W
0.24043000 W
0.120%3000 W
- Processing parameters
3
1 5 MHz
[i]
| 0 Hz
" e i)
1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.3. Bilesik $1.3’iin 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(2-Florofenoksi)fenil)-2-(feniltiyo)asetamit (S1.4)

Cr0L 2

&

Bilesik 2d (114 mg; 0,35 mmol) ve tiyofenolden (40 ul; 0,39 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (80:20) ¢ozlicl sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kat bir bilesiktir.

Verim: 50 mg, %40
Erime derecesi: 113,4-113,7 °C
C20H17FNO3S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 354,0964; Bulunan: 354,0963

IH-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,85 (2H, s, -COCH,S-); 6,96 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H);
7,09-7,13 (1H, m, Ar-H); 7,18-7,23 (3H, m, Ar-H); 7,33 (2H, t, J/=7,5 Hz, Ar-H); 7,35-7,42 (3H,
m, Ar-H); 7,56 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 10,22 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 37,86; 117,60 (d, J=18,0 Hz); 118,13; 121,36; 121,86;
125,55 (d, J=7,3 Hz); 125,85 (d, J=3,7 Hz); 126,49; 128,56; 129,50; 135,03; 136,35; 143,89
(d, J=10,0 Hz); 152,85; 153,85 (d, J/=244,9 Hz); 167,10.
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<)
BRUKER
(>

Current Data Parameters
EC4al

INSTRUM
FPROB
PULPROG

500.1330883 »

2.67 usec
B.00 usec
24.04299927 W

Processing parameters

[ &
500.1300000 MHz
EM

0.30 Hz

1.00

12 11 10 9 8 7 6 5 2 1 0 ppm

Current Data Parameters

HAME BC4al

EXFNO 1

PROCHO 1

F2 = Acquisition

Date_ 20

Time

INSTRUM

NUuC2

CPDPRG[2

PCPD2 .

PLW2 24.04299927T W

PLW12 0.24043000 W

PLW132 0.120%3000 W

Processing parameters
g MHz
no
[i]
‘ L A | 0 nz
rC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.4. Bilesik S1.4’iin 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(Pirimidin-2-iloksi)fenil)-2-(feniltiyo)asetamit (S1.5)

N\ @)
GO

&

Bilesik 2e (71 mg; 0,23 mmol) ve tiyofenolden (26 pl; 0,25 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, metanolden kristallendirilerek saflastiriimistir. Soluk sari

renkte kat bir bilesiktir.

Verim: 38 mg, %49
Erime derecesi: 173,0-173,5 °C
C18H16N30;S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 338,0963; Bulunan: 338,0960

H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,88 (2H, s, -COCH,S-); 7,14 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H);
7,22 (1H, tt, J)=7,8 ve 1,2 Hz, Ar-H); 7,25 (1H, t, J= 4,8 Hz, Ar-H); 7,34 (2H, t, J=7,8 Hz, Ar-H);
7,42 (2H, dd, J=7,8 ve 1,2 Hz, Ar-H); 7,60 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 8,63 (2H, d, J=4,8 Hz,
Ar-H); 10,28 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 37,93; 117,31; 120,89; 122,45; 126,53; 128,62;
129,51, 136,30; 136,42; 148,86; 160,47; 165,36; 167,23.
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Current Data Param
HAME

EXPNO

PROCHNOC

F2 = Acquisition Parameters
Date 20201104

Processing parameters

55

500.1300000 MHz
EM
1]
0.30 Hz
1]

1 I I I
% 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 ppm

rrent Data Parameters

|| l“

PULFROG

LVENT
Ds

SWH
FIDRES

T T T T
200 180 160 140 120

80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.5. Bilesik $1.5’in TH-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

L BCSal
EXPNO 2
PROCNOC 1

F2 = Acquisition Parameters
Date_ 20201104

me 9.32 h

INSTRUM nce
PROBHD

4
30120.482 &
0.919204
1.0878%77
101
16.600 usec
6.50 usec
298.2 K

2.00000000 sec
0.03000000 sec
1

10.00 usec
-180%9%76 W

500.1320005 MHz

1H

.12093000 W

Frocessing parameters

32768
885 MHz
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N-(4-Fenoksifenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo)asetamit (S1.6)

@@)@

J

Bilesik 2a (101 mg; 0,33 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (41 mg; 0,36 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢ozlicl

sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtirllmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 68 mg, %61

CAS: 438604-43-4 [200]

Erime derecesi: 141,5-141,9 °C

C1g8H1sN30;S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 340,1120; Bulunan: 340,1131

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,61 (3H, s, -NCHs); 3,86 (2H, s, -COCH,S-); 6,94- 6,97
(3H, m, Ar-H); 6,99 (2H, d, J=9,2 Hz, Ar-H); 7,10 (1H, t, J=7,2 Hz, Ar-H); 7,25 (1H, d, J=1,2 Hz,
Ar-H); 7,33-7,38 (2H, m, Ar-H); 7,56 (2H, d, J=9,2 Hz, Ar-H); 10,39 (1H, br s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) 6 ppm: 32,96; 38,29; 117,86; 119,48; 120,74; 122,98; 123,52;
128,52; 129,93; 134,76; 139,58, 151,86; 157,27, 166,30.



BClaz

Sample Mame:
BC1a3

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/homafenmzl fenmrays fdata

Sample directory
BCla2_20201104_01

FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: BROTOM (s2pul)
Solvent: dmso
bata collected on: Nov 4 2020

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
Operator: vmmrl

Belax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.550 sec

Width €402.0 Hz

8 repetitions

CBSERVE M1, 400.1759712 M=
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

73

Agilent Technologies

BCla2

Sample Name:
BE1aZ

Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd0l

Archive directory:

/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:

Pulse Sequence: CARBON (sZpul)
Sclvent: dmso
bata collected on: Mov 4 2020

Temp. 25.0 & / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
fulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

640 repetitions

OBSERVE €13, 100.6243775 M=
DECOUPLE M1, 400.1779555 Mez

continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT zize 65536

Total time 1 hr, § min

Ll )

o

Agilent Technologies

s

20 0 ppm

" y "
LI L L I B L L L L I L L L L B B RN |

180 160 140 120 100 20

Sekil 4.6. Bilesik $1.6’nin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

60

40
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N-(4-(3-Siyanofenoksi)fenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo)asetamit (S1.7)

© (@)
©/ LS e
CN H /\N(\/)

Bilesik 2b (100 mg; 0,30 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (38 mg; 0,33 mmol)

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:etil asetat (70:30)
¢Ozici sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir

bilesiktir.

Verim: 49 mg, %45

CAS: 2775680-32-3

Erime derecesi: 97,7-98,3 °C

C19H17N40;S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 365,1072; Bulunan: 365,1074

'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,61 (3H, s, -NCHs); 3,87 (2H, s, -COCH.S-); 6,97 (1H,
d, J=1,2 Hz, Ar-H); 7,07 (2H, d, J=9,2 Hz, Ar-H); 7,26 (1H, d, J=1,2 Hz, Ar-H); 7,27- 7,30 (1H,
m, Ar-H); 7,43 (1H, d, J=2,0 Hz, Ar-H); 7,53-7,57 (2H, m, Ar-H); 7,61 (2H, d, J=9,2 Hz, Ar-H);
10,46 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 32,97; 38,30; 112,63; 118,19; 120,14; 120,78; 120,83;
122,58; 123,54; 126,71, 128,53; 131,41, 135,65; 139,58; 150,60; 157,82; 166,44.



BCZaZ

Sample Name:
BE2a2
Data Collected an:
mercuryd00-mercury400
Archive directory:
/home fvnmrl fenmzsys/data
Sample directory:
BCZaZ 20201011 01
FidPila: BROTON 02
Pulse Sequence: PROTON (sZpal)
Solvent: dmso

Data collected on: Oct 11 2020

Temp. 25.0 € / 208.1 K
Oparator: vmmsl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

CHSERVE M1, 4001759716 M=
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

75

- Agilent Technologies

BC2a2

Sample Name:
BC2aZ

bata tollected an:
mercuryd00-marcuryd00

Archive directory:

/home /fvnmrl/vomrsys/data

Sample directory:
BC2a2 20201011 01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pull

Solvent: dmso
Data collacted on:

25.0 € / 298.1 K

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.550 se
Width 21141.6 Hz
192 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243762 MH=z
400.1779555 MHz

DECOUFLE M1,
Powar 38 dB
continuously on
WALTE-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
ET size 65536
Total time 55 min

oot 11 2020

- Agilent Technologies

L L 2 L
20 0 ppm

180

Sekil 4.7. Bilesik $1.7’nin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlari

100
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N-(4-(3-Metoksifenoksi)fenil)-2-({1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo)asetamit (S1.8)

(7 @LO

OCH;

Bilesik 2c (128 mg; 0,38 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (48 mg; 0,42 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢ozlicl
sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastiriimistir. Soluk pembe renkte kati bir

bilesiktir.

Verim: 100 mg, %71

CAS: 2772458-63-4

Erime derecesi: 110,2-110,3 °C

Ci19H20N303S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 370,1225; Bulunan: 370,1226

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,61 (3H, s, -NCH3); 3,73 (3H, s, -OCHs); 3,87 (2H, s,
-COCHzS-); 6,50 (1H, dd, J=7,8 ve 2,3 Hz, Ar-H); 6,54 (1H, t, J=2,3 Hz, Ar-H); 6,68 (1H, dd,
J=7,8 ve 2,3 Hz, Ar-H); 6,97 (1H, d, J=1,2 Hz, Ar-H); 7,01 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 7,24-7,27
(2H, m, Ar-H); 7,57 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 10,40 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6 ppm: 33,45; 38,78; 55,70; 104,40; 109,16; 110,24; 120,11;
121,17;124,02; 129,01; 130,89; 135,35; 140,07; 152,13; 158,98; 161,13; 166,80.



PROCND

F2 - Acquisition Par
Date_
Time
INSTRUM
FROBHD
PULPROG

LVENT

L NN
g sjsfafels
T

T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG

80.00 usec

2
PLWZ 24.04299%27 W
PLW1Z 0.24043000 w
PLW13 0.12093000 W

HJIJH‘ | | |

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.8. Bilesik $1.8’in 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(2-Florofenoksi)fenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo)asetamit (51.9)

° O
ClIO oy

Bilesik 2d (101 mg; 0,31 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (39 mg; 0,34 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:etil asetat (70:30)
¢Ozicu sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirllmistir. Beyaz renkte kati bir

bilesiktir.

Verim: 60 mg, %54

CAS: 2774717-49-4

Erime derecesi: 101,9-102,4 °C

C18H17FN303S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 358,1026; Bulunan: 358,1023

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,60 (3H, s, -NCHs); 3,85 (2H, s, -COCH,S-); 6,94- 6,97
(3H, m, Ar-H); 7,08-7,13 (1H, m, Ar-H); 7,16- 7,23 (2H, m, Ar-H); 7,25 (1H, d, J=1,2 Hz, Ar-H);
7,33-7,39 (1H, m, Ar-H); 7,54 (2H, d, J=8,8 Hz, Ar-H); 10,37 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 32,98; 38,30; 117,12 (d, J=17,9 Hz); 117,70; 120,76;
121,35; 123,55; 125,06 (d, J=7,0 Hz); 125,37 (d, J=3,9 Hz); 128,54; 134,60; 139,56; 143,43
(d, J=10,9 Hz); 152,31; 153,36 (d, J/=244,3 Hz); 166,31.



79

BCdaZ
Agilent Technolo

Sample Mama:
BCdaz
Data ollected on:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home fvnmrl fenmrays /data
Sample directory:
BC4aZ 20201008 01
PidPile: BROTON 02

PROTON (sZpul)

Pulse Seguenc
Solvent: dmsa
bata collected on: Oct 8 2020

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vomrl

Belax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.550 sec

Width €402.0 M=

8 repetiticns

OBSERVE M1, 400.1759716 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 zec

13 12 11 10 9 8

- Agilent Technologies

BCdaz

Sample Nama:
BCdaZ

bata Collected on:
mercuryd00-mercuryd00

Archive directory:
fhome/vnmzl /vnmrsys/data

Sample directory:
BC4a2_20201008_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 8 2020

Temp. 25.0 € / 208.1 K
Operator: vomrl

Belax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 sec

Width 21141.6 He

64 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243755 MHz
DECOUPLE M1, 400.1779555 MMz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Total time 1 hr, 28 min

J M‘l‘

LINLINL I L L L I I I L L L L B

100 80 60 40 20 0 ppm

180 160 140 120

Sekil 4.9. Bilesik $1.9’un 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(Pirimidin-2-iloksi)fenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo)asetamit ($1.10)

UOL o

Bilesik 2e (154 mg; 0,5 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (63 mg; 0,55 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢ozlicl
sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Soluk sari renkte kati bir

bilesiktir.

Verim: 84 mg, %49

CAS: 2776704-87-9

Erime derecesi: 155,2-155,4 °C

C16H16Ns0,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 342,1025; Bulunan: 342,1024

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,62 (3H, s, -NCHs); 3,88 (2H, s, -COCH-S-); 6,98 (1H,
d, J=1,2 Hz, Ar-H); 7,15 (2H, d, J=8,9 Hz, Ar-H); 7,24-7,27 (2H, m, Ar-H); 7,59 (2H, d,
J=8,9 Hz, Ar-H); 8,63 (2H, d, J=4,8 Hz, Ar-H); 10,43 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 33,47; 38,82; 117,30; 120,75; 122,46; 124,04; 129,04;
136,47; 140,03; 148,81; 160,47; 165,36; 166,94.



—10.431
8.636
8.627
7.596
7.578
7.268
7.266
7.263
7.253
7.244
7.154
7.136

L6082
L6. 980

?

—3.87%
~—3.623

pod s~

10000.000
0.30517&
3.2767%99%
101
50.000 usec

4 ugec

297.5 &
1.00000000 sec
500.1330883 MHz

2.67 usec

B.00 usec
24.042993%27 w

F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 500.1300000 MHzZ
EM
a
0.30 Hz
a
l 1.00
I |
[ L4 |
i [ i
1 ! ] =
- o eil <l oiled
T T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
PROCHD
F2 - Acquisition
Date_ 20
Time
PULPROG
5 LVENT
4
30120.482 Hz
0.919204 Hz
1.0878977 sec
101
16.600 usec
E usec
TE K
ol sec
D11 sec
5 MHz
usec
uzec
W
MHz
280.00 usec
24.042%9927T W
0.24043000 W
A ‘ ‘ ‘ —
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.10. Bilesik $1.10’un *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-Fenoksifenil)-2-((4,6-dimetilpirimidin-2-il)tiyo)asetamit (S1.11)
OCLAL
S N
N Y\(
N~

Bilesik 2a (92 mg; 0,30 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (46 mg; 0,33 mmol)

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, metanolden kristallendirilerek

saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 88 mg, %73

CAS: 332162-28-4 [109]

Erime derecesi: 143-144 °C (>300 °C [109])

C20H20N30,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 366,1276; Bulunan: 366,1275

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 2,33 (6H, s, Ar-CHs); 4,03 (2H, s, -COCH,S-); 6,95-7,00
(SH, m, Ar-H); 7,09 (1H, t, J=7,6 Hz, Ar-H); 7,36 (2H, t, J=7,6 Hz, Ar-H); 7,59 (2H, d, J=8,8 Hz,
Ar-H); 10,26 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 23,80; 35,86; 116,53; 118,33; 119,92; 121,30; 123,45;
130,42; 135,39; 152,25, 157,78; 166,80; 167,43, 169,78.



BClad

Sample Mama:
BC1a3
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
fhome/vrmzl /vrmrays/data
Sample directory:
BC1a3 20201008 01
PidPile: BROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: dmso
bata collected on: Oct 8 2020

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acog. time 2.558 see

Width €402.0 Hz

8 repetitions

CBSERVE M1, 400.1759727 MH=
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 see
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Agilent Technologies

BClad

Sample Name:
BCla3

Data Collected en:
mercuryd00-mercuryd0d

Archive directory:
fhome/vrmr] /vrmrsys/data

Sample directory:
BElad_20201008_01

fulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solwent: dmso
Data collected on: Oct 8 2020

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
fulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 sec

Width 21141.6 He

64 repetitions
CBSERVE €13, 100.6243202 M=
DECOUPLE 1, 400.1779555 MEz
Fower 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA FROCESSING

Line broadening 0.5 H=

FT size 65536

Total time 44 min

. - Agilent Technologies

LN L L L L L L L L L L L L L L L L N B L IR R |

180 160

140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.11. Bilesik $1.11’in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(3-Siyanofenoksi)fenil)-2-((4,6-dimetilpirimidin-2-il)tiyo)asetamit (5S1.12)
(@]
SRS
S N
N Y\(
CN N__—

Bilesik 2b (119 mg; 0,36 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (56 mg; 0,40 mmol)

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, etanol:su karisimindan

kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 60 mg, %43
Erime derecesi: 161,1-161,4 °C
C21H19N40;S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 391,1229; Bulunan: 391,1221

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 2,34 (6H, s, Ar-CHs); 4,05 (2H, s, -COCHS-); 6,98 (1H,
s, Ar-H); 7,08 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 7,28-7,30 (1H, m, Ar-H); 7,42-7,43 (1H, m, Ar-H); 7,56-
7,57 (2H, m, Ar-H); 7,65 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 10,32 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 23,81; 35,89; 113,11; 116,55; 118,67; 120,58; 121,25;
121,37; 123,06; 127,18; 131,89; 136,27; 150,99; 158,33; 166,93; 167,45; 169,76.



85

—

NEOMOO-T AN MONNAIROTOOODDONT A TOM m
MEOU=LMOoUNnMmMmyoOo o000 O nNmddo oo

PSS WWU NN S FFONNNNNNDO SO OoRO MWLM

= R T T T T T T T

il ol ntl ol ol ol ol sl < s T ot B B

e N A B

=

Current Data Parameters

HAME BC2a3
EXFNO 2
PROCHC 1

PRC D
PULFROG

SOLVENT

2
10000.000 Hz
0.305176 Hz

AQ 3.276799% sec
RG 101
oW 50.000 usec
E 11.14 usec
TE 287.9 K
Dl 1.00000000 sec
™ 1
SFOl 500.1330883 MHz
NUCl 1H
BD 2.67 usec
rl B.00 usec
PLWl 24.04299327 W
- Processing parameters
65536
500.1300000 MHz
EM
[i]
0.30 Hz
[i]
| JL_L“ o

J | |
ol }sé 2|8 g 2
- slaie|m o w
T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
Current Data Parameters
HAME BC2a3
EXPNO 3
PROCNC 1
F2 = Acquisition Parameters
Date_ 202103132
Time 11.04 k
INSTRUM
PROBHD
PULFROG
soLvenT
NS
4
30120.482 Hz
0.919204 Hz
1.0878%77 sec
500.1320005 MHzZ
1H
CPODPRG [2 waltz65
PCPD2 80.00 usec
PLW2 24.04299%27 W
PLW12 0.24043000 w
PLW13 0.120%3000 w
I ‘ J’ | .
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.12. Bilesik $1.12’nin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlari
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N-(4-(3-Metoksifenoksi)fenil)-2-((4,6-dimetilpirimidin-2-il)tiyo)asetamit (S1.13)

o)
E;/ QHLSY:j/
OCHjs N~

Bilesik 2c (165 mg; 0,49 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (76 mg; 0,54 mmol)

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, metanolden kristallendirilerek

saflastiriimistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 92 mg, %48
Erime derecesi: 123-124 °C
C21H22N303S igin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 396,1382; Bulunan: 396,1381

'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 2,34 (6H, s, Ar-CHs); 3,72 (3H, s, -OCHs); 4,03 (2H, s,
-COCH3S-); 6,49 (1H, dd, J=8,0 ve 2,4 Hz, Ar-H); 6,53 (1H, t, J=2,4 Hz, Ar-H); 6.68 (1H, dd,
J=8,0 ve 2,4 Hz, Ar-H); 6,97 (1H, s, Ar-H); 7,00 (2H, d, J=8,8 Hz, Ar-H); 7,25 (1H, t, J=8,2 Hz,
Ar-H); 7,59 (2H, d, J=9,2 Hz, Ar-H); 10,26 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) 6 ppm: 23,31; 35,37; 55,20; 103,90; 108,63; 109,74; 116,04;
119,58; 120,75; 130,39; 135,00; 151,54, 158,52; 160,63; 166,31; 166,94; 169,28.



BC3a3

Sample Name:
B33
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home/vnmrl/vamrsys/data
Sample directory:
BC3a3 20201103 01
FidFile: BROTON 02
fulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso

pata collected on: Nowv 3 2020

Temp. 25.0 C / 298.1 K
tor: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
fulse 45.0 degrees

Acg. time 2.558 see

Width €402.0 Hz

8 repetitions

CBSERVE M1, 4001759708 Mu=
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Agilent Technologies

BC3a3

Sample Mame:
BO3ad
Data Collected an:
mercuryd00-mercuzyd00
Archive directory:
/home/vomzl /vmrays/data
Sample directory:
BC3a3 20201103 _01
FidFile: current

: CARBON (s2pul)

Pulse Sequenc
Sclvent: dmso
bata collected on: Nov 3 2020

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vomrl

Belax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 see

Width 21141 6 He

192 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243781 MHz
DECOUPLE 1, 400.1773555 MHz
Fower 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 M=

FT size 65536

Total time 1 kr, 28 min

Agilent Technologies

LA B e 0
40 20 0 ppm

180 160

140 120 100 80 60

Sekil 4.13. Bilesik $1.13’lin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(2-Florofenoksi)fenil)-2-((4,6-dimetilpirimidin-2-il)tiyo)asetamit (S1.14)
CCOLs
S N
F N \fwj/
N__~

Bilesik 2d (101 mg; 0,31 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (48 mg; 0,34 mmol)

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, metanolden kristallendirilerek

saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 68 mg, %57
Erime derecesi: 137,2-138,0 °C
C20H19FN30,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 384,1182; Bulunan: 384,1177

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 6 ppm: 2,34 (6H, s, Ar-CHs); 4,03 (2H, s, -COCH.S-); 6,94- 6,97
(3H, m, Ar-H); 7,08-7,12 (1H, m, Ar-H); 7,18-7,20 (2H, m, Ar-H); 7,33-7,38 (1H, m, Ar-H);
7,57 (2H, d, J=8,8 Hz, Ar-H); 10,18 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 23,18; 35,26; 115,90; 116,96 (d, J/=18,0 Hz); 117,51;
120,77; 121,24; 124,87 (d, J=7,1 Hz); 125,19 (d, J=3,2 Hz); 134,61; 143,38 (d, J=10,9 Hz);
152,06; 153,28 (d, J=244,3 Hz); 166,19; 166,81; 169,20.
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Agilent Technologies

BCdad

Sample Mame:
B4
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd0d
Archive directory:
/home fvomzl/vomrsys/data
Sample directory:
BC4a3 20201011 01
FidPile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Zolvent: dmso

Data collected on: Oct 11 2020

Temp. 40.0 € / 313.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

wWidth 6402.0 Hx

8 repetitions

OBSERVE M1, 400.1759719 Mz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Trrr I TrrT [ LA I '| T—rrr I Trr1rr [ LI '| T rr '| Trrr [ 'I
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
BCda3
Sampla Hama: Agilent Technologies
BC4da3d

Data Collected on:

mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:

/home /wnmrl fenmrsys/data
Sample directory:

BE4a3 20201011 01
FidPile: CARBON 01

Fulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solvent: dmsa
Data collected on: Oct 11 2020

Temp. 40.0 ¢ / 313.1 K
Operator: wnmrl

felax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Aoq. time 1.550 see

Width 21141.6 Hz

2000 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243801 Mz
DECOUBLE M1, 400.1779555 M=
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA BROCESSTNG

Line broadening 0.5 He

FT size 65536

Total time 1 kr, 28 min

L 2 B L A

o 100 80 60 40 20 0 ppm

180 160 140

Sekil 4.14. Bilesik $1.14’iGn *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(Pirimidin-2-iloksi)fenil)-2-((4,6-dimetilpirimidin-2-il)tiyo)asetamit (S1.15)
N O
N O
L
H
N~

Bilesik 2e (120 mg; 0,39 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (60 mg; 0,43 mmol)

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢ozlicl
sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Soluk sari renkte kati bir

bilesiktir.

Verim: 36 mg, %25

CAS: 2782431-25-6

Erime derecesi: 178,8-179,1 °C

C18H1sNs0;S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 368,1181; Bulunan: 368,1181

'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 2,34 (6H, s, Ar-CHs); 4,05 (2H, s, -COCH>S-); 6,97 (1H,
s, Ar-H); 7,14 (2H, d, J=9,2 Hz, Ar-H); 7,25 (1H, t, J=4,8 Hz, Ar-H); 7,61 (2H, d, J=8,8 Hz,
Ar-H); 8,62 (2H, d, J=4,8 Hz, Ar-H); 10,31 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) 6 ppm: 23,25; 35,35; 115,96; 116,71; 120,31; 121,77; 136,01;
148,23, 159,87, 164,80; 166,36; 166,87; 169,23.



BCS5a3

Sample Name:
BESa3
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home fenmr] fermraysfdata
Sample directory:
BCSa3 20201103 02
FidPile: BROTOM 02

Pulse Sequence: EROTON (sZpul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nov 3 2020

Temp. 23.0 ¢ / 296.1 K
Operator: wnmrl

felax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Rog. time 2,559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE M1, 400.1753716 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 =ec
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Agilent Technologies

BCS5a3

Sample Name:
BCSa3
Data Collacted an:
mercuryili-mercuryd00
Archive directory:
fhome fvnmrl fvnmrsys/data
Sample directory:
BESa3 20201103 02
FidFile: CARBON 02

Fulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solvent: dmso

Data collacted on: Mov 3 2020

Temp. 35.0 € / 308.1 K
Operater: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
fulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 H=

1512 repetitions

OBSERVE €13, 100.6243852 Mz
DECOUPLE M1, 400.1779555 Mi=
Powar 38 d8

continucusly en

WALTE-16 modulated

DATA PROCESSING
Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 1 hr, 6 min

Agilent Technologies

20 0 ppm

LI L B

180 160 140 120

100 : 1 60 40

Sekil 4.15. Bilesik $1.15’in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(3-Fenoksifenil)-2-(feniltiyo)asetamit (S1.16)

g

H
(@] NT]/\S
O
Bilesik 2f (110 mg; 0,36 mmol) ve tiyofenolden (41 pl; 0,40 mmol) hareketle genel sentez

yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:aseton karisimindan kristallendirilerek

saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 73 mg, %61
Erime derecesi: 109,8-110,3 °C
C20H18NO,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 336,1058; Bulunan: 336,1057

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,83 (2H, s, -COCH,S-); 6,70-6,73 (1H, m, Ar-H); 7,02
(2H, d, J=8,4 Hz, Ar-H); 7,14-7,21 (2H, m, Ar-H); 7,28-7,33 (5H, m, Ar-H); 7,37-7,42 (4H, m,
Ar-H); 10,27 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 37,44; 108,85; 113,44; 113,88; 118,96; 123,67;
126,02; 128,03; 129,02; 130,07; 130,18; 135,77, 140,35; 156,28; 157,13, 166,98.



BC1b1

Sample Name:
BE1b1
Data Collacted en:
mercuryd00-mercuryd0o
Archive directory:
/home fenmzl/vamrsys /data
Sample directory:
BC1b1 20201010 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: FROTON (s2Zpul)
Solvent: dmso
bata collacted on: Oct 10 2020

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Gperator: vamsl

felax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrses
Acq. time 2.559 sa
Width 6402.0 Hz

OBSERVE M1, 400.1759716 MH=z
DATA FROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Agilent Technologies

BC1b1

Sample Name:
BC1BL
Data ollected en:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home/ vzl frumrsys/data
Sample directory:
BE1B1_20201010_01
FidFile: current

CARBON (s2pul)

Pulse Sequenc
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 10 2020

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Oparator: vamrl

Belax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

704 repetitions
CESERVE €13, 100.6243762 Mu=
DECOUPLE M1, 400.1779555 Mz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

T size 65536

Total time 1 hr, & min

Agilent Technologies

0 ppm

L [ L L [ L L L L L L BB IR BB

180 160

140

120 100 80 60 40 20

Sekil 4.16. Bilesik $1.16’nin *H-NMR ve 13C-NMR spektrumlari
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N-(3-(3-Siyanofenoksi)fenil)-2-(feniltiyo)asetamit (51.17)

g

ng

CN

Bilesik 2g (149 mg; 0,45 mmol) ve tiyofenolden (51 ul; 0,50 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, etanolden kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz renkte

kat bir bilesiktir.

Verim: 49 mg, %30
Erime derecesi: 143,2-143,7 °C
C21H17N20;,S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 361,1011; Bulunan: 361,1013

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,84 (2H, s, -COCH,S-); 6,77-6,80 (1H, m, Ar-H); 7,20
(1H, t, J=7,2 Hz, Ar-H); 7,31-7,40 (8H, m, Ar-H); 7,52-7,53 (1H, m, Ar-H); 7,57-7,63 (2H, m,
Ar-H); 10,32 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 37,47; 109,39; 112,74; 113,92; 114,80; 118,10;
121,90; 123,66; 126,04; 127,37, 128,09; 129,01; 130,49; 131,51; 135,70; 140,54; 155,94;
156,87; 167,07.



BCEDL

Sample Nama:
BOZB1

bata Collected on:
mercuryi00-mercuryd00

Archive directory:
/home/vomrl fvomrsys/data

Sample directory:
BEIB1_20201008_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (a2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Oct 9 2020

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vomrl

Belax. delay 1.000 sec
Fulse 45.0 degrees
Acg. time 2.559 sec
width 6402.0 Hz

8 repetitions
OBSERVE M1, 400.1753716 MHz
DATA PROCESSING

BT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Agilent Technologies

BC2Zbl

Sample Name:
BEIb1

Data Collected an:
mercuryd00-mezcuryd00

Archive directory:
fhome/vomrl /vrmrsys/data

Sample directory:
Be2b1_20201008_01

FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solwvent: dmso

Data collected on: Oot 9 2020

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Belax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.550 sec
Width 21141.6 H=
1512 repetitions
OBSERVE €13, 100.6243775 Miz
DECOUPLE 1, 400.1779555 Miz
Power 38 dB
continucusly on
WALTZ-16 modulated
DATA FROCESSING
Line broadening 0.5 H=
FT size 65536
Total time 1 hr, 6 min

a0

- Agilent Technologies

60 40
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Sekil 4.17. Bilesik $1.17’nin *H-NMR ve 13C-NMR spektrumlari
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N-(3-(3-Metoksifenoksi)fenil)-2-(feniltiyo)asetamit (51.18)

2

Q\Cmﬂ

OCHs

Bilesik 2h (168 mg; 0,5 mmol) ve tiyofenolden (57 pl; 0,55 mmol) hareketle genel sentez
yontemine goére sentezlenmis, 2-propanolden kristallendirilerek saflagtirimistir. Beyaz

renkte kat bir bilesiktir.

Verim: 51 mg, %28
Erime derecesi: 108,3-108,6 °C
C21H20N O3S igin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 366,1164; Bulunan: 366,1162

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,73 (3H, s, -OCHs); 3,83 (2H, s, -COCH;S-); 6,56 (1H,
dd, J=7,8 ve 2,4 Hz, Ar-H); 6,60 (1H, t, J=2,4 Hz, Ar-H); 6,71-6,74 (2H, m, Ar-H); 7,19 (1H, tt,
J=7,2 ve 1,2 Hz, Ar-H); 7,27-7,33 (6H, m, Ar-H); 7,36-7,39 (2H, m Ar-H); 10,28 (1H, s,
-CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 37,47; 55,27; 104,95; 108,98; 109,35; 110,85; 113,57;
114,00; 126,03; 128,06; 129,03; 130,16; 130,54; 135,76, 140,32; 156,92; 157,46; 160,69;
167,00.



BEIBL

Sample Name:
BEIBL
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home /vnmrl/vinrsys/data
Sample directory:
BE3b_ 20201008 01
FidFile: BROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (aZpul)
Solvent: dmso

Data collected on: Oct 8 2020

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 2,550 =
Width 6402.0 Hz

OBSERVE  H1, 400.1753716 MEz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Agilent Technologies

BC3bl

Sample Name:
BE3b1
Data Collected en:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home fvumrl framrsys/data
Sample directory:
BE3b1_20201008_01
FidPile: current

Pulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solvent: dmso

bata collected on: Oct @ 2020

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
fulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

576 repetitions
oBSERVE €13, 100.6243751 Mz
DECOUPLE M1, 400.1779555 M=z
Power 38 dB

continuously on

HWALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Mz

ET size 65536

Total time 36 min

[

Agilent Technologies

i

40

20 0 ppm
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Sekil 4.18. Bilesik $1.18’in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(3-(2-Florofenoksi)fenil)-2-(feniltiyo)asetamit (S1.19)

2

SRCRS

Bilesik 2i (139 mg; 0,43 mmol) ve tiyofenolden (49 ul; 0,47 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, 2-propanolden kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz

renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 33 mg, %22
Erime derecesi: 93,8- 94,1 °C
C20H17FNO3S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 354,0964; Bulunan: 354,0965

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,82 (2H, s, -COCH,S-); 6,66-6,71 (1H, m, Ar-H); 7,17-
7,33 (9H, m, Ar-H); 7,36-7,42 (3H, m, Ar-H); 10,27 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-de, 100 MHz) & ppm: 37,46; 106,99; 111,70; 113,69; 117,24 (d, J=18,0 Hz);
122,66; 125,55 (d, J=3,9 Hz); 125,88 (d, J=7,0 Hz); 126,04; 128,05; 129,03; 130,18; 135,75;
140,34; 142,33 (d, J=11,5 Hz); 153,79 (d, J=244,9 Hz); 157,41, 167,01.



BCAbl

Sample Name:
BEdbL
Data Collected on:
mercuryd00-mercuryd0d
Archive directory:
fhome fvnmrl/vomrsys/data
Sample directory:
BCdbl_20201008_01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: BROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 8 2020

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamsl

Belax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 M=

8 repetiticns

OBSERVE M1, 400.1759719 Mz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

99

Agilent Technologies

0 -1 ppm

13 12

BCdbl

Sampla Name:
BC4bL
bata Collactsd on:
mercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home fvnmrl fenmreys/da
Sample directory
BC4bl_20201008_01
pidFila: curzent

fulse Sequence: CARBON (s
Solvent: dmso

11

ta

2pul)

Data collected on: Oct 8 2020

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
fulse 45.0 degrees

Acg. time 1.550 see
Width 21141.6 He

896 repetitions

OBSERVE €13, 100.624375:

5 MEz

DECOUPLE H1, 400.1779555 MH=z

Fower 38 dB
continuously on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Mz
FT size 65536

Total time 44 min

10

Agilent Technologies

LI O
20 0 ppm

180

Sekil 4.19. Bilesik $1.19’un *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(3-(Pirimidin-2-iloksi)fenil)-2-(feniltiyo)asetamit (S1.20)

2

SACLS

Bilesik 2j (114 mg; 0,37 mmol) ve tiyofenolden (42 pl; 0,41 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢ozlicli sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflagtiriimistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 51 mg, %41
Erime derecesi: 144,8-145,4 °C
C18H16N30;S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 338,0963; Bulunan: 338,0966

IH-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,86 (2H, s, -COCH,S-); 6,86-6,92 (1H, m, Ar-H); 7,20
(1H, tt, J=7,2 ve 1,5 Hz, Ar-H); 7,27 (1H, t, J=5,2 Hz, Ar-H); 7,32 (2H, t, J=7,2 Hz, Ar-H); 7,34-
7,41 (4H, m, Ar-H); 7,50 (1H, s, Ar-H); 8,64 (2H, d, J=5,2 Hz, Ar-H); 10,34 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 37,44; 112,29; 115,77; 116,58; 116,98; 126,02;
128,05; 129,01; 129,81; 135,74; 140,06; 152,99; 160,06; 164,63; 167,03.



BESbL

Sample Name:
BESbL

Data Collected on:
mercuryd00-mezcuryd00

Archive directory:
/home/vamrl/vomraysfdata

Sample directory:
BESb1_20201103 01

FidFile: PROTON 0L

Pulse Sequence: EROTON (sZpul)
Solvent: dmso
Data collected on: Nev 3 2020

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Gperator: vamsl

Belax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 see

width 6402.0 M=

8 repetitions

CBSERVE M1, 400.1759712 MHz
DATA PROCESSING

FT =ize 32768

Total time 0 min 31 sec

101

Agilent Technologies

BESb1

Sample Mama:
BOSBL
Bata ollected on:
=ercuryd00-mercuryd00
Archive directory:
/home fvomrl /somrsys/data
Sample directory:
BESB1_ 20201103 01
FidFile: current

Pulse Sequence: EARBON (s2pul)
Solvent: dmso
bata collected on: Nev 3 2020

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Oparator: wnmrl

Relax. delay 1.000 s
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 1.550 =
Width 21141.6 Hz
64 repetitions
CBSERVE €13, 100.6243781 M=
DECOUELE M1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously en

WALTZ-16 modulated

DATA EROCESSTNG

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, § min

R

"

Agilent Technologies
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Sekil 4.20. Bilesik $1.20’nin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlari
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N-(3-(3-Siyvanofenoksi)fenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo)asetamit (S1.21)

@@WﬁQ

CN

Bilesik 2g (166 mg; 0,5 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (63 mg; 0,55 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2)
¢Oziciu sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastiriimistir. Beyaz renkte kati bir

bilesiktir.

Verim: 98 mg, %54
Erime derecesi: 150,8-151,2 °C
C19H17N40;S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 365,1072; Bulunan: 365,1071

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,59 (3H, s, -NCHs); 3,86 (2H, s, -COCH,S-); 6,77-6,80
(1H, m, Ar-H); 6,95 (1H, d, J=1,2 Hz, Ar-H); 7,25 (1H, d, J=1,2 Hz, Ar-H); 7,30-7,33 (1H, m,
Ar-H); 7,35-7,38 (3H, m, Ar-H); 7,53-7,54 (1H, m, Ar-H); 7,59-7,61 (1H, m, Ar-H); 7,62-7,64
(1H, m, Ar-H); 10,50 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6 ppm: 33,42; 38,79; 109,80; 113,23; 114,35; 115,19; 118,59;
122,39; 124,01; 124,15; 127,86; 128,98; 130.,98; 132,00; 139,99; 141,07; 156,45; 157,36;
167,24.
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Current Data Parameters

HAME BC2b2

EXFNO 3

PROCHO 1
FZ = Acquisition Parameters

Date_ 20210323

Time 16.02

INSTRUM ance

£151574_0038 |

zg30

65536

DMS0

32

2
10000.000 Hz
0.305176 Hz
3.2767999 sec
101
50.000 usec
11.14 usec

298.2 K
1.00000000 sec

500.1330883 MHz

2.67 usec
B.00 usec
24.04299927 W

Processing parameters

65536
500.1300000 MHz
EM
[i]
0.30 Hz
[i]
1.00

- | L
: sl e
T T T

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Al |

ppm

<)
BRUKER
(><)

Current Data Parameters
HAME BC2b2
EXPNO 2
PROCHO 1

FZ - Acquisition Parameters
Date 20210323
Time 15.5
INSTRUM A
PROBHED
PULPROG

SOLVENT

4
30120_482 Hz
0.913204 Hz
1.0878%77 sec
16_&00 usec
6.50 usec
29%.1 K

2.00000000 sec
0.03000000 sec

1
125.7703643 MHz

500.132000

c2

CPOPRG[2 waltzEs
PCPD2 80.00 usec
PLW2 24.04299927 W
FLW12 0.24043000 W
PLW13 0.120%3000 W

Frocessing

125

T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40

Sekil 4.21. Bilesik $1.21’in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

20
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N-(3-(3-Metoksifenoksi)fenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo)asetamit (S1.22)

S
O

OCHs

Bilesik 2h (229 mg; 0,68 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (86 mg; 0,75 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢ozlicl

sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastiriimistir. Beyaz renkte kat bir bilesiktir.

Verim: 60 mg, %24
Erime derecesi: 114,3-114,8 °C
Ci19H20N303S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 370,1225; Bulunan: 370,1221

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,59 (3H, s, -NCHs); 3,75 (3H, s, -OCHs); 3,85 (2H, s,
-COCH,S-); 6,57 (1H, dd, J= 8,1 ve 2,2 Hz, Ar-H); 6,61 (1H, t, J=2,3 Hz, Ar-H); 6,73 (2H, td;
J=8,2 ve 2,2 Hz, Ar-H); 6,95 (1H, s, Ar-H); 7,24 (1H, s, Ar-H); 7,28-7,33 (4H, m, Ar-H); 10,44
(1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6 ppm: 33,41; 38,81; 55,75; 105,42; 109,42; 109,83; 111,30;
113,98; 114,39; 124,01; 128,97, 130,63; 130,99; 140,00, 140,82; 157,39; 157,95; 161,17,
167,14.



<)
BRUKER
(<D

rrent Data Parameters

o fubet
LR Rl = T R B R =R T =T R e e ] EC3b2
TAHAOMODODLF OO NNAAD DW= D EXFNO
T R S = N el ol ol ol el e R TR T R T TS =S T PROCNO 1
P e s A
H'T_F_IT_'H T_: L a2 i mm/m F2 = Requisition Parameters
\ &%W e -q_.-=‘—// = 20230
= e -
] [
PRO D
PULPROG
LVENT

208.3 K
1.00000000
1

500.1330883 MHz

2. usec
B.00 usec
24.04299%27 W

M
0.30 Hz

1.00

}._
=
[

L LI L
H e
T 4

13 12 1 10 9 8 6 5 3 2 1 ppm

Current Data Parameters
NAME BC3b2

I EXPNO 2

= = PROCNO 1

2R

30120.482
0.918204
AQ 1.0878877
RG 101
oW 16.800 usec
E 6.50 usec
TE 29%.5 K
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TD 1
sFol 125.7703643 MHz
HUCl 13c
B0 3.33 usec
rl 10.00 usec
PLWL 85.13099376 W
SFO2 500.1320005 MH=z
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzEs
PCPD2 20.00 usec
PLWZ 24.04299%27 W
PLWL2 0.24043000 w
PLW11 0.12093000 w
Frocessing
: 125
I J GB a
PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.22. Bilesik $1.22’nin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlari
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N-(3-(2-Florofenoksi)fenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo)asetamit (S1.23)

N
SQoR el

Bilesik 2i (101 mg; 0,31 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (39 mg; 0,34 mmol)

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢ozlicl

sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastiriimistir. Beyaz renkte kat bir bilesiktir.

Verim: 66 mg, %60
Erime derecesi: 110,4-110,9 °C
C18H17FN303S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 358,1026; Bulunan: 358,1024

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,59 (3H, s, -NCHs); 3,84 (2H, s, -COCHS-); 6,68-6,70
(1H, m, Ar-H); 6,94 (1H, d, J=1,2 Hz, Ar-H); 7,20-7,32 (7H, m, Ar-H); 7,39-7,43 (1H, m, Ar-H);
10,44 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 33,40; 38,78; 107,40; 112,11; 114,06; 117,71 (d,
J=17,7 Hz); 123,13; 124,00; 126,00 (d, J=3,7 Hz); 126,35 (d, J=7,3 Hz); 128,96; 130,64;
140,00; 140,85; 142,8 (d, J=11,2 Hz); 154,27 (d, J=244,8 Hz); 157,90; 167,16.



Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCHO

EC4b2
1
1

Date_ 20210323
Time 7.22
INSTRUM Avance
PROBHD Z151574_0033 {

PULPROG

LVENT

2
10000.000
0.305176
3.2767999%

293.3
1.00000000

500.1330883

B.0
24.04299327

65536
500.1300000
EM

0.30

1.00

F2 = Acguisition Parameters

Hz
HZ
zec

usec
usec

sec

MHz

7 usec
0 usec

W

Processing parameters

MHz

Hz

- L-RI=1L o~
T T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
\ RN i WY T
Current Data Parameters
NAME BC4b2
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
20210323
h
4
30120.482 Ez
0.919204 Ez
1 7 7
85.18099%76 W
500.1320005 MHz
nNuc2
CEDPRG [2
BCPD2 usec
BLWZ 7w
PLW1Z W
PLW13 12093000 w
F2 - Processing parameters
SI 32768
=3 5 MHz
WO
S5B [1}
|| | | LB 0 Hz
GB [i}
BC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.23. Bilesik $1.23’lGin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-Benzoilfenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)tiyo)asetamit (52.1)

»@

Bilesik 2k (190 mg; 0,6 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (75 mg; 0,66 mmol)

J

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, etanol:su karisimindan

kristallendirilerek saflagtiriimistir. Soluk sari renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 110 mg, %52

CAS: 212073-13-7 [201]

Erime derecesi: 121,1-121,5 °C

C19H18N30;S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 352,1120; Bulunan: 352,1115

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,62 (3H, s, -NCHs); 3,93 (2H, s, -COCH,S-); 6,98 (1H,
d, J=1,3 Hz, Ar-H); 7,27 (1H, d, J=1,2 Hz, Ar-H); 7,56 (2H, t, J/=7,5 Hz, Ar-H); 7,67 (1H, tt,
J=7,5ve 1,3 Hz, Ar-H); 7,70-7,77 (6H, m, Ar-H); 10,78 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6 ppm: 33,45; 38,88; 118,81; 124,05; 128,96; 129,04; 129,86;
131,69; 132,05; 132,75; 137,96; 139,97; 143,46; 167,70; 195,01.
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Current D Parameters
HAM BClk2
EXFNO 2
PROCHO 1

F2 = Acquisition Parameters

h
SOLVENT
NS
DS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
Al 3.276739% sec
101
50.000 usec
14 usec

z
1.00000000 sec

500.1330883 MHz

2.87 usec
usec

8.00
24.04299927 W

FZ = Processing parameters
£553E

] Bz

13 12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

——38.88

7
Z
\

L H |

SI 6535
sF 500.1300000 MHz
WDW EM
S5EB a
L3 0.30 Hz
GB Q
BC 1.00

T T

0 ppm

<)
BRUKER
(><)

Current Data Parameters

HAM BC1k2
EXPNO 1
PROCHC 1

FZ = Acquisition Parameters

Date 20230727
Time™ 11.53 h
INSTRUM nce
PROBHD 8
PULFROG g 0
TD 536
LVENT 30
[
4
30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
Al 1.08789%77 sec
RG 101
oW 16.600 usec
E 6.50 usec
TE 298.0 K
2.00000000 sec
0.020

00000 sec
1

125.7703643 MHz
13c
3.33 usec
10.00 usec
5.180%9%76 W
500.1320005 MHz

T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Sekil 4.24. Bilesik $2.1’in 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

CPDPRG[2 waltzg5
PCPD2 80.00 usec
PLW2 24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W
Frocessing
125
0
J a
T
0 ppm
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N-(4-(3-Siyanofenoksi)fenil)-2-(metil(fenil)amino)asetamit (S2.2)

SRR

&

Bilesik 2g (149 mg; 0,45 mmol) ve N-metilanilinden (59 ul; 0,54 mmol) hareketle genel
sentez yontemine gore sentezlenmis, etanolden kristallendirilerek saflastirlimistir. Beyaz

renkte kat bir bilesiktir.

Verim: 87 mg, %54
Erime derecesi: 156,2-156,6 °C
C22H20N30; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 358,1556; Bulunan: 358,1564

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,06 (3H, s, -NCHs); 4,15 (2H, s, -COCH,S-); 6,65 (1H,
t, J=7,2 Hz, Ar-H); 6,70 (2H, d, J=8,2 Hz, Ar-H); 7,06 (2H, d, J=8,9 Hz, Ar-H); 7,18 (2H, t,
J=8,0 Hz, Ar-H); 7,27-7,29 (1H, m, Ar-H); 7,42-7,43 (1H, m, Ar-H); 7,55-7,56 (2H, m, Ar-H);
7,67 (2H, d, J=8,9 Hz, Ar-H); 10,09 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 40,00 (DMSO ile); 56,19; 112,37; 113,10; 116,68;
118,67; 120,56; 121,19; 121,48; 123,01; 127,14; 129,38; 131,88; 136,15; 149,74; 150,92;
158,34; 169,25.
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nt Data Parameters

BC2a6
EXPNO 1
PROCNG 1

FZ = Acquisition Parameters
a 0210

LVENT

2
10000.000 Hz

FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
101
50.000 usec
11.14 usec

295.1 K
1.00000000 sec
500.1330883

8.00
2404299927 W

sters

Frocessing par.

[ &
500.1300000 MHz

EM
1]
0.30 Hz
1]
| 1.00

|
B

[
|ﬂ|

-
o o

. o j

B €
T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

g8
ol
T

-

0 ppm

t Data Parameters

BC2a6
2

PROCNO 1
FZ = Aoquisition Parameters
Date_ 20210312
Time 10.0% b
INSTRUM
PROB
PULFROG
SOLVENT

30120.482 Hz
0.919%204 H=z
1.0878977 sec

PLW1 85.18099%76 W
SF02 500.1320005
NUuC2 1
CPDPRG [2 waltzgs

Processing parameters

32768

7885 MHz
EM

125.

1.00 Hz

n 1||| .

T T T T T T T

T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

PC 1.40

Sekil 4.25. Bilesik $2.2’nin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-(2-Florofenoksi)fenil)-2-(metil(fenil)amino)asetamit (S2.3)

SUGH ¥

&

Bilesik 2i (139 mg; 0,43 mmol) ve N-metilanilinden (56 ul; 0,52 mmol) hareketle genel
sentez yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) ¢ozlicli sistemi

kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 39 mg, %26
Erime derecesi:144,9-145,1 °C
C21H20FN203 icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 351,1509; Bulunan: 351,1512

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,05 (3H, s, -NCHs); 4,13 (2H, s, -COCH,S-); 6,65 (1H,
t, J=7,3 Hz, Ar-H); 6,69 (2H, d, J=8,0 Hz, Ar-H); 6,95 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 7,08- 7,12 (1H,
m, Ar-H); 7,16-7,21 (4H, m, Ar-H); 7,35-7,39 (1H, m, Ar-H); 7,60 (2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H); 10,01
(1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6 ppm: 40,00 (DMSO ile); 56,19; 112,37; 116,67; 117,59 (d,
J=17,7 Hz); 118,10; 121,41; 121,77; 125,47 (d, J=7,1 Hz); 125,83 (d, J=3,6 Hz); 129,37;
135,09; 143,99 (d, J=11,1 Hz); 149,75; 152,65; 153,83 (d, /=244,8 Hz); 169,12.
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EXPNO
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Current Data

Parameters

BCdab

2
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F2 - Acquisition Parameters
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Time 17.43 h
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LVENT

B.00
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Processing parameters
£553E
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Current Data Parameters

NAME EC4ab
EXPFNO 1
PROCNO 1

F2 - Rcquisition Parameters

Date_
Time
STRUM
PROBHD
PULPROG

T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Sekil 4.26. Bilesik $2.3’in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

20210314
7.13

Avance
£151574_0038 (

4
30120.482

0.919204
18

waltzgs
80.00

.04299327 ¥

24043000

. 12093000

h

Hz
Hz
zec

usec
usec

zec
zec

usec
usec
L
MHz
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N-(4-Benzoilfenil)-2-(metil(fenil)amino)asetamit (S2.4)

O

O ks

Bilesik 2k (200 mg; 0,63 mmol) ve N-metilanilinden (82 ul; 0,76 mmol) hareketle genel
sentez yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) ¢ozlicli sistemi

kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 63 mg, %29
Erime derecesi: 144,6-144,9 °C
C22H21N20; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 345,1603; Bulunan: 345,1607

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,06 (3H, s, -NCHs); 4,22 (2H, s, -COCH,S-); 6,65 (1H,
t, J=7,3 Hz, Ar-H); 6,71 (2H, d, J=8,0 Hz, Ar-H); 7,18 (2H, t, J=8,0 Hz, Ar-H); 7,56 (2H, t,
J=7,5 Hz, Ar-H); 7,66 (1H, tt, J=7,5 ve 1,3 Hz, Ar-H); 7,70 (2H, d, J=7,7 Hz, Ar-H); 7,74 (2H, d,
J=8,8 Hz, Ar-H); 7,80 (2H, d, J=8,8 Hz, Ar-H); 10,40 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 40,00 (DMSO ile); 56,17; 112,37; 116,74; 118,93;
128,95; 129,40; 129,82; 131,61, 131,87, 132,70; 138,03; 143,49; 149,70; 170,03; 195,02.
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rent Data Parameters

&
2
1

F2 = Acquisition Parameters
D 023

1

sec

usec
usec
298.3 K
1.00000000 sec
1

500.1330883 MHz

2.67 usec
.00 usec
24.04299%27 W

Processing parameters
65536
500.1300000 MHz
EM

0.30 Hz

1.00

PROCNOC 1

(. 1] )
g ([elg] ] o [l
T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

195.02
—_—170.03
149.70
143.49

L J

FZ = Acquisition Param
Date 2
Time ™

INSTRUM

Avance
Z151574_0038 {

4
30120.4B2 Hz
0.919204 Hz
1.0878%77 sec
101
16.600 usec
6.50 usec
K
zec
zec

MHz

3 usec
usec
& W

5 MHz

NuC2
CPDPRG[2 waltzés
P 2 80.00 usec
2 4.04299927 W
PLWL2 0.24043000 W
0.12093000 W

parameters
32768

T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Sekil 4.27. Bilesik $2.4’(in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari



116

N-(3-(3-Siyanofenoksi)fenil)-2-(metil(fenil)amino)asetamit (S2.5)

J

@(o@nmﬂ

CN

Bilesik 2g (149 mg; 0,45 mmol) ve N-metilanilinden (59 ul; 0,54 mmol) hareketle genel
sentez yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) ¢ozlicli sistemi

kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 93 mg, %58
Erime derecesi: 121,7-122,4 °C
C22H20N30; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 358,1556; Bulunan: 358,1551

IH-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,02 (3H, s, -NCHs); 4,13 (2H, s, -COCH,S-); 6,64 (1H,
t, J=7,3 Hz, Ar-H); 6,67 (2H, d, J=8,0 Hz, Ar-H); 6,77-6,79 (1H, m, Ar-H); 7,16 (2H, t, J=8,0 Hz,
Ar-H); 7,34-7,42 (4H, m, Ar-H); 7,51-7,52 (1H, m, Ar-H); 7,57-7,62 (2H, m, Ar-H); 10,13 (1H,
s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 40,00 (DMSO ile); 56,11; 110,02; 112,33; 113,21;
114,30; 115,38; 116,68; 118.60; 122,27; 124,04; 127,78; 129,37; 130,88; 131,99; 141,10;
149,68; 156,36; 157,49; 169,61.
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PROCHC 1

FZ = Roguisition Parameters

297.% K
1.00000000 sec
1

500.1330883 MHz

8.0
932

24.0429
Processing parameters
65536
500.1300000 MHz
EM

0.30 Hz

1.00

i el ¥

o
T T T T T T T T T T T T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
Current Data Parameters
HAME BC2béE
EXFNO 2
PROCNO 1
FZ = Roquisition Parameters
Date 202103132
Time™
INSTRUM
PROBHD
PULFROG
4
30120.482 Hz
0.919204 Hz
1.0878%77 sec
101
16.600 usec
6.50 usec
288.8 K
2.00000000 sec
0.032000000 sec
1
125_7703643 MHz
1
usec
usec
5 W
500.1320005 MHz
waltzg5
280.00 usec
24.04299927T W
0.24043000 w
0.120%3000 W
FZ = Processing parameters
5I 32768
SF 125 7885 MHz
EM
[i]
H ‘ l 1.00 Hz
[i]
| H " 140
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.28. Bilesik $2.5’in 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(3-(3-Metoksifenoksi)fenil)-2-(metil(fenil)Jamino)asetamit (S2.6)

OCHs

Bilesik 2h (225 mg; 0,67 mmol) ve N-metilanilinden (87 pl; 0,80 mmol) hareketle genel
sentez yontemine goére sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) ¢ozlicli sistemi

kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 60 mg, %25
Erime derecesi: 141,5-141,8 °C
C22H23N203 icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 363,1709; Bulunan: 363,1703

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm; 3,02 (3H, s, -NCHs); 3,74 (3H, s, -OCHs); 4,12 (2H, s,
-COCH,S-); 6,55 (1H, dd, J=8,0 Hz ve 2.2 Hz, Ar-H); 6,59 (1H, t, J=2,3 Hz, Ar-H); 6,64 (1H, t,
J=7,3 Hz, Ar-H); 6,67 (2H, d, J=8,3 Hz, Ar-H); 6,72 (2H, d, J=7,3 Hz, Ar-H); 7,16 (2H, t,
J=8,0 Hz, Ar-H); 7,27-7,32 (2H, m, Ar-H); 7,34-7,36 (2H, m, Ar-H); 10,08 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm; 40,00 (DMSO ile); 55,73; 56,08; 105,35; 109,63;
109,70; 111,22; 112,30; 113,92; 114,56; 116,64; 129,37; 130,53, 130,98; 140,85; 149,69;
157,31; 158,08; 161,15; 169,49.
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FZ = Acquisition Parameters
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0o h
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297.1 K
1.00000000 sec
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B.00 usec
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Processing parameters
s

fao3e
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e
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1.00 H=z
. ) | . | N 0
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Sekil 4.29. Bilesik $2.6'nin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(3-(2-Florofenoksi)fenil)-2-(metil(fenil)amino)asetamit (S2.7)

J

SReGAS

Bilesik 2i (165 mg; 0,51 mmol) ve N-metilanilinden (66 ul; 0,61 mmol) hareketle genel
sentez yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) ¢ozlicli sistemi

kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 40 mg, %22
Erime derecesi: 133,5-133,8 °C
C21H20FN203 icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 351,1509; Bulunan: 351,1506

IH-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) § ppm: 3,02 (3H, s, -NCHs); 4,12 (2H, s, -COCH,S-); 6,62-6,70
(4H, m, Ar-H); 7,16 (2H, t, J=8,0 Hz, Ar-H); 7,18-7,33 (6H, m, Ar-H); 7,37-7,42 (1H, m, Ar-H);
10,08 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 40,00 (DMSO ile); 56,04; 107,55; 112,04; 112,28;
114,20; 116,63; 117,71 (d, J=17,9 Hz); 123,05; 125,99 (d, J=3,6 Hz); 126,26 (d, J=7,0 Hz);
129,37; 130,54; 140,89; 142,93 (d, J=11,3 Hz); 149,67; 154,24 (d, J=245,0 Hz); 157,85;
169,51.
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0.305176 Hz
AQ 3.276799% sec
101
50.000
1

297.
1.00000000
1

500.1330883 MHz

2.67
B.00
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Sekil 4.30. Bilesik $2.7’nin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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1,1’-(9-Okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(tiyazol-2-il)iire) (S3.1)

SAACaCR ey

Tiyazol-2-amin (50 mg; 0,5 mmol), 1,1’-karbonildiimidazol (105 mg; 0,6 mmol) ve Bilesik
3a’dan (53 mg; 0,25 mmol) hareketle genel sentez ydontemine gobre sentezlenmis,

N,N-dimetilformamitten kristallendirilerek saflastirilmistir. Bordo renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 51 mg, %44
Erime derecesi: >300 °C

C21H15N603S; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 463,0647; Bulunan: 463,0648

'H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz) & ppm: 7,13 (2H, d, J=3,7 Hz, Ar-H); 7,39 (2H, d, J=3,7 Hz,
Ar-H); 7,55 (2H, dd, J=8,1 ve 2,0 Hz, Ar-H); 7,62 (2H, d, J=8,1 Hz, Ar-H); 7,82 (2H, d, J=2,0 Hz,
Ar-H); 9,21 (2H, s, tiyazol halkasina komsu -NH), 10,72 (2H, br s, -NH).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 112,88; 114,72; 121,61; 124,82; 134,81; 136,96;
138,71, 139,80; 152,63; 160,35; 193,37.
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Sekil 4.31. Bilesik $3.1’in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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1,1’-(9-Okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(1-metil-1H-pirazol-3-il)iire) (S3.2)

@]
H H
H N 'O N H
A ) .
/N\;/ o) 0 K/N\

1-Metil-1H-pirazol-3-amin (49 mg; 0,5 mmol), 1,1’-karbonildiimidazol (105 mg; 0,6 mmol)
ve Bilesik 3a’dan (53 mg; 0,25 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis,
diklorometan:metanol:asetik asit (95:5:0,5) c¢o6zlicii sistemi kullanilarak  kolon

kromatografisi ile saflastirilmistir. Pembe renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 39 mg, %34
Erime derecesi: >300 °C

C23H21Ng0; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 457,1737; Bulunan: 457,1739

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) 6 ppm: 3,75 (6H, s, -NCHs); 6,23 (2H, d, J=1,1 Hz, Ar-H); 7,48
(2H, dd, J=8,1 ve 1,8 Hz, Ar-H); 7,55 (2H, d, J=2,2 Hz, Ar-H); 7,57 (2H, d, J=8,2 Hz, Ar-H); 7,82
(2H, d, J=1,8 Hz, Ar-H); 9,05 (2H, s, 1-metil-1H-pirazol halkasina komsu -NH); 9,23 (2H, br s,
-NH).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6 ppm: 38,74; 95,37; 114,40; 121,40; 124,32; 131,78; 134,78;
138,20; 140,49; 147,78; 152,30; 193,67.
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Sekil 4.32. Bilesik $3.2’nin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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1,1’-(9-Okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(izoksazol-3-il)iire) (S3.3)

O

N SN
WS OS B W
Jd 1 o o o

izoksazol-3-amin (39 pl; 0,5 mmol), 1,1’-karbonildiimidazol (105 mg; 0,6 mmol) ve Bilesik
3a’dan (53 mg; 0,25 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, N,N-

dimetilformamitten kristallendirilerek saflastiriimistir. Bordo renkte kat bir bilesiktir.

Verim: 36 mg, %33
Erime derecesi: >300 °C

C21H15N60s icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 431,1104; Bulunan: 431,1101

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) 6 ppm: 6,87 (2H, d, J=1,8 Hz, Ar-H); 7,50 (2H, dd, J=8,0 ve
2,0 Hz, Ar-H); 7,61 (2H, d, J=8,0 Hz, Ar-H); 7,81 (2H, d, J=2,0 Hz, Ar-H); 8,76 (2H, d, J=1,8 Hz,
Ar-H); 9,06 (2H, br s, izoksazol halkasina komsu -NH); 9,72 (2H, br s, -NH).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 98,90; 114,80; 121,56; 124,87; 134,80; 138,70;
139,91; 151,83; 158,48; 160,42; 193,36.
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Sekil 4.33. Bilesik $3.3’(in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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1,1’-(9-Okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(piridin-2-il)ure) (S3.4)

O

PRAASEEY

2-Aminopiridin (94 mg; 1 mmol) ve piridinin (81 ul; 1 mmol) diklorometan igerisindeki
¢Ozeltisine 4-nitrofenil kloroformat (210 mg; 1 mmol) 0 °C'de damla damla ilave edilmis ve
ardindan 24 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Siire sonunda reaksiyon ortaminda ¢oken
kati siziilerek ayrilmis ve diklorometan ile yikanmistir. Elde edilen ham {riin (205 mg; 0,75
mmol) ve Bilesik 3a’nin (53 mg; 0,25 mmol) N,N-dimetilformamit icerisindeki ¢ozeltisi 80
°C'de 24 saat sireyle karistiriimis, siire sonunda reaksiyon ortami pH=4 olan HCI ¢ozeltisi
icerisine bosaltlmistir. Coken kati suzilerek ayrilmis ve dimetil silfoksit:etanol

karisimindan kristallendirilerek saflastiriimistir. Kirmizi renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 41 mg, %36
Erime derecesi: >300 °C

C25H19N603 icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 451,1519; Bulunan: 451,1518

!H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) 6 ppm: 7,02-7,05 (2H, m, Ar-H); 7,47 (2H, d, J=8,3 Hz, Ar-H);
7,58-7,60 (2H, m, Ar-H); 7,62-7,64 (2H, m, Ar-H); 7,77 (2H, t, J/=7,8 Hz, Ar-H); 7,90 (2H, s,
Ar-H); 8,32 (2H, d, J=4,6 Hz, Ar-H); 9,58 (2H, s, piridin halkasina komsu -NH); 10,87 (2H,
brs, -NH).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6§ ppm: 112,44; 115,02; 118,11; 121,58; 125,06; 134,85;
138,70; 139,12; 140,01; 147,38; 152,63, 153,17, 193,53.
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Sekil 4.34. Bilesik $3.4’(in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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4.2. Biyolojik Bulgular

4.2.1. in vitro SIRT1-3 inhibitor etki

Sentez ve yapi-aydinlatma calismalari tamamlanan bilesiklerin, SIRT2 enzim aktivitesi
Uzerine etkileri fluorimetrik esasa gore calisan enzim kiti kullanilarak 100 uM tarama
konsantrasyonunda in vitro olarak belirlenmistir. Deneylerde referans bilesik olarak SIRT
inhibitorld suramin (SIRT1 IC50=297 nM; SIRT2 1C50=1,15 uM), selektif SIRT1 inhibitori EX-
527 (SIRT1 1C50=38 nM; SIRT2 1C50=19,6 uM; SIRT3 1C50=48,7 uM) ve nikotinamit (SIRT1
1C50=120 uM; SIRT2 1C50=100 uM; SIRT3 1C50=50 uM) kullaniimistir. Test edilen bilesikler icin

belirlenen SIRT1-3 inhibitor etkileri Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te sunulmustur.

SIRT2 enzim aktivitesini 100 uM tarama konsantrasyonunda yilksek oranda inhibe eden
$1.12,52.2,52.5,53.1, S3.3 ve S3.4 kodlu bilesiklerin 0,01-100 uM arasinda degisen tarama
konsantrasyonlarindaki SIRT2 %inhibisyon degerleri normalize edilerek elde edilen doz

yanit egrileri ile SIRT2 ICso degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.1.51.1-51.23 ve $2.1-52.7 kodlu bilesiklerin SIRT1-3 enzimlerine karsi %inhibisyon

degerleri
H
Y3©/ N T]/\ 7° Ar
<\/\\_//X
Kod R X v | konum . Ar %inhibisyon? (100 uM)
SIRT2 SIRT1 SIRT3
S1.1 H CH iy. t.e. t.e.
s1.2 | mCN | CH 21,34+0,91 te. te.
S1.3 | m-OCHs [CH| O 4 S /© 17,39+2,73 te. te.
s1.4 o-F CH % 25,76+3,89 te. te.
S1.5 H N i.y. t.e. t.e.
S1.6 H CH iy. t.e. t.e.
s1.7 | mCN | CH N7 47,0343,28 iy. 7,16%2,36
$1.8 | m-OCHs [CH| © 4 s o | 27,9312,43 te. te.
S1.9 o-F CH \ 23,4543,64 t.e. t.e.
$1.10 H N 21,75+2,69 te. te.
s1.11 H CH 36,45+3,87 te. te.
s1.12 | m-CN |CH 68,33+5,63 i.y. iLy.
$1.13 | m-OCHs [ CH | © 4 S /Nk/ I | 40,92¢2,34 te. te.
s1.14 o-F CH % N 46,58+1,73 | 42,48+7,74 | 8,93+5,45
51.15 H N 16,87+3,40 te. te.
51.16 H CH 20,53+1,57 te. te.
s1.17 | m-CN | CH 52,61+1,59 iy. 17,77+1,47
$1.18 | m-OCHs |CH | O 3 S @ 48,52+5,23 iLy. 12,60+1,36
51.19 o-F CH kK 51,60+4,50 iy. 17,80+2,79
$1.20 H N iy. t.e. t.e.
§1.21 m-CN CH (0] 3 iy t.e. t.e.
§1.22 | m-OCHs [CH| O 3 . /'\,f\B iy te. te.
$1.23 o-F CH| O 3 % N iy t.e. te.
S2.1 H CH | C=0 4 iy. t.e. t.e.
s22 | mcN |[cH]| O 4 89,51+3,73 | 12,80+0,36 | 7,89+1,83
S2.3 o-F CH (0] 4 iy. t.e. t.e.
s2.4 H CH | c=0 4 NCHS /@ 36,14+1,40 t.e. t.e.
s25 | mCN |[cH| O 3 % 75,4140,78 | 8,31%3,98 | 14,71+2,29
S2.6 | m-OCHs [CH| O 3 33,75+4,03 te. te.
S2.7 o-F CH| o 3 21,57+1,83 te. te.

2%inhibisyon degerleri “ortalama deger+standart sapma” olarak verilmistir (n=3); i.y.: inhibisyon yok; t.e.: test edilmedi.
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Gizelge 4.2. S3.1-53.4 kodlu bilesiklerin SIRT1-3 enzimlerine karsi %inhibisyon degerleri

O
H H
SOy
ya N
Ar
Ar o) 0
Kod Ar %inhibisyon? (100 uM)
SIRT2 SIRT1 SIRT3
$3.1 g\rs 106,21+4,22 22,47+3,74 44,73+2,08
N\/)
$3.2 %N_ 48,50+0,30 11,31%1,83 17,50+0,57
s3.3 t’}o 84,39+4,07 7,98+1,47 18,61+1,54
SN
$3.4 U 100,75+7,54 24,71+5,02 42,55+4,88
X

a%inhibisyon degerleri “ortalama deger+standart sapma” olarak verilmistir (n=3); i.y.: inhibisyon yok; t.e.: test edilmedi.

Cizelge 4.3. Oncii ve referans bilesiklerinin SIRT1-3 enzimlerine karsi %inhibisyon degerleri

y %inhibisyon® (100 uM)
Kod Ki |
imyasaiysp! SIRT2 SIRT1 SIRT3
(0]
o) Y
61 © @NJ&SYN 36,8910,45 iy. iy.
H N\‘N/>
O Yrg
" L) . .
- +
02 N-N th/O’F 20,99+4,76 i.y. i.y.
SAORY
63 NJ&NQ 50,07+2,07 | 8,54+3,50 | 22,87+4,09
H
(0]
o4 NLS 54,031,52 iy. 19,1740,14
H
. 27038 O ° " i ’ o O SOy Na*
Suramin J\C@/Q J@Y JQAL 98,3740,25 | 94,52+0,92 | 96,8243,26
H ° NH;
N
EX-527 Q_g 76,39+2,49 | 99,28+1,07 | 44,61+3,81
Cl
(o]
Nikotinamit ‘\ NH, 81,13+4,15 t.e. t.e.
g

2%inhibisyon degerleri “ortalama degertstandart sapma” olarak verilmistir (n=3); i.y.: inhibisyon yok; t.e.: test edilmedi.




Cizelge 4.4.51.12,52.2,5.2.5, S3.1, S3.3 ve S3.4 kodlu bilesiklerin SIRT2 ICso degerleri
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Kod [C] %inhibisyon? ICs0 (LM) Doz yanit egrileri
300 uM 73,55+3,69 -
100 pM 68,33+5,63 g
30 uM 51,63+2,48 g 100
10 puM 39,68+2,81 2
1.12 7 <
S 3 uM 19,16%4,70 9.9 s %
1uM 2,87+1,45 g —_—
0,3 uM iy. o0 2
0,1 pM iy. tosl®)
300 puM 99,72+2,97 -
100 pM 89,51+3,73 g
30 UM 88,25+1,98 g 100 .
10 uM 71,61+1,45 2
52.2 3uM 27,67+3,20 274 8 *
1uMm 11,55%5,34 yr  dawr
0,3 uM i.y. A 1 2
0,1 uM i.y. todld)
300 uM 94,13#3,35 o
100 pM 75,41+0,78 g
30 uM 72,39+2,88 g 100 :
10 pM 43,09+1,95 2 :
S2.5 8,92 £
3uM 33,55+4,70 ’ g E :
1uM 14,88+3,44 2 =T
0,3 uM 9,75+2.22 1 UL 2
0,1 pM iy. oo
100 M 106,21+4,22 o
30 uM 59,65#3,15 g
10 uMm 40,65+2,87 S 100 4
3uM 35,86+2,64 2
1 7 < Y
53 1uM 29,46+1,44 96 y L
0,3 uM 27,09+1,95 ® e R
0,1 uM 1,03+3,43 1012
0,01 uM iy. ool
100 pM 84,39+4,07 150
30 uM 69,04+2,75 g
10 um 58,3315,28 S 100 ¥
3 uM 47,73+0,47 2
. 2,04 <
53.3 1uM 42,09+0,91 0 5 *
0,3 uM 14,90+3,60 e e I
0,1 uM 10,37+4,85 2 1 0 12
0,01 pM iy. todl®)
100 pM 100,75+7,54 N
30 uM 58,15+4,41 g
10 puM 45,96+6,39 s 100 3
3 uM 39,81+4,66 £
s3.4 6,65 £ °
1uM 32,45+1,96 5 *
0,3 uM 20,66%3,13 el
0,1 uM 16,73+2,77 2 1 0 1 2
0,01 pM iy. toold)

2%inhibisyon degerleri “ortalama deger+standart sapma” olarak verilmistir (n=3).



134

4.2.2. In vitro antiproliferatif etki

SIRT2 enzimini yiksek oranda inhibe eden bilesiklerin (S1.12, S2.2, 2.5, $3.1, S3.3 ve $3.4),

MCF-7 hicre hattina karsi 1-200 uM arasinda degisen tarama konsantrasyonlarindaki

antiproliferatif etkileri belirlenmis, bu sayede SIRT2 inhibisyonunun meme kanseri

hiicrelerinin ¢ogalmasina olan etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bilesiklerden 72 saat

siire sonunda elde edilen sonuclar Cizelge 4.5'te sunulmustur. Test edilen bilesikler

arasinda en etkili tiirevlerin (S2.5 ve S3.3) ICso degerleri, lineer regresyon yontemi ile elde

edilen regresyon denkleminden hesaplanmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. MCF-7 hiicre hattinda segilen bilesiklere ait %hticre canliligi degerleri

Kod MCF-7 %Hiicre canlihgi® (72. saat)
Kontrol 1M 10 pMm 25 uM 50 uMm 100 uM 200 pm

§1.12 | 100,00£4,57 | 103,521+6,99 | 76,95+5,18 | 64,10+2,97 | 59,23+1,79 | 58,38+1,64 | 56,75+2,00
S2.2 100,01+1,87 | 104,16%0,52 | 98,4314,50 | 92,52+1,35 | 84,40+1,88 | 71,94+2,00 | 71,88+%2,28
S2.5 100,00+4,03 | 101,02+1,58 | 94,49+3,54 | 86,73+4,01 | 73,83+3,41 | 62,91+4,76 | 37,2414,49
S3.1 99,90+4,73 98,79+1,32 99,02+0,68 | 99,63+5,46 | 95,94+1,80 | 79,96%3,22 | 60,07+4,24
S3.3 100,05+3,25 | 91,98+1,58 88,43+2,33 | 82,56+1,38 | 82,60+1,46 | 66,18+1,57 | 54,15+2,48
S3.4 100,05+3,25 | 91,5613,24 84,56+1,57 | 83,16+5,64 | 83,53+1,91 | 66,98+7,14 | 63,01+2,12

2%Hicre canliligi degerleri “ortalama degertstandart sapma” olarak verilmistir (n=4).

Cizelge 4.6. MCF-7 hiicre hattinda secilen bilesiklere ait ICso degerleri

Kod ICso (LM) Doz yanit egrileri
80—
60
[
S
g 40 Y = 0,3066*X + 4,319
S2.5 148,99 £ 20 R?= 0,666
=
0 T T T 1
50 100 150 200
-20-
Konsantrasyon (uM)
60
S 40
2
2
$3.3 204,68 £ Y =0,1886*X + 11,397
. , T 204 R2=0,9581
3
0 T T T 1
0 50 100 150 200
Konsantrasyon (uM)
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4.2.3. Western blot

MCF-7 hiicre hattina karsi in vitro antiproliferatif etkileri belirlenen SIRT2 inhibitor etkili
bilesiklerin arasinda en diisik ICso degerine sahip S2.5 ve $3.3 kodlu bilesikler Western blot
analizi igin segilmis, bilesiklerin gosterdikleri SIRT2 inhibisyon glicliniin a-tubulin
asetilasyonu Uzerine etkileri incelenmistir. Western blot analizinde, $2.5 ve $3.3 kodlu
bilesiklerin MCF-7 hiicre hattina karsi antiproliferatif etki calismalarinda belirlenen 1Cso
degerleri (S2.5: 148,99 uM; S3.3: 204,68 uM) ile 72 saat slire boyunca muamele edilen
hicrelerde SIRT2 ekspresyonu, toplam a-tubulin ve asetile-a-tubulin dizeyleri
incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore, S2.5 (in vitro SIRT2 1C50=8,92 uM) ve $3.3 (in vitro
SIRT2 1C50=2,04 uM) kodlu bilesiklerin, SIRT2 diizeyini kontrole gére anlamli bir sekilde
dusiirdGgi goérulmistir. izole SIRT2 enzimine karsi belirlenen etki profillerinde daha etkin
bir inhibisyon gosteren $3.3 kodlu bilesigin MCF-7 hiicrelerinde ayni oranda SIRT2
inhibisyona sahip olmamasi; in vitro g¢alismalarin in vivo ¢alhismalarla her zaman paralel
sonuglar gostermedigini vurgulamaktadir [202]. SIRT2 inhibisyonu sonucu deasetilasyona
ugrayamayan asetile-a-tubulin diizeyleri incelendiginde, $3.3 kodlu bilesigin, sergiledigi
SIRT2 inhibisyonu ile paralel olmasa da asetile-a-tubulin diizeylerinde dnemli él¢lide artisa
sebep oldugu gorilmustir. Diger yandan, S2.5 kodlu bilesik MCF-7 hiicrelerinde SIRT2
ekspresyonunu anlaml bir sekilde baskilamasina ragmen, a-tubulin asetilasyonu Uzerine

etki gostermemistir (Sekil 4.35).
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SIRT2 a-tubulin asetile-a-tubulin
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|

Sekil 4.35. Test edilen bilesiklere ait Western blot analizi sonuglari. Onemli farkliliklar
*p<0,05; **p<0,01 seklinde gosterilmistir.

4.3. Molekiiler Docking

Tez kapsaminda SIRT2 enzimine karsl etkisi belirlenen bilesiklerin; enzim aktif bolgesindeki
baglanti modlarinin, etki icin gerekli oldugu bildirilen etkilesimlerin incelenmesi amaciyla
yapilan molekiler docking ¢alismalarinda, insan SIRT2 enzimi-selektif SIRT2 inhibitori
SirReal analogu 5GN-NAD* kompleksi (PDB: 5DY4) ve insan SIRT2 enzimi-selektif SIRT2
inhibitori L5C kompleksi (PDB: 5YQO) kullanilmistir.

SIRT2-5GN-NAD* kompleksinde (PDB: 5DY4), selektif SIRT2 inhibitori ve SirReal analogu
5GN (N-[5-[(7-bromonaftalen-1-il)metil]-1,3-tiyazol-2-il]-2-[(4,6-dimetilpirimidin-2-
il)sulfanil]asetamit), fenil halkasi ile aktif bdlge girisinde bulunan substrat kanalindaki
Phel19, Phel131 ve Phe234 amino asitleri arasinda rt-i etkilesimleri, selektivite cebinde 4,6-
dimetilpirimidin halkas! ile Tyr139 ve Phel90 amino asitleri arasinda m-nt etkilesimleri,
karbonil oksijeni ile Pro94 amino asidi arasinda yapisal su HOH549 koprila hidrojen bagi
meydana getirmektedir. Tim bu etkilesimlerin yani sira, 5GN yapisinda bulunan 4,6-

dimetilpirimidin halkasindaki azot atomlarindan biri ile amit grubu arasinda kurulan
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molekdl i¢i hidrojen baginin, bilesigin selektivite cebine daha uygun pozisyonda
yerlesmesine katki sagladigi ve bu etkilesimin gliclti SIRT2 inhibitor aktivite i¢in kaginilmaz
oldugu vurgulanmaktadir [106]. SIRT2-L5C kompleksine gore ise selektif SIRT2 inhibitori
L5C (N-[4-[[3-[2-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)sulfaniletanoilamino]fenillmetoksi]fenil]-1-
metil-pirazol-4-karboksamit), daha 6nce bahsi gecen etkilesimlere ek olarak aktif bolge
girisinde yer alan Arg97 ve Val233 amino asitleriyle hidrojen bagl ve Phe235 ile n-nt
etkilesimleri meydana getirmektedir [120] (Sekil 4.36).

Phe234 Phel31

//EJ){V /

|
3 » Phel90
(] \t) ﬂ\ ’/ \7/

© HOH549 (\
“/ Pro94 X——
A 7 B Argsg’

Sekil 4.36. insan SIRT2 aktif bélgesinde (A) 5GN kodlu SirReal tiirevinin (PDB: 5DY4) ve (B)
L5C kodlu inhibitoriin (PDB: 5YQ0) meydana getirdigi etkilesimler. Hidrojen
baglari ve m-mt etkilesimleri sirasiyla sari ve turkuaz renkte kesikli cizgilerle
gosterilmistir.

Oncii bilesikler ile gerceklestirilen molekiiler docking calismalarina gére, aktif bélge
girisinde substrat baglanma kanalina dogru yonelerek 01’'in merkez halkaya oksijen
koprusu ile baglanan fenil halkasinin Phel31, Phell9 ve Phe234 amino asitleriyle,
4-izopropil-1,2,4-triazol halkasi ile selektivite cebinde Phe190 ve Tyr139 amino asitleriyle
ni-1t etkilesimleri kurdugu, amit yapisinin karbonil oksijeni ile de Pro94 ile inhibitor etki icin
onemi vurgulanan yapisal su molekili (HOH549) aracili hidrojen bagi olusturdugu
gorilmistir. 02'nin ise aktif bolgede O1’e benzer bir pozisyon alarak yerleserek merkez
halkaya komsu fenil halkasi lizerinden substrat baglanma boélgesinde Phel19 ve Phe234
amino asitleriyle, selektivite cebinde ise p-florofenil halkasiyla sadece Phel90 ile m-it
etkilesimleri meydana getirdigi, Pro94 ile de HOH549 koéprild hidrojen bagi lGzerinden
etkilestigi tespit edilmistir (Sekil 4.37).
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ikinci seri bilesiklerin tasarimi igin ¢ikis noktasi olusturan 03 ve 04 kodlu bilesiklerin SIRT2
aktif bolgesinde meydana getirdikleri etkilesimler incelendiginde, aktif bolgenin substrat
baglanma kanalinda yer alan énemli lic aromatik amino asitten Phe119 ve Phe234 ile 03
yapisindaki ug fenil halkasi - etkilesimleri (izerinden baglanti kurarken; O4 bilesigi sadece
Phel19 ile etkilesime girmistir. Selektivite cebinde ise, etkilesim kurulmasi beklenen amino
asitlerden Tyr139 ve Phe190 ile O3 yapisindaki N-metil grubuna komsu fenil halkasi m-it
etkilesimleri olustururken, 04 yapisinda kiikiirt atomuna komsu fenil halkasi beklenen
baglantilardan sadece Phe190 ile m-mt etkilesimi meydana getirmistir. Her iki bilesik, Pro94

ile su koprill hidrojen bagi Gzerinden etkilesmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. insan SIRT2 aktif bolgesinde (PDB: 5DY4) éncii bilesiklerin meydana getirdigi
etkilesimler. Hidrojen baglari ve nt-it etkilesimleri sirasiyla sari ve turkuaz renkte
kesikli gizgilerle gosterilmistir.
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Tez calismasi kapsaminda SIRT2 enzimine karsi %40 inhibisyon oraninin Uzerinde etki
gosteren bilesiklerin SIRT2 aktif bolgesinde beklenen etkilesimleri hangi dizeyde
gerceklestirdigi incelenmistir. Birinci seri bilesiklerinden $1.7, $1.12, S1.14, S1.17, S1.18 ve
$1.19 kodlu bilesikler ile molekiiler docking c¢alismalari gergeklestiriimis, elde edilen
sonuclara gore secilen bilesiklerin 6ncii bilesiklerle benzer sekilde aktif bolgeye yerlestikleri,
tasimis olduklari sibstitiie ug fenil halkasiyla beklenildigi sekilde substrat baglanma
bolgesine yonlendikleri ve bu bdlgede yer alan amino asitlerden Phe131, Phe119 ve Phe234
ile -1t etkilesimleri kurduklari belirlenmistir. Bilesiklerden sadece $1.14’(in bu bolgedeki
tiim amino asitlerle gerekli etkilesimleri sagladigi; $1.12, $1.18 ve $1.19°un Phell9 ve
Phe234 ile, S1.7'nin sadece Phel19 ile, S1.17'nin ise sadece Phe234 ile n-it etkilesimleri
kurdugu tespit edilmistir. Bilesiklerin sahip olduklari kikiirt atomuna bagh farkli aromatik
halkalarla hidrofobik 6zellikteki amino asitlerden olusan selektive cebine 6nci bilesiklere
benzer sekilde yerlestikleri, burada $1.7, S1.12 ve $1.19’un hem Phe190 hem de Tyr139 ile;
$1.14, S1.17 ve S1.18'in ise sadece Phel90 ile m-m etkilesimleri Gzerinden baglant
kurduklari belirlenmistir. Bilesikler S$1.7, S1.12 ve S1.14’Gn tasimis olduklari kiikdrt
atomuna bagh heterosiklik halkalardaki azot atomlari ile amit grubu arasinda SIRT2 x-ray
yapisindaki koliganta benzer sekilde molekiil i¢i hidrojen baginin meydana geldigi tespit
edilmis boylece bu bilesiklerin daha stabil bir konformasyonda aktif bolgeye yerlestigi ve bu
durumun sergiledikleri gliglii SIRT2 inhibitor etkiye katki sagladigi dislintilmustir. Ayrica,
seriye ait tim bilesiklerin amit karbonilleri ile Gnemi vurgulanan Pro94 arasinda yapisal su
molekilli (HOH549) aracili hidrojen bagi olustugu gorilmistir (Sekil 4.38). Bilesiklerin
SIRT2 ile meydana getirdikleri komplekslerin enerji bakimindan stabil oldugu, ilgili bilesikler
icin hesaplanan ve -11,93 ile -9,98 kkal/mol arasinda degisiklik gosteren baglanma enerijileri

ile gorilmustdar.
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Sekil 4.38. insan SIRT2 aktif bolgesinde (PDB: 5DY4) segilen birinci seri bilesiklerin meydana
getirdigi etkilesimler. Hidrojen baglari ve m-m etkilesimleri sirasiyla sari ve
turkuaz renkte kesikli gizgilerle gosterilmistir.

Tasarlandiklari 03 ve 04 kodlu 6ncii bilesiklerle karsilastirildiginda, ikinci seri bilesiklerin
daha etkin SIRT2 inhibisyonu yaptigi sonucuna ulasiimis, bu seride molekdler docking icin
secilen bilesiklerin (S2.2 ve $2.5) SIRT2 aktif bolgesinde meydana getirdigi etkilesimler
bilesiklerin inhibitor etkileri ile iliskili bulunmustur. Bilesik $2.2’nin 3-siyanofenil halkasi ile
substrat baglanma bolgesinde Phel19 ve Phe234 arasinda m-mt etkilesimleri gozlenirken,
$2.5 kodlu bilesigin 3-siyanofenil halkasiyla ayni bélgede S$2.2'nin gostermis oldugu
etkilesimlere ek olarak Phel31 ile de m-mt etkilesimi kurdugu belirlenmistir. Selektivite
cebinde ise $2.2’nin metilamine bagh fenil halkasiyla hem Tyr139 ve hem de Phel90 n-nt
etkilesimleri Gzerinden baglantt kurdugu belirlenirken, $2.5’'nin metilamine bagl fenil
halkaslyla bu bdlgede yalnizca Phe190 amino asidiyle m-m etkilesimi meydana getirdigi
gozlenmistir. Her iki bilesigin amit grubunda yer alan karbonil oksijenleri ile Pro94 ile su
(HOH549) koprult hidrojen bagi olusmustur (Sekil 4.39). Baglanma enerijileri S2.5 icin
-11,61 kkal/mol ve $2.2 icin -11,59 kkal/mol olarak hesaplanmis, molekiiler docking sonrasi
olusan enzim-ligant komplekslerinin enerji bakimindan oldukca stabil oldugu gézlenmistir.
Elde edilen baglanti modlarindan yola cikarak bilesiklerin 6Gnemi vurgulanan etkilesimlerin

blyik cogunlugunu gerceklestirmis olmalari, cikis noktalarini olusturan hem birinci seri
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bilesiklere hem de 6ncl bilegiklere gore iyilestirilmis SIRT2 inhibitdr aktivite sonuglarini

destekler nitelikte olmustur.
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Sekil 4.39. insan SIRT2 aktif bolgesinde (PDB: 5DY4) secilen ikinci seri bilesiklerin meydana
getirdigi etkilesimler. Hidrojen baglari ve m-m etkilesimleri sirasiyla sari ve
turkuaz renkte kesikli gizgilerle gosterilmistir.

Yapisal olarak birinci ve ikinci seri bilesiklerinden farklilik gosteren ve tasarim stratejisinin
dogrulunu destekler nitelikte SIRT2 inhibitor etki sergileyen liglinci seri bilesiklerinin ($3.1-
$3.4) SIRT2 aktif bolgesi ile olan etkilesimleri incelendiginde, dort bilesigin de sahip oldugu
ortak 9H-fluoren-9-on merkezi halkasiyla ilgili SIRT2 x-ray yapisindaki L5C kodlu inhibitére
(Sekil 4.36) benzer sekilde substrat baglanma bdlgesine yerlestikleri; $3.1, $3.3 ve $3.4’lin
bu bolgede Phel19 ile m-it etkilesimleri kurduklari, ayrica bu halka sistemleriyle selektivite
cebinde yer alan Phel90 ile mt-it etkilesimi kurarak aktif bélgedeki baglantilarini stabilize
ettikleri tespit edilmistir. Tim bilesiklerin yan zincirlerinde yer alan heterosiklik halkalarla
selektivite cebindeki Tyrl39 ve Phel90 amino asitleriyle m-n etkilesimleri
gerceklestirdikleri; ire koprisu ile de Arg97 ve Val233 arasinda beklenen hidrojen bagi
etkilesimlerini kurduklari gordlmdastir. Tim bu etkilesimlerin yaninda $2.2'nin aktif bolge
girisinde yer alan Phe235 ile; S3.1, S3.3 ve $3.4’(in de His187 ile -1t etkilesimleri meydana
getirdigi belirlenmistir (Sekil 4.40). Bilesiklerin SIRT2 aktif bolgesine yerlestirildiklerinde
olusan enzim-ligant komplekslerinin enerji bakimindan oldukga stabil oldugu, hesaplanan

baglanma enerjilerinin -14,33 ile -12,90 kkal/mol arasinda degisiklik gosterdigi gézlenmistir.
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Sekil 4.40. insan SIRT2 aktif bélgesinde (PDB: 5YQO) iciinci seri bilesiklerin meydana
getirdigi etkilesimler. Hidrojen baglari ve m-nt etkilesimleri sirasiyla sari ve
turkuaz renkte kesikli cizgilerle gosterilmistir.

Selektivite calismasi kapsaminda gerceklestirilen in vitro SIRT1 etki belirleme c¢alismalar
sonucu, SIRT2 inhibitor etkinin yaninda SIRT1 enzimini %42 oraninda inhibe eden birinci
seri bilesiklerden $1.14’(in SIRT1 enziminin aktif bolgesindeki baglantt modunu belirlemek
lizere insan SIRT1 enzimi-EX-527 analogu kompleksi (PDB: 4151) kullanilmistir. ilgili kompleks
yapisi incelendiginde koligandin, hidrofobik amino asitlerden meydana gelen cebi Phe273
ve Phe297 ile n-mt etkilesimleri kurarak isgal ettigi, ayrica Ala262, [le270 ve Asn346 amino
asitleri ile yapisal su molekilleri (HOH702 ve HOH717) aracili hidrojen bagi ag meydana
getirdigi bildirilmektedir [185]. Bilesik $1.14 ve SIRT1 ile gerceklestirilen molekiler docking
calismasina gore; bilesigin sadece 4,6-dimetilpirimidin halkasiyla Phe297 ile n-it etkilesimi,
Asn346 ile yapisal su molekili (HOH717) aracili hidrojen bagi kurdugu tespit edilmistir.
Bunlarin disinda x-ray kristal yapisinda goriilmeyen bir etkilesim olarak bilesigin florofenil

halkasi ile Phe321 arasinda n-it etkilesimi gozlenmistir (Sekil 4.41). Baglanma enerijisi -10,01
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kkal/mol olarak hesaplanmistir. Molekiler docking calismalarindan elde edilen sonuglara
gore koligantla karsilastinldiginda $1.14’(in aktif bolgede inhibitor etki icin 6nem arz eden
etkilesimleri daha az géstermesi bilesige ait orta diizeydeki SIRT1 inhibitér profilini agiklar

nitelikte bulunmustur.
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Sekil 4.41. insan SIRT1 aktif bélgesinde (PDB: 4I51) (A) EX-527 analogunun ve (B) $1.14’(in
meydana getirdigi etkilesimler. Hidrojen baglari ve ni-it etkilesimleri sirasiyla sari
ve turkuaz renkte kesikli gizgilerle gosterilmistir.

Selektivite calismasi kapsaminda gerceklestirilen in vitro SIRT3 etki belirleme calismalari
sonucu, SIRT2 inhibitor etkinin yaninda SIRT3 enzimini sirasiyla %45 ve %43 oraninda inhibe
eden Uglncu seri bilesiklerden $3.1 ve S3.4’lin SIRT3 enziminin aktif bolgesindeki baglanti
modlarini belirlemek Uzere insan SIRT3 enzimi-ELT inhibitori 1INQ kompleksi (PDB: 4JSR)
kullanilmistir. ilgili kompleks yapisina gére inhibitér bilesik 1NQ, tiyeno[3,2-d]pirimidin
halkasiyla Phel57 ile m-t etkilesimleri, ayni halkanin birinci konumdaki azot atomuyla
Phel57 yan zinciri arasinda hidrojen bagi, altinci konumunda yer alan karboksamit
karboniliyle 11e230 ve Asp231 yan zincirleri arasinda hidrojen baglari, yine karboksamit
kalintisina ait NH grubu ile Asp231 (dogrudan), Alal46 (HOH531-koprilia) ve llel54

(HOH531-koprilii) yan zinciri arasinda hidrojen baglari bulunmaktadir. Bunun yaninda,
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1NQ yapisindaki tiyofen halkasina bagl etil amit kalintisinin NH grubu Glu296 (dogrudan)
ile, karbonil grubu ise Glu325 (HOH632-kopriill) ile hidrojen baglari Gzerinden etkilestigi
goriilmektedir [163]. Uglincii seri bilesiklerinden $3.1 ve S3.4 ile gerceklestirilen molekdiiler
docking calismasina gore; her iki bilesigin de koliganda benzer sekilde SIRT3 aktif bélgesinde
konumlandigi, Gre koprisinin Glu296 (dogrudan) ve Glu325 (HOH632-koprili) amino
asitleriyle hidrojen baglari, ire koprisiine bagl heterosiklik halkalarin Phel57 ile n-nt
etkilesimleri meydana getirdikleri tespit edilmistir (Sekil 4.42). Baglanma enerijileri, $3.1 icin
-9,34 kkal/mol ve S3.4 icin -10,78 kkal/mol olarak hesaplanmistir. Molekiiler docking
¢alismalarindan elde edilen sonuglara gore her iki bilesigin de aktif bolgede gerekli bazi
etkilesimleri gostermeleri SIRT3 inhibisyon aktivitelerini agiklarken, koligantla
karsilastirildiginda daha az etkilesim gostermeleri bilesiklerin gostermis oldugu orta

diizeydeki SIRT3 inhibisyon degerlerini aciklar nitelikte bulunmustur.
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Sekil 4.42. insan SIRT3 aktif bolgesinde (PDB: 4JSR) (A) INQ kodlu inhibitériin, (B) $3.1’in ve
(C) $3.4’Gin meydana getirdigi etkilesimler. Hidrojen baglari ve n-it etkilesimleri

sirasiyla sari ve turkuaz renkte kesikli ¢izgilerle gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Yeni, potent ve selektif SIRT2 inhibitori gelistirmek amaciyla baslattigimiz calismalarimizda,
ilk olarak selektif SIRT2 inhibitéri SirReal2 ve analoglarindan olusan aminotiyazol
yapisindaki bir seri bilesikten ve SIRT2 enziminin aktif bolge 6zelliklerinden yola gikarak
hidrojen bagi akseptori (A) ve aromatik halka (R) 6zelligi tasiyan dort tGiyeden (A4, R10, R11,
R12) olusan bir farmakofor model gelistirilmistir (Sekil 5.1). Bu farmakofor model
kullanilarak ZINC veri tabaninda sanal tarama protokoll uygulanmis, tarama ciktisi olarak
belirlenen bilesiklerin in vitro SIRT1, SIRT2, SIRT3 ve SIRT5 aktiviteleri incelenmistir [20].
Test edilen SIRT izoformlarina karsi inhibitor etkileri belirlenen bilesikler arasinda asetamit
yapisi tasiyan 01 ve 02 kodlu iki bilesik tez kapsaminda tasarlanan bilesikler icin dncii bilesik

olarak segilmistir.

Sekil 5.1. Selektif SIRT2 inhibitorleri igin gelistirilen farmakofor model (ARRR)

Tez calismamizin ¢ikis noktasini olusturan 01 ve 02 6ncii bilesiklerin selektif SIRT2 inhibitdr
potansiyelini gelistirmek amaciyla, bilesiklerin tasidiklari ortak yapi iskeleti bozulmadan
ozellikle substrat baglanma kanali ve selektivite cebiyle daha gliclii etkilesimlere olanak
verecek yeni fragmanlarin bulunmasina odaklanilarak bir “6nci bilesik optimizasyonu”
calismasi gerceklestirilmistir. Oncii bilesiklerin i) aktif bélge girisinde konumlanan fenil
halkalari farkli olarak elektron cekici veya elektron salici gruplarla farkh pozisyonlarda
slbstitlie edilmis veya fizikokimyasal parametreler agisindan pirimidin halkasi ile yer
degistirilmis; ii) diaril yapisinda yer alan oksijen ve karbon kdpriisii oksijen olarak tek tip

kopriye cevrilmis; iii) merkez halka olarak adlandirilan fenil ve oksadiazol halkalarindan
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fenil halkasiyla devam edilerek O1 yapisindaki p-disiibstitiie diizenine m-disuibstitiie diizeni
de eklenmis; iv) selektivite cebinde etkilesimleri saglayan ug halkalar yerine ise fenil, 1-
metil-1H-imidazol ve SirReal analoglarinin yapisinda bulunup selektivite cebi icin uygunlugu
vurgulanan 4,6-dimetilpirimidin halkalari getirilmistir (Sekil 5.2). Oncii bilesik yapilarinda
belirlenen bolgelerde molekiiler docking calismalari yardimiyla yapilan bu degisiklikler
sonucu tez ¢alismamizin ilk serisi olarak N-ariloksiaril-2-(ariltiyo)asetamit genel yapisinda
on besi yeni toplamda yirmi l¢ adet bilesik (S1.1-S1.23) tasarlanmis, sentez ve yapi
aydinlatma g¢alismalarini takiben in vitro SIRT2 inhibitor etkileri belirlenmistir. Tasarlanan
bilesikler icerisinde yer alan S1.11, Yang ve arkadaslari tarafindan 2-((4,6-dimetilpirimidin-
2-il)tiyo)-N-fenilasetamit tirevi bilesiklerin SIRT2 enzimine karsi olan yapi-etki iligkilerini
arastirmak Uzere tasarlanmis bir bilesik olup SIRT2 enzimini 50 uM konsantrasyonda %78
oraninda inhibe ettigi belirlenmigstir [109]. Bu bilesigin bizim tasarlamis oldugumuz bilesikler
icerisinde yer almasinin sebebi tasarim stratejisinin seri icerisindeki devamliligini saglayip

daha saglam bir yapi-etki iliskisi ortaya koymak olmustur.
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Sekil 5.2. Onci bilesiklerden hareketle ulasilan N-ariloksiaril-2-(ariltiyo)asetamit tiirevi
bilesiklerin tasarimi
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Birinci basamak optimizasyon galismalari sonucu ulagilan bilesiklerle SIRT2 inhibisyon
potansiyelinde éncii bilesiklere gére iyilesmeler goriilmistiir. Onci bilesiklerin SIRT2 aktif
bolgesi girisine yonelen fenil halkalarinin stibstitiie edilmesinin bu iyilesmeye bliylk oranda
katki sagladigi diisiinilmektedir. Ozellikle m-siyano siibstitiienti tasiyan tiirevlerde belirgin
bir SIRT2 inhibitor etki gozlenmistir. Selektivite cebine yonelen aromatik halkalarin
cesitlendirilmesiyle elde edilen sonuglar; 4,6-dimetilpirimidin kalintisinin ilgili bélgeye en
uygun fragman oldugunu tekrar vurgulamistir. Bu konumda fenil ve 1-metil-1H-imidazol
halkalarina sahip tirevlerin (m-siyano substitiienti tasiyan S1.7 kodlu bilesik harig) oncii
bilesiklerle karsilastirildiginda inhibisyon oranlarinda degisim gozlenmemisken; 4,6-
dimetilpirimidin halkasina sahip tlrevlerde genel bir artis gorilmis, ozellikle m-siyano
substitlenti tagiyan (S1.12) tirevin SIRT2 aktivitesini %68,33 oraninda inhibe ettigi tespit
edilmis, seri icerisinde en etkili inhibitdr bilesik olarak belirlenmistir. Oncii bilesiklerde
merkez halkanin sahip oldugu p-dislibstitiie diizeni (S1.1-S1.5) m-dislibstitiie diizene

cevrildiginde ($1.16-51.20) ise yine inhibisyon oranlarinin %50’lere ¢iktigl gozlenmistir.

Oncii bilesiklere goére N-ariloksiaril-2-(ariltiyo)asetamit tiirevi bilesiklerde SIRT2 inhibitér
aktivitenin iyilestigi gorilmus olsa da daha etkili SIRT2 inhibitorlere ulasmak adina yeni
tirevler tasarlanmistir. Yeni tlirevlerde, Sekil 5.2’de (1) ile gosterilen bolgede, SIRT2
inhibitor aktiviteye katkisi gz oniline alinarak slbstitie fenil halkasi korunmus, merkez
halkada agirlikh olarak m-disibstitiie diizeni uygulanmistir. Bunun yaninda, arastirma
grubumuz tarafindan elde edilen ve yapisal farklilik olarak asetamit yapisina bagh kiikdrt
atomu yerine N-metilamin tasiyan 03 (SIRT2 %50,07 inhibisyon) ve 04 (SIRT2 %54,03
inhibisyon) kodlu bilesiklerden yola gikarak, selektivite cebine yerlesen halkalar arasindan
fenil halkasi ile devam edilerek, baglantisinda N-metilamin grubu ve merkez halka ile
sibstitiie fenil halkasini birbirine baglayan oksijen atomu yerine karbonil grubu
kullanilmistir. Uygulanan bu yaklasimlarla N-ariloksiaril-2-(metil(fenil)Jamino)asetamit, N-
benzoilaril-2-(metil(fenil)Jamino)asetamit ve  N-benzoilaril-2-(ariltiyo)asetamit  genel
yapilarini tasiyan besi yeni toplamda yedi bilesige (52.1-S2.7) ulasiimis (Sekil 5.3), sentez ve

yap! aydinlatma c¢alismalarini takiben in vitro SIRT2 inhibit6r etkileri belirlenmistir.
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Sekil 5.3. N-ariloksiaril-2-(metil(fenil)Jamino)asetamit, N-benzoilaril-2-(metil(fenil)amino)
asetamit ve N-benzoilaril-2-(ariltiyo)asetamit genel yapilarini tasiyan bilesiklerin
tasarimi

Bu tirevler icerisinde yine m-siyano slbstitienti tasiyanlarin (S2.2 ve S2.5) en iyi SIRT2
inhibisyon oranina sahip oldugu gozlenmistir. S1.2 (%21,34) — S2.2 (%89,51) ve S1.17
(%52,61) — S2.5 (%75,41) analoglar karsilastirildiginda kiikiirt atomu ile N-metilamin
degisiminin aktivite Uzerine olumlu etkileri gortlmustir. N-metilamin tasiyan tilirevler
arasinda merkez halka dizeninin p-distibstitiieden m-distibstitlie diizene ¢evrilmesi SIRT2
inhibitor aktivitede beklenildigi kadar etki yaratmamistir. Seri icerisinde oksijen koprisu
yerine karbonil grubu tasiyan tiirevlerin (S2.1 ve S2.4) sonuglari incelendiginde, hem S2.1
kodlu bilesigin hem de S1.6 kodlu oksijen esleniginin SIRT2 enzimine karsi etkisiz oldugu
gorulmaustir. $2.4 kodlu bilesik igin ise gosterdigi %36,14 oranindaki SIRT2 inhibisyonunun
karbonil grubu sebebiyle mi N-metilamin kaynakh mi oldugu ortaya koyulamamistir. Sonug
olarak seri icerisinde, N-ariloksiaril-2-(ariltiyo)asetamit tlrevi bilesiklerden daha etkili iki

bilesige (52.2: %89,51 ve S2.5: %75,41) ulasiimistir.

Selektif SIRT2 inhibitorlerinin gelistiriimesi Gzerine devam eden ¢alismalar sonucu, Yang ve
arkadaslari yeni aydinlattiklari insan SIRT2-inhibitor kompleksine (PDB: 5YQO) gore, SIRT2
inhibisyonu icin daha 6nce bildirilen gerekli etkilesimlere ek olarak aktif bolge girisinde yer
alan Phe235 amino asidi ile kurulan m-it etkilesiminin, Arg97 ve Val233 ile kurulan hidrojen
bagi etkilesiminin 6nemini vurgulamislardir [21]. Yang ve arkadaslarinin belirttigi yeni

etkilesimler dikkate alinarak, mevcut inhibitor yapilarinin boyut acisindan olanak
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veremeyecegi dlslincesiyle, SIRT2 aktif bolgesinin girisine ve hatta enzim ylizeyine
ulasabilen daha uzun bilesiklerin tasarlanmasi distnilmustir. Bu amagla, elde edilen
bilesikler icerisinde en iyi etki gosterenler molekiler docking ¢alismasi ile SIRT2 aktif
bolgesine yerlestirilmis, etkilesim kurulmasi adina hedeflenen selektivite cebi ve substrat
baglanma bolgesine en uygun fragmanlar ve bu fragmanlarin dogru sekilde yonlenmesini
saglayan yapi iskeleti arastirilmistir. Sonug olarak, bilesigin diger gruplari igin dogru
konformasyonu saglayan merkez halka icin birbirine karbonil kopristyle bagh diaril
yapisindan esinlenerek, daha rijit bir yapiya sahip 9H-floren-9-on halka sistemi segilmistir.
Bu halka sistemi lizerinde yapilacak slibstitlisyon konumlari, birinci ve ikinci seri bilesiklerde
daha iyi SIRT2 inhibisyonu yaptigi tespit edilen m-dislibstitiie diizeninin molekiiler docking
¢alismasi ile hizalanmasi sonucu 2. ve 7. konumlar olarak belirlenmistir. Bilesiklerin bu
konumlardaki yan zincirlere molekiiler docking sonuglarina gore Arg97 ve Val233 ile
hidrojen bagi etkilesimlerine olanak veren lire grubunun koépru olarak eklenmesine karar
verilmistir. Ure képriisii ayni zamanda SIRT2 inhibisyonu icin énemli oldugu bildirilen kristal
su molekilt (HOH549) (izerinden Pro94 ile hidrojen bagi etkilesimini de saglamistir [106].
Ure képrusiine farkl aromatik halkalar baglanarak, bu halkalar izerinden hem selektivite
cebinde Phe190 ve Tyr139 ile olan n-mt etkilesimleri hem de aktif bolge girisinde Phe235 ile
olan m-it etkilesimleri hedeflenmistir. Merkez halka sistemi 2. ve 7. konumlardan ayni yan
zincirlerle stibstitlie edilerek bilesige simetrik bir 6zellik kazandirilmistir. Bu yaklasim, hem
sentezlenebilirlik agisindan kolaylik saglamis, hem de yan zincirlerdeki u¢ aromatik
halkalarin aktif bolgede yonelimleri sirasinda selektivite cebi ve substrat baglanma bdlgesi
arasindaki tercihi ortadan kaldirmistir. Ure képrisiyle merkez halka sistemine bagl
aromatik halkalarin segiminde molekiler docking sonuglari kullaniimis, hedeflenen
bolgelerde istenilen m-mt etkilesimleri saglayan tiyazol, 1-metil-1H-pirazol, izoksazol ve
piridin halkalari secilmistir. Sonuc¢ olarak 1,1’-(9-okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(aril)lre)
yapisinda dort yeni sonug bilesik (S3.1-S3.4) tasarlanmis (Sekil 5.4), sentez ve yapi

aydinlatma calismalarini takiben in vitro SIRT2 inhibitor etkileri belirlenmistir.

1,1’-(9-okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(aril)ire) yapisi tasiyan bilesiklerin, daha o6nce
tasarlanan bilesiklere gore SIRT2 enzimatik aktivitesini daha gliclii sekilde inhibe ettigi
gorulmuistir. Dort bilesik arasinda en zayif inhibitor etki $3.2 (%48,50) kodlu bilesik igin

hesaplanirken serinin diger bilesiklerinde SIRT2 inhibisyon orani %84,39 ve Ustl seklinde
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bulunmustur. Yang ve arkadaslari tarafindan vurgulanan etkilesimlere olanak verecek
sekilde bilesik yapisinin uzatilarak diger bilesiklere gore daha stabil bir enzim:inhibitor
kompleksi elde etmenin, SIRT2 inhibitor etki glicindeki bu 6nemli artisin ana sebebi oldugu

dustndlmastar.
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Sekil 5.4. 1,1’-(9-okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(aril)tre) tiirevi bilesiklerin tasarimi

Tez calismamiz kapsaminda 6nci bilesik optimizasyonu ¢alismalari sonucu selektif SIRT2
inhibitorl olarak tasarlanan tim bilesiklerin in vitro SIRT2 inhibitor etkileri grafik halinde
Sekil 5.5’'te sunulmustur. Bu bilesiklerden SIRT2 enzimatik aktivitesini iyi oranda inhibe
edenlerin, izoform selektivitesinin degerlendirilmesi icin in vitro SIRT1 ve SIRT3 inhibitor

etkileri de belirlenmistir (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6. Secilen bilesiklerin in vitro SIRT1-3 inhibitor etkileri
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Elde edilen sonuglara gore, N-ariloksiaril-2-(ariltiyo)asetamit tlrevi bilesiklerden S1.14
kodlu bilesigi SIRT1 ve SIRT3 enzim aktivitelerini sirasiyla %42,48 ve %8,93 oranlarinda
inhibe ettigi icin bu bilesik non-selektif SIRT1-SIRT2 inhibitoéri olarak degerlendirilmistir. N-
Ariloksiaril-2-(ariltiyo)asetamit tirevi diger bilesiklerde SIRT1 izoformuna karsi etki
gozlenmezken, SIRT3’e karsi en fazla %17 oraninda inhibisyon gorilmiustir. $1.12 kodlu
bilesik, izoform selektivitesi incelenen tim bilesikler icerisinde SIRT2’ye karsi selektivite
indeksi en yliksek bilesik olarak bulunmustur. Test edilen N-ariloksiaril-2-
(metil(fenil)Jamino)asetamit tirevi bilesiklerden S2.2 ve S2.5 kodlu bilesikler de SIRT1 ve
SIRT3 izoformlarina karsi diistk inhibisyon gosterdiklerinden selektif SIRT2 inhibitori olarak
degerlendirilmislerdir. 1,1’-(9-okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(aril)lire) yapisinda S3.1, S3.2
ve $3.4 kodlu bilesikler 6zellikle SIRT3 izoformuna karsi etkili bulunmus, SIRT2 inhibisyon
oranlarinin yarisi kadar bir oranda SIRT3 aktivitesini inhibe ettikleri gorilmuistiir. Bu
nedenle, ilgili bilesikler non-selektif SIRT1-SIRT3 inhibitori olarak degerlendirilmistir. Bu
tirevlerden S$3.3 kodlu bilesik icin belirlenen SIRT1 ve SIRT3 inhibisyon oranlari
incelendiginde, S1.12 kadar SIRT2 selektivite indeksi yliksek olmasa da selektif SIRT2

inhibitori olarak tanimlanmistir.

SIRT2 enzimatik aktivitesini selektif olarak inhibe edip etmedigine bakilmaksizin 100 uM
tarama konsantrasyonunda %68-100 oranlarinda SIRT2 inhibisyon gosteren bilesiklerin
insan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 72 saat slire sonundaki antiproliferatif etkileri
incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore test edilen bilesikler arasinda en etkili tiirevlerin
$1.12,52.5 ve S3.3 kodlu bilesikler oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.7). Bilesiklerin test edilen
hiicre hattina karsi beklenilenden disiik oranda etki gostermesi ile sahip olduklari SIRT2
inhibitor profil arasinda iliski maalesef kurulamamistir. SIRT2 inhibisyonunun antikanser
etkiye sebep oldugunu destekleyen calismalarin genelinde MCF-7 hiicre hatti kullanilmis
olsa da farkli kanser hiicrelerinde de ¢alismalar bulunmaktadir. Bu nedenle, tez ¢alismamiz
kapsaminda ulasilan SIRT2 inhibitorlerinin daha sonraki ¢alismalarda farkli hiicre hatlarina

karsi da degerlendirilmesi planlanmistir.
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Sekil 5.7. Test edilen bilesiklerin 72 saat siire sonunda MCF-7 hiicrelerindeki etkileri. Onemli
farkhhklar #p<0,000001; #p=0.002206; *p<0,0001; **p<0,001; ***p<0,01
seklinde gosterilmistir.

insan MCF-7 meme kanseri hiicrelerine karsi en etkin antiproliferatif etkiyi gdsteren S2.5
ve $3.3 kodlu bilesiklerin, SIRT2 enziminin en dnemli substrati olan a-tubulinin asetilasyonu
Uzerine etkileri Western blot analizi ile belirlenmistir (Sekil 5.8). Elde edilen sonugclara gore
her iki bilesik hiicre icinde SIRT2 ekspresyonunu anlamli bir sekilde azaltmistir. Bilesiklerin
in vitro SIRT2 inhibitor etki calismalari sonucu S3.3 kodlu bilesik S2.5’e gore daha etkili
bulunmusken, hiicre icinde belirlenen etki dizeyleri farkh olmustur. Bu duruma benzer
sonuclara literatiirde rastlanmis, bilesikler arasindaki diger fizikokimyasal ve stabilite
farkhliklarinin, goézlemlenen hicresel inhibisyon glcliinde farklara neden olabilecegi
seklinde aciklanmistir [118]. SIRT2 inhibisyonu ile asetile-a-tubulin substratinin
deasetilasyonu gerceklesemeyeceginden, Western blot analizi ile asetile-a-tubulin
dizeyleri incelenmistir.  Bilesiklerden S$3.3, anlamli  bir sekilde a-tubulin
hiperasetilasyonuna sebep olurken, beklenmedik bir sekilde $2.5 kodlu bilesik icin bu etki
gozlenmemistir. Asetile-a-tubulin seviyelerinin beklenilenin aksine dismesi, $2.5 ile
muamele olan hicrelerin 72 saat sonunda 6lmesi nedeniyle meydana gelen protein
degredasyonunun sonucu olabilecegi distnidlmistir [202]. Sonug¢ olarak test edilen
bilesiklerden S$3.3’lin, MCF-7 hicrelerinde sergiledigi antiproliferatif etkinin SIRT2
inhibisyonundan kaynaklandigi ortaya koyulurken, S2.5’in a-tubulin asetilasyonu uzerine

etkilerinin nedeni tez calismamiz kapsaminda aydinlatilamamustir.



156

-
S2.5 o~ njm@ S3.3
16 - @ o _ 4 ;
o . : s BASeasy <
w14 @ N T 2N,
;a e N {/ } TN
312 5 3 a4 ° ° ke
& s
x 1 X125
= =]
Sos § 2
= >
z @
206 25
g g
> 04 & 1 *
c £
302 g 0,5
e &
a 0 4
SIRT2 a-tubulin asetile-a-tubulin SIRT2 a-tubulin asetile-a-tubulin

m Kontrol mS2.5 mKontrol mS3.3

Sekil 5.8. Test edilen bilesiklere ait Western blot analizi sonuclari. Onemli farkhhklar
*p<0,05; **p<0,01 seklinde gosterilmistir.

SIRT2 enzimatik aktivitesini ylksek oranda inhibe eden bilesiklerin etki diizeyleri ile SIRT2
aktif bolge etkilesimleri arasindaki iliskinin incelenmesi amaciyla molekiler docking
¢alismalari yuratilmustir. Bilesiklerin aktif bolgeyle etkilesimleri, kullanilan SIRT2-inhibitor
komplekslerinde etkili SIRT2 inhibisyonu icin gerekli oldugu vurgulanan etkilesimler temel
alinarak degerlendirilmis; molekiler docking calismasi icin secilen tiirevlerin (S1.7, S1.12,
$1.14, S1.17, S1.18, S1.19, S2.2, S2.5, S3.1-S3.4) beklenen etkilesimleri biliyik oranda
meydana getirdigi gozlenmistir (Cizelge 5.1). Bu nedenle, molekiiler docking ile belirlenen
baglanti modlari, ilgili bilesikler icin tespit edilen inhibitér etkileri destekler nitelikte
bulunmustur. Ancak, ayni durum SIRT2 inhibisyonu gostermeyen tirevler igin
belirlenememis, benzer tirevlerin arasindaki inhibitor etki farki molekiler docking

sonuclariyla aciklanabilir bulunamamistir.



Gizelge 5.1. Segilen bilesiklerin SIRT2 aktif bolgesinde meydana getirdikleri etkilesimler

Substrat Baglanma Bolgesi

Selektivite Cebi

Diger Etkilesimler

SIRT2

Kod Phe119 | Phel31 | Phe234 | Tyr139 | Phe190 Pro94 Arg97 Val233 | Phe235 | His187 | XP GScore (kkal/mol) PDB
(r-m) (rt-m) (r-m) (rt-m) (rt-m) (HOH541 aracili H bagi) (H bagi) | (H bagi) (mt-m) (mt-m)

01 + + + + + + - - - - -9,87

62 + - + - + + - - - - -10,63

03 + . + + + + - - - - -11,36

04 + - - - + + - - - - -11,59

§1.7 + - - + + + - - - - -9,98

§1.12 + - + + + + - - - - -11,93

S$1.14 + + + - + + - - - - -11,33 5DY4
S1.17 - - + - + + - - - - -11,20

$1.18 + - + - + + - - - - -11,15

§1.19 + - + + + + - - - - -11,48

S2.2 + - + + + + - - - - -11,59

S2.5 + + + - + + - - - - -11,61

5GN + + + + + + - - - - -12,80*

S3.1 + - - + + - + + - + -12,99

S$3.2 - - - + + - + + + - -14,33

S3.3 + - - + + - + + - -13,90 5YQ0
S3.4 + - - + + - + + - -13,49

L5C - - - + + - + + + - -12,93*

* Uygulanacak molekiiler docking protokoliinii dogrulamak amaciyla koligantlarin ilgili SIRT2 x-ray yapisinda aktif bolgeye yeniden yerlestirilmesi sonucu elde edilen baglanma enerjileri

LST
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Tez galismamizda yer alan N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(ariltiyo)asetamit tlrevlerinin (S1.1-
$1.23) ve N-(4-benzoilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit tlrevinin (S2.1) sentezi igin ilk olarak
pirimidin yapisi tagimayan ariloksi nitrobenzen tiirevleri, uygun fenol tirevlerinin 1-iyodo-
3-/4-nitrobenzen ile Cul ve N,N-dimetilglisin varliginda verdigi Ullmann kenetlenme
reaksiyonu sonucu elde edilmistir. Ullmann reaksiyonu sonucu sentezlenemeyen 2-(3-/4-
nitrofenoksi)pirimidin turevleri ise, 2-bromopirimidinin 3-/4-nitrofenol ile Pd(dba); ve t-
BuXPhos varligindaki kenetleme reaksiyonu sonucu elde edilmistir. Elde edilen tiim ariloksi
nitrobenzen tilrevleri SnCly varliginda nitro rediksiyonu ile amin tlrevlerine (1a-1j)
donUstlrdlmastir. Elde edilen amin tirevleri (la-1j) ve satin alinan (4-
aminofenil)(fenil)metanon, TEA varliginda 2-bromoasetil bromir ile amitlestirme
reaksiyonuna tabi tutularak 2-bromoasetamit tirevlerine (2a-2k) ulasilmistir. Son
basamakta, bu bilesiklerin (2a-2k) uygun ariltiyol tiirevleri ile bazik ortamda verdikleri yer
degistirme reaksiyonu sonucu S1.1-S1-23 ve S2.1 kodlu sonug bilesikler elde edilmistir (Sekil
5.9).
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X 1b : 4-, R=m-CN, X=CH
s ~NH, 1C:4- R=m-OCHz X=CH
gl 1d : 4-, R=0-F, X=CH
M X O _— le: 4-, R=H, X=N
- x4 1f : 3-, R=H, X=CH
%y 1g : 3-, R=m-CN, X=CH
N Br 3~ NO N No2 R 10 : 3-, R=m-OCHs, X=CH
A X 2 pd(dba),, KsPO Iy 1i : 3-, R=0-F, X=CH
RY + HOO 2 8870, N F 1j : 3- R=H, X=N
_N ¥
4 (\ N —
2a: 4-, R=H, X=CH, Y=0
2b : 4-, R=m-CN, X=CH, Y=0
2¢ : 4-, R=m-OCH3, X=CH, Y=0
NH N 2d : 4-, R=0-F, X=CH, Y=0
By 2 o NN B 2014+ R=H, X=N, Y=0
YT M e TEA T J o 2f : 3, R=H, X=CH, Y=0
= B ) ’ f
<X4 4 + B — <X— 4 29 : 3-, R=m-CN, X=CH, Y=0
X v X 2h : 3-, R=m-OCH3 X=CH, Y=0
X % 3 3, ;
S R~ 2i : 3, R=0-F, X=CH, Y=0
1a-1j 2j : 3, R=H, X=N, Y=0
2k : 4-, R=H, X=CH, Y=CO
S1.1 : 4-, R=H, X=CH, Y=0
S1.2 : 4-, R=m-CN, X=CH, Y=0
S1.3 : 4-, R=m-OCHs, X=CH, Y=0
S1.4 : 4-, R=0-F, X=CH, Y=0
S15 : 4-, R=H, X=N, Y=0 A /@
S1.16: 3-, R=H, X=CH, Y=0 o
S1.17: 3-, R=m-CN, X=CH, Y=0
S1.18: 3-, R=m-OCH, X=CH, Y=0
$1.19: 3-, R=0-F, X=CH, Y=0
H H S$1.20: 3-, R=H, X=N, Y=0
3 N 3 N _Ar
Y@ fBr o Y@ Y s S16 : 4~ R=H, X=CH, Y=0
~ NaOH 2~ o0 S1.7 : 4-, R=m-CN, X=CH, Y=0
X= ] — X= f , )
( _<x4 * ARel ¢ %X“ S1.8 : 4 R=m-OCHa, X=CH, Y=0
&Y %y S1.9 : 4-, R=0-F, X=CH, Y=0 Ny
2a-2k S1.10: 4-, R=H, X=N, Y=0 Ar= o Ay
S1.21: 4-, R=m-CN, X=CH, Y=0 |
S1.22: 4-, R=m-OCHj, X=CH, Y=0
S1.23: 4-, R=0-F, X=CH, Y=0
S2.1 : 4-, R=H, X=CH, Y=CO
S1.11: 4-, R=H, X=CH, Y=0
$1.12: 4-, R=m-CN, X=CH, Y=0 N
S1.13: 4-, R=m-OCH3, X=CH, Y=0 Ar= | |
S1.14: 4-, R=0-F, X=CH, Y=0 N
S1.15: 4-, R=H, X=N, Y=0
Sekil 5.9. N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(ariltiyo)asetamit  tlrevlerinin  ($1.1-S1.23) ve

N-(4-benzoilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit tirevinin (S2.1) sentezi i¢in izlenen
sentez yontemi

N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(metil(fenil)Jamino)asetamit

ve

N-(4-benzoilfenil)-2-

(metil(fenil)Jamino)asetamit genel yapisina sahip bilesikler (52.2-S2.7) ise, uygun 2-bromo-

N-(3-/4-fenoksifenil)asetamit (2b, 2d, 2g, 2h, 2i) ve N-(4-benzoilfenil)-2-bromoasetamit

(2k) turevlerinin DIPEA varliginda N-metilanilin ile vermis oldugu yer degistirme reaksiyonu

sonucu elde edilmistir (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10. N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(metil(fenil)amino)asetamit ve N-(4-benzoilfenil)-2-
(metil(fenil)amino)asetamit genel yapisina sahip bilesikler (S2.2-S2.7) igin
izlenen sentez yontemi

1,1'-(9-Okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-ariliire) genel yapisina sahip bilesiklerin (S3.1-S3.4)
sentezi i¢in ilk basamakta 2,7-dinitro-9H-floren-9-on bilesigi nitro rediiksiyonu ile 2,7-
diamino-9H-floren-9-on (3a) yapisina donutstirilmistir. Devaminda, uygun arilamin
tirevleriile 1,1'-karbonildiimidazoliin verdigi yer degistirme reaksiyonu sonucu elde edilen
N-aril-1-karbonil-1H-imidazol ara urini ile 3a kodlu bilesik reaksiyona tabi tutulmus ve
$3.1-53.3 kodlu ure tlrevi sonug bilesiklere ulasiimistir. Ayni seri icerisinde $S3.4 kodlu
bilesigin bahsi gecen yontemle sentezlenememesinden dolayi alternatif bir sentez yontemi
izlenerek; 2-aminopiridinin ve 4-nitrofenilkloroformatin bazik ortamda reaksiyonu ile elde
edilen 4-nitrofenil piridin-2-ilkarbamat ara triniinin, 3a kodlu bilesikle reaksiyonu sonucu

$3.4 kodlu sonug bilesige ulasiimistir (Sekil 5.11).
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Sekil 5.11. 1,1'-(9-Okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-arillire) genel yapisina sahip bilesikler (S3.1-
$3.4) icin izlenen sentez yontemleri
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N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(ariltiyo)asetamit yapisi tasiyan bilesiklere ait *H-NMR spektrumlari
incelendiginde, SIRT2 aktif bolgesinin girisinde konumlanan fenil halkasinda metoksi
substitienti tasiyan tirevlerde (S1.3, $1.8, $1.13, S1.18) metoksi grubuna ait hidrojen
sinyalleri 3,72-3,73 ppm araliginda 3H degerinde singlet olarak gdzlenmistir. Slibstitlie veya
non-sibstitle fenil tirevlerinde fenil halkasinin hidrojenlerine ait sinyaller 6,50-8,00 ppm
araligindaki aromatik sahada multiplet olarak gézlenmistir. Ayni konumda pirimidin tasiyan
tirevlerde (S1.5, 51.10, $1.15, S1.20) ise, pirimidin halkasinin dérdiinci ve altinci konumda
yer alan esdeger hidrojenlere ait sinyaller 8,62-8.63 ppm araliginda 2H degerinde dublet
(J=4,8-5,2 Hz) olarak, besinci konumdaki hidrojene ait sinyaller ise g tirevde (S1.5, S1.15,
$1.20) 7,25-7,27 ppm araliginda 1H degerinde triplet (J=4,8-5,2 Hz) olarak, diger tiirevde
(51.10) ise, aromatik sahada yer alan diger hidrojenlerle birlikte multiplet olarak

gorilmustur.

Merkez halkada p-distibstitiie diizenine sahip tiirevlerde (S1.1-S1.15) orta halkadaki
hidrojenlerden ikinci ve altinci konumlardaki esdeger hidrojenlerin sinyalleri 7,54-7,65 ppm
araliginda 2H degerinde dublet (J=8,4-9,2 Hz) olarak gézlenmistir. Uc tiirevde (S1.12, S1.13,
$1.15) Ugilnci ve besinci konumlardaki esdeger hidrojenlere ait sinyaller 7,00-7,14 ppm
araliginda 2H degerinde dublet (/=8,8-9,2 Hz) seklinde ayirt edilebilmis, diger tiirevlerde
(S1.1-S1.11, S1.14) ilgili hidrojen sinyalleri, aromatik sahada diger hidrojenlerle birlikte
multiplet olarak gorilmustir. Merkez halkada m-dislibstitiie diizenine sahip tiirevlerde
(S1.16-51.23) orta halkadaki hidrojenler, aromatik sahada diger aromatik hidrojenlerle

birlikte yaklasik 6,50-8,00 ppm arasinda multiplet olarak sinyal vermistir.

N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(ariltiyo)asetamit yapisi tasiyan tim bilesiklerde amit grubunun NH
hidrojeni 10,18-10,50 ppm araliginda 1H degerinde singlet olarak belirlenmistir. Asetamit
yapisindaki metilen hidrojenleri, asetamit yapisina komsu kukirt képristine bagl aromatik
halkalardan fenil ve 1-metil-1H-imidazol tasiyan tiirevlerde (S1.1-$1.10, S1.16-S1.23) 3,82-
3,88 ppm araliginda 2H degerinde singlet olarak; 4,6-dimetilpirimidin iceren tirevlerde

(51.11-51.15) ise 4,03-4,05 ppm arahginda 2H singlet olarak gézlenmistir.

Kikurt koprisiine komsu aromatik halka olarak 1-metil-1H-imidazol tasiyan tirevlerde

(S1.6-S1.10, S1.21-S1.23) imidazol halkasina bagli metil hidrojenleri 3,59-3,62 ppm
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araliginda 3H degerinde singlet seklinde, halkaya ait dordiincli konumdaki hidrojenin
sinyalleri bes turevde (S1.7, S1.8, S1.10, S1.21 ve S1.23) 6,94-6,97 ppm araliginda 1H
degerinde dublet (J=1,2 Hz) olarak, diger (i¢ tlirevde (S1.6, $1.9, S1.22) aromatik sahada yer
alan diger hidrojenlerle birlikte multiplet olarak; besinci konumdaki hidrojene ait sinyaller
ise bazi tirevlerde (S1.6, S1.7, S1.9 ve $1.21) 7,25-7,26 ppm araliginda 1H degerinde dublet
(J=1,2 Hz) olarak, diger tlrevlerde (S1.8, S1.10, S1.22, S1.23) ise aromatik sahada yer alan

diger hidrojenlerle birlikte multiplet olarak goralmdistdr.

Kakurt koprisiine komsu aromatik halka olarak 4,6-dimetilpirimidin yapisi tasiyan
turevlerde (S1.11-S1.15) halkaya bagli metil gruplarinin esdeger hidrojenlerine ait sinyaller
2,33-2,34 ppm araliginda 6H degerinde singlet olarak gozlenmis, besinci konumdaki
hidrojene ait sinyaller ise bazi tlirevlerde (S1.12, S1.13, S1.15) 6,95-6,97 pm araliginda 1H
degerinde singlet seklinde, bazi tlirevlerde (51.11, S1.14) ise aromatik sahada yer alan diger

hidrojenlerle birlikte multiplet olarak gézlenmistir.

N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(metil(fenil)Jamino)asetamit, N-(4-benzoilfenil)-2-
(metil(fenil)Jamino)asetamit ve N-(4-benzoilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit tlrevi bilesiklerin
'H-NMR spektrumlari incelendiginde, SIRT2 aktif bolgesinin girisinde konumlanan fenil
halkasinda metoksi sibstitlienti tasiyan $S2.6 kodlu bilesikte metoksi grubuna ait
hidrojenlerin sinyalleri 3,74 ppm’de 3H degerinde singlet olarak, diger tirevlerde fenil
halkasina ait hidrojenler 6,50-8,00 ppm arasinda aromatik sahada multiplet olarak
gozlenmistir. Seride merkez halkanin p-dislibstitiie diizeninde oldugu tirevlerde (S2.2-
$2.4), merkez fenil halkasinin ikinci ve altinci konumlardaki esdeger hidrojenleri 7,67-7,80
ppm arahginda 2H degerinde dublet (/=8,8-9,0 Hz) seklinde, Uglnci ve besinci
konumlardaki esdeger hidrojenleriise 6,95-7,74 ppm araliginda 2H degerinde dublet (/=8,8-
9,0 Hz) seklinde belirlenmis, S2.1 kodlu bilesikte ise fenil halkasina ait tiim hidrojenler
aromatik sahada yer alan diger hidrojenlerle birlikte multiplet olarak goriilmustiir. Merkez
halkanin m-dislibstitlie dizeninde oldugu tirevlerde (S2.5, S2.6 ve S2.7) merkez fenil
halkasina bagli hidrojenler diger aromatik sahada yer alan hidrojenlerle birlikte 6,50-8,00

ppm arasinda multiplet seklinde gézlenmistir.
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N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(metil(fenil)Jamino)asetamit, N-(4-benzoilfenil)-2-
(metil(fenil)Jamino)asetamit ve N-(4-benzoilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit tlrevi bilesiklerin
tamaminda amit grubuna ait NH hidrojeni 10,01-10,78 ppm araliginda 1H degerinde singlet
olarak belirlenmistir. Asetamit yapisindaki metilen hidrojenleri, kiikirt kdprisiine komsu
aromatik halka olarak 1-metil-1H-imidazol tasiyan S2.1 kodlu tiirevde 3,93 ppm’de 2H
degerinde singlet olarak gozlenirken, diger tlrevlerde ($2.2-S2.7) 4,12-4,22 ppm araliginda
2H degerinde singlet olarak tespit edilmistir. Kikiirt kdprisiine komsu aromatik halka
olarak 1-metil-1H-imidazol tasiyan tlirevde (S2.1) imidazol halkasina bagh metil
hidrojenleri, birinci serideki esleniklerine benzer sekilde 3,62 ppm’de 3H degerinde singlet
olarak, doérdiincii konumdaki hidrojen ise 6,98 ppm’de 1H degerinde dublet olarak (/=1,3
Hz), besinci konumdaki hidrojen ise 7,27 ppm’de 1H degerinde dublet (/=1,2 Hz) olarak
belirlenmistir. Bu seride yapisinda N-metilamin tasiyan bilesiklerin ($2.2-S2.7) N-metil

hidrojenleri 3,02-3,06 ppm araliginda 3H degerinde singlet seklinde sinyal vermistir.

1,1'-(9-Okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-arillire) tlrevi $3.1-S3.3 yapilarindaki merkez floren
halka sisteminin lg¢linci ve altinci konumdaki esdeger hidrojenler 7,48-7,55 ppm araliginda
2H degerinde dubletin dubleti (/=8,0-8,1 ve J=1,8-2,0 Hz) seklinde, dérdiinci ve besinci
konumda bulunan esdeger hidrojenler 7,57-7,62 ppm aralig§inda 2H degerinde dublet
(J=8,0-8,2 Hz) seklinde, birinci ve sekizinci konumda bulunan esdeger hidrojenleri ise 7,76-
7,82 ppm araliginda 2H degerinde dublet (/=1,8-2,0 Hz) seklinde gbzlenirken; S3.4 kodlu
bilesikte floren halkasinin dordiinci ve besinci konumdaki esdeger hidrojenler 7,47 ppm’de
2H degerinde dublet (J=8,3 Hz) seklinde, halka Uzerindeki diger aromatik hidrojenler ise
6,50-8,00 ppm arasindaki multiplet seklinde gozlenmistir. Tlim tirevlerde Gre grubunun
tasidigl hidrojenler 9,72-10,87 ppm araliginda 2H degerinde yayvan singlet ve 9,05-9,72

ppm araliginda 2H degerinde genellikle yayvan singlet olarak belirlenmistir.

Ure koprisiine bagh tiyazol halkasi tasiyan $3.1 kodlu bilesikte tiyazol halkasinin besinci
konumunda yer alan hidrojen 7,13 ppm’de 2H degerinde dublet (J=3,7 Hz) olarak, dérdiincii
konumunda yer alan hidrojen ise 7,39 ppm’de 2H degerinde dublet (/=3,7 Hz) olarak
gozlenmistir. Ayni konumda 1-metil-1H-pirazol tasiyan $3.2 kodlu bilesikte halkaya bagl
metil grubu 3,75 ppm’de 6H degerinde singlet, halkanin dérdiincii konumunda yer alan

hidrojen 6,23 ppm’de 2H degerinde dublet (J=1,1 Hz), besinci konumunda yer alan hidrojen
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ise 7,82 ppm’de 2H degerinde dublet (J=1,8 Hz) olarak gériilmistiir. izoksazol tasiyan $3.3
kodlu bilesikte ise, halkanin dordiinci konumunda yer alan hidrojen 6,87 ppm’de 2H
degerinde dublet (J=1,8 Hz) ve besinci konumunda yer alan hidrojen 8,76 ppm’de 2H
degerinde dublet (J=1,8 Hz) olarak belirlenmistir. Piridin tasiyan $3.4 kodlu tiirevde, piridin
halkasinin altinci konumunda yer alan hidrojen 8,32 ppm’de 2H degerinde dublet (/=4,6 Hz)
seklinde, dordiincli konumunda yer alan hidrojen ise 7,77 ppm’de 2H degerinde triplet
(/=7,8 Hz) seklinde sinyal vermistir. Tim bunlarin disinda piridin halkasinda yer alan

aromatik hidrojenlere ait sinyallar yaklasik 6,50-8,00 ppm araliginda gézlenmistir.

N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(ariltiyo)asetamit yapisi tasiyan tim bilesiklere ait 3C-NMR
spektrumlari incelendiginde, SIRT2 aktif bolgesinin girisinde konumlanan fenil halkasinda
metoksi slibstitiienti tasiyan tirevlerde (S1.3, $1.8, S1.13, S1.18), metoksi karbonuna ait
sinyal 55,20-55,70 ppm araliginda gézlenmistir. Flor stibstitlienti tasiyan tirevlerde (S1.4,
$1.9, S1.14, S1.19) flor atomunun bagh oldugu karbon sinyalinin 153,28-154,27 ppm
araliginda dublete (J=244,3-244,8 Hz) yarildigi, flor atomunun bagl oldugu karbona komsu
karbonlardan birinin sinyalinin 142,80-143,89 ppm araliginda dublete (/=10,0-11,5 Hz)
yarildigi, digerinin ise 116,96-117,71 ppm araliginda dublete (J/=17,7-18,0 Hz) yarildig
gozlenmistir. Flor sibstitlientine lg¢ bag uzaklikta yer alan karbon sinyalinin 124,87-126,87
ppm araliginda dublete (J=7,0-7,3 Hz) yarildigi, dort bag uzaklikta yer alan karbon sinyalinin
ise 125,19-126,00 ppm araliginda dublete (J/=3,2-3,9 Hz) yarildig gorilmistiir. Asetamit
yapisindaki metilen grubuna ait karbon sinyali 35,26-38,89 ppm araliginda, karbonil
grubuna ait sinyal ise yaklasik 165,00-170,00 ppm araliginda gézlenmistir. Yan zincirinde 1-
metil-1H-imidazol halkasi tasiyan tiirevlerde (S1.6-5.10, S1.21-S1.23) imidazoliin tasidigl
metile ait karbonun 32,96-33,42 ppm arali§inda; yan zincirinde 4,6-dimetilpirimidin halkasi
tasiyan tirevlerde ($1.11-S1.15) halkaya bagh metil karbonlarinin 23,18-23,81 ppm
araliginda sinyal verdikleri belirlenmistir. Tim bu sinyallerin disinda kalan aromatik

halkalara ait karbon atomu sinyallerinin 100,00-158,00 ppm araliginda oldugu gorulmustur.

N-(3-/4-ariloksifenil)-2-(metil(fenil)Jamino)asetamit, N-(4-benzoilfenil)-2-
(metil(fenil)amino)asetamit ve N-(4-benzoilfenil)-2-(ariltiyo)asetamit tirevi bilesiklerde,
metoksi fenil halkasi tasiyan $2.6 kodlu bilesik igin metoksi karbonuna ait sinyal 55,73

ppm’de goézlenmistir. Floro fenil halkasi tasiyan tiirevlerde (S2.3, S2.7) flor atomunun
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dogrudan baglh oldugu karbona ait sinyalin 153,83-154,24 ppm araliginda dublete (/=244,8-
245,0 Hz) yarildigi, flor atomunun dogrudan bagh oldugu karbona komsu karbonlardan
birinin sinyalinin 142,93-143,99 ppm araliginda dublete (J=11,1-11,3 Hz) yarildigi, digerinin
117,59- 117,71 ppm araliginda dublete (J=17,7-17,9 Hz) yarildig), flor stibstitlientine lg bag
uzakhkta yer alan karbon sinyalinin 125,47-126,26 ppm araliginda dublete (J=7,0-7,1 Hz)
yarildigi, dort bag uzakhkta yer alan karbon sinyalinin ise 125,83-125,99 ppm araliginda
dublete (J=3,6 Hz) yarildigi gorilmustir. S2.1 ve S2.7 kodlu bilesiklerde iki fenil halkasini
birbirine baglayan karbonil grubunun yaklasik 195,00 ppm’de sinyal verdigi gozlenmistir.
Asetamit yapisinda yer alan karbonil grubuna ait sinyal ise yaklasik 165,00-170,00 pm
araliginda goézlenmistir. Asetamit yapisindaki metilen grubuna ait karbonun sinyali bu
serideki bilesiklerde 38,8-40,0 ppm araliginda gorilmustir. Kikirt képrisiine komsu
aromatik halka olarak 1-metil-1H-imidazol tagiyan S2.1 kodlu tiirevde, imidazol halkasina
bagl metil karbonuna ait sinyal 33,45 ppm’de gézlenmistir. Yapisinda kikirt kdprisi yerine
N-metilamin tasiyan tirevlerde ($2.2-S2.7) metil grubuna ait sinyalin 56,04-56,19 ppm
araliginda oldugu belirlenmistir. Tim bu sinyallerin disinda kalan aromatik halkalara ait

karbon sinyallerinin 100,00-158,00 ppm araliginda oldugu gorilmdistar.

1,1'-(9-Okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-arillire) tlrevi bilesiklerin tamaminda (S3.1-S3.4)
merkez floren halkasinda yer alan karbonil grubuna ait sinyal 193,36-193,67 ppm
araliginda, Ure yapisina ait karbonil grubu sinyali 151,83-152,63 ppm araliginda
gorulmustir. Yan zincirinde 1-metil-1H-pirazol tasiyan $3.2 kodlu tiirevde) pirazol halkasina
bagli metil grubuna ait karbon sinyali 38,74 ppm’de g6zlenmistir. Tim bu sinyallerin disinda
kalan aromatik halkalara ait karbon atomu sinyalleri 95,37-160,35 ppm araliginda

gorulmustir.

Tim sonug bilesiklere ait HRMS spektrumlari incelendiginde kitle hatalarinin kabul edilir
aralk olan +5 ppm araliginda oldugu gorilmistir. En aktif bilesikler olarak $1.12, $2.2 ve
$3.3’Un kutle hatalari sirasiyla 2,0, -2,2 ve 0,7 ppm olarak hesaplanmistir (Sekil 5.12).
Yapisinda kikirt atomu taslyan sonug bilesiklerinde ($1.1-S1.23, $S2.1) molekiler iyon (M)

pikinin %5’i oraninda M*? piki gézlenmistir.
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Sekil 5.12. Segilen bilesiklerin HRMS spektrumlari
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismamiz kapsaminda, secilen oncii bilesiklere gore daha selektif ve daha etkili SIRT2
inhibitorlere ulasmak amaciyla, l¢ asamali “Oncl bilesik optimizasyonu” c¢alismasi
yuritilmustir. ilk asamada 01 ve 02 kodlu bilesiklerde SIRT2 aktif bdlge etkilesimlerini
glclendirebilecek bolgeler secilerek yapisal degisikliklere gidilmis ve N-ariloksiaril-2-
(ariltiyo)asetamit yapisinda birinci seri tirevlere ulasiimistir. Bu tlrevlere ait yapi-etki
iliskileri ve ¢alisma grubumuz tarafindan gerceklestirilen diger calismalarin ¢iktisi olan 03
ve 04 kodlu bilesiklerin yapilari degerlendirilerek ikinci seri tiirevler elde edilmistir. Uglincii
seriyi olusturan optimizasyon calismalarinda ise mevcut etkilesimlere ek olarak aktif
bolgenin farkli amino asitleriyle de etkilesime olanak verecek sekilde bilesiklerin boyutu
blyitilmis ve 1,1’-(9-okso-9H-floren-2,7-diil)bis(3-(aril)iire) genel yapisina ulasiimistir.
Calisma sonunda oncu bilesiklere gére cok daha glicli ve selektif yeni SIRT2 inhibitorler
(51.12 1C50=9,97 uM; S2.2 1C50=5,74 uM; S3.3 1C50=2,04 uM) elde edilmis, bu sebeple,

yurdtilen tim “Oncl bilesik optimizasyonu” ¢alismalarinin basarili oldugu gérilmustar.

Calismamizda bilesiklerin SIRT2 inhibitor etkileri ile MCF-7 hiicrelerine karsi sergiledikleri
antiproliferatif etki arasinda istenilen dizeyde bir iliski kurulamamistir, bu nedenle

bilesiklerin farkl kanser hticrelerinde de test edilmesi planlanmaktadir.

Western blot analizi ile elde edilen sonuglara gore tez calismamiz kapsaminda ulasilan en
etkili selektif SIRT2 inhibitér S3.3 bilesiginin, MCF-7 hicrelerinde a-tubulin
hiperasetilasyonuna yol actigl da gosterilmistir. Boylece SIRT2 inhibisyonu ile antikanser
etki arasinda iliski ortaya koyulmustur. Selektif SIRT2 inhibitori olarak belirlenen $2.5 kodlu
molekiliin asetile-a-tubulin seviyeleri lizerine etkilerinin degisik konsantrasyonlarda ve

zaman dilimlerinde tekrar incelenerek aydinlatiimasi gerekmektedir.

Bilesiklerin tasariminda blylik oranda faydalanilan molekiiler docking ¢alismalari, benzer
turevler arasindaki aktivite farkini aciklar nitelikte bulunamamistir. Bu durumun, MD
similasyonlari ve serbest baglanma enerjisi hesaplari ile tekrar degerlendirilmesi

distndlmektedir.
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Sonuc olarak, kanseri tedavisine yonelik yeni ilac ve tedavi stratejileri gelistiriimesinde imit
vaat eden bir hedef olarak goriilen SIRT2 enzimine karsi selektif ve glicll inhibitor yapilara
ulasmak amaciyla gerceklestirilen tez calismamizin bu alanda yapilan ¢alismalara blyilk
katki saglayacagl, selektif SIRT2 inhibitorlerinin tasarimi icin onemli ipuglari sunacagi

distndlmektedir.
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