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OZET

Kanser hiicrelerinde artan metabolizma, bliyliime ve NAD* tliketen enzim aktivitesi, NAD*'Iin normal
hiicrelere kiyasla daha hizli tikenmesine ve bu hiicrelerin NAD* eksikligine karsi daha hassas hale
gelmesine neden olmaktadir. Bu nedenle, ana NAD* sentez yolaginda hiz limitleyici bir enzim olarak
gorev alan NAMPT, kanser tedavisi agisindan 6nemli bir hedef haline gelmektedir. SIRT1 ise, NAD"'|
kofaktor olarak kullanarak DNA tamiri, gen ekspresyonu ve hiicre 6limi gibi bircok hiicresel
faaliyette gorev almaktadir. Tez calismamizda, NAMPT inhibisyonu ve SIRT1 aktivasyonunun ayni
anda saglanmasi ile hiicresel NAD* diizeylerinin daha etkili bicimde azaltilarak, NAD* eksikligine
duyarh kanser hicrelerinde daha gticli bir antiproliferatif etki hedeflenmistir. Bu amacla, hem
NAMPT inhibisyonu hem de SIRT1 aktivasyonu saglayan hibrit bilesiklere ulasmak icin her iki hedefe
yonelik olusturulan farmakofor modeller ile sirali sanal tarama ¢alismasi gerceklestirilmistir. Tarama
sonucunda her iki hedef igin istenilen 6zellikleri karsilayan dokuz bilesik (F1-F9) satin alinarak in vitro
NAMPT ve SIRT1 aktiviteleri belirlenmis; F1, F2, F3 ve F5’'in hem NAMPT inhibitorii hem de SIRT1
aktivatora etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Aralarindan F1 giclit NAMPT inhibitori (1Cs0=0,89
UM) ve secici SIRT1 aktivatori (EC15=16,45 uM) olmasi nedeniyle oncl bilesik olarak secilmis,
optimizasyon c¢alismalari ile 3-[N-(arilmetil)stilfamoil]-N-(aril)benzamit tiirevi on iki adet bilesik
(STF1-STF12) tasarlanmistir. Bu bilesiklerden STF2 (NAMPT ICs0=11,24 uM; SIRT1 EC,5=16,98) ve
STF6 (NAMPT IC50=19,15 uM; SIRT1 EC;,5=0,59 uM) kodlu bilesikler, dual NAMPT inhibitori ve SIRT1
aktivatori olarak belirlenmigtir. Dual etkili olarak tanimlanan F1, F2, STF2 ve STF6 kodlu bilesiklerin
insan Caki-1 boébrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicreleri ile insan HEK293T
embriyonik bobrek hiicreleri (kanser olmayan) lizerindeki etkileri incelenmis, elde edilen bulgular,
bu bilesiklerin NAMPT ve SIRT1 Uzerindeki etkileri ile iliskilendirilmistir.
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ABSTRACT

In cancer cells, enhanced metabolism, growth, and activity of NAD*-consuming enzymes lead to a
more rapid depletion of NAD* compared to normal cells, resulting in cancer cells being more
sensitive to NAD* deficiency. Therefore, NAMPT, the rate-limiting enzyme in the main NAD*
biosynthesis pathway, has emerged as a significant target in cancer therapy. SIRT1, on the other
hand, uses NAD* as a cofactor to regulate various cellular processes, including DNA repair, gene
expression, and cell death. In our research, we aimed to achieve a stronger antiproliferative effect
in cancer cells sensitive to NAD* depletion by simultaneously inhibiting NAMPT and activating SIRT1,
thereby more effectively reducing cellular NAD* levels. For this purpose, a sequential virtual
screening study was carried out using pharmacophore models designed for both targets to identify
hybrid compounds that could both inhibit NAMPT and activate SIRT1. As a result of the screening,
nine compounds (F1-F9) that met the desired criteria for both targets were purchased and
evaluated for their in vitro NAMPT and SIRT1 activities. Compounds F1, F2, F3, and F5 were found
to possess both NAMPT inhibitory and SIRT1 activating effects. Among these, F1 was selected as
the lead compound due to its potent NAMPT inhibition (ICs0=0,89 uM) and selective SIRT1 activation
(EC1,5=16,45 uM). Subsequently, twelve 3-[N-(arylmethyl)sulfamoyl]-N-(aryl)benzamide derivatives
(STF1-STF12) were designed through an optimization study. Among these, STF2 (NAMPT 1Cs0=11,24
MM; SIRT1 EC4,5=16,98 uM) and STF6 (NAMPT ICs0=19,15 uM; SIRT1 EC1,5=0,59 uM) were identified
as dual NAMPT inhibitors and SIRT1 activators. The effects of the dual-acting compounds F1, F2,
STF2, and STF6 were investigated on human Caki-1 renal, HCT116 colorectal, and Hep3B liver cancer
cell lines, as well as on non-cancerous human HEK293T embryonic kidney cells, and the findings
were correlated with their effects on NAMPT and SIRT1.
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1. GIRIS

Geleneksel ilag tasarimi yaklasimlari, genellikle tek bir biyolojik hedefin yliksek segicilikle
hedeflenmesine dayanmakta ve bu sayede diger hedeflerle etkilesim sonucu olusabilecek
istenmeyen yan etkilerin dnlenmesi amaglanmaktadir. Ancak, giinimizde kanser gibi
karmasik ve ¢ok bilesenli patolojilerin etkin bir sekilde tedavi edilememesi ve buna bagli
olarak gelisen ilag direnci nedeniyle, tek hedefe yonelik gelistirilen ilaglarin terapotik agidan
yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle bu tir hastaliklarin tedavisinde ¢ok

hedefli tedavi yaklagimlari sikhkla kullanilmaktadir [1].

Cok hedefli tedavi stratejileri, ¢oklu ilag kombinasyonlari, ¢ok bilesenli farmasotik
formilasyonlar veya tek bir bilesik tGzerinden birden fazla biyolojik hedefin etkilenmesiyle
gercgeklestirilebilmektedir [2]. Kanser tedavisinde ise g¢oklu ilag kombinasyonlarinin, tek
ilacli tedavilere olan Ustlnligl ilk kez 1960’ yillarda, akut lenfoblastik |6semi tanili
pediatrik hastalarin metotreksat, 6-merkaptopdrin, vinkristin ve prednizon kombinasyonu
ile tedavi edilmesiyle kesfedilmistir [3]. Bunu takiben, 1960-1970Q’li yillarda, farkl etki
mekanizmalarina sahip kemoterapoétik ilaglarin bir arada kullanildigi ¢ok sayida yeni
kombinasyon tedavi protokoll gelistiriimistir. Kombinasyon tedavilerinin etkinligine dair
yapilan bu 6ncli calismalar, bircok kanser tiriniin tedavisinde uygulanabilecek tedavi
rejimlerinin gelistirilmesinin 6nlini agmistir. Her ne kadar birgok kanser tiri igin ilag
kombinasyonlarinin kullanimi standart bir tedavi yontemi olarak kabul edilse de
protokollerde kullanilan ilaglarin farmakokinetik 6zelliklerindeki farkhliklar, timor
bolgesinde uygun olmayan ve degisen ila¢c konsantrasyonlarina neden olmakta, buna bagli
olarak da terapotik yanit azalmaktadir. Bu nedenle, son yillarda kombinasyon tedavilerinin
yerine farkli biyolojik yolaklari es zamanl olarak hedefleyebilen ve daha basit
farmakokinetik profile sahip, ¢ok hedefli ilaglarin tasarimi ilgi gérmeye baslamistir. Cok
hedefli ilaglar, farmakokinetik agidan avantajlarinin yani sira, tedavi rejiminin sadelesmesi
ve sistemik toksisitenin azalmasini saglamasi nedeniyle de hasta uyuncunun artmasina katki

saglamaktadir [4].



Kanser hastaliginda 6zellikle tiimoér hiicrelerinin bliyiimesi ve ¢ogalmasi igin kritik 6neme
sahip yolaklarin es zamanlh hedeflenmesi, terapotik etkinligin artirilmasi agisindan 6nemli
bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir. Bu yolaklar igerisinde enerji metabolizmasini
diizenleyen nikotinamit adenin dintikleotit (NAD*), hiicre icinde gerceklesen oksidasyon-
rediksiyon reaksiyonlarinda énemli bir rol oynayan ve ayni zamanda enerji liretiminden
sorumlu olan piridin nikleotit yapisinda esansiyel bir koenzimidir [5]. Basta kanser olmak
uzere pek c¢ok hastalik durumunda duzenleyici olarak gorev aldigi bilindiginden, NAD*
sentezini hedef alan stratejiler terapotik agidan 6nem tasimaktadir [6]. NAD*, kanser
hiicrelerinde hizla gogalmanin gergeklesebilmesi igin artan adenozin trifosfat (ATP) ihtiyaci
ile NAD*-tliketen poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP), sirtuin (SIRT), CD38 gibi enzimlerin
aktivitesinin artmasi sonucu hizlica tiiketilmektedir [6-9]. NAD* koenziminin hizh tiiketimi,
kanser hicrelerini NAD* eksikligine karsi normal hicrelere gére daha duyarli hale
getirmekte, bu durum NAD* seviyelerinin yeniden yikseltilmesini zorunlu kilmaktadir [7].
Hiicresel NAD* sentezinin ana kaynagini, prekirsor olarak nikotinamidin (NAM) kullanildig
yolak olusturmakta olup; NAD* memeli hiicrelerinde yalnizca bu yolakla degil, ayni zamanda
triptofan amino asidinden de novo sentez yoluyla veya nikotinik asidin (NA) veya
nikotinamit ribozidin (NR) gibi diger prekirsorlerin kullanildigi alternatif biyosentez

yolaklariyla da uretilebilmektedir [10].

NAD* sentez inhibitorleri araciligiyla NAD* homeostazinin  bozulmasinin, farkli
mekanizmalar tGzerinden antiproliferatif ve sitotoksik etkilere yol agtigi gosterilmistir [11].
Kanser hiicrelerinde NAD* yoksunlugunun etkileri, “NAMPT-NAD*-SIRT1 kaskadi” olarak da
bilinen NAD* biyosentez ana vyolaginda hiz sinirlayici  enzim  nikotinamit
fosforiboziltransferazin (NAMPT) spesifik inhibitorleriyle, ayrica bu inhibitorlerin antitimor
etkilerini artiran kombinasyon stratejileri ile ortaya konmustur [12-14]. ilk nesil tek hedefli
NAMPT inhibitorleri olarak adlandirilan FK866, CHS-828 ve 6n ilaci GMX-1777 insan klinik
denemelere girmis; ancak bu bilesiklerin neden oldugu trombositopeni gibi doz bagimli
toksisite ve c¢esitli gastrointestinal yan etkiler sebebiyle klinik calismalarda ilerleme
saglanamamistir [15-19]. Bu yan etkilerin yani sira NAMPT inhibitorlerinde gozlenen
kardiyak ve retinal toksisite ile zayif farmakokinetik profiller de daha glivenli ve etkili

bilesiklere duyulan ihtiyaci artirmistir. Bu dogrultuda gelistirilen yeni nesil NAMPT



inhibitorlerinden OT-82 ve KPT-9274, ikinci nesil bilesikler olarak insan klinik galismalarina

dahil edilmis olup, galismalar halen devam etmektedir [20-22].

Son yillarda, kesfedilen NAMPT inhibitorlerinin, tek baslarina kanser hiicrelerinde yeterli
etkinlik gosterememesi, doz bagimli toksisitesi ve olumsuz fizikokimyasal 6zellikleri;
NAMPT enziminin yani sira baska hedeflere de etki edebilecek ¢ok hedefli NAMPT
inhibitorlerinin arastirilmasina yol agmistir. Bildirilen ¢ok hedefli NAMPT inhibisyonu
stratejilerine ek olarak, NAMPT inhibitori FK866 ile SIRT1 aktivatori SRT3025’in kombine
kullaniminin insan IDH-mutant MGG123 glioma hicrelerindeki etkilerini arastiran bir
¢alismada, bilesiklerin birlikte uygulanmasinin tek basina kullanima kiyasla NAD*
seviyelerini ve buna bagl hicre canliigini belirgin sekilde azalttig rapor edilmistir [23].
Benzer sekilde, baska bir SIRT1 aktivatoriniin (SRT1720) dual NAMPT/PAK4 inhibitori KPT-
9274 ile kombinasyonu kanser hiicrelerinde sinerjik sitotoksik etki gostermistir [24]. Bu
nedenle, sadece NAMPT inhibisyonuna odaklanmak yerine, NAD* homeostazinda rol
oynayan veya antitimor etkiyi artirabilecek alternatif yolaklari da hedefleyen bilesiklerin

tasarimi 6nem kazanmistir [22, 25].

Bu baglamda, tez calismamizda NAMPT-NAD*-SIRT1 kaskadi hedef alinarak, NAMPT
enziminin yani sira bu kaskadin diger bir ana bileseni olan ve hiicre 6limu, apoptoz, DNA
onarimi gibi bircok hiicresel faaliyetin diizenlenmesinde rol oynayan SIRT1 enzim [26, 27]
aktivitesinin modile edilmesine odaklaniimis; hiicresel NAD* biyosentezi igin kritik Gneme
sahip olan NAMPT enzimini inhibe ederken, enzim aktivitesini gergeklestirmek igin NAD*
kosubstrat olarak kullanan SIRT1 enzimini aktive edebilecek dual etkili bilesiklerin
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu yaklasim sayesinde, hiicresel NAD* seviyelerinin daha etkin
bir sekilde azaltilarak, NAD* eksikligine duyarli olan kanser hicrelerinin proliferasyonu

Uzerinde daha glgli bir etki saglanabilecegi 6ngorilmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Tez calismamiz kapsaminda hedeflenen dual etki yaklasimi

Amag ve hedeflerimiz dogrultusunda galismamizin ilk agamasinda, NAMPT inhibitoéri ve
SIRT1 aktivatori olarak dual etki gosteren bilesiklere ulagsmak igin bilinen inhibitér ve
aktivatorlerden yola gikarak olusturulan farmakofor modeller ile asagida verilen is akisina

(Sekil 1.2) gore sirali sanal tarama galismasi gergeklestirilmistir.

e Bilinen NAMPT inhibitor ve SIRT1 aktivatorlerin literatirden derlenerek veri setlerinin
olusturulmasi

e insan NAMPT ve SIRT1 X-isini kristal yapilarinda koligand olarak bulunan bilesiklere
ait biyoaktif konformasyonlara goére veri setlerinin hizalanmasi

e Hizali veri setleri ile her bir hedef icin farmakofor hipotezlerin olusturulmasi

e Hipotezlerin dogrulanmasi sonucu NAMPT ve SIRT1 igin farmakofor modellerin elde
edilmesi

e ZINC “drug-like” sanal kutiiphanesinin SIRT1 farmakofor modeline karsi taranmasi ve
filtrelenmesi

e Filtreleme basamagindan gegen bilesiklerin NAMPT farmakofor modeline karsi
taranmasi

e ikinci tarama sonucunda ulasilan bilesiklerin SIRT1 ve NAMPT hedefleri kullanilarak
molekiler docking ¢alismalarinin gergeklestirilmesi ve her iki hedefle uygun sekilde
etkilesen bilesiklerin belirlenerek satin alinmasi

e Satin alinan sanal tarama c¢iktisi bilesiklerin in vitro NAMPT ve SIRT1 enzim

aktivitelerinin belirlenmesi
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Sekil 1.2. Farmakofor temelli sirali sanal tarama ¢alismasi

Farmakofor temelli sirali sanal tarama galismasi sonucu satin alinip, in vitro NAMPT ve SIRT1
enzim aktiviteleri belirlenen dokuz bilesik (F1-F9) arasindan F1, F2, F3 ve F5 kodlu
bilesiklerin hem NAMPT inhibisyonu hem de SIRT1 aktivasyonu yaptigi tespit edilmistir.
Calismamizin ikinci agamasinda, gigli NAMPT inhibisyonu (1C50=0,89 uM) ve segici SIRT1
aktivasyonu (EC15=16,45 uM) sergilemesi nedeniyle F1 kodlu bilesik optimizasyon
¢alismalariigin 6nci bilesik olarak segilmis, daha etkili tiirevlere ulagsabilmek ve yapi-aktivite
iliskilerini olusturmak amaciyla on iki adet 3-[N-(arilmetil)stlfamoil]-N-(aril)benzamit tiirevi

bilesik (STF1-STF12) tasarlanmistir (Sekil 1.3).

F1, F2 ve F5 kodlu bilesiklerde yer alan ve her iki hedef icin de ortak farmakoforik 6zellikleri
karsilayan 3-(N-metilstilfamoil)benzamit yapisi, tasarlanan bilesiklerde korunurken; Sekil
1.3’te A ve B olarak belirtilen yan gruplarda molekiler docking verilerine gore biyoizosterik
degisikliklere gidilmistir. F1 dnci bilesigi, NAMPT aktivitesi icin dnemli olan NAMPT-Phe193
ve NAMPT-Tyr18" amino asitleriyle 1,3,4-tiyadiazol halkasi Gzerinden nt-rt etkilesimleri; bu
halkaya bagh siklopropil halkasi tGzerinden SIRT1 aktivasyonu igin 6nemli oldugu bilinen
SIRT1-Glu230 ile hidrofobik etkilesimleri meydana getirdigi gbdzlenmistir. Burdan yola
cikarak; F1 ile elde edilen m-mt etkilesimlerin sirdirilebilmesi igin STF1-STF6 kodlu

bilesiklerde; 1,3,4-tiyadiazol halkasi korunurken, siklopropan halkasi yerine farkli hidrofobik



gruplar getirilmistir. STF7-STF9 kodlu bilesiklerde ise; 1,3,4-tiyadiazol halkasi, ayni m-it
etkilesimleri saglayabilecek fenil veya piridin halkalariyla yer degistirilmistir. Ote yandan,
STF10-STF12 kodlu bilesiklerde F1 yapisinin sadece B bolgesinde degisikliklere gidilerek;
fenil yerine tiyazol, p-florofenil ve m-metilfenil halkalari kullaniimig, boylece NAMPT-Tyr188

ile ek m-mt etkilesimler hedeflenmistir.
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Sekil 1.3. F1 6ncii bilesiginden hareketle yeni tlrevlerin (STF1-STF12) tasarimi

Tasarlanan 3-[N-(arilmetil)stlfamoil]-N-(aril)benzamit tirevi bilesiklerin (STF1-STF12)
sentez ve yapi aydinlatma calismalari tamamlandiktan sonra, NAMPT ve SIRT1 enzimlerine
karsi aktiviteleri in vitro olarak belirlenmistir. Ardindan, dual NAMPT inhibitéri ve SIRT1
aktivatori oldugu tespit edilen F1, F2, STF2 ve STF6 kodlu bilesiklerin, insan Caki-1 bébrek,
HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanseri hiicre hatlarinda olusturduklari
antiproliferatif etkiler, insan HEK293T embriyonik bobrek (kanser olmayan) hiicreleri ile
karsilastirmali olarak incelenmis; elde edilen bulgular, bu bilesiklerin hedef enzimler

uzerindeki etkileri ile iliskilendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. NAD* Metabolizmasi ve Kanser

Kanser hiicreleri, bliyiime, hiicre 6limd, anjiyogenez, invazyon ve metastaz gibi hiicresel
faaliyetleri kontrol edebilmek igin “kanserin ayirt edici 6zellikleri” olarak bilinen
karakteristik 6zelliklere sahiptir [28]. Son on yilda, hiicresel metabolik programlanma olarak
adlandirilan kanser hiicrelerinin buylmesi, hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi igin metabolik
yolaklarin yeniden dizenlenmesi yeni nesil bir 6zellik olarak tanimlanmistir [29, 30]. Bu
metabolik yolaklar icerisinde NAD*, glikoliz, trikarboksilik asit (TCA) dongisi, oksidatif
fosforilasyon, yag asidi oksidasyonu ve serin biyosentezi gibi enerji Giretimi ile ilgili bircok
redoks reaksiyonunda 6nemli bir koenzim olarak gorev almaktadir [5]. Bu reaksiyonlar
sirasinda hidrlr anyonu alarak, indirgenmis formu olan NADH’a dontsmekte (Sekil 2.1); bu
sayede mitokondriyal oksidatif fosforilasyon araciligiyla ATP sentezi igin hidriir donéri
haline gelmektedir [31]. Ayrica, NAD*/NADH redoks cifti, redoks dengesinde, yag asidi ve
nukleik asitlerin biyosentezinde gorev alan fosforile NADP*/NADPH formlarina

donusebilmektedir (Sekil 2.1) [32].

Enerji metabolizmasinda 6nemli bir koenzim olan NAD®, ayni zamanda pek ¢ok NAD*
bagimli enzim icin substrat gorevi yaparak, 6zellikle SIRT, PARP, ADP-riboziltransferaz (ART),
siklik ADP-riboz sentetaz (cADPRS), SARM1, CD38 ve CD157 gibi DNA tamiri, gen
ekspresyonu, stres cevabi ve sinyal iletiminde rol oynayan enzimler icin de gerekli oldugu

bilinmektedir [33-38].

NAD*, enerji metabolizmasi, DNA tamiri, epigenetik modifikasyon, enflamasyon, sirkadiyen
ritim ve stres direnci gibi birgok hiicresel faaliyette yer almaktadir [31, 39, 40]. Bu nedenle,
hicresel NAD* seviyelerinde meydana gelen bozukluklar, kanser basta olmak Uzere,
metabolik hastaliklar, yaslanma ve nérodejeneratif hastaliklari iceren birgok patolojik
durum ile iliskilendirilmistir [12, 32, 41, 42]. Kanser hicrelerinde artmis hicre

metabolizmasi ve biylme, transkripsiyon reglilasyonu, sinyal iletimi, kromatin dinamigi,



DNA tamiri ve NAD* tiiketen enzimlere ait aktivitenin artmasi, normal hiicrelere nazaran
NAD"In hizli bir sekilde tiketilmesine neden olmaktadir [43]. Kanser hiicreleri bu ihtiyaci
karsilamak amaciyla hiicresel NAD* seviyelerini yeniden gerekli diizeye getirmesi

gerekmektedir [4].
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Sekil 2.1. NAD*/NADH ve NADP*/NADPH doénusum reaksiyonlari

Memeli hiicrelerinde NAD®, de novo sentez yolagl, Preiss-Handler yolagi ve kurtarma yolagi
olmak Uzere Ui¢ ana biyosentetik yolak lizerinden sentezlenmektedir (Sekil 2.2) [44]. De
novo sentez yolunun ilk asamasinda, diyet ile alinan triptofandan yola gikilarak, triptofan-
2,3-dioksijenaz (TDO) ve indolamin-2,3-dioksijenaz (IDO) enzimleri ile N-formilkinirenin
sentezlenmektedir. Olusan N-formilkintrenin, bir seri enzimatik reaksiyon ile kinolinik asite
dontsmekte ve bu ara Urinden kinolinik asit fosforiboziltransferaz (QAPRT) enzimi ile
nikotinik asit mononikleotit (NAMN) olusturulmaktadir. Son asamada, nikotinik
asit/nikotinamit mononikleotit adeniltransferaz  (NMNAT) ve nikotinamit adenin
dinlkleotit sentaz (NADS) enzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyonlar sonucu NAD*

sentezi tamamlanmaktadir [31].

Preis-Handler yolaginda, diyet ile alindan nikotinik asit (NA), nikotinik asit
fosforiboziltransferaz (NAPRT) enzimi tarafindan 5-fosforibozil-1-pirofosfat (PRPP)

aracihgiyla fosforibozillestirilerek nikotinik asit mononikleotit (NAMN) sentezlenmektedir.



Ardindan, NAMN, NMNAT tarafindan adenillenerek nikotinik asit adenin dinlikleotide
(NAAD) donisturilmektedir. Son olarak, NAAD’In NADS enziminin katalizledigi amidasyon

reaksiyonu sonucu NAD* sentezi tamamlanmaktadir (Sekil 2.2) [31].

De novo sentez yolagi Preiss-Handler yolagi Kurtarma yolagi
1 LT Nikotinamit Nikotinamit ribo@
i Nikotinik asit (NA —(
Triptofan (NA) (NAM) (NR)
lTDO/iDO l NAPRT
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Sekil 2.2. NAD* biyosentez yolaklari

Nikotinamit ribozit (NR) ve nikotinamidin (NAM) prekirsér olarak kullanildigi kurtarma
yolaginin ilk asamasinda, nikotinamit ribozit kinaz (NRK) veya nikotinamit
fosforiboziltransferaz (NAMPT), PRPP’den NAM’a riboz grubunu transfer ederek
nikotinamit mononikleotidi (NMN) olusturmaktadir. Ardindan NMN yapisi, NMNAT
enzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyon ile NAD*a donusturilmektedir [31]. Diger
yandan, SIRT1 gibi NAD* tuketen enzimlerin aktivitesi sonucunda NAM yeniden agiga
¢ikmakta ve boylece bu NAD* tiketen enzimler, NAD* biyosentezinin geri besleme

fonksiyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3) [45].

Bircok kanser hiicresi, triptofan-NAD* donilsiiminden sorumlu olan enzimlerin yetersiz
ekspresyonu nedeniyle de novo sentez vyolagini etkin sekilde kullanarak NAD*
sentezleyememektedir [46]. Ozellikle izositrat dehidrogenaz (IDH) mutasyonuna sahip
glioma ve akut miyeloid |6semi gibi bazi kanser hiicrelerinde, NAPRT ekspresyonunun
eksikligi Preiss-Handler yolaginin inaktif hale gelmesine yol agmaktadir [47, 48]. NAPRT

ekspresyonu yeterli seviyede olan kanser hiicrelerinde ise sistemik NA diizeyleri NAD*
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Uretimi icin yetersiz kaldigindan, bu yol da etkin bir sekilde kullanilamamaktadir [49].
Dolayisiyla, bu tip kanser hiicreleri, NAD* seviyelerini gerekli diizeyde tutabilmek igin,
NAMPT ve SIRT1 enzimlerinin yer aldigi ve “NAMPT-NAD*-SIRT1 kaskadl” olarak
adlandirilan kurtarma yolagina bagimli hale gelmektedir (Sekil 2.3) [46, 47]. Bu kaskadin hiz
sinirlayici basamaginda gorev alan NAMPT enzimi, NAM ile PRPP’nin kondenzasyonunu
katalizleyerek NMN sentezini gerceklestirirken; SIRT1 histon veya histon olmayan

proteinlerin deasetilasyonu sirasinda NAD* kullanarak NAM Uretimini saglamaktadir [50].

Ac

&

Asetillenmis
substrat

Deasetile
substrat

&

Sekil 2.3. NAMPT-NAD*-SIRT1 kaskadi
2.2. Nikotinamit Fosforiboziltransferaz (NAMPT)

insan NAMPT enzimi, tip |l fosforiboziltransferaz sinifina mensup, yaklasik 55 kDa molekiiler
agirhginda, 491 amino asit iceren dimerik yapida bir enzimdir. NAMPT'In enzimatik
aktivitesi ilk defa 1957 yilinda Preiss ve Handler tarafindan bildirilmistir [50]. Bakteriyel
NAMPT’1 kodlayan nadV geni, ilk defa 2001 yilinda Haemophilus ducreyi’den izole edilerek,
bu gen Urinidndn, insan pre-B-hiicre koloni artirici faktor (PBEF) ile homoloji gosterdigi
belirlenmistir [51]. Bu bulgulardan yola gikilarak yapilan diger ¢alismalar, PBEF’in aslinda
NAMPT enzimi oldugu ortaya koymustur [27].

2005 yilinda yapilan tartismali bir calismada, NAMPT/PBEF, insan ve fare yag dokusunda

ylksek seviyede eksprese edilen bir adipokin olan visfatin oldugu 6ne sirilmis; insdlin
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reseptorlerine baglanarak insilin benzeri etkiler gosterdigi ve plazma glukoz seviyelerini
distrdigu bildirilmistir [52]. Bunun Gzerine, NAMPT/PBEF/visfatinin obezite ve diyabet gibi
bircok metabolik hastaliklardaki potansiyel rolleri arastirilmis; ancak elde edilen bulgular

arasindaki tutarsizliklar, bu iliskinin yeniden degerlendirilmesi gerektigini gostermistir.

NAMPT'in farkh patofizyolojik durumlarda goklu fonksiyona sahip olmasi nedeniyle, PBEF
ve visfatin olarak da adlandirilmistir. Ancak, isimlendirme karmasasini 6nlemek amaciyla,
bu protein ve genin resmi adinin NAMPT olmasina HUGO Gen Nomenklatir Komitesi

(HGNC) ve Fare Genomik Nomenklatiir Komitesi (MGNC) tarafindan karar verilmistir [53].

NAMPT, memelilerde intraseliler (iNAMPT) ve ekstraseliler (eNAMPT) olmak Gzere iki
farkh formda bulunmaktadir. Hicre icinde sitoplazma, ¢ekirdek ve mitokondride lokalize
olan iNAMPT, basta kemik iligi, karaciger ve kas dokulari olmak Uzere tim dokularda
eksprese edilmekte ve NAD* biyosentezinde gorev alarak hicrelerin enerji ihtiyacinin
karsilanmasina katki saglamaktadir [54, 55]. Ayrica iINAMPT, kanser basta olmak Uzere
cesitli immiin, nérodejeneratif ve metabolik hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir
[56, 57]. Plazma ve diger ekstraselller sivilarda bulunan eNAMPT ise, c¢ogunlukla
adipositler, makrofajlar, lenfositler, endotelyal hiicreler ve gesitli kanser hicreleri
tarafindan salinmakta olup, beyin ve kan gibi birgok dokuda dagilim gostermektedir [58].
Enflamasyon durumlarinda artan ve immiin sistemin dlzenlenmesinde gorev alan
eNAMPT, diyabet, ateroskleroz, obezite gibi metabolik hastaliklar, karaciger fibrozu ve
kanser ile iliskilendirilmistir [53, 59, 60]. eNAMPT’in bu hastaliklara aracilik eden etkilerinin
enzimatik bir aktivite sonucunda mi yoksa bir reseptore baglanmasiyla mi meydana geldigi
ise halen tartismalidir. Her ne kadar eNAMPT’In enzimatik aktivitesine dair bazi bulgular
mevcut olsa da, NMN plazma seviyesinin oldukga diistik olmasi, bu etkilerin buyuk olasilikla
reseptdr aracii mekanizmalarla ortaya ¢iktigini distindirmektedir [61]. Yapilan
galismalarda, eNAMPT in C-C kemokin reseptor tipi 5 (CCR5) ve toll-benzeri reseptor 4
(TLR4) olmak Uzere iki farkh reseptore baglanabilecegi bildirilmistir. eNAMPT ile CCR5
arasinda fiziksel bir etkilesim saptanmis ve CCR5 antagonisti maravirok gibi, makrofajlarda

HIV enfeksiyonunu engelledigi gosterilmistir [62]. Bunu izleyen baska bir calismada ise,
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eNAMPT’in sinyal iletiminde gorevli TLR4 reseptdriine baglanarak onu aktive eden miyeloid
farkhlasma faktori 2 (MD-2) proteini taklit ettigi ve nlkleer faktér kappa B (NF-kB) aracih
akciger enflamasyonuna yol actigi bildirilmistir [63]. Ancak, TLR4 veya CCR5 reseptorlerinin
eNAMPTIn etkilerine dogrudan aracilik ettigini net bir sekilde soyleyebilmek igin bu

bulgularin daha fazla sayida farkli calismayla dogrulanmasi gerekmektedir.

NAMPT enziminin bircok hastalikla iliskili olmasi nedeniyle, bu enzimin lg¢ boyutlu yapisi ve
enzimatik mekanizmasinin aydinlatilmasi tGzerine kapsamli aragtirmalar gergeklestirilmistir
[64-68]. insan NAMPT enzimin aktif bélgesi ve katalitik mekanizmasini anlamak amacuyla,
NMN (PDB: 2GVG) ve NAMPT inhibitéri FK866 (PDB: 2GVJ) bagh komplekslerinin X-isini
kristal yapilari ilk defa 2006 yilinda ¢6zimlenmistir. Ayni ¢alismada, diger
fosforiboziltransferazlar ile kayda deger bir amino asit dizilimine sahip olmamasina ragmen,
Thermoplasma acidophilum kaynakh NAPRT ve Mycobacterium tuberculosis kaynakli

QAPRT ile yapisal benzerlik gosterdigi tespit edilmistir [69].

Yaklasik 4000 A yiizey alanina sahip dimerik yapi sergileyen insan NAMPT enzimi, her bir
monomerinde hem igsel stabiliteyi saglayan hem de fonksiyonel konformasyonun
korunmasina katkida bulunan yirmi iki B-iplik ve on bes a-sarmal igermektedir. Enzimin
yapisinda, N- ve C-terminal amino asitlerin farkli boélgelerde yer aldigi, karmasik bir
katlanma diizeni gozlemlenmektedir [64]. Dimerik ara vyuzinde iki aktif bolge
bulunmaktadir ve bu dimerizasyon katalitik aktivite igin zorunludur. Polar ve hidrofobik
amino asitlerden olusan bu dimerik ara yiizeyde, yaklasik 15x6 A boyutlarinda uzun ve dar

I”

bir tiinel yer almaktadir [70]. Bu tinel, ara yiiz boyunca “arka kanal” olarak adlandirilan
huni seklinde bir agikliga uzanmaktadir. Tlnelin giris kisminda yer alan PRPP baglanma
bolgesi ile NAM'in yerlestigi nikleobaz cebi, birlikte katalitik aktif bélgeyi olusturmaktadir.
Aktif bolge, “esik” adi verilen dar bir tlinel araciligiyla, hidrofobik amino asitlerden olusan

arka kanala baglanmaktadir (Sekil 2.4) [71].
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Sekil 2.4. insan NAMPT aktif bélgesi (PDB: 2GVG). A zinciri yesil, B zinciri turkuaz ve NMN
sari renk ile gosterilmistir.

Enzimatik aktivite sirasinda, katalitik aktif bolgede yer alan PRPP baglanma bdlgesindeki
His247 amino asidinin ATP araciligiyla fosforilasyonu, bu bdlgeye PRPP’nin baglanmasini
mumkin kilmakta ve olugsan enzim-PRPP kompleksinin daha stabil olmasini saglamaktadir.
Bu fosforilasyonla birlikte, enzimin, substrati olan NAM’a olan afinitesi yaklasik 160 000 kat
artarak belirgin bir katalitik aktivasyon meydana gelmektedir [72]. Bu aktivasyonun
ardindan, nukleobaz cebine vyerlesen NAM’a PRPP’den fosforibozil transferi

gerceklesmekte, bu bélgede NMN sentezlenmektedir (Sekil 2.5) [71].
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Sekil 2.5. NAMPT kataliziyle NAM’dan NMN olusumu
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insan NAMPT X-isini kristal yapisi (PDB: 2GVG) incelendiginde, olusan NMN molekdiliiniin,
aktif bolgede piridin halkasi Gizerinden Tyr18’ ve Phel193 amino asitleri ile rt-it etkilegimleri
kurarak niikleobaz cebine yerlestigi goriilmektedir. Ayrica, NMN yapisindaki amit karbonili
Arg311 amino asidine dogru yoneldigi ve bu sirada Asp219 yan zinciri ile hidrojen bagi
meydana getirdigi belirlenmistir. NMN’nin riboz ve fosfat gruplari ise, ylksek derecede

hidrofobik 6zellik sergileyen PRPP baglanma bdlgesine dogru uzanmaktadir (Sekil 2.6) [69].
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Sekil 2.6. (A) NMN’nin insan NAMPT aktif bolgesinde (PDB: 2GVG) yerlestigi bolge; (B)
NAMPT-NMN etkilesimleri. A zinciri yesil, B zinciri turkuaz ve NMN sari renk ile,
hidrojen baglar ve m-mt etkilesimleri sirasiyla sari ve turkuaz renkte kesikli
cizgilerle gosterilmistir.

2.3. Tek Hedefli NAMPT inhibitorleri

Enerji gerektiren hicresel faaliyetlerin gerceklesmesinde énemli bir roli olan NAD*In
sentezini saglayan NAMPT enzimi, kanser basta olmak Uzere, diyabet, obezite ve
enflamasyon gibi bir ¢ok patofizyolojik siiregler ile iliskilendirilmistir [53]. Birgok ¢alisma
NAMPT ekspresyonunun artisi, kolorektal, kolon, mide, meme, over ve tiroit kanserleri,
pankreatik duktal adenokarsinoma, glioma, melanoma, sarkoma, l6semi ve lenfoma gibi
cesitli kanser tiplerinde artmis tiimorijenik 6zellikler ile iliskilendirilmistir [73-84]. Ayrica
NAMPT'in agiri ekspresyonunun paklitaksel, adriamisin, fluorourasil ve etoposid gibi kanser

tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglarina karsi direnci arttirdigi bildirilmistir [85].

Yapilan calismalarda NAMPT inhibisyonunun kanser hiicrelerinde hiicre bliyimesi, koloni

donlsim ve hiicre gdglinl baskilamasi nedeniyle bu hiicrelerde otofaji ve hiicre 6limine
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neden oldugu gosterilmistir [75, 86]. Ozellikle IDH1/2-mutant glioblastoma,
kondrosarkoma ve mide kanseri hicrelerinin diger kanser tirlerine nazaran NAMPT
inhibisyonuna karsi daha duyarli oldugu bilinmektedir [48, 87]. Bunun yani sira kanser
tedavisinde kullanilan kemoterapétik ilaglarin duyarliigini artirmasi nedeniyle NAMPT
inhibisyonu saglanmasi kanser tedavisi icin umut vadedici bir strateji olarak

degerlendirilmis ve giinimize kadar birgok NAMPT inhibit6ora bildirilmistir [80, 88, 89].

NAMPT inhibitorlerinin kesfine yonelik ilk galismalar 1972 yilinda baslasa da insan NAMPT
enzim mekanizmasinin ve lg¢ boyutlu yapisinin aydinlatilamamasi gibi nedenlerden dolayi
2000’li yillara kadar kayda deger bir NAMPT inhibitériine ulasilamamistir. ilk NAMPT
inhibitori FK866 (1) (NAMPT 1Cs0=3 nM) 2002 yilinda kesfedilmis, hiicresel NAD*
seviyelerini azaltmasi sonucunda gesitli kanser tiirlerinde apoptotik hiicre 6limiine sebep
oldugu gosterilmistir [16, 90]. ilk kez 2006 yilinda, insan NAMPT enziminin X-isini kristal
yapisi, FK866 ile kompleks halinde c¢coziimlenerek, FK866'nin NAMPT enzimin her iki
monomerinde de yer alan NAM’in baglanma bélgesi de olan niikleobaz cebine ve bu cepten
uzanan tunel seklindeki aktif bolgeye yerlestigi gdzlenmistir. Bu ¢calismada FK866'nin aktif
bblgede yer alan amino asitler ile olan etkilesimleri de belirlenerek, NAMPT inhibisyonunda
etkili olabilecek yapisal gerekliliklerin anlasiimasi saglanmis ve bu bilgiler yeni NAMPT
inhibitorlerinin kesfi igcin 6nemli bir temel olusturmustur [69]. Piridil siyanoguanidin
yapisindaki CHS-828 (2) (NAMPT ICso <25 nM) ise, meme ve akciger kanserine karsl
antitimor etkileri ile ilk kez 1997 yilinda bildirilmesine ragmen, kanser hiicrelerini NAMPT
inhibisyonu tzerinden 6ldirdigiu ancak 2008 yilinda ortaya koyulmustur [91]. 2005 yilinda
da, CHS-828’in farmakokinetik profilini gelistirmek amaciyla 6n ilaci olan GMX-1777 (3)
gelistirilmistir (Sekil 2.7) [17].
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Sekil 2.7. Klinik denemelere giren birinci nesil NAMPT inhibitorleri

Birinci nesil NAMPT inhibitorleri olarak bilinen FK866, CHS-828 ve GMX-1777 igin, klinik
oncesi calismalarda bircok kanser tlriiniin tedavisinde umut vadedici sonuclar elde
edilmistir [16, 69, 91, 92]. FK866, B-kronik lenfositik 16semi (NCT00435084), melanoma
(NCT00432107) ve kutanoz T-hiicreli lenfoma (NCT00431912) gibi kanser tirleri icin, CHS-
828 ve 6n ilag formu GMX-1777 ise kati timdrler (NCT0O0003979), lenfoma (NCT00457574)
ve metastatik melanoma (NCT00724841) igin Faz I/1l klinik denemelerinde bulunmustur.
Fakat, trombositopeni, lenfopeni ve diyare gibi doz sinirlayici toksisiteler ile sinirli antitimor
etkinlik ve yetersiz farmakokinetik 6zellikler, klinik ¢alismalarda ilerlemeyi engellemistir
[15, 19, 85, 91]. Bu durum, daha sonraki yillarda NAMPT enziminin kanser Uzerindeki
etkisinin tam olarak anlasilamamis olmasiyla; dolayisiyla uygun olmayan hasta grubu ve

endikasyonlarin segilmesiyle iliskilendirilmistir [22].

Klinik galismalarda karsilasilan sorunlar nedeniyle, toksisite gostermeyen, iyi
farmakokinetik ozelliklere ve gligli antitimor etkinlige sahip yeni NAMPT inhibitorlerinin
kesfine yonelik bircok calisma gergeklestirilmis ve ikinci nesil NAMPT inhibitorlerine
ulasilmistir [14, 58, 65, 66, 93, 94]. Bu dogrultuda, FK866 ve CHS-828’in yapisal ve
farmakolojik ortak 6zellikleri, FK866'nin NAMPT aktif bolgesindeki amino asitlerle kurdugu
etkilesimler ve her iki bilesigin paylastig farmakoforik 6zellikler temel alinmigtir [14, 22].
Gogu NAMPT inhibitori, Sekil 2.8'de FK866 Uzerinde gosterilen farmakoforik ozellikleri
tasimaktadir; (i) bas grubu ve bir baglayici birimden olusan NAM benzeri ¢ekirdek grup, (ii)
cekirdek grup ile kuyruk kismini baglayan bir baglayici, (iii) kuyruk grubu [14, 65, 66, 93].
Genellikle piridin benzeri aromatik veya heteroaromatik 6zellikteki bas grubu, NAM’in da

baglandig niikleobaz cebinde yer alan Tyrl8 ve Phel93 ile n-m etkilesimleri
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olusturabilirken, baglayici birim (amit, (ire veya siyanoguanidin), bu cepte ve esik
bblgesinde yer alan Ser275, Asp219, Ser241 ve Val242 amino asitleri ile dogrudan veya su-
aracil hidrojen baglari olusturabilmektedir (Sekil 2.8). Bu etkilesimlerin ayrica NAMPT
inhibisyonu igin kritik oldugu da bildirilmistir [14, 65, 66, 93]. Aromatik halka veya bir alkil
zinciri taslyan hidrofobik karakterdeki baglayici grup ise esik bdlgesinde yer alan Val242,
[le309 ve lle351 gibi hidrofobik amino asitlerle etkileserek kuyruk grubunun arka kanala
uzanmasini saglamaktadir. Kuyruk grubu, hidrofobik ozellikteki arka kanalda yer alan
Tyr188, Lys189, Arg196, Ile309, Val350 ve Ala379 gibi amino asitlerle hidrojen baglari veya
hidrofobik etkilesimler meydana getirmektedir (Sekil 2.9). NAMPT inhibitorleri igin baglayici
grubun uzunlugu ve geometrisi Gnemli olmakla birlikte, arka kanala yerlesen kuyruk grubu
Uzerinde yapilan degisiklikler sonucunda bilesiklerin suda ¢ozlintrlik, permeabilite gibi

fizikokimyasal 6zellikleri degistirilerek, ADME 6zellikleri iyilestirilmistir [95].
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Sekil 2.8. (A) FK866'nin insan NAMPT aktif bolgesindeki (PDB: 2GVIJ) biyoaktif
konformasyonu; (B) NAMPT inhibitorlerinin farmakoforik 6zelliklerinin
FK866'nin biyoaktif konformasyonu lzerinde gosterimi. A zinciri yesil, B zinciri
turkuaz ve FK866 yesil renk ile, hidrojen baglari ve m-mt etkilesimleri sirasiyla sari
ve turkuaz renkte kesikli gizgilerle gdsterilmistir.

2008 yilinda Galli ve arkadaglari tarafindan, FK866 yapisinda baglayici birim olan amit
fonksiyonel grubu yerine klasik olmayan biyoizosteri 1,4-dislibtitlie triazol halkasini tasiyan
TRON-8 (4) bildirilmistir [96]. Takip eden yillarda ise, triazol iceren yeni bir FK866 analogu
olan GPP78 (5) (NAMPT IC50=10,2 nM) gelistirilmistir. GPP78, FK866 ve CHS-828 ile insan
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SH-SY5Y néroblastoma hiicreleri tzerinde benzer etki profiline sahip olmasina ragmen,
dislik suda ¢ozinlrliik ve yetersiz in vitro metabolik stabilite 6zellikleri sergilemistir. Bu
nedenle, metabolik stabilitesi daha yiksek olan ve eter kdprisi tasiyan bir analogu, Bilesik
6 (NAMPT ICs0=3,8 nM) tasarlanmistir [97]. Ayni ¢alisma grubu, 2019 yilinda eNAMPT’In
fizyopatolojik kosullardaki roliinii daha iyi anlayabilmek amaciyla, eNAMPT’a karsi selektif
inhibitorler gelistirmeyi hedeflemis ve bu dogrultuda, GPP78 temel alinarak protonize
olabilen ve plazma membranini gecemeyen bir seri bilesik tasarlanmistir. Bu seride,
ozellikle Bilesik 7, gliclti bir NAMPT enzim inhibisyonu (ICs0=41,8 nM) saglamasina ragmen,
plazma membranini gecemedigi igin insan SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri (izerinde
etkinliginin sinirli kaldigi (ICso >10 uM) bildirilmistir [98]. Ancak, plazma membranini
gecemeyen bilesiklerin eNAMPT lizerinde daha segici olacagi hipotezinin desteklenmesi igin

daha fazla ¢alismaya ihtiyag duyulmaktadir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. TRON-8 (4), GPP78 (5), Bilesik 6 ve 7’nin kimyasal yapilari

2013 yilinda Christensen ve arkadaglari, FK866 ve CHS-828 bilesiklerinden yola gikarak yeni
NAMPT inhibitorleri tasarlamislar. Bu kapsamda gelistirilen Bilesik 8, insan A2780 over
kanseri (ICs0=0,025 nM) ve MCF-7 meme kanseri (IC50=0,33 nM) hiicre hatlarinda, FK866
(A2780 1C50=1,6 nM; MCF-7 ICs0=7,4 nM) ve CHS-828e (A2780 1Cs50=0,56 nM; MCF-7
ICs0=1,6 nM) kiyasla belirgin derecede daha gl¢li antiproliferatif etki gostermistir. Ayrica,
in vivo A2780 ksenograft fare modelinde 3 mg/kg dozda glinde iki kere uygulandiginda,
timor hacminde yaklasik 1/5 oraninda azalma saglandigi bildirilmistir (Sekil 2.10) [99].
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2013 yilinda Zheng ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada, farmakofor temelli bir
sanal tarama calismasi gerceklestirilmis ve tiyolre yapisinda MSO (9) (NAMPT ICsp=7 nM;
A2780 1C50=190 nM) isimli lider bilesige ulasiimistir. Bu bilesik Gizerinde gergeklestirilen
optimizasyon ¢alismalari sonucunda, in vivo antitiimor etkinligi yiiksek Bilesik 10’a (NAMPT
ICs0=7 nM; A2780 1C50=32 nM) ulasiimistir (Sekil 2.10). Daha 6nce yapilan galismalarda,
NAMPT inhibitorlerinin azot atomu tasiyan bas grubunun fosforilasyon igin bir substrat
niteligi tasidigi ve NAMPT katalizli PRPP katim GirlinU olusturabildigi ortaya konmustur [18].
Zheng ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢calismada, Bilesik 11 (NAMPT IC50=30 nM; A2780
ICso >10 uM) in vitro NAMPT enzim aktivitesi Gzerinde etkili olurken insan A2780 over
hicrelerinde belirgin bir aktivite kaybi géstermistir [65]. Ayni g¢alismada azot atomu
tasimayan Bilesik 11’in hiicre icinde NAMPT katalizli PRPP ile katim GrlGnG olugturmadigi ve
azot atomu tasiyan Bilesik 10’un PRPP katim UrilinU olusturabildigi tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore, NAMPT inhibitorlerinin fosforile katim Grln{ olusturmasinin hiicresel anti-
NAMPT aktivitesi icin gerekli olabilecegi 6ne strlilmustir. Bu dogrultuda, katim Griini
olusumunun hiicresel aktivite igin tek basina yeterli olmadigi ve hicresel aktiviteye etki
eden baska faktorlerin de rol oynayabilecegi 6ne surialmustiir. Ayrica, 2017 yilinda
gerceklestirilen bir calismada, izoindol tlrevi A-1293201 (12) kodlu bilesik Gzerinden
yapilan degerlendirmelerde, bazi NAMPT inhibitorlerinin PRPP ile katim Grini
olusturmaksizin da hem in vitro hiicresel aktiviteyi hem de in vivo antitimor etkinligi

surdirebildigi gosterilmistir (Sekil 2.10) [100].
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Sekil 2.10. Bilesik 8, MSO (9), Bilesik 10, 11 ve A-1293201’nin (12) kimyasal yapilari
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Diger bir galismada lre tirevi bilesiklerin NAMPT aktif bolgesinde Asp219 ve Ser241 amino
asitleri ile hidrojen bagi kurmamasi tizerine, bilesiklerdeki piridil bas grubu azaindol halkasi
ile, Ure grubu ise amit grubu ile degistirilmis, béylece dogrudan hidrojen bagi yapabilen
Bilesik 13’e (NAMPT ICs50=9 nM; A2780 IC50=10 nM) ulasilmistir [66]. Bu bilesik Gizerinde
yapilan vyapi-aktivite ¢alismalari sonucunda, in vitro ADME oOzellikleri iyilestirilmis
imidazolopiridin tlrevi GNE-617 (14) (NAMPT ICso=5 nM; A2780 ICs0=2 nM) elde edilmistir.
Ayni ¢alisma grubu, amit ve Ure tlirevi bilesiklerin sudaki ¢ézlnurlik problemini agmak
amaciyla, 2,3-dihidro-1H-pirolo[3,4-c]piridin yapisinda ve sudaki ¢6ziinlrligu yiksek olan

ure turevi Bilesik 151 (NAMPT IC50=10 nM; A2780 IC50=7 nM) elde etmistir (Sekil 2.11) [101].

FK866'nin klinik 6ncesi ¢alismalari sirasinda maymunlarda gézlenmemesine karsin,
farelerde hematolojik yan etkilerin yaninda retinal atrofi de rapor edilmistir. Ayrica, NMNAT
mutasyonunun insanlarda retinal hasara yol a¢tig bildirilmistir [102]. Benzer toksisiteler
diger NAMPT inhibitorleri icin de rapor edilmistir [103, 104]. NAMPT inhibitorlerinde
gozlenen trombositopeni, NA destegi ile kayda deger 6lglide azaltilmis olmasina ragmen,
retinal toksisitede herhangi bir azalma gozlenmemistir [103-106]. Bu nedenle,
arastirmacilar retinal penetrasyonu ve/veya tutulumu daha dusiik olan NAMPT
inhibitorlerine ulasmak amaciyla fizikokimyasal 6zelliklere dayali ydontemlerle yeni bilesikler
tasarlamislardir. Zhen ve arkadaslari, protonize olabilen bazik merkez tasiyan bilesiklerin,
retinal tutulumuna katki verdigini géz 6niinde bulundurarak, daha az bazik indazol tirevi
NAMPT inhibitorleri tasarlamiglardir [67]. Bu ¢alismada elde edilen 1H-pirazolo[3,4-
b]piridin tiirevi GNE-618 (16) bilesiginin (Sekil 2.11) (NAMPT ICs50=6,1 nM; A2780 1Cs0=4,3
nM), imidizalopiridin tirevlerine kiyasla retinal toksisitesinin daha dusik oldugu

bildirilmistir [63].

Diger bir galismada ise, farmakofor temelli sanal tarama sonucunda ulasilan NAMPT
inhibitorlerinin hematolojik ve retinal toksisite gosterdigi belirlenmistir. Retina bariyerine
gecisi 6nlemek ve buna bagh olusan retinal toksisiteyi azaltmak amaciyla permeabilitenin
disarialmesi ve polaritenin artirilmasi yoluyla, selektif, etkili ve oral aktif LSN3154567 (17)
bilesigine (Sekil 2.11) ulasilmistir. LSN3154567’nin (NAMPT 1C50=3,1 nM) in vivo ve in vitro
¢alismalarda kanser hicreleri tzerine yuksek antiproliferatif 6zellik gosterirken, retinal

hiicrelerde toksisite olusturmadigi bildirilmistir [107].
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Sekil 2.11. Bilesik 13, GNE-617 (14), Bilesik 15, GNE-618 (16) ve LSN3154567’nin (17)

kimyasal yapilari

2014-2016 yillari arasinda, bildirilen NAMPT inhibitorlerinden farkli yapisal 6zelliklere sahip

bilesikleri kesfedebilmek amaciyla fragman temelli tarama, ylksek ¢iktili tarama (HTS) ve

sanal tarama gibi ¢esitli yontemler kullaniimistir. Bu ¢alismalar sonucunda; trans-2-(piridin-

3-il)siklopropan karboksamit yapisinda Bilesik 18 (NAMPT ICs0=5,1 nM), AS1604498 (19)

(NAMPT ICs0=44 nM), benzotiyofen tiirevi Bilesik 20 (NAMPT IC50=150 nM), F671-0003 (21)

(NAMPT ICs50=85 nM) ve Bilesik 22 (NAMPT ICs0=242 nM) elde edilmistir (Sekil 2.12) [90,

108-112].
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Sekil 2.12. Bilegik 18, AS1604498 (19), Bilesik 20, F671-0003 (21) ve Bilesik 22’nin kimyasal

yapilari
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2016 yilinda bildirilen bir ¢alismada, FK866:NAMPT X-isini kristal kompleksinden yola
cikilarak yapi temelli ilag kesfi galismalari gergeklestirilmistir. FK866 bilesigindeki 3-(piridin-
3-il)akrilamit iskeleti korunmus; kuyruk ve baglayici gruplar Gizerinde gesitli modifikasyonlar
yapilmistir. Bu calismalar sonucu elde edilen bilesiklerden Bilesik 23’{in (Sekil 2.13) (NAMPT
IC50=25,3 nM) gli¢li bir NAMPT inhibitori 6zelligi gosterdigi ve MDA-MB-231 ksenograft

fare modelinde anlaml antitimor etki sergiledigi belirlenmistir [113].

Palacios ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir c¢alismada, kendi bilesik
kiitiphanelerinde yer alan yapilarla molekiler docking calismalari gerceklestirilmis, tre
tlirevi Bilesik 24’e (Sekil 2.13) (NAMPT 1Cs0=4,3 nM) ulasiimistir [114]. Bilesik 24’ln ayrica
insan A2780 over ve CORL23 buyik hicreli akciger kanseri hiicrelerinin canliigini anlamli
Olclide azalttigl (A2780 ICso=7 nM; CORL23 IC50=57 nM) gosterilmistir. Bilesik 24 Gizerinden
ylritilen vyapi-aktivite calismalari kapsaminda, membran permeabilitesini artirmak
amaciyla lire grubu yerine siklopropan halkasi iceren Bilesik 25 (NAMPT ICso <1 nM; A2780
IC50=27 nM; CORL23 1C50=35 nM) gelistirilmistir. Ayni calisma grubu, Ure grubunun yerine
kiguk halkalarin kullaniminin tolere edilebilir oldugu gézlenmis ve lire azotunun halka igine
alindig1 azetidin halkasi tagiyan Bilesik 26’y1 (NAMPT ICs0=2,7 nM; A2780 IC50=5 nM, CORL23
IC50=29 nM) tasarlamistir (Sekil 2.13). Ayrica bu c¢alismada, gelistirilen bilesiklerin insan
NAMPT enzimleriyle kompleks halinde X-isini kristal yapilari aydinlatilmis (PDB: 6ATB, 6AZ)
ve 6PEB), her Ug bilesikte de piridin halkasindaki azot atomlarinin NAMPT aktif bolgesinde

benzer konumda g¢akistigl gézlemlenmistir [115]
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Sekil 2.13. Bilesik 23-26’nin kimyasal yapilari
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Zhang ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir galismada, FK866 yapisinda yer alan
benzoilpiperidin kuyruk grubu yerine biarilsiilfonilamit grubunun getirilmesiyle yeni
NAMPT inihibitorleri tasarlanmistir. Bu bilesiklerden Bilesik 27’nin (Sekil 2.14) yiiksek in
vitro NAMPT inhibisyonu (ICs0=5,08 nM) gosterdigi ve insan DU145 prostat (ICs0=2,90 nM),
Hela serviks (ICs0=2,34 nM) ve H1975 kuglik hiicreli olmayan akciger kanseri (ICs0=2,24 nM)
hiicre hatlari basta olmak Uzere gesitli kanser tirlerinde in vitro antiproliferatif aktivite

gosterdigi bildirilmistir [116].

Galisma ekibimiz tarafindan gergeklestirilen bir galismada, farmakofor temelli sanal tarama
sonucunda GF4 (28) (ICs0=2,15 uM) ve GF8 (29) (ICs50=7,31 uM) kodlu iki yeni NAMPT
inhibitord kesfedilmistir. GF4 ve GF8’in insan HepG2 karaciger hiicrelerinde sitotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 2.14) [94].

2020 yilinda HTS galismasi sonucunda ulasilan bir bilesigin 179 adet analogu sentezlenmis;
bu bilesiklerin hematopoetik kanser tirlerine karsi segiciligi test edilerek fizikokimyasal
ozellikleri degerlendirilmistir. One ¢ikan bilesiklerden biri olan OT-82 (30) (Sekil 2.14), 12
farkh insan hematolojik (ortalama 1Cs0=2,89 nM) ve 17 farkli hematolojik olmayan
(ortalama 1Cs0=13,3 nM) kanser tilriinde sitotoksik etki gdstermistir. Ayrica, in vivo
ksenograft fare modellerinde timor hacmini anlamli sekilde azalttigl gosterilmistir [117].
Molekiler hedefi NAMPT enzimi olarak belirlenen OT-82’nin, FK866 ile benzer NAMPT
inhibisyon sagladigi ve kanser hiicrelerinde NAD* ve ATP seviyelerini dlsurerek apoptotik
hiicre 6limune yol agtigl belirtilmistir. Fare modellerinde OT-82 uygulamasi sirasinda NA
takviyesiyle terapotik pencerenin genisledigi ve diger NAMPT inhibitorlerinden farkli olarak
farelerde ve primatlarda kardiyak, noérolojik veya retinal toksisite goézlenmedigi
bildirilmistir. Ayrica, NAMPT inhibitorlerinin hiicresel NAD* seviyelerinin azalmasina bagli
olarak yasla iliskili hastaliklar ve yaslanmayi hizlandirabilecegi yonlindeki endiselere karsin,
OT-82'nin fare modellerinde yaslanma veya yasam siresi tGzerinde olumsuz bir etkisinin
olmadigl belirlenmistir [117]. Bu umut vadeden sonuclar dogrultusunda, birinci nesil

NAMPT inhibitérlerine kiyasla daha disiik yan etkiye profiline sahip olan ikinci nesil NAMPT
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inhibitord OT-82, lenfoma tedavisi igin Faz | klinik denemelere alinmis olup galismalar halen

devam etmektedir (NCT03921879).
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Sekil 2.14. Bilesik 27, GF4 (28), GF8 (29) ve OT-82’nin (30) kimyasal yapilari

2.4. Cok hedefli NAMPT inhibitorleri

Tek hedefli NAMPT inhibitorlerinden FK866 ve CHS-828’in ¢esitli kanser tirlerinin
tedavisinde, trombositopeni, lenfopeni ve diyare gibi doz sinirlayici toksisiteler ile yetersiz
antitimor etkinlik géstermeleri nedeniyle klinik ¢alismalari ilerletilememistir [15, 19, 85,
91]. Ayrica yapilan galismalarda; kolorektal, pankreas ve kugik hiicreli akciger kanseri gibi
bazi kanser tirlerinde, NAMPT enzimi lGzerinde meydana gelen mutasyonlar nedeniyle
NAMPT inhibitorlerine karsi direng gelistigi gosterilmigtir [105, 118, 119]. NAMPT
enziminde gozlenen bu mutasyonlara ek olarak, de novo NAD* sentez yolaginda gorevli
QAPRT ve IDO1 enzimlerinin asiri ekspresyonu da hiicresel NAD* seviyelerinin artmasina
neden olmakta ve bu durum NAMPT inhibitorlerine karsi gelisen alternatif bir direng

mekanizmasi olusturmaktadir [119, 120].

Bu baglamda, bircok arastirmaci, yalnizca NAMPT enzimini hedeflemek yerine, NAD* sentez
mekanizmalarini ve kanserle iliskili diger sinyal yolaklarini da es zamanli hedeflemenin;
direng gelisimini engelleyebilecegini, tedavi etkinligini artirabilecegini ve ayrica NAMPT

inhibitorlerinde gézlenen doz bagimli toksisiteyi azaltabilecegini 6ne slirmustir. Bu amagla
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gerceklestirilen calismalarda, NAMPT enziminin yaninda farkli hedeflere yonelik etki

gosterebilecek cok hedefli bilesikler tasarlanmis ve bunlarin tek hedefli NAMPT

inhibitorlerine gore terapodtik Ustunlikleri degerlendirilmistir [14]. Son yillarda ivme
kazanan bu arastirmalar, cok hedefli NAMPT inhibitorlerinin (Sekil 2.15), oOzellikle
geleneksel toksisitelerle sinirlamalarin

inhibitorlerde goézlenen doz bagiml iliskili

Ustesinden gelerek, daha dusilik dozlarda esdeger veya daha glcli antitimor etkinlik

saglayabilecegini ortaya koymustur [14].
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Sekil 2.15. Cok hedefli NAMPT inhibitorleri

2011 yihinda Chan ve arkadaslari tarafindan glukoz tasiyicisi 1 (GLUT1) inhibitéri olarak
kesfedilen STF-31’in (31) (Sekil 2.16) [121], daha sonraki yillarda baska bir arastirma grubu
tarafindan yapilan fragman bazli ¢alismalar sirasinda, ayni zamanda NAMPT inhibitora
oldugu (ICs0=19 nM) ve insan A2780 over kanser hiicre hatiinda NAD* seviyelerini 6nemli

Olclde azaltarak glicli antiproliferatif aktivite sergiledigi (1Cs50=0,12 uM) kesfedilmistir [108,
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121]. ilerleyen calismalarda ise STF-31’in kanser hiicrelerindeki sitotoksisitesinin esasen

NAMPT inhibisyonuna bagli oldugu 6ne strilmustir [122].
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Sekil 2.16. STF-31’in (31) kimyasal yapisi

STF-31(31)

P21-Aktive kinazlar (PAK), serin-treonin kinaz ailesine mensup olup, PAK1-6 olmak lzere
alt farkli alt tiire sahiptir [123, 124]. Bu grupta en kapsamli sekilde incelenmis olan PAK4,
hiicre iskeletinin organizasyonu, hiicrenin gogl, proliferasyonu, hayatta kalma, apoptoz ve
hiicre dongusu gibi gesitli hlicresel sureglerin diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
PAK4'(in, kolon, akciger, meme, mide, prostat, pankreas, lenfoma ve over kanseri gibi pek
¢ok kanser tiriinde asiri eksprese edildigi ve timoér olusumu ile iligkili oldugu yapilan
¢alismalarda gosterilmistir [125-129]. Bu nedenle PAK4 inhibitorlerinin gelistirilmesine
yonelik calismalar kapsaminda, benzofuran halkasi iceren bir dizi bilesik tasarlanmis; bunlar
arasinda yer alan KPT-9274’lin (32) (Sekil 2.17), ayni zamanda NAMPT inhibisyon etkisine
(ICs0 ~120 nM ) sahip oldugu tespit edilerek, Karyopharm Therapeutics (ABD) tarafindan oral
biyoyararlanima sahip ilk dual NAMPT/PAKA4 inhibitori olarak rapor edilmistir [130, 131].

ilerleyen zamanlarda, Neggers ve arkadaslari, CRISPR-Cas tabanl genetik tarama ydntemi
ile hedef tanimlama ¢alismalari yaparak, KPT-9274’(in birincil hedefinin NAMPT oldugunu
belirlemistir [132]. Ayni ¢alismada, bilesigin NAMPT aktif bélgesindeki baglantt modu X-igini
kristal yapisiyla (PDB: 5NSD) aydinlatiimis ve aminopiridin halkasi ve akrilamit grubu igceren
yapisinin, FK866 ile benzer bir baglanma moduna sahip oldugu gosterilmistir. KPT-9274’lin
rijit benzofuran halkasi, NAMPT enziminin hidrofobik tiinelinde baglayici gorevi goriirken,
FK866'dan farkli olarak kuyruk grubunun dallanma gostererek hidrofobik arka tlnele

yerlestigi belirlenmistir (Sekil 2.17).
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. Baglayici Kuyruk
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Sekil 2.17. (A) FK866 ve KPT-9274’Gin ortak farmakoforik o6zellikleri; (B) NAMPT aktif
bolgesinde FK866 (PDB: 2GVJ) ve KPT-9274 (PDB: 5NSD) biyoaktif
konformasyonlari

Preklinik calismalarda, KPT-9274’(in hem in vitro hem de in vivo timor modellerinde gesitli
kat timorler ve hematolojik malignitelerde proliferasyonu etkili bir sekilde baskiladigi ve
kemoterapdtik ajanlar olan gemsitabin ve oksaliplatin ile sinerjik etki gosterdigi bildirilmistir
[133]. Ozellikle NAMPT ve PAK4 yolaklarini es zamanl hedef alarak hiicre mitoz béliinmesi
sirasinda G2/M gegcisini engelledigi ve insan renal hiicreli karsinom hiicre hatlarindan Caki-
1 (1C50=0,6 uM) ve 786-0 (ICs50=0,57 uM ) hiicrelerinde in vitro hiicre canhligini azalthgi tespit
edilmistir. Ayrica, in vivo VHL-mutant 786-0 renal hicreli karsinom ksenograft modelinde
belirgin bir toksisite olusturmadan timoér biylimesini baskiladigi rapor edilmistir [131]. Bu
umut verici preklinik bulgular dogrultusunda, KPT-9274 (g farkli Faz | klinik denemede yer
almistir. Karyopharm Therapeutics, KPT-9274’U tekrarlayan ve tedaviye direngli akut
miyeloid |6semi hastalarinda degerlendirmektedir (NCT04914845). Ote yandan, Antengene
Therapeutics (Cin), KPT-9274’G ATG-019 adiyla, tek basina veya NA ile kombinasyon
halinde, kati timodrlerde ve non-Hodgkin lenfoma tedavisinde arastirmaktadir

(NCT04281420).

NAMPT inhibisyonu yaninda histon deasetilaz (HDAC) inhibisyonunun saglandigi ¢cok hedefli
stratejiler arastirmacilar tarafindan en sik galisilan konulardan biri olmustir. HDAC'lar, hem

histon hem de histon olmayan proteinlerdeki lizin deasetilasyonunu saglayarak, gen
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regllasyonu, transkripsiyon, hiicre proliferasyonu, farklilasma ve apoptoz gibi cesitli
hiicresel slireclerde gorev almaktadirlar [134, 135]. HDAC'lar, yapisal 6zellikleri, islevleri ve
hiicresel lokalizasyonlarina gére dort sinifa ayrilmaktadir: Cinko bagimli sinif 1, Il ve IV
HDAC'lar (HDAC1-HDAC11) ile NAD* bagimh sinif Il HDAC'lar, diger adiyla sirtuinler (SIRT1-
SIRT7). [136]. HDAC'larin, akciger, mide ve pankreas kanserleri gibi kati timorlerin yani sira,
akut lenfoblastik I6semi, Hodgkin lenfoma ve miyelom gibi hematolojik kanserlerle de iliskili
oldugu vyapilan calismalarda bildirilmistir [137]. GlUnlimizde klinik kullanima giren ve
genellikle hematolojik kanserlerin tedavisinde kullanilan klasik HDAC inhibitorleri arasinda
vorinostat (SAHA) (33), romidepsin (FK228), belinostat (PXD-101), panobinostat (LBH-589)
ve tucidinostat (34) (Sekil 2.18) bulunmaktadir [138]. Ancak, mevcut HDAC inhibitorlerinin
diyare, miyelosupresyon, kardiyovaskiiler toksisite ve ila¢ direnci gibi istenmeyen yan
etkileri, tek hedefli HDAC inhibitorlerinin klinik kullanimini sinirlamaktadir [139]. Bu
baglamda, HDAC ve NAMPT enzimlerini es zamanli hedefleyen bilesiklerin tasarlanmasi,
klasik NAMPT ve HDAC inhibitorlerine bagh istenmeyen etkilerin lstesinden gelmek igin
etkili bir strateji olarak degerlendirilmistir [140]. Yapilan ¢alismalarda, NAMPT inhibit6ru
FK866'nin, akut miyeloid l6semi ve kronik lenfositik l6semi hiicrelerinde HDAC
inhibitorlerinin sitotoksik etkisini sinerjistik bicimde artirdigi gosterilmis olup, bu bulgular

s6z konusu stratejiyi destekler nitelikte bulunmustur [141].
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Sekil 2.18. Vorinostat (SAHA) (33) ve tucidinostadin (34) kimyasal yapilari

NAMPT inhibitorlerine benzer sekilde, HDAC inhibitorlerinin ¢ogu, hidroksamik asit, o-
amino anilit, hidrazit gibi ¢cinko baglayici bir grup (CBG), aromatik amit grubu tasiyan bir bas
grubu ve bu iki grubu baglayan bir baglayici iceren ortak farmakoforik 6zelliklere sahiptir.
Arastirmacilar, bu nedenle NAMPT/HDAC inhibitorlerini tasarlanmasinda genellikle
farmakofor flzyon stratejisini kullanmislardir. Buna 6rnek olarak, Bilesik 35 (NAMPT
IC50=116 nM; HDAC1 ICs0=1,6 uM), NAMPT inhibitori MSO (NAMPT IC50=9,9 nM; HDAC1
ICs0 >10 uM) ile HDAC inhibitéru CI-994 (36) (NAMPT ICs0=2 uM; HDAC1 ICso >1,2 uM)
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yapilarindaki temel farmakofor gruplarin flizyonu yoluyla kesfedilmistir. Bilesik 35 tGizerinde
yapilan optimizasyon calismalari ile, farkli baglayici ve cekirdek gruplarin eklenmesi
sonucunda NAMPT (ICs0=31 nM) ve HDAC1 (ICso=55 nM) lizerinde yiiksek ve dengeli bir

aktivite gosteren 1,2,3-triazol tiirevi Bilesik 37'ye ulasiimistir (Sekil 2.19) [142].

NAMPT inhibitorii HDAC inhibitorii
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Sekil 2.19. Bilesik 35 ve 37’nin tasarim stratejisi

Benzer sekilde, ayni aragtirma grubu tarafindan yiritilen ¢alismalarda, NAMPT inhibitor
Bilesik 38 ve HDAC inhibitorii SAHA’nin farmakoforik gruplarinin flizyonu ve yapi-aktivite
iliskisi analizleri sonucunda ulasilan Bilesik 39’un, NAMPT (ICs0=15 nM) ve HDAC1 (ICs0=2
nM) enzimlerine karsi yiksek ve dengeli inhibitor aktivite gosterdigi ortaya konulmustur
(Sekil 2.20) [143]. Ayrica, Bilesik 39’'un SAHA ve FK866'nin aksine belirgin bir toksisite
olusturmadan HCT116 ksenograft fare modelinde yiksek derecede in vivo antitimor

etkinlik sergiledigi raporlanmistir.

izleyen calismalarda, hidrazit tiirevi Bilesik 40 ve FK866’nin ortak farmakoforik gruplarinin
birlestiriimesiyle, NAMPT/HDAC1-3 inhibitorleri olan Bilesik 41 (NAMPT 1Cs0=1,66 uM;
HDAC1 ICs50=25,1 nM; HDAC2 IC50=140 nM; HDAC3 IC50=3,12 nM; HDAC4-HDAC11 ICs0 >10
M) ve Bilesik 42 (NAMPT I1Cs50=1,62 uM; HDAC1 ICs0=7,61 nM; HDAC2 I1C50=37,2 nM; HDAC3
IC50=0,72 nM; HDAC4-HDAC11 ICso >10 puM) tasarlanmistir. Bilesik 42’nin NAMPT veya
HDAC inhibitérlerine direngli p53 ekspresyonu olmayan hiicre hatlarinda gugli
antiproliferatif aktivite gosterdigi ve apoptozla iliskili hiicre 6limund indikledigi

belirlenmistir (Sekil 2.20) [144].
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Sekil 2.20 Bilesik 39, 41 ve 42’nin tasarim stratejileri

Buna ek olarak, triazol halkasi iceren Bilesik 43 (NAMPT 1C50=41 nM; HDAC1 IC50=40 nM) ve

Bilesik 44 (NAMPT IC50=18 nM; HDAC1 ICs50=15 nM), Ure tilrevi Bilesik 45 (NAMPT 1C50=18

nM; HDAC1 I1C50=41 nM) ile akrilamit grubu tasiyan Bilesik 46 (NAMPT 1C50=489 nM; HDAC1

ICs0=17,9 nM) gibi cesitli yapisal tirevler, NAMPT/HDAC inhibitorleri olarak bildirilmistir

(Sekil 2.21) [142, 145-147].
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Sekil 2.21. Bilesik 43-46’nin kimyasal yapilari
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Vaskiiler endotelyal biyime faktori reseptori 2 (VEGFR2), endotelyal hiicrelerin
proliferasyonu ve farklilasmasi igin birincil pozitif sinyal iletiminde gérev almakta olup, bu
reseptdrin inhibisyonu, anjiyogenez sirecini kontrol altina alarak, kati timorlerin
blylimesi ve hayatta kalmasi icin kritik 6neme sahiptir [148]. Kanser tedavisinde klinik
olarak onaylanmis sunitinib, vandetanib ve sorafenib (47) (Sekil 2.22) gibi bircok VEGFR2
inhibitord bulunmasina ragmen, bu inhibitérlere karsi gelisen ilag direnci ve gesitli yan

etkiler, klinik kullanimlarini kisitlamaktadir [148-151].

Bu sorunun ustesinden gelmek amaciyla, Zhang ve arkadaslari tarafindan hem VEGFR2
reseptorini hem de NAMPT enzimini hedefleyen dual etkili inhibitorler gelistirilmistir. Bu
calismada, NAMPT inhibitort FK866 (1) (NAMPT ICs0=27 nM; Wi38 ICs0=0,25 uM; selektivite
indeksi (Si)wiss/asa0=4,8) ve VEGFR inhibitérii sorafenib (47) (VEGFR2 1C50=90 nM; Wi38
ICs0=48 HM; Siwiss/as49=6,2) gibi normal insan diploid Wi38 hiicre hatlarinda yiiksek
sitotoksisite gosteren bilesiklerin gekirdek ve baglayici farmakoforik gruplari birlestirilerek,

iki hedefli inhibitorler tasarlanmistir.

Bu hibrit bilesikler arasinda, Bilesik 48 (NAMPT ICs0=37 nM; VEGFR2 IC50=64 nM), normal
insan Wi38 diploid hiicre hattinda distik toksisite gostermis (Wi38 I1Csp >100 uM) ve insan
A549 akciger kanseri hiicre hattinda yliksek sitotoksik etki (A549 1C50=0,58 uM) ve yiiksek
secicilik indeksi (Siwiss/asas >172) sergilemistir. Ayrica, Bilesik 48’in cekirdek ve baglayic
gruplarinda gerceklestirilen yapisal modifikasyonlar sonucunda, secicilik indeksi daha da
artinlmis Bilesik 49 (NAMPT 1Cs50=35 nM; VEGFR2 IC50=82 nM; Wi38 ICso >100 pM; A549
IC50=0.48 UM; Siwizs/asas >208) elde edilmistir (Sekil 2.22) [152].
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Sekil 2.22. Bilesik 48 ve 49’un tasarim stratejisi

Epidermal blylme faktorl reseptori (EGFR), eritroblastik [6semi virlisiine ait onkogen
homologu/insan epidermal bliylime faktorii reseptorii (ErbB/HER) protein kinaz ailesinin
(HER1-HERA4) bir Gyesi olup, hiicre proliferasyonu, hayatta kalma, farklilasma ve gog¢ gibi
bircok hiicresel sirecin dizenlenmesinde rol oynamaktadir [153]. EGFR’nin artmis
ekspresyonu; akciger, bas ve boyun, kolon, pankreas, meme, over ve bobrek kanserleri
dahil olmak Uzere gesitli kanser turleriyle iliskilendirilmis ve bu nedenle EGFR, kanser
tedavisi icin umut verici bir hedef haline gelmistir [154-161]. EGFR tirozin kinaz inhibitorleri
(TKI), kiiglik hiicreli olmayan akciger, meme, kolorektal ve 6zofagus kanserleri gibi birgok
kanser turinln tedavisinde kullanilmakta olup, geri dénisimli ve geri donlisimsiz
inhibitorler olmak lizere iki ana gruba ayrilmaktadir [162]. Birinci nesil EGFR TKI’lari, drnegin
erlotinib (50) (Sekil 2.23) ve gefitinib, kiicik hicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda
umut verici sonuglar gdstermis; ancak 6zellikle T790M mutasyonu nedeniyle zamanla ilag
direnci gelismis ve etkinlikleri sinirli kalmistir [163-165]. Bu direng mekanizmasini agsmak
amaciyla, kapsamli calismalar ylritilmus ve ikinci ve Uglnci nesil geri donlisimsiiz EGFR
TKI’lar1 olan afatinib ve osimertinib gelistirilmistir. Bu ajanlar, yapilarinda yer alan Michael
akseptori sayesinde, EGFR’nin ATP baglanma bdlgesinde bulunan Cys797 ile kovalent bag
olusturarak T790M mutasyonunu etkili bir sekilde inhibe edebilmistir [165, 166]. Ancak,
tim bu avantajlara ragmen, bu inhibitorlere karsi da C797S mutasyonu gibi yeni direnc
mekanizmalari ortaya cikmistir [167, 168]. Son olarak, kiclk hiicreli olmayan akciger

kanseri tedavisi icin gelistirilen ve Faz | klinik denemeleri devam eden ddérdiinct nesil
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inhibitor TQB3804, bu direng bariyerini agsmada yetersiz kalmis; dolayisiyla, daha etkili ve
direng gelisimini Onleyici yeni terapotik stratejilere duyulan ihtiyag devam etmektedir

[169].

2012 yilinda, Okumura ve arkadaslari, kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri hicrelerinin
blylmesini strdirebilmek igcin EGFR eksprese ettigini ve bu hiicrelerin yiksek dizeyde
hiicre ici ATP seviyelerine ihtiyac duydugunu rapor etmistir [170]. NAMPT’in hiicre ici ATP
seviyelerini diizenlemede ve enerji Uretiminde oynadigi kritik rol g6z 6niine alindiginda,
ayni arastirma grubu, NAMPT inhibisyonunun, direngli kanser hiicrelerinde EGFR TKI’larinin
etkinligini artirabilecegini 6ne stirmistir [166]. Bu baglamda yiritilen ¢alismada, FK866’In
hem gefitinibe duyarli hem de direngli kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde
proliferasyonu etkili bir sekilde baskiladigi ve hiicre ici ATP seviyelerini 6nemli 6lglide
azalthgi gosterilmistir. Bu bulgular 1siginda, Zhang ve arkadaslart hem T790M hem de C797S
mutasyonlarina karsi etkili olabilecek ve Michael akseptéri igermeyen dual etkili EGFR ve
NAMPT inhibitorleri tasarlamistir. Bu amagla, CHS-828’in piridilsiyanoguanidin ¢ekirdek
grubu ile, erlotinibin 4-anilinokinazolin hidrofobik bas grubu, gesitli baglayicilar araciligiyla
birlestirilmistir. Ayrica, ¢ekirdek ve ug¢ gruplar arasindaki mesafenin inhibitor aktivitesi
uzerindeki etkisi gz dnlinde bulundurularak, piridin halkasinin Uglinct veya doérdinci
konumunda yer alan gesitli uzunluklarda baglayicilar degerlendirilmistir [166]. Bu ¢alismalar
sonucunda, 4-piridil grubu ve bes metilen birimi uzunlugunda bir baglayici iceren Bilesik 51,
NAMPT (ICs0=41,2 nM) ve EGFR (ICs50=0,23 nM) lizerinde dengeli ve glicll bir inhibitor etki
gostermistir. Ayrica bu bilesik, mutasyona ugramis EGFR™°M (1Cso=153 nM), EGFR'61Q
(1C50=0,26 nM) ve EGFR'">8R (IC50=0,26 nM) tizerinde de etkili bulunmustur. Ek olarak, Bilesik
51, insan MCF-7 meme (Gls0=0,10 nM), Huh-7 karaciger (Gls0=0,64 nM) ve H1975 akciger
kanseri (Gls0=78,3 nM) hiicreleri tzerinde gli¢lli in vitro antiproliferatif aktiviteye sahip

oldugu gosterilmistir (Sekil 2.23) [166].
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Sekil 2.23. Bilesik 51’in tasarim stratejisi

Ding ve arkadaslari, NAMPT inhibitori FK866'nin ¢ekirdek grubu, EGFR/HER2 dual
inhibitorl lapatinibin (52) 4-anilinokinazolin grubuyla birlestiriimesi sonucu hem
EGFR/HER2 hem de NAMPT inhibit6ru ilag konjugatlarini tasarlamistir (Sekil 2.24) [169]. Bu
konjugatlardan Bilesik 53, NAMPT (IC50=65,5 nM), EGFR (IC50=15,6 nM) ve HER2 (IC50=25,8
nM) (zerinde glgli inhibitor aktivite gostermistir. Ayrica, Bilesik 53’Gn EGFR/HER2
ekspresyon seviyeleri farkliik gosteren kanser hiicrelerine karsi antiproliferatif etkisi
degerlendirilmis; bilesigin test edilen tim hicre hatlarinda lapatinibden daha gilicli
antiproliferatif aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bunun yani sira, lapatinibe direngli insan
T47D meme kanseri hiicre hattinda, Bilesik 53’ln, lapatinib (52) ile kiyaslandiginda
(ICs0=13,5 uM), daha guiclii bir aktivite sergiledigi (1C50=0,36 uM) gosterilmistir. Ayrica, ilgili
bilesigin, EGFR'>8R EGFRT’°M ye EGFR®/°”> mutasyonlarina sahip insan NCI-1975 akciger
kanseri hiicre hatti ve Del197°°M ve Del19¢7975 mutasyonlarina sahip pro-B kemirgen Ba/F3
hiicre hatti Uzerindeki in vitro antiproliferatif aktivitesinin (NCI-1975 1Cs0=2,15 uM; Ba/F3
IC50=0,65 uM) osimertinib (NCI-1975 1Cs0=3,93 uM; Ba/F3 ICs0=1,47 uM) ile
karsilastirildiginda daha glicli oldugu gosterilmistir (Sekil 2.24) [169]. Bu bulgular, 6zellikle
EGFR inhibitorlerine karsi gelisen direng mekanizmalarini asmayi hedefleyen yaklasimlar
acisindan 6nemlidir. Bu kapsamda, NAMPT/EGFR ve NAMPT/EGFR/HER2 hedeflerine
yonelik ¢oklu inhibitorlerinin tasarimiyla umut verici sonuglara ulasiimistir. Ancak, bu yeni
nesil gok hedefli inhibitdrlerin, NAMPT inhibitorlerine karsi gelisen direng tGzerindeki etkileri

heniiz detayli olarak arastirilmamistir.
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Sekil 2.24. Bilesik 53’in tasarim stratejisi

Hem iceren IDO1, triptofanin kintirenin yolaklari Gizerinden katabolizmasinda gérev alan ve
bu siirecte hiz kisitlayici enzim olarak islev géren bir oksidazdir [171]. Bu enzimatik aktivite,
kintrenin metabolitlerinin birikmesine neden olarak, T hiicre aktivitesini baskilamakta ve
timor hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan taninip elimine edilmesini engellemektedir
[172]. IDOY'in kolorektal, meme, 0Ozofagus, servikal skuamoz hicreli karsinom ve
melanoma gibi cesitli kanser tirlerinde yliksek seviyelerde eksprese edildigi; bu durumun
ise zayif terapotik yanit ve disuik sagkalim oranlariyla iligkili oldugu bildirilmistir [173-177].
Bununla birlikte, taksol direngli insan A549 akciger kanseri hiicreleri gibi bazi hiicre
hatlarinda, FK866 ve CHS-828 gibi NAMPT inhibitorlerine karsi direng gelistigi, bu hiicrelerin
NAD* biyosentezi igin de novo sentez yolagina yoneldigi ve bununla birlikte IDO1

ekspresyon seviyelerinin dnemli 6lclide arthigi rapor edilmistir [119, 178].

Bu bulgular 1s1ginda yapilan bir calismada, FK866 ve epacadostatin (54) (Sekil 2.25) tek
basina ve kombinasyon halinde, taksol direngli insan A549 akciger kanseri hiicreleri
uzerindeki etkileri degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, NAMPT ve IDO1’in es zamanl
inhibisyonunun, hicresel NAD* seviyelerinde daha belirgin bir azalmaya ve buna bagli
olarak antiproliferatif aktivitenin artmasina neden oldugu gosterilmistir (FK866 1Cs0=52,15
UM; epacadostat 1Cs0=61,06 uM; FK866+epacadostat (1:1) ICs0=34,53 uM) [178]. Bu
sonuglardan hareketle, NAMPT inhibitorii GNE-617 ve IDO1 inhibitori epacadostat (54)
yapilari temel alinarak farmakofor fuzyon stratejisi ile dual NAMPT/IDO1 inhibitorleri
tasarlanmistir [178]. Bu stratejide, GNE-617’nin ¢ekirdek grubu ile epacadostatin hem-

baglayict grubu, farkh uzunluktaki alkil zincirleri araciligiyla birlestirilmistir. Yapisal
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optimizasyon calismalari sonucunda, karbon zinciri uzunlugunun artirilmasinin NAMPT
inhibitor aktivitesini gliglendirdigi, ancak daha rijit alkil zincirlerinin hem NAMPT hem de
IDO1 inhibisyonunu olumsuz etkiledigi belirlenmistir. Bu baglamda, alti karbonlu alkil zinciri
iceren Bilesik 55, hem NAMPT (ICs0=57,7 nM) hem de IDO1 (ICs0=233 nM; Hela IDO1
ICs0=160 nM) enzimlerine karsi yiiksek inhibisyon aktivitesi sergilemistir. Ayrica, hiicresel
NAD* seviyelerini azaltmasi ve reaktif oksijen tilrlerinin (ROS) birikimine neden olmasi
sayesinde, taksol direnci kazanmis insan A549 akciger kanseri hiicre hattinda guglu
antiproliferatif etki (ICs0=5,35 uM) gostermistir. Bilesik 55, ayni zamanda, A549 taksol
direngli ksenograft fare modellerinde anlamli bir sistemik toksisite olusturmadan guglu

antitimoral etkinlik sergilemistir (Sekil 2.25) [178].
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Sekil 2.25. Bilesik 55’in tasarim stratejisi

Yapilan calismalarda hem NAMPT inhibisyonu hem de NAD(P)H:Kinon Oksidorediiktaz 1
(NQO1) modilasyonu saglayan cok hedefli bilesikler tasarlanmistir. NQO1, farkli
seviyelerde olmak lzere hemen hemen tiim dokularda bulunan; 6zellikle akciger, meme,
prostat, kolon, mide, bas ve boyun ile pankreas kanserlerinde yliksek ekspresyon gosteren
indiklenebilir metabolik bir enzimdir [179-181]. Flavin adenin dinikleotit (FAD) bagimli
sitozolik bir flavoenzim olan NQO1, NADH ve NADPH’1 elektron dondri olarak kullanarak
kinonlari indirger ve daha stabil hidrokinon tirevlerine donlstirerek detoksifikasyon
surecini baglatir [182]. Daha sonra bu hidrokinon tirevleri, glutatyon veya glukuronik asit
gibi konjugasyon reaksiyonlari sonucunda metabolize edilerek viicuttan atihr [180, 183,

184].
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NQO1 bir detoksifikasyon enzimi olarak gérev yapmasina ragmen, olusan hidrokinon
metabolitleri redoks donguisline girerek semikinon ara urinleri tizerinden oldukga reaktif
ve kararsiz metabolitlerine donlisebilmektedir [185]. NQO1'in asiri eksprese edildigi kanser
hiicrelerinde, bu redoks donglist araciligiyla ROS olusmakta ve artan ROS seviyeleri, DNA
hasarina ve NAD* tilketen PARP1 enziminin asiri aktivasyonuna yol agarak hiicre 6limiine

neden olmaktadir (Sekil 2.26) [179].
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Sekil 2.26. NAMPT inhibitorleri ve NQO1 substratlarinin sinerjistik antitimor etkisi

Bu nedenle, NQO1'i aktive eden substratlar antikanser ajanlar olarak degerlendirilmis;
yuratilen bir calismada, NQO1 substrati olan tanshinon IIA (TSA)'nin (56) (Sekil 2.27), ROS
aracili apoptoz yoluyla insan A549 akciger kanseri hiicre canlihgini azalthgi gésterilmistir.
Ayrica TSA’'nin hicresel NAD* seviyelerini disiurerek NAMPT ekspresyonunun 6énemli
Olclide artmasina neden oldugu tespit edilmistir [186]. Bu bilgilere dayanarak, NQO1
araciligiyla gerceklesen apoptotik hiicre 6liminin, NAMPT inhibisyonu ile hiicresel NAD*
tiketiminin artmasi sonucunda artirilabilecegi diistiniilmis; NAMPT ve NQO1 enzimlerini

es zamanli hedefleyen bilesiklerin gelistirilmesi amaglanmistir [184].

TSA (NQO1 metabolizma hizi=530 umol NADPH/dk/umol NQO1) ve NQO1 baglanma cebini
isgal edebilmesi amaciyla, FK866 (NAMPT ICs0=35 nM) vyapisindaki (E)-3-(piridin-3-
il)akrilamit grubu, farkli baglayicilarla birlestirilmistir. Bilesikler arasinda, etilfenil baglayicisi
tastyan Bilesik 57, glicli NAMPT inhibisyon aktivitesi (ICs0=0,183 uM) gosterirken ve NQO1
substrati ozelligi de sergilemistir (NQO1 metabolizma hizi=949 pmol NADPH/dk/umol
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NQO1). Buna ek olarak, Bilesik 57, insan A549 akciger kanseri hiicreleri (ICso=1,15 uM) ve
taksol direncli A549 akciger kanseri hiicre hatti (ICso=4,1 uM) lzerinde glclli in vitro
antiproliferatif aktivite géstermistir. Normal insan LO2 hiicre hattina kiyasla yiksek segicilik
orani (IC50=120,4 uM) ile normal hicrelere karsi daha az toksik oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, Bilesik 57, taksol direngli A549 ksenograft fare modelinde belirgin bir toksisite

olusturmadan guglii in vivo antitimor etkinlik gbstermistir (Sekil 2.27) [184].
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Sekil 2.27. Bilesik 57’nin tasarim stratejisi

Jiangzhu ve arkadaslari, FK866 ve TRON-8 gibi NAMPT inhibitérlerinin gekirdek gruplari ile
NQO1 substrati olan prongodin A (58) yapisini cesitli baglayicilar araciligiyla birlestirerek
cok hedefli bilesikler tasarlamiglardir. Yuruttikleri in vitro antitimor aktivite ¢alismalarinda,
triazol halkasi iceren NAMPT farmakoforuna sahip Bilesik 59’un, insan A549 akciger kanseri
(1C50=1,39 uM) ve insan MCF-7 meme kanseri (ICs0=4,59 uM) hiicre hatlarina karsi, normal
insan LO2 hepatik hiicre hattina kiyasla yiksek segicilik (segicilik orani=50,88) gostererek
antitimor aktivite sergilemistir. Gugli NAMPT inhibitor aktivitesi (IC50=404,1 nM)
sergileyen Bilesik 59’un antikanser aktivitesinin NQO1 ile iliskisini netlestirmek amaciyla,
NQO1 lentiviriisi enfeksiyonu ile NQO1 ekspresyonu artirilmig insan MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatinda NQO1’in elektron donori olan NAD(P)H’in indirgenmesi sonucunda
340 nm’deki absorbansin énemli dlciide azaldigi tespit edilmistir (NQO1*) MDA-MB-231
IC50=0,92 puM). Ancak, Bilesik 59’un sudaki ¢ozlnirliginin iyi olmadigl ve bu konuda

iyilestirmeye ihtiya¢ duyuldugu arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (Sekil 2.28) [187].
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Sekil 2.28. Bilesik 59’un tasarim stratejisi

NAMPT inhibisyonunun vyani sira KRAS geninin dizenlenmesinde rol alan PDES
inhibisyonunun saglanmasi cok hedefli bir strateji olarak benimsenmis ve bu konuyla ilgili
¢ahismalar yuratilmustir. KRAS geni, RAS ailesine ait GTPaz’lardan biri olan KRAS proteinini
kodlayan bir onkogendir [188]. KRAS genindeki mutasyonlar, KRAS proteininin aktif ve
inaktif formlari arasinda gegis yapma yetenegini bozarak, MAPK, PI3K, RAL-GEF ve PLC
yolaklari dahil olmak Gzere gesitli sinyal yolaklarinin aktivasyonuna neden olmaktadir [189-
191]. Bu sinyal yolaklari, hiicre dongisi ilerlemesi, proliferasyon, otofaji, apoptoz, goc,
invazyon ve glukoz metabolizmasi gibi bir¢ok transkripsiyon faktériinu ve hiicresel islevi
dizenleyerek, pankreas kanseri basta olmak tizere bircok kanser tiirtintn ilerlemesinde rol
oynamaktadir [192, 193]. KRAS mutasyonlari, yalnizca sinyal yollarini aktive etmekle
kalmaz, ayni zamanda metabolik yeniden programlamayi tesvik ederek pankreas kanseri
hiicrelerinin ilerlemesini hizlandirabilmektedir. Mutant KRAS, GLUT1, hekzokinazlar, PFK1
ve LDHA gibi hiz sinirlayici glikoliz enzimlerinin ekspresyonunu artirarak glikoliz aktivitesini
ve laktat Gretimini artirmaktadir [194-196]. Glukoz alimi ve glikoliz metabolizmasindaki artig

ise pankreas kanseri hiicrelerinde NAD" ihtiyacinin artmasina neden olmaktadir [197].

KRAS proteininin hiicre igi lokalizasyonu, timoér blylimesi ve proliferasyon Uzerindeki
islevlerini etkilemektedir. PDES, KRAS proteininin lipit kismi ile etkilesime girerek bu
lokalizasyonu dizenlemektedir [198, 199]. PDES-KRAS etkilesiminin baskilanmasi veya

inhibe edilmesi, KRAS sinyal yolaginin zayiflatilmasi yoluyla kanser tedavisi igin etkili bir
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strateji olarak tanimlanmis; bu etkilesimi bozan inhibitorlerin kesfi amaciyla ¢ok sayida
¢alisma yapilmistir [200]. Ancak, bilinen PDES inhibitorleri genellikle zayif in vivo antitimor
etkinlikleri nedeniyle sinirli kalmis; hiicresel aktiviteyi ve in vivo ilag etkinligini artirmak,
PDES inhibitorlerinin gelistiriimesinde hala ¢6zlilmesi gereken 6nemli bir sorun haline

gelmistir [201].

Dong ve arkadaslari, pankreas kanserinde NAD* metabolizmasi icin kritik dneme sahip
NAMPT enzimi ile PDE&'nin es zamanli inhibisyonunun, metabolik ¢okisi tetikleyerek
hicre canliigini azaltabilecegini ve sinerjik bir antitimoér etki olusturabilecegini 6ne
sirmustlr. Dual NAMPT/PDES inhibitorl olan MSO ile pankreas kanseri hiicreleri Gzerinde
gercgeklestirilen ¢alismada, PDES ve NAMPT sinyal yolaklari arasindaki sinerjinin birlesme
indeksinin (Cl) <1 oldugu belirlenmistir. Bu sonugtan hareketle, NAMPT inhibitori Bilesik
60 ile PDES inhibitori deltasonamit 1’in (61) aktivite agisindan esansiyel ve esansiyel
olmayan gruplari birlestirilerek dual NAMPT/PDES inhibitori Bilesik 62 (NAMPT ICs0=12,11
nM; PDES Kp2=5,14 nM; A549 IC50=10 nM; MiaPaca-2 IC50=38 nM; HCT116 ICs0=13 nM)
tasarlanmistir (Sekil 2.29). Bilesik 62’den yola gikilarak baglayici ve énemli farmakoforik
gruplar Uzerinde optimizasyon ¢alismalari yiratilerek yeni bilesikler gelistirilmistir. Bu
bilesikler, insan A549 akciger, MiaPaca-2 pankreas ve HCT116 kolorektal kanseri hiicre
hatlarinda, NAMPT ve PDES inhibitorlerinin tek basina veya birlikte uygulanmasina kiyasla
daha yiiksek veya benzer diizeyde in vitro antitimér aktivite gdstermistir. Ozellikle Bilesik
63 (NAMPT 1C50=3,41 nM; PDES Kp2=0,50 nM), giiglli bir antitiimor etki sergilemis (A549
ICs0=2 nM; MiaPaca-2 ICs0=3 nM; HCT116 IC50=7 nM) ve ileri biyolojik degerlendirmeler igin
aday olarak segilmistir. Bilesik 63, insan MiaPaca-2 pankreas kanseri fare modelinde,
belirgin bir toksisite gostermeden timor agirligini 6nemli 6lglide azaltmistir (Sekil 2.29)

[202].
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Sekil 2.29. Bilesik 62 ve 63’lin tasarim stratejisi

Kanser hiicrelerinde NAD* seviyelerinin sinerjik bir sekilde azaltmaya yonelik bir diger
strateji, NAMPT inhibitorlerinin alkilleyici ajanlarla birlikte kullaniimasidir. Alkilleyici ajanlar,
DNA ile kovalent baglar olusturarak DNA replikasyonunu engellemekte ve hiicre
proliferasyonunu durdurarak antitimoér etki saglamaktadir [203]. Ancak bu slireg, DNA
hasarina bagl olarak PARP aktivasyonunu tetikleyerek hiicresel NAD* tiiketiminde artisa yol
acmaktadir [204]. Alkilleyici ajanlar olan klorambusil (64) ve melfalan, timor hicreleri
uzerinde guglli antitimor etkiler gostermelerine ve genis etki spektrumuna sahip
olmalarina ragmen, disik timor segiciligi ve ylksek yan etki profili nedeniyle klinik
kullanimlari sinirhdir [205, 206]. Bu dezavantajlarin (stesinden gelebilmek amaciyla,
alkilleyici ajanlarin diger antitimor ilaglarla hibritlestirilmesi dnerilen bir strateji haline
gelmis ve bu strateji dogrultusunda birgok hibrit bilesik gelistirilmistir [207]. Son yillarda
yapilan bir calismada, NAMPT’I inhibe eden ve ayni zamanda DNA'yi alkilleyebilen ilk dual
etkili bilesikler bildirilmistir [208]. Bu calismada, klorambusilin (64) N,N-bis(2-kloroetil)amin
farmakofor grubu, FK866 ile birlestirilerek, Bilesik 65 (NAMPT IC50=0,16 nM) ve Bilesik 66
(NAMPT ICs50=0,15 nM) tasarlanmistir. Bilesik 66, fare CT-26 kolorektal karsinomu, B16
melanoma, Hepa 1-6 karaciger kanseri hlcre hatlarinda; ayrica insan LN-18 glioblastom,

A549 akciger, NCI-H1299 akciger, HCT116 kolorektal, MDA-MB-231 meme, HepG2
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karaciger ve PANC-1 pankreas kanseri hicrelerinde FK866 ve klorambusil ile
karsilastirildiginda daha yuksek in vitro antitimor aktivite gdstermistir. Ayrica, fare CT-26
kolon kanseri ksenograft modelinde, ayni dozlarda FK866 ve klorambusil ile
karsilastirildiginda, Bilesik 66’nin farelerin viicut agirliginda kayba neden olmadan daha
glcli in vivo antitimor etki sagladigi belirlenmistir. Ek olarak, Bilesik 66’nin antitimor

etkisinin, DNA hasarina bagh NAD* tikenmesi ile iliskili oldugu ortaya konmustur (Sekil

2.30).
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Sekil 2.30. Bilesik 65 ve 66’nin tasarim stratejisi

Magnezyum bagimli IDH enzimleri, NADP* veya NAD*I kofaktor olarak kullanarak TCA
donglsiinde izositratin oksidatif dekarboksilasyonunu katalizleyerek alfa-ketoglutarat (a-
KG) olusumunu saglamaktadir [209, 210]. IDH enzimleri, IDH1-IDH3 olmak lizere (g alt tipe
ayrilir; benzer enzimatik aktivitelere sahip olmalarina ragmen hiicresel lokalizasyonlari ve
islevleri bakimindan farkhlik gésterirler [211, 212]. Bu izoenzimler arasinda 6zellikle IDH1
ve IDH2’nin timor olusumuyla daha yakindan iligkili oldugu goésterilmistir. IDH1 enziminde
rastlanan en yaygin mutasyonlar (R132H ve R132C), glioblastom, akut miyeloid |6semi,
kolanjiokarsinom ve kondrosarkom gibi gesitli tiimor tlrlerinde tespit edilmistir [213-217].
Bu mutasyonlar, mutant IDH1 (mIDH1) enziminin a-KG’yi D-2-hidroksiglutarata (D-2HG)
donistirmesine ve bu strecte NADPH'I NADP*a oksitlemesine neden olmaktadir [218].
Onkometabolit olarak kabul edilen D-2HG’nin hiicre iginde birikimi, a-KG bagimli
dioksijenaz enzimlerini inhibe etmektedir. Bu da histon ve DNA demetilasyon siireglerini
baskilayarak epigenetik dizensizliklere, gen ekspresyonunda bozulmalara ve hiicresel
farkhlagmanin anormal sekilde ilerlemesine yol agarak timor gelisimine katkida

bulunmaktadir [209, 211, 218].
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Timor gelisimi Gzerindeki etkileri nedeniyle, mutant IDH1 (mIDH1) inhibitorlerinin kesfine
yonelik birgok calisma ile g¢esitli mIDH1 inhibitorleri gelistirilmistir [209, 211]. Bu
inhibitorlerden ivosidenib ve olutasidenib, tedaviye direngli veya tekrarlayan akut miyeloid
|6semi hastalarinin tedavisi igin FDA onayi almistir [219, 220]. Klinik kullanima olan mIDH1
inhibitorleri igin 6zellikle kati timadrlerdeki disitk tedavi etkinligi ve zamanla gelisen ilag
direnci 6nemli kisitlamalar olusturmaktadir. Bu sorunlarin Ustesinden gelmek amaciyla
Xiaoming ve arkadaslari, dual NAMPT/mIDH1 inhibitorleri tasarlamistir [209]. Bu
kapsamda, NAMPT inhibitdri FK866'nin farmakoforik gruplari ile mIDH1 inhibitéri IDH
305’in (67) 3-pirimidin-4-il-oksazolidin-2-on iskeleti birlestirilerek, Bilesik 68 (NAMPT
IC50=15,07 nM; mIDH1-R132H 1C50=175,3 nM; mIDH1-R132C 1C50=362,5 nM; IDH1-WT
ICs0=4,43 uM) tasarlamistir. Ardindan gergeklestirilen optimizasyon galismalari sonucunda
elde edilen Bilesik 69, mIDH1 (mIDH1R32" |C50=14,93 nM; mIDH1R32¢ |C50=56,97 nM) ve
NAMPT (ICs50=12,56 nM) enzimleri lizerinde gli¢ll bir inhibisyon etki saglayarak, yabani tip
(WT) IDH1 enzimine karsi ylksek segicilik (IDH1-WT 1Cs50=5,79 uM) gostermistir. Ayrica, bu
bilesigin kan-beyin bariyerini gegme kapasitesi arastirilmis ve merkezi sinir sistemine
ulasabildigi dogrulanmistir. Bilesik 69’un insan U87 MG IDH1R'32" glioblastoma hiicre
hattinda da etkili oldugu (ICs0=0,32 uM) saptanmistir. Fare U87 MG IDH1R!32H glioma tiimér
modelinde yapilan in vivo g¢alismalarda bu bilesigin, timoér blylmesini anlamli dizeyde

baskiladigl, kilo kaybini azalttigi ve sagkalim siiresini uzathgi gosterilmistir (Sekil 2.31) [209].

NAMPT inhibit6ri mIDH1 inhibitéra
i |
. Baglaylcll ) Kuyruk ) Farmakofor
! ! Fiizyonu
o 0 " Yo ... > o
A
" :
NN 7
N~ 68
CF3
FK866 (1) IDH 305 (67) \ Optimizasyon
'
L]
v

oy

69

Sekil 2.31. Bilesik 68 ve 69’un tasarim stratejisi
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NAMPT inhibisyonuna ek olarak PARP1 inhibisyonunun saglanmasi, son yillarda éne ¢ikan
terapotik stratejilerden biri haline gelmistir. NAD*I kosubstrat olarak kullanan PARP1,
proteinlerin poli(ADP-ribozil)asyonunu katalizlemekte ve DNA tek veya cift sarmal kiriklarini
taniyarak DNA onariminda gérev almaktadir [221]. Kanser hiicreleri, yliksek gogalma hizlari
nedeniyle DNA hasarina karsi daha hassas olup, DNA onarim mekanizmalarina buyuk
olciide bagimlidir [222]. Ozellikle meme kanseri hiicrelerinde meme kanseri geni 1/2 (BRCA
1/2) gen mutasyonlari, DNA onarim siireglerini aksatmakta ve DNA kiriklarinin birikmesine
yol agmaktadir. Cesitli calismalar, birgok kanser tiiriinde PARP1 ekspresyonunun arttigini
ve PARP1 inhibisyonunun timoér blylimesini ve metastazi baskiladigini géstermistir. Bu
nedenle PARP1, kanser tedavisi igin potansiyel bir terapotik hedef olarak kabul edilmistir
[223]. PARP1 inhibitori olaparib (70) (Sekil 2.32), BRCA1/2 mutasyon taslyan HER2-negatif
metastatik meme kanseri hastalarinda, standart kemoterapiye kiyasla daha yiksek yanit
oranlari ve progresyonsuz sagkalim siresi saglamasi nedeniyle FDA onayi almistir [224].
Bununla birlikte, BRCA1/2 mutasyonu tasimayan meme kanseri hastalarinda olaparibin
sinirli etkisi gézlemlenmis olup, bu grup icin alternatif tedavi stratejilere halen ihtiyag

duyulmaktadir.

PARP1’in fonksiyonlarini slirdirebilmesi icin hiicresel NAD* seviyelerinin yeterli diizeyde
olmasi gerekmekte; bu seviyelerdeki diisiis, PARP1’in aktivitesini, dolayisiyla hiicre canliligi,
enerji metabolizmasi ve DNA hasar stresine karsi cevap kapasitesini olumsuz etkilemektedir
[225]. Ayrica, NAMPT inhibisyonunun BRCA1/2 ve Rad51 ve DNA replikasyonu ile DNA
hasar yanitinda gorev alan diger genlerin ekspresyonunu baskiladigi da bildirilmistir [22].
Bu bulgular isiginda, NAMPT ve PARP inhibisyonunun birlikte saglanmasi, antikanser tedavi
icin yeni bir strateji olarak degerlendirilmis; NAMPT ve PARP1 inhibitorlerinin bir arada
kullaniminin in vivo BRCA mutasyonu olmayan meme kanseri, Ewing sarkomu ve over
kanseri ksenograft fare modelleri Gzerinde sinerjik bir sekilde antikanser etki gosterdigi

kanitlanmistir [226-228].

Bu gercevede, 2021 yilinda patentlenip 2025 yilinda yayimlanan bir galismada, PARP1
inhibitoru olaparib (70) (PARP1 ICs0=1,4 nM) ile NAMPT inhibitéri FK866 veya GNE-617
(NAMPT IC50=13 nM) yapilarindan hareketle dual NAMPT/PARP1 inhibitorleri gelistirilmistir
[229, 230]. Bilesiklerin tasariminda, FK866’nin (E)-3-(piridin-3-il)akrilamit ve GNE-617’nin
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imidazo[1,2-a]piridin-6-karboksamit grubu ile olaparibin PARP1 katalitik bdlgesine
baglanan grubu, ¢esitli baglayicilarla birlestirilmistir. Elde edilen bilesikler arasinda Bilesik
71'in (NAMPT ICs50=18 nM, PARP1 1C50=0,8 nM), in vitro NAMPT ve PARP1 enzim inhibisyon
aktiviteleri agisindan en yiksek potansiyele sahip bilesik olarak éne ¢ikmistir. Bu bilesik,
insan BRCA-mutant MDA-MB-436 ve BRCA-mutant olmayan MDA-MB-231 meme kanseri
hicre hatlarinda referans molekiil GNE-617’ye kiyasla daha glgli antiproliferatif etki
gostermistir (MDA-MB-436 1C50=0,96 uM; MDA-MB-231 |Cs0=0,7 uM). Ayrica Bilesik 71’in,
BRCA-mutant olmayan MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde GNE-617 ve olaparibin
tek basina veya kombinasyon halinde uygulanmasina kiyasla daha yilksek apoptoz
indiksiyonu sagladigi ve antimigrasyon etkisi gosterdigi rapor edilmistir (Sekil 2.32) [229,
230].
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Sekil 2.32. Bilesik 71’in tasarim stratejisi

Diger bir calismada, Wen ve arkadaslari, NAMPT inhibitortii MS02’nin (72) kuyruk grubunda
yer alan ve PARP1 inhibitorli olaparibde bulunan piperazin halkasini, her iki hedef igin
gerekli farmakoforik gruplar birlestirilmek igin kdpri olarak kullanmigtir. Bu tasarim
stratejisiyle, tiyolire tirevi DDYO1 (73) (%83 NAMPT inhibisyonu; PARP1 IC50=9 nM) ve (re
tlirevi DDYO02 (74) (NAMPT ICs50=10 nM; PARP1 I1C50=50 nM) bilesikleri elde edilmistir (Sekil

2.33). Yapilan in vitro proliferasyon testleri, DDY02’nin (74) olaparibe direngli insan MDA-
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MB468 meme kanseri hiicre hatlari lzerinde glicli antiproliferatif etki (ICs0=4,43 uM)
sagladigini ve bu etkinin dncelikle NAMPT inhibisyonu ile iliskili oldugunu gostermistir.
Ayrica, DDY02’nin bu hiicrelerde PARP1 inhibisyonu yoluyla DNA hasarini artirarak
apoptozu indikledigi, hicre dénglsinin ilerlemesini durdurdugu ve hiicre goglni

engelledigi gosterilmistir [231].
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Sekil 2.33. DDYO01 (73) ve DDY02’nin (74) tasarim stratejisi

Bromodomain iceren protein 4 (BRD4), bromodomain ve ekstra terminal bolge (BET)
ailesinin bir Gyesi olup, asetillenmis histon lizin kalintilarini okuyarak gen ekspresyonunu
arttirmaktadir [232]. BRD4’(in asiri eksprese edilmesi birgok kanser tiri ile iliskilendirilmis,
BRD4 inhibisyonunun timor biylmesini etkili bicimde baskilayabildigi bildirilmistir [233].
Bu nedenle BRD4, kanser tedavisinde dnemli bir epigenetik hedef olarak degerlendirilmis;
¢ok sayida BRD4 inhibitora bildirilmistir [234]. Hematolojik kanserler veya kati timorler igin
klinik deneme asamasinda olan BRD4 inhibitorlerinin umut vadeden antitimor etkiler
sergilemesine ragmen, monoterapi olarak terapotik etkinliklerinin disitk kaldigi ve yan

etkilerle birlikte ilag direncinin gelistigi rapor edilmistir [235, 236].

Yin ve arkadaslari tarafindan, karaciger kanserinde NAPRT araciligiyla NAD* diizeylerinde
meydana gelen artisin, NAMPT inhibitorlerine karsi gelisen direngte rol oynayan bir
mekanizma olmasi nedeniyle, NAMPT ve NAPRT'nin eszamanl hedeflenmesinin ilag
direncini asmak igin uygun bir strateji olarak degerlendirilmistir [237]. Bu stratejiyi
dogrulamak amaciyla yirittikleri galismada, BRD4 inhibitori JQ1’in (75) NAMPT inhibitori

FK866 ile kombinasyonunun NAPRT ekspresyonunu baskilayarak, hem kurtarma yolagi hem
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de Preiss-Handler yolagi lizerinden NAD* sentezinin inhibe edildigi gosterilmistir [238].
Ayrica, bu kombinasyonun insan Hep3B karaciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu,
inhibitorlerin tek basina kullanimina kiyasla daha etkili bir sekilde azalttig (JQ1 ICso=5 uM,;
FK866 1C50=53,67 uM; JQ1+FK866 (1:1) 1Cs0=1,55 pM) ve apoptozu indiikledigi
belirlenmistir. Bu umut verici sonuglardan hareketle arastirmacilar, gok hedefli ilag tasarimi
yaklasimini benimseyerek NAMPT/BRD4 dual inhibitorlerinin gelistiriimesini amaglamis; bu
dogrultuda FK866'nin ve JQ1'in NAMPT ve BRD4 inhibisyonu igin énemli olan kisimlari
cesitli baglayici gruplarla birlestirilmistir (Sekil 2.34). Farmakoforik gruplarin birlestirilmesi
sonucu elde edilen dual NAMPT/BRD4 inhibitoru Bilesik 76'nin (NAMPT ICs0=35 nM; BRD4
IC50=58 nM) insan Hep3B karaciger kanseri hiicreleri lizerinde antiproliferatif etki
gostererek (ICs0=2,37 uM) hiicre gogini engelledigi ve apoptoza neden oldugu
bildirilmistir. Ayrica, in vivo HCCLM3 ksenograft fare modelinde belirgin bir toksisite

olusturmadan gugli bir antikanser etki sergiledigi gosterilmigstir [238].
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Sekil 2.34. Bilesik 76’nin tasarim stratejisi

Kanser ile iliskili diger bir hedef olan programlanmis hiicre 6limi proteini-1 (PD-1),
sitokinlerin etkisiyle immin ve timor hiicrelerinde eksprese edilmekte olup, hiicre
yuzeyinde bulunan programlanmis hiicre olima ligandi-1 (PD-L1) ile etkileserek T
hicrelerinin aktivitesini baskilamakta ve bu yolla immiin yanitin diizenlenmesinde inhibitor
olarak rol oynamaktadir [239]. Timor hiicrelerinde PD-L1'in asiri eksprese edilmesi ise
timorlerin immin sistemden kagisini kolaylastirarak kanser tedavisini olumsuz yénde
etkilemektedir [240]. Bu nedenle PD-1/PD-L1’nin etkilesimi, kanser tedavisinde kritik bir

hedef olarak 6ne ¢ikmis, bu etkilesimin inhibitorlerle engellenmesinin T hiicre aktivitesini
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ve antitimoér immiin yanitini anlamli dizeyde artirdigl ortaya konmustur [239]. Diger
yandan, timor mikrogevresinin immun baskilayici 6zellikleri nedeniyle de PD-1/PD-L1
inhibitorlerinin etkinligi ¢ogu zaman sinirh kalmakta; bazi hastalarda primer direng
gozlenirken, bazi hastalarda ise baslangigta alinan yanitlar zamanla edinilmis direng gelisimi

ile kaybolmaktadir [240].

Yapilan galismalarda, NAMPT enziminin timor hicrelerinin immiin yanittan kagisinda
merkezi bir rol oynadigi ve bu durumun PD-L1 inhibitorlerine karsi direng gelisiminde etkili
oldugu bildirilmistir [241]. Dolayisiyla, Yang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada PD-L1
inhibisyonu ile eszamanli NAMPT inhibisyonunun saglanmasi, immiinoterapétik etkinligi
potansiyelize edebilecek yenilikgi bir tedavi stratejisi olarak degerlendirilerek dual etkili PD-
L1/NAMPT inhibitorler gelistirilmistir. FK866'nin 3-(piridin-3-il)akrilamit yapisi ile PD-L1
inhibitorinin (77) aktivite icin 6nemli oldugu bilinen bifenil cekirdegi birlestirilerek,
optimizasyon calismalari sonucunda LZFPN-90 (78) adli dual NAMPT/PD-L1 inhibitoru
(NAMPT 1Cs50=13 nM; PD-L1 IC50=28 nM) elde edilmistir (Sekil 2.35). LZFPN-90’nin (78) in
vitro insan A2780 over, HCT-116 kolon, LLC akciger kanser hiicrelerinde T hiicrelerinin
aktivasyonunu saglayarak hiicre biiyimesini inhibe ettigi, hiicre dénglsuni engelledigi ve

apoptozu indikledigi belirlenmistir [242].
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Sekil 2.35. Bilesik 78’in tasarim stratejisi

2025 yilinda gerceklesen diger bir calismada ise, NAMPT inhibisyonu icin 6nemli oldugu
bildirilen piridin-3-karboksamit c¢ekirdegi, PD-L1 inhibitorinidn (79) kuyruk kismi ile
birlestirilerek dual NAMPT/PD-L1 inhibitori Bilesik 80 (NAMPT ICs0=63 nM; PD-L1
IC50=0,582 uM) elde edilmistir (Sekil 2.36). Bilesik 80’in in vivo fare B16-F10 melanoma
modelinde, timor biylmesini anti-PD-L1 monoklonal antikorlara kiyasla daha etkili sekilde

baskiladigi gosterilmistir [243].
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Sekil 2.36. Bilesik 80’in tasarim stratejisi

2.5. Sirtuinler ve SIRT1

HDAC lar, histon ve histon olmayan proteinlerdeki e-N-asetil lizin kalintilarindan asetil
gruplarini uzaklastiran, epigenetik dlzenleyici enzim ailesi olarak tanimlanmaktadir.
HDAC lar, kofaktér bagimliliklarina gore ginko bagimli sinif I, Il ve IV HDAC'lar ve NAD*

bagimli sinif I HDAClar yani sirtuinler olarak iki ana grup altinda siniflandiriimaktadir [136].

Bakteriden insana kadar birgok organizmada evrimsel olarak korunan sirtuin genleri, ilk kez
1979 yilinda Saccharomyces cerevisiae’den izole edilmis ve eslesme tipi lokuslar, telomerler
ile ribozomal DNA'nin (rDNA) transkripsiyonel sessizlesmesini diizenledigi gosterilmistir. Bu
gen, baslangigcta mitokondri dizenleyici faktor 1 (MAR1) olarak adlandiriimistir [244].
izleyen yillarda, bu genin dért farkli homologu tanimlanmis ve Sir (sessiz enformasyon
diizenleyici) 1-4 olarak adlandinlmistir [245]. ilk calismalarda, bu genler arasinda Sir2
geninin, S. cerevisiae kromozom XIlI Uzerinde tekrarlanan 100-200 kopya ribozomal
ribonikleik asit (rRNA) genleri arasindaki rekombinasyonu baskilayan tek Sir geni oldugunu
gosterilmistir [246]. 1991 yilinda, Sir2’nin telomere yakin genlerin bir pargasi oldugu
bilinirken, 1993 yilinda telomerlerde ve giftlesme tipi lokuslarda bulunan sessiz bolgelerin,
N-terminal lizin kalintilarinda dusuk asetilasyon diizeyine sahip histonlarla iligkili oldugu
gosterilmistir [247, 248]. Sir2 geninin asirt ekspresyonunun belirgin diizeyde histon
deasetilasyonuna neden olmasi, bu geni diger Sir genlerinden ayiran bir 6zellik olarak éne
cikmistir [249]. 1995 yilinda, S. cerevisiae’de Sir2 geni ile yiksek homoloji gosteren HST1-4
genleri kesfedilmis, bu genlerin giftlesme tipi lokus ve telomerlerde sessizlestirme, hiicre
donglsiinin ilerlemesi ve genom biitlinligliniin korunmasi gibi sireclerde rol oynadigi

ortaya konmustur [250]. Maya tirlerinde Sir2 homologlarinin kesfedilmesinden kisa bir
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sure sonra, bakterilerden bitkilere ve memelilere kadar birgok organizmalarda benzer

genlerin tanimlanmasiyla bu gen ailesi gliniimuzde “sirtuinler” olarak adlandiriimaktadir.

1999 yilinda yapilan bir ¢alismada, Sir2 geninin silinmesinin maya hicrelerinde replikatif
yasam siliresinin azalttgl, buna karsilik genin asiri eksprese edildigi hiicrelerde yasam
slresini uzadigl bildirilmistir [251]. Yasam siresindeki bu uzamanin, Sir2 araciligiyla
rDNA’daki asiri sessizlesmenin saglanmasi ve buna bagh olarak hiicrelerde yaslanmaya
neden olan ekstrakromozomal rDNA halkalarinin tGretiminde azalma ile iliskili oldugu 6ne
surdlmustir [252]. Ayni yil Frye tarafindan yapilan bir ¢calismada, insan Sir2 homologlarinin
ADP-riboziltransferaz aktivitesi gosterdigi kesfedilmistir [253]. Bu galismayi takiben Imai ve
arkadaslari, maya ve fare Sir2 proteinlerinin histon H3 ve H4 peptitlerinde NAD* bagimli lizin
deasetilasyonu  gerceklestirdigini, bunun da gen sessizlesmesini sagladigini,

rekombinasyonu baskiladigini ve in vivo yagam suresini uzattigini bildirmistir [254].

Memelilerde SIRT1-SIRT7 olarak adlandirilan yedi farkh Sir2 homologu tanimlanmistir. Bu
NAD* bagimli enzimlerin her bir Gyesi, korunmus 275 amino asitlik bir katalitik merkeze ve
farkh uzunluk ve dizilimde N- ve C-terminal bélgelerine sahiptir [255]. Bu yapisal farkliliklar,
her bir sirtuinin substrat spesifitesi, doku ekspresyon paterni, hiicresel lokalizasyonu,
enzimatik aktivitesi ve hedef proteinleri agisindan farklilik géstermesine neden olmaktadir
[256]. Memeli sirtuinlerinin tim yalnizca deasetilaz aktivitesi gostermekle kalmayip; ayni
zamanda farkh agil gruplarini da uzaklastirarak deagcilaz aktivitesi sergilemektedir. Bu
fonksiyonel cgesitlilik sayesinde sirtuinler; oksidatif stres, DNA onarimi, genomik stabilite,
hiicre yasamasi, apoptoz, metabolizma, yaslanma ve yasam siresi gibi bir ¢ok biyolojik

slrecte gorev almaktadir [257].

Maya Sir2 proteiniyle en yiiksek dizilim benzerligine sahip ve en kapsamli sekilde ¢alisiimis
olan SIRT1, esas olarak ¢ekirdekte lokalize olmakla birlikte, hiicresel stres veya insilin sinyal
yolaginin inhibisyonu gibi durumlarda sitoplazmaya gecebilmektedir [258]. SIRT1; histon
H1K26 ve H4K16 ile histon olmayan proteinlerin deasetilasyonunu saglayarak, DNA hasari,
apoptoz, sirkadiyen ritim, insilin sekresyonu, enflamasyon, oksidatif stres, mitokondri
aktivitesi, metabolizma ve stres cevabi gibi birgok suireci diizenlemektedir [259, 260]. Ayrica

SIRT1; kanser, enflamasyon kaynakli hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, karaciger



51

fonksiyonu ve rejenerasyonu, kok hiicre farklilasmasi ve primer fibroblastlarda replikatif

yaslanma gibi pek ¢ok patolojik durumla da iligskilendirilmistir [261-264].

SIRT2 agirlikl olarak sitoplazmada lokalizedir; ancak hiicre déngisiniin G/M faz gegisi
sirasinda c¢ekirdege tasinmaktadir [265]. SIRT2, deasetilaz aktivitesinin yani sira
demiristoilaz, 4-oksononanoilaz ve ADP-ribozilaz aktiviteleri de gostermektedir. SIRT2, a-
tubulin filamentlerinin deasetilasyonu yoluyla mikrotibil stabilitesini, dolayisiyla da hiicre
hareketliligi, hicre gbécl ve hilicre boélinmesi gibi suregleri dizenlemektedir. Ayrica,
agresom yolaklari Gzerinden proteinlerin degredasyonunu etkilemektedir [266]. Hicre
dongistnin G2/M fazinda, sentrozom ve mitotik ig gibi yapilarla etkilesime girerek erken
metafaz sirasinda mitotik kontroll saglamaktadir [267]. Ayni zamanda genomik stabilite ve
kromatin yeniden yapilanmasini artirarak birgok kanser hiicresinde timor olusumunu
baskilayabilecegi disunulmektedir. Ancak, p53 gibi apoptoza aracilik eden transkripsiyon
faktorlerini deasetile ederek timor gelisimini destekleyebilecegi de 6ne surilmustir [268].
SIRT2’nin ayrica yaslanma, yasam siliresi ve norodejenerasyon ile iliskili oldugu

bildiriimektedir [269].

Gogunlukla mitokondride lokalize olan SIRT3, deasetilaz aktivitesi araciligiyla bircok enzimi
hedef alarak metabolik dengenin diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. SIRT3; uzun
zincirli acil-KoA dehidrogenaz (LCAD), TCA siklusunda yer alan enzimler, IDH ve glutamat
dehidrogenaz (GDH) gibi hedef proteinlerin deasetilasyonunu saglayarak yag asidi
oksidasyonu yolaklarini dizenlemektedir. Ayrica oksidatif fosforilasyon siirecinde elektron
transportu Uzerinde etkili olan SIRT3, mitokondriyal antioksidan enzimlerden sitiperoksit
dismutaz 2’nin (SOD2) aktivasyonunu saglayarak oksidatif strese karsi hiicresel koruma

saglamaktadir [270].

Mitokondriyal bir sirtuin olan SIRT4, mono-ADP-riboziltransferaz aktivitesi gdstermesinin
yaninda, deglutarilaz, deasetilaz ve lipoamidaz aktiviteleri de sergilemektedir. Tip 2 diyabet,
nérodejenerasyon ve kanser gibi yaslanma iliskili hastaliklari gelisimi ile yakindan iligkili olan

SIRT4, mitokondriyal fonksiyonlarin diizenlenmesinde gérev almaktadir [271].
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Diger bir mitokondriyal sirtuin olan SIRT5, lizin kalintilarindan asetil, glutaril, siiksinil ve
malonil gruplarini uzaklastirarak aktivite gdstermektedir [272, 273]. Hiicresel homeostazin
onemli bir diizenleyicisi olan SIRT5, glikoliz, TCA siklusu, yag asidi oksidasyonu, elektron
transport zinciri ve ROS detoksifikasyonu gibi ¢esitli metabolik yolaklarda gérev alan
proteinleri modile etmektedir. Ayrica, miyokardiyal enerji dengesini diizenleyerek kalp

fizyolojisi ve stres cevabi Gzerinde de etkili oldugu bildirilmektedir [272].

Cekirdekte lokalize olan SIRT6, histon H3K9 ve H3K56'y1 deasetile ederek genom stabilitesi
ve telomer fonksiyonunu saglamaktadir [274]. Ayni zamanda, oksidatif stres kosullarinda
PARP1’i aktive ederek DNA onarimini destelemektedir [275]. SIRT6'nin ayrica mono-ADP-

ribozil transferaz, depalmitoilaz ve demiristoilaz aktiviteleri de bulunmaktadir [276].

SIRT ailesinin en son kesfedilen tiyesi olan SIRT7, ¢ekirdekgikte bulunmakta ve diger insan
sirtuin homologlarindan farkli olarak, RNA polimeraz | transkripsiyonunu aktive ederek RNA
metabolizmasini dizenlemektedir [277]. Ayrica, cekirdekgikte bulunan proteinlerin ve
histon H3K18'in deasetilasyonu ile, timor baskilayici genlerin ekspresyonunu baskilayarak

metastatik yolaklari aktive ettigi de bildirilmistir [278].

Gunumize kadar, birgok insan SIRT enziminin ylksek ¢ozinurlukli yapisi, apo formda veya
bir substrat veya inhibitér bagl holo formda literatirde bildirilmis ve bu yapilar, sirtuinlerin
katalitik mekanizmasinin aydinlatiimasina énemli katkilar saglamistir [279, 280]. Amino asit
dizilimlerinin hizalanmasi sonucunda, tim sirtuinlerin yaklasik 275 amino asitlik ortak bir
katalitik merkeze sahip oldugu belirlenmistir. Oval bir sekle sahip bu katalitik merkez, dort
dongl ile birbirine baglanan blyik ve kiiglk olmak tzere iki alt bolgeden olusmaktadir.
Buyuk alt bolge, NAD*/NADH baglayici proteinlere 6zgi yapisal olarak homoloji gosteren
Rossmann kivrimindan, kiguk alt bolge ise, yapisal olarak gesitlilik gosteren ginko baglanma
bélgesinden olusmaktadir (Sekil 2.37). Sirtuin homologlarinda, ginko baglanma bdlgesinde
gozlenen yapisal farkhliklarin, enzimlerin substrat spesifiteleri tizerinde belirleyici oldugu
distndlmektedir. Rosmann kivrimi ile ¢inko baglanma bdlgesini birbirine baglayan
dongiler, bu iki alt bolge arasinda belirgin bir yarik olusturarak katalitik aktif bolgeyi
sekillendirmekte, NAD* ve substratlar bu bdlgeye baglanmaktadir [281]. Substrat,

hidrofobik bir tiinel seklindeki aktif bolgeye baglandiginda; ana peptit zinciri, Rossmann



53

kivrimi ve onunla ¢inko baglanma bdlgesi arasinda konumlanan B-zincirleri ile B-tabakasi
benzeri etkilesimler kurmaktadir. Bu etkilesimler, substratin Rossmann kivrimi ile ginko
baglanma bdlgesi arasinda baglantt kurmasina ve asetile lizin yan zincirinin hidrofobik
tinele yonlenmesine neden olmaktadir. Asetile lizin substratinin baglanmasi sonucunda
enzim, aclk formdan kapali forma ge¢mekte ve bu konformasyon degisikligi, substrat
baglanma tiineline yakin konumdaki kofaktér baglanma bolgesine NAD*'Iin dogru sekilde

yerlesmesini saglamaktadir [280].

Cinko baglama
bolgesi

N-terminal  Katalitik bélge  C-terminal
Asetile SIRT L [ —

peptit ‘ , SIRT2 F———]
SIRT3 — ]
SIRT4 C—
SIRTS C—
SIRT6 [ T —
SIRT7 [F— T —]

Sekil 2.37. SIRT1-SIRT7 genel yapisini olusturan bolgeler

Sirtuinlerin, NAD* bagimli substrat deasetilasyonu mekanizmasinin ilk basamaginda, ADP-
riboz ve NAM gruplari arasindaki glikozidik bag, asetile lizin substratinin yan zincirindeki
niukleofilik atagi ile kirilmaktadir. Asetile peptit ve ADP-ribozun olusturdugu ara basamaklar
sonucunda, asetil grubunun ADP-riboz yapisina transferi gergeklesmekte ve reaksiyon; 2’-
O-asetil-ADP-riboz (2’-O-AADPR), deasetile lizin substrati ve NAM olmak Uzere ¢ temel
drdndn olusumu ile sonuglanmaktadir (Sekil 2.38). Bu mekanizma, sirtuinlerin NAD*
diizeylerine duyarliigini ve metabolik durumla baglantih olarak genetik ve epigenetik

diizenlemelerdeki rollerini agiklayan temel biyokimyasal siiregtir [282].
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Sekil 2.38. Sirtuinlerin deasetilasyon mekanizmasi

Memeli sirtuinlerinin en iyi tanimlanmis Gyesi olan SIRT1, H1K26, H3K9, H3K14, H3K18,
H3K56, H4K16, H4K12 ve H4K16 histon kalintilarinin deasetilasyonunu saglayarak, kromatin
yapisini ve gen regllasyonunu dizenlemektedir [262, 283]. Ayrica, histon olmayan
proteinlerin aktivitesini de dizenleyerek DNA onarimi, kromatin diizenlenmesi, gen
ekspresyonu, hiicre farklilasmasi ve proliferasyonu, yaslanma, endokrin sinyalizasyonu,
stres cevabi, metabolizma, sirkadiyen ritim ve karsinogenez gibi biyolojik streglerde rol
oynamaktadir [283]. SIRT1, p53, FOXO1, FOX0O3, FOX0O4, HSF1, HIF-1a, NF-kB, p300 ve
TIP60 gibi transkripsiyon faktorlerini ve ATG, LKB1 gibi transkripsiyonel olmayan proteinleri
dogrudan deasetile edebilmektedir. Ayrica dolaylh vyollarla PPAR a/y, MyoD gibi

transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini artirabilmektedir [262].

Hicresel SIRT1 ekspresyonu, p53 ve kanserde HIC1 gibi baskilayici transkripsiyon faktorleri
tarafindan azaltilabilirken; E2F1, FOXO3a ve c-Myc gibi transkripsiyon faktorleri araciligiyla
artirilabilmektedir. Bazi hiicresel durumlarda ise negatif geribildirim donglsi ile de
dizenlenebilmektedir [262]. Bununla birlikte, NAD* bagimli bir enzim olmasi nedeniyle
hicresel NAD*/NADH orani, SIRT1 aktivitesi Uzerinde dogrudan etkili olmaktadir. Yapilan
¢alismalarda, birgok patofizyolojik stiregte SIRT1 aktivitesinin bu oranla orantili olarak arttigi
[284] ve aglik veya kalori kisitlamasi durumlarinda SIRT1 ekspresyon seviyesinin ylkseldigi
gosterilmis, bu durumun hicresel yasam siiresinin uzamasi ile iligkili oldugu bildirilmistir

[285].

Hilcresel homeostazin korunmasinda merkezi bir rol Gstlenen SIRT1, farkl dokularda gesitli

fizyolojik siirecleri diizenlenmektedir. Ornegin, karaciger, iskelet kasi ve adipoz dokuda
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mitokondriyal biyogenezi artirmakta ve yag ile kolesterol katabolizmasini uyararak
metabolik dengeyi saglamaktadir [286]. Ayrica, pankreas hiicrelerinde insilin salinmasi ile
iliskili genlerin ekspresyonunu diizenleyerek, glukoz homeostazini diizenlemektedir [287].
Bu ozellikleri nedeniyle SIRT1; yaslanma iliskili hastaliklar, tip 2 diyabet, kardiyovaskiler
hastaliklar, metabolik sendrom, enflamasyon, yasam siresi ve kanser gibi gesitli

patolojilerle iliskilendirilmistir [256, 262, 283, 288, 289].

SIRT1’in kanserle iliskisini aydinlatmaya yonelik gergeklestirilen galismalarda, bu izoformun
farkh protein substratlarini hedef alarak timor gelisiminin gesitli evrelerinde hem

baskilayicl hem de destekleyici roller tstlenebildigi gosterilmistir [283].

Glioblastoma, kolon, prostat, over, mide ve meme kanserlerinde gézlemlenen distk SIRT1
ekspresyonu, timor baskilayici 6zelligiyle iliskilendirilmistir [290-293]. Bazi durumlarda ise
SIRT1, tumor gelisimini destekleyici veya engelleyici transkripsiyon faktorlerini
diizenleyerek antitimor etkinlige katki saglamaktadir. SIRT1, DNA onarimi ve genomik
stabilitenin korunmasina yonelik olarak WRN, Ku70, APE1, XPA ve XPC gibi proteinleri
deasetile ederek, 6zellikle kronik miyeloid 16semi, akciger ve deri kanserlerinde timor
olusumunun baskilanmasinda rol oynamaktadir [294, 295]. Kolon kanserinde, SIRT1
ekspresyonunun artisi, E2F1 transkripsiyon faktorinl aktive ederek hiicre déngisini
dizenleyen kinazlarin ekspresyonunu artirmakta ve hiicre proliferasyonu sinirlamaktadir
[296]. Ayrica B-kateninin deasetilasyonu ile ¢ekirdekte lokalize olan onkogenik formunun
sitoplazmaya kaymasina neden olarak proliferasyonu azalmaktadir [297]. SIRT1, immdn
hicrelerde ise farkh transkripsiyon faktorlerini hedefleyerek, timoér gevresi inflamasyonu
ve timor olusumunun baskilanmasini da saglamaktadir [262]. Bu faktorlerden
enflamatuvar cevabi dizenleyen NF-kB’nin p65 alt {nitesini deasetile ederek
transaktivasyonu inhibe etmekte ve NF-kB aracili TNF-a ve IL-1 gibi pro-enflamatuvar

genlerin aktivasyonunu inhibe etmektedir [298].

Diger yandan, SIRT1, p53’lin deasetilasyonunu saglayarak kanser hiicrelerinde DNA hasari

ve oksidatif stres cevabi karsisinda hiicre siklusunun durmasi veya apoptoz gibi timor
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baskilayici stregleri inhibe etmektedir [299]. Akciger, prostat, deri, kolon, bazal hiicreli ve
skuamoz hicreli karsinomlar, akut ve kronik miyeloid 16semi, lenfoblastik lenfoma gibi bazi
kanser tirlerinde SIRT1’in asiri ekspresyonu tespit edilmis ve bu durum timor progresyonu,
apoptoz, otofaji, DNA onarimi ve hiicresel homeostazla iliskilendirilmistir [300]. Ozellikle
bazi kolon kanserlerinde artan SIRT1 ekspresyonu, c-Myc artisiyla baglantili olarak malign

prognozu olumsuz yonde etkilemektedir [301].

Kanser hiicrelerinde SIRT1 enziminin aktivasyonunun mu yoksa inhibisyonunun mu daha
etkili olacagl konusu halen netlik kazanmamis olup, bu durum ginimiuzde tartismah bir
alan olarak dikkat ¢ekmektedir [283, 302]. SIRT1 fonksiyonu, kanserin hiicre tipi, evresi,
genetik yapisi ve timor mikrocevresi gibi bircok faktorden etkilenmektedir. Bu nedenle,
SIRT1 enzimine yonelik terapodtik stratejilerin, spesifik kanser tirlerinin biyolojik

Ozelliklerine gore 6zellestirilmesi gerektigi distnilmektedir.

SIRT1, dizenledigi ¢ok sayida biyolojik slire¢ sayesinde kanser, enflamasyon, diyabet,
yaslanma, kardiyovaskuiler hastaliklar ve nérodejeneratif bozukluklar gibi gesitli patolojik
durumlarin tedavisinde potansiyel bir terapdtik hedef olarak dikkat ¢ekmektedir. Bu
dogrultuda, SIRT1 enziminin molekiler isleyis mekanizmasini daha iyi anlamak ve yeni
SIRT1 moddlatorlerinin kesfini desteklemek amaciyla, enzimin apo formuna ek olarak
substrat, inhibitor, aktivator ve kofaktoér ile kompleks halinde X-isini kristal yapilari

aydinlatilmis ve detayli yapisal analizleri gergeklestirilmistir [303-305].

insan SIRT1 enzimi 747 amino asitten olusmakta olup, tiim sirtuinlerde ortak olan katalitik
bblgeye ek olarak, N- ve C-terminal bdlgeleri ile C-terminalde yer alan, katalitik bolgeyi
stabilize eden ve enzim aktivitesini dizenleyen C-terminal regiilator segmentini (CTR)
icermektedir [305]. Katalitik bolge, 277 amino asitten olugsmakta ve kiiglk ile biiylik olmak
Uzere iki alt bolgeye ayrilmaktadir. Blylk alt bolgede, NAD* baglayici bolge olarak da
adlandirilan ve yapisal olarak tim sirtuin izoformlarinda korunan genis bir Rossmann
kivrimi yer alirken; kiguk alt bolgede ise 269-324 arasindaki amino asit dizisinden olusan
helikal modul ve 362-419 arasindaki diziden olusan ginko baglanma bdlgesi bulunmaktadir.
Ayrica, 641-665 araliginda bulunan ve 25 amino asitten olusan CTR, NAD* baglayici bolgenin

alt kenarina baglanarak bu boélgenin merkezi paralel B-tabakasini tamamlamaktadir. SIRT1
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enziminin apo formu, substrat ve kofaktor bagh formuna kiyasla acik bir konformasyon
sergilemektedir. Bu agik konformasyonda, kiiglik alt bolge yaklasik 25°lik bir doniis hareketi
yapmakta ve bu hareket, bliyik ve kiiclik alt bolgeler arasindaki etkilesimlerin bozulmasina
ve yaklasik 15 A genisliginde bir yarigin olusmasina neden olmaktadir. NAD* ve substrat
baglandiginda benzer bir donls hareketi ile kapali konformasyon olusmaktadir. Bu
konformasyonda blylk ve kiglik alt bolgeler arasindaki etkilesimler sayesinde yarik
tamamen kapanmakta ve substratin yerlestigi hidrofobik bir tiinel meydana gelmektedir

(Sekil 2.39) [305].
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Sekil 2.39. insan SIRT1 enzim bélgeleri ile bu bélgelerin agik ve kapali konformasyonlari

SIRT1 enzim yapisinin ve mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik arastirmalarin yani sira,
SIRT1 inhibitorleri ve aktivatorlerinin enzim aktivitesini nasil modiile ettigini anlamaya
yonelik de gesitli calismalar gegeklestirilmistir. Zhao ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada,
indol turevi bir SIRT1 inhibitori olan EX-527'nin (75) aktif bolge etkilesimlerinin
anlasilabilmesi amaciyla insan SIRT1 enzimi EX-527 analogu (76) ile (Sekil 2.40) kompleks
halinde kristalize edilerek (PDB: 4I5l) yapisi ¢oziilmiis ve bu analogun SIRT1 katalitik aktif
bolgesinde yer alan NAD* baglanma bdlgesine yerlestigi belirlenmistir. Bu baglanma
bolgesinde, yedi lyeli halkaya bagh amit grubunun Asp348 ile hidrojen baglari meydana
getirdigi; indol halkasinin ise Asn346 ile su aracili (HOH712) hidrojen bagi ve Phe273 ile n-
1t etkilesimleri olusturdugu gosterilmistir (Sekil 2.41). Ayni ¢alismada, EX-527 analogunun

NAD*In NAM grubunun yerini alarak, fonksiyonel bir taklit mekanizmasiyla etki gosterdigi
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ortaya koyulmustur. Bu yer degistirme, NAM grubunun ortamdan uzaklagsmasina ve
kofaktoriin aktif olmayan, alternatif bir baglanma konformasyonu kazanmasina neden
olmaktadir. Bu yeni konformasyonel yapi, asetile lizin substratinin baglanmasini sterik

olarak engellemekte ve SIRT1 enziminin inhibisyonu ile sonuglanmaktadir [304].

Milne ve arkadaslari, inhibitorlerin aksine aktivator bilegiklerin NAD* baglanma bolgesinden
farkh, allosterik bir bolgeye baglandigini 6ne sirmustir. SIRT1’in kisaltilmis versiyonlari ile
elde edilen veriler dogrultusunda, N-terminal bdlgede yer alan 183-225 numarali amino
asitlerin bu allosterik bdlgeyi olusturdugu ve aktivatorlerin bu bolgeye baglandig
belirlenmistir [306]. Hubbard ve arkadaslarinin daha sonraki ¢alismalarinda ise, allosterik
bolgede yer alan Glu230 amino asidinin, sirtuin aktivator bilesikleri (STAC) aracili aktivasyon

icin kritik bir rol oynadigi gésterilmistir [307].

STAC'larin insan SIRT1 enzimine nasil bagladigini aydinlatmaya yonelik gergeklestirilen
¢alismalar, tam uzunluktaki enzimin yiksek ¢ozunurlikli X-igini kristal yapisinin elde
edilememesi nedeniyle ilerleyememistir. Bu sorunu agsmak amaciyla, 2015 yilinda, bazal
katalitik aktivitesi ve STAC’lar tarafindan aktive edilebilme 0&zellikleri agisindan tam
uzunluktaki enzimle biyokimyasal olarak esdeger olan insan SIRT1 varyanti (mini-SIRT1)
gelistirilmis ve STAC-11 (77) (Sekil 2.40) adli SIRT1 aktivatori ile kompleks halindeki X-igini
kristal yapisi (PDB: 4ZZ])) aydinlatilmistir [303]. Bu galisma, dnceki bulgularla uyumlu sekilde,
SIRT1 N-terminal bélgesinde yer alan 183-229 arasindaki amino asitleri iceren bélgeyi STAC
baglanma bdlgesi olarak tanimlamis; ayrica Glu230 mutasyonunun, mini-SIRT1 yapisinda da

tam uzunluktaki enzimde oldugu gibi STAC aracili aktivasyonu zayiflattigini gdstermistir.
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Sekil 2.40. EX-527 (75), EX-527 analogu (76) ve STAC-11'nin (77) kimyasal yapilari



59

Mini-SIRT1:STAC-11 kompleksinde, STAC-11’in baglandigl ana bdlgenin, ylzeyde yer alan
sig bir hidrofobik ¢okiintii seklinde oldugu ve bu bdlgenin derin bir ek hidrofobik cebe sahip
oldugu belirlenmistir. STAC-11, bu bdlgeye intramolekiler hidrojen baglarinin yardimiyla
dizlemsel bir konformasyonda yerlesmekte ve triflorometil grubu, hidrofobik alt cepte
konumlanmaktadir. Aktivator, bu bolgede Leu206, Thr209, Pro211, Pro212, Leu215,
Thr219, 1le223 ve lle227 amino asitleriyle hidrofobik etkilesimler olustururken; karbonil
grubunun oksijen atomu, Asn226 ile hidrojen bagi yapmaktadir (Sekil 2.41). Yonlendirilmis
mutagenez ¢alismalari sonucunda ise, bélgede yer alan amino asitlerden Thr219, lle223,
Asn226 ve 1le227’nin STAC'larla dogrudan etkilesim kurdugu, ozellikle 11e223’Gn enzim
aktivitesi icin kritik &neme sahip oldugu kanitlanmistir. Buna karsilik, GIn222 ve Val224’iin
aktivator baglanmasinda dogrudan bir rol oynamadigi, Glu230 amino asidinin ise SIRT1
aktivasyonu igin kritik oldugu saptanmistir. Glu230 Gzerinde yapilan mutagenez, STAC larin
maksimum aktivasyon diizeyini 6nemli 6lglide azaltmis, ancak ECso degerinde yalnizca sinirli
bir degisiklik meydana gelmistir. Bu bulgular, Glu230’un tasidigi negatif yiikin, SIRT1’in
aktive olmus konformasyonunun olusumu veya stabilizasyonunda o6nemli bir rol
oynayabilecegini; muhtemelen Glu230’un pozitif yikli Arg446 amino asidi ile elektrostatik

bir etkilesime girdigini distindirmektedir [303, 308].
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Sekil 2.41. insan SIRT1 X-isini kristal yapilarinin (PDB: 4ZZJ (sari) ve 4I5] (mavi)) Ust Uste
cakistirilmis hali ile SIRT1 aktivatori STAC-11 (77) ve SIRT1 inhibitéri EX-527
analogunun (76) biyoaktif konformasyonlari. Hidrojen bagi, mt-rt ve hidrofobik
etkilesimler sirasiyla sari, mavi ve yesil renkte kesikli gizgilerle gosterilmistir.

2.6. SIRT1 Aktivatorleri

Kanser, diyabet, Parkinson, Alzheimer gibi yaslanma iliskili hastaliklarin yani sira metabolik
ve enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde kullanilmak (zere, glinimize kadar SIRT1
enzimini hedefleyen bircok aktivator ve inhibitor etkili bilesik literatiirde bildirilmistir [288,
309-312]. Sirtuin modilasyonuna yoénelik yapilan ilk ¢aligmalar, memelilerde yasam
suresinin diizenlenmesi lizerine odaklanmistir. Bu ¢alismalarda, kalori kisitlamasinin SIRT1
ekspresyonunu artirdigl ve bunun sonucunda yasam sliresinin uzayabildigi gosterilmistir
[313]. Bu bulgulardan yola cikarak bircok arastirmaci sirtuinleri aktive edebilecek

bilesiklerin kesfine yonelik galismalar gergeklestirmistir [314].

2003 yilinda Howitz ve arkadaslari tarafindan yiratilen bir galismada, SIRT aktivatorlerine
ulasmak amaciyla kigik molekiller iceren bir bilesik kutlphanesi insan SIRT1 enzimi
tizerindeki aktiviteleri belirlenerek taranmistir [315]. ilk taramalar sonucunda, in vitro SIRT1

aktivitesini sirasiyla 5 ve 8 kat artirabilen polifenolik yapiya sahip piceannatol (78) ve
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kersetin (79) bilesikleri tanimlanmis ve bu bilesiklerin yapi-aktivite iligkileri incelenmistir.
ikinci tarama calismasinda ise, on bes yeni SIRT1 aktivatérii daha kesfedilmis ve bu
bilesikler, STAC olarak adlandiriimigtir. Bu bilesikler arasinda yer alan ve SIRT1 aktivitesini
13 kat artirdigi bildirilen resveratrol (80), p53 proteininin deasetilasyonunu artirarak kalori
kisitlamasina benzer sekilde hiicre hayatta kalimini destekledigi gosterilmistir. Diger
calismalar ise, resveratroliin SIRT1 aktivasyonu araciligiyla aksonal koruma sagladigini, yag
mobilizasyonunu tesvik ettigini ve NF-kB’ye bagh transkripsiyonel aktiviteyi inhibe ettigini

ortaya koymustur (Sekil 2.42) [316-318].

2006 yilinda Yang ve arkadaslari, resveratroliin disiik biyoyararlanimi, diisiik ¢6zinUrlGg
ve isik ile oksidasyona karsi duyarliligi gibi kisitlamalari nedeniyle, daha potent, daha stabil
ve organizmalarda yasam siresini uzatma potansiyeline sahip yeni bilesikler tasarlamistir.
Bu amagla, resveratroliin hidroksil grubu yerine daha az toksik bir tiyometil grubunun
getirilmesiyle, resveratrolden daha gii¢li SIRT1 aktivasyonu saglayabilen Bilesik 81 (Sekil
2.42) gelistirilmigtir.
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Sekil 2.42. Piceannatol (78), kersetin (79), resveratrol (80) ve Bilesik 81’in kimyasal yapilari

Resveratroliin farmakokinetik 6zelliklerini iyilestirme amaciyla Sirtris Pharmaceuticals
(ABD) adli bir biyoteknoloji ilag sirketi, bilesigin mikronize oral formilasyonunu (SRT501)
uretmistir. SRT501, tek basina veya bortezomib ile kombine halinde kolorektal kanser ve
hepatik metastaz ile multipl miyelom tedavisinde degerlendirilmek Gzere Faz I/Il klinik
denemelere alinmistir (NCT00920803, NCT00920556). Ancak, tedavi sirasinda gézlemlenen
kusma, bulanti ve diyare gibi gastrointestinal yan etkileri nedeniyle klinik galismalar

ilerletilememistir [319, 320].
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Sirtris Pharmaceuticals onciligiinde bircok arastirmaci benzimidazol, imidazotiyazol,
tiyazolopiridin ve Ure tlrevi gibi polifenollerden farkli yapisal ozellikler tasiyan sentetik
SIRT1 aktivatorleri gelistirmistir [306, 312, 321, 322]. 2006 yilinda Nayagam ve arkadaslari,
14 700 bilesikle SIRT1 enzimine kargi HTS ¢alismasi gergeklestirmistir. Calisma sonucunda,
pirolokinoksalin tirevi SIRT1 aktivatorlerine (Bilesik 82-84) (Sekil 2.43) ulasiimistir. Elde
edilen bu bilesiklerin, resveratrol ile benzer sekilde PPARy araciligiyla yag mobilizasyonunu
artirdig1 ve TNF-a tarafindan indiklenen lipopolisakkarit yanitini azalttigi gosterilmistir. Bu
etkiler dogrultusunda, s6z konusu bilesiklerin obezite ve diyabet gibi hastaliklarin

tedavisinde potansiyel birer aday olabilecegi 6ne strtimistir [323].
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Sekil 2.43. Bilesik 82-84’lin kimyasal yapilari

Sirtris Pharmaceuticals tarafindan 2007 yilinda gergeklestirilen HTS ¢alismasi kapsaminda
resveratrolden farkh bilesikler secilmis [306], elde edilen sonuglar imidazo[1,2-b]tiyazol
tlirevi SRT1460 (85) (EC15=2,9 UM ve maksimum aktivasyon=%447), SRT2183 (86)
(EC1,5=0,36 uM ve maksimum aktivasyon=%296) ve SRT1720 (87) (EC15=0,16 uM ve
maksimum aktivasyon=%781) bilesiklerinin resveratrolden daha iyi in vitro SIRT1 enzim
aktivitesi (EC1,5=46,2 UM ve maksimum aktivasyon=%201) sergiledigini gostermistir (Sekil
2.44). Biyolojik degerlendirmeler, SRT2183’lin p53 asetilasyon dizeyini azalttigini, bu
etkinin SIRT1 inhibitort EX-527 ile geri dondirilebildigini gosterilmistir [306]. SRT2183’(in
sonraki calismalarda glioma ve over kanseri hiicreleri tizerinde hiicre donglisiiniin durmasi,
apoptoz ve otofajiyi indiiklemesi gibi antikanser etkiler gosterdigi bildirilmistir [324, 325].
Ayni galismada, SRT1720’nin insilin direngli fare modellerinde iyi bir farmakokinetik bir
profil sergiledigi ve hiperinsilinemi durumunu anlaml diizeyde azalthgi gosterilmistir.
SRT1720 igin daha sonra yapilan ¢alismalarda ise, bu bilesigin hERG ve sitokrom P450

inhibisyonu gerceklestirmedigi ve hedef disi proteinlere karsi segiciliginin kabul edilebilir
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dizeyde oldugu belirtilmistir [322]. SRT1720’nin umut vadedici bu O6zellikleri
dogrultusunda, multiple miyelom Uizerindeki etkileri preklinik modellerde incelenmistir.
Yapilan galismalar, bu bilesigin hem standart tedavilere hem de bortezomibe direngli
multiple miyelom hicrelerinde, kanser olmayan hicre canliigini 6nemli &lglide
etkilemeden hiicre proliferasyonunu baskilandigini ve apoptozu indikledigini gdstermistir.
Hayvan timor modellerinde ise SRT1720’nin timor blyimesini anlamli sekilde baskiladigl,
ayrica bortezomib veya deksametazon ile kombine halde kullanildiginda sitotoksik

aktivitenin arttigl saptanmistir [326].
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Sekil 2.44. SRT1460 (85), SRT2183 (86) ve SRT1720’nin (87) kimyasal yapilari

Sentetik SIRT1 aktivatorlerinin ikinci nesli, imidazo[1,2-b]tiyazol yapisindaki bilesiklerin
optimize edilmesiyle gelistirilen SRT2104 (88) ve SRT3025 (89) (Sekil 2.45) ile temsil
edilmektedir [327]. SRT2104, insan ve fare karacigeri mitokondrileri ve plazmada sergiledigi
stabilite, glicli biyokimyasal aktivitesi ve uygun farmakokinetik ozellikleri ile ileri
arastirmalar igin Umit verici bir aday olarak belirlenmistir. 2008 yilinda baglatilan klinik
degerlendirmeler kapsaminda SRT2104, saglkl bireylerde uygun doz araliginin
belirlenmesine yonelik Faz | klinik denemelere (NCT00920660), tip 2 diyabet
(NCT00937326), psoriyazis (NCT01154101) hastalarinda Faz Il klinik denemelere; sepsis
(NCT01014117), iskelet kasi atrofisi (NCT01039909) ve (ilseratif kolit (NCT01453491) icin
ise Faz | klinik denemelere dahil edilmistir. Klinik ¢alismalarin yani sira, SRT2104 igin
ginimiize kadar Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaligi, beyin iskemisi, optik sinir
dejeneratif hastaliklar, depresyon, lipit metabolizmasi bozukluklar, kardiyovaskiler
hastaliklar, kas-iskelet sistemi hastaliklari ve kronik obstriktif akciger hastaligi (KOAH) gibi

bircok hastalik modelinde ¢ok sayida klinik dncesi ¢alismalari gergeklestirilmistir [328].
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Ancak tim bu galigmalara ragmen, SRT2104’in kullanimi hala temel arastirma diizeyinde
kalmis ve klinik gelisimi Faz Il agamasinin dtesine gecememistir. SRT2104’e benzer sekilde
gelistirilen SRT3025 de klinik 6ncesi galismalarda farmakokinetik 6zellikleri ve glivenirlilik
profili agisindan olumlu degerlendirilmis ve klinik ¢alismalara alinmistir (NCT01340911).
Ancak, QT wuzamasi ve aritmi gibi kardiyak yan etkiler nedeniyle bu ¢alismalar

durdurulmustur [329].
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Sekil 2.45. SRT2104 (88) ve SRT3025’in (89) kimyasal yapilari

Bemis ve arkadaslari tarafindan ydratilen bir diger galismada, HTS ¢alismasiyla
oksazolo[4,5-b]piridin turevi yeni SIRT1 aktivatorleri tanimlanmistir. Tarama sonucunda
Bilesik 90 (EC1,5=6 UM ve maksimum aktivasyon=%240) ve Bilesik 91 (EC15=25 uM ve
maksimum aktivasyon=%207) elde edilmistir. Bu bilesiklerin hem biyolojik aktivitesini hem
de sudaki ¢ozUnlrlGglini artirmak amaciyla, yapisal optimizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda, merkezi fenil halkasina c¢o6zinGrlGglu artiric
amidoetildimetilamin grubu eklenerek tasarlanan Bilesik 92’nin, iyi dlizeyde bir SIRT1
aktivasyonu (EC15=0,7 uM ve maksimum aktivasyon=%240) sagladig gosterilmistir.
Ardindan, bisiklik halka sisteminde vyapilan modifikasyonlarla benzimidazol ve
azabenzimidazol tlrevi SIRT1 aktivatorleri elde edilmis; bu tlrevler arasinda en yuksek
aktiviteye sahip olan Bilesik 93’lin, yiliksek diizeyde SIRT1 aktivasyonu (EC15=0,4 uM ve
maksimum aktivasyon=%820) sagladig1 gosterilmistir (Sekil 2.46) [321].
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Sekil 2.46. Bilesik 90-93’lin kimyasal yapilar

2009 yilinda Mai ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, 1,4-dihidropiridin tiirevi yeni SIRT
moddlatorleri kesfedilmistir. Bu bilesikler arasinda, N1 pozisyonunda benzil grubu tagiyan
Bilesik 94’Un (Sekil 2.47), hem SIRT1 (EC1,5=1 uM), hem SIRT2 (EC1,5=25 uM), hem de SIRT3
(EC1,5 ~50 uM) aktivatori olarak islev gosterdigi belirlenmistir. Bilesik 94’(in, fare C2C12
miyoblast hiicrelerinde hiicresel yaslanmaylr %40’a kadar azalttigi ve peroksizom
proliferator aktive edilmis PGC-la araciligiyla mitokondriyal fonksiyonu artirdig

bildirilmistir [330].

Wu ve arkadaslarinin ylrittigu bir baska ¢alismada, resveratrolden (SIRT1 EC1,5=23,6 uM)
daha gliclli SIRT1 aktivasyonu gosterebilen (SIRT EC1,5=1,6-7 uM) bir seri diaril acilhidrazon
tirevi bilesik kesfedilmistir. Bu serinin gesitli analoglari sentezlenmis ve gergeklestirilen
yapisal optimizasyonlar sonucunda, naftalen halkasi tasiyan Bilesik 95 (SIRT1 EC1,5=2,7 uM)
gelistirilmistir (Sekil 2.47) [331].
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Sekil 2.47. Bilesik 94 ve 95’in kimyasal yapilari
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2017 yilinda Atobe ve arkadaslarinin kendi sentezledikleri bilesiklerden olusan kitiphane
Uzerinde gergeklestirdikleri taramasi sonucunda, SIRT1 aktivasyonu saglayan (ECso=1,49
M) 3-kinolil grubu taslyan bir indazol tirevi bilesik tanimlanmistir. Yapi-aktivite iliskisi
galismalari sonucunda, in vitro osteogenez aktivitesi sergileyen Bilesik 96’ya (EC50=0,4 uM)

ulasilmistir (Sekil 2.48) [332].

2018 yilinda yapilan bir diger galismada, HTS yontemiyle piperazin 1,4-diamit tlrevi olan
E1231 (97) adh yeni bir SIRT1 aktivatori (ECs0=0,83 uM) bildirilmistir (Sekil 2.48). Bilesigin
kolesterol ve lipit metabolizmasi lzerindeki olumlu etkileri hem in vitro hem de in vivo

modellerde dogrulamis ve etki mekanizmasina iliskin incelemeler gergeklestirilmistir [333].

Ayni yil yayinlanan diger bir ¢calismada ise, resveratrol ve SRT1720 gibi bilinen SIRT1
aktivatorlerinin yapisal 6zelliklerinden esinlenerek toplam on sekiz adet yeni benzoksazol
tlirevi bilesik sentezlenmistir. Bilesikler arasinda, MHY2233 (98), resveratrolden daha giigll
in vitro SIRT1 aktivasyonu sergilemis; fare modellerinde lipit birikimini ve instlin direncini

azaltmistir (Sekil 2.48) [334].
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Sekil 2.48. Bilesik 96, E1231 (97) ve MHY2233'’{in (98) kimyasal yapilari

2019 yilinda yapilan bir ¢alismada, SIRT1 enziminin allosterik aktif bdlgesine baglanan
kokristalize ligandlar referans alinarak iki ayri farmakofor model gelistiriimis ve dogal
bilesiklerden olusan bir kitliphanede tarama yapilmistir. Farmakofor uyumu goésteren
bilesiklerin, molekiler docking ve molekiler dinamik similasyonlari gergeklestirilerek
etkilesim kararliliklari degerlendirilmis ve mulberrin (99) (ECs0=2,10 uM), gartanin (100)
(ECs0=1,79 uM), kinidin (101) (ECs0=1,71 uM), kinin (102) (ECs0=1,14 uM) bilesiklerinin (Sekil
2.49) SIRT1 aktivatori oldugu belirlenmistir [335].
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Sekil 2.49. Mulberrin (99), gartarin (100), kinidin (101) ve kininin (102) kimyasal yapilari

2020 yilinda, genis kapsamli bir bilesik kiitiiphanesi tGizerinde gergeklestirilen HTS ¢alismasi
sonucunda, SCIC2 (103) adl bilesigin etkili bir SIRT1 aktivatori (ECs0=50+1,8 uM,
K4=26,4£0,6 uM) oldugu gosterilmistir. SCIC2'nin SIRT1 aktivatori etkisini gliclendirmek
amaciyla gelistirilen SCIC2.1 (104) bilesiginin daha gugli SIRT1 aktivitesi gosterdigi
(ECs50=36,83+2,23 uM) belirlenmigtir. Hiicresel diizeyde gergeklestirilen calismalarda, her iki
bilesigin de hem kanser hiicrelerinde hem de kanser olmayan hiicrelerde hiicre dongusi
ilerleyisini etkilemedigi gozlemlenmistir. Buna karsilik, SIRT1 araciligiyla diizenlenen stres
yaniti mekanizmalari tGizerinde belirgin bir artis sagladigi ve yaslanmaya bagli B-galaktozidaz
aktivitesini azaltarak hicresel yaslanma siirecinin baskilanmasina katkida bulundugu

bildirilmistir (Sekil 2.50) [336].

SCIC2 (103) SCIC2.1 (104)

Sekil 2.50. SCIC2 (103) ve SCIC2.1’in (104) kimyasal yapilari

2021 yilinda, ligand ve yapi temelli ydntemlerin bir arada kullanildigi sanal tarama galismasi
sonucunda, SIRT1 aktivatori olan naftofuran tirevi M1 (105) bilesigine ulagiimistir. M1'in,
glukoz ile indiiklenen insan HK-2 kanser olmayan bobrek hicrelerindeki enflamasyonu,
SIRT1/NF-kB (p65) sinyal yolagi Gzerinden azalttigi gosterilmistir. 2022 yilinda kesfedilen
tiyazol turevi Bilesik 106 ise, referans bilesik resveratrolden daha yiksek diizeyde SIRT1

aktivasyonu saglamis ve in vivo fare modellerinde belirgin kardiyoprotektif etkiler
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gostermistir [337]. 2024 yilinda tamamlanan baska bir calismada, benzimidazol tiirevi SIRT1
aktivatorleri gelistirilmis, bilesiklerin SIRT1 aktivasyonunda kritik rol oynayan Glu230 ve
Argd46 amino asitleri ile etkilestigi molekiler docking ¢alismalari ile gosterilmistir. Seri
icerisinde Bilesik 107, sergiledigi 6 uM’lik ECso degeri ile (maksimum aktivasyon
orani=%240,5) 6ne ¢cikmistir (Sekil 2.51) [338].
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Sekil 2.51. M1 (105), Bilesik 106 ve 107’nin kimyasal yapilari
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Molekiiler Modelleme Calismalari

Molekiiler modelleme calismalari, Schrédinger Kiiciik Molekdl ilag Kesfi Programi (Small-
Molecule Drug Discovery Suite 2023-3, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2023) kullanilarak
gercgeklestirilmistir.

3.1.1. Farmakofor modelleme

Veri seti olusturma ve bilesiklerin hizalanmasi

NAMPT inhibisyonu ve SIRT1 aktivasyonu igin ayri ayri farmakofor modellerin olusturulmasi
amaciyla, insan NAMPT enzimi Uzerinde inhibitor etkileri belirlenmis toplamda 31 adet
NAMPT inhibitéra [65-69, 93, 95, 100, 109, 111, 112, 114, 339-341] ve insan SIRT1 enzimi
uzerinde aktivator etkileri belirlenmis toplamda 13 allosterik SIRT1 aktivatori literatiirden
derlenerek iki ayri veri seti olusturulmustur [306, 342, 343]. Bilesikler Schrédinger
programinin Maestro ara yuziinde gizilmis ve LigPrep moduli ile varsayilan degerler

kullanilarak bilesiklerin ti¢ boyutlu yapilari hazirlanmistir.

NAMPT inhibisyonu ve SIRT1 aktivasyonu igin farmakofor modellerin olusturma slirecinden
once, veri setleri Schrodinger programinin “Ligand Alignment” modili ile esnek
konformasyonlarda ortak vyapi iskeletleri temel alinarak hizalanmistir. NAMPT
inhibitorlerinden olusan veri setinin hizalanmasi sirasinda insan NAMPT X-igini kristal
yapilarina (PDB: 5U2M, 5U2N [100], 7PPE [68], 6ATB, 6AZJ, 6PEB [115], 4JINM [339], 4JR5
[65], 5KIT [344], 2GVI [69], 4KFN, 4KFO [66], 4M6P [67], 400Z, 4010, 4013 [341], 4LWW,
4LTS [93], 4AWQ6 [344]) bagh olarak bulunan koligandlarin biyoaktif konformasyonlari sabit
tutulmus, benzer kimyasal yapida olan bilesiklerin hizalanmasinda referans olarak
kullanilmistir. SIRT1 aktivatorlerinden olusan veri setinin hizalanmasinda ise SIRT1 X-igini

kristal yapisinda (PDB: 4ZZ) [342]) bulunan STAC-11 adli koliganda ait biyoaktif
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konformasyon sabit tutulmus; veri setinde yer alan SIRT1 aktivatérlerinin hizalanmasinda

bu konformasyon referans olarak kullaniimigtir.

Farmakofor hipotez olusturma

Elde edilen hizali veri setleri kullanilarak Schrédinger programinin “Phase” moddiliinde yer
alan “Developing Pharmacophore Hypotesis” protokoll ile NAMPT ve SIRT1 enzimlerine
yonelik farmakofor hipotezler olusturulmustur. NAMPT inhibisyonu igin farmakofor
hipotezlerinin olusturulmasinda kullanilan bilesiklerin 1Cso olarak bildirilen in vitro NAMPT
inhibisyon degerleri plCso (-log(ICso)) degerlerine gevrilmis, bilesikler aktif (26 bilesik) ve
inaktif set (5 bilesik) olarak gruplandiriimistir (plCso degeri >5: aktif; plCso degeri <5: inaktif).
SIRT1 aktivasyonu igin farmakofor hipotezlerinin olusturulmasinda kullanilan veri seti (13
bilesik) icin ise herhangi bir gruplama yapilmamistir. istenilen farmakofor &zellikler,
hidrojen bagi akseptori (A), hidrojen bagi donéri (D), hidrofobik grup (H), negatif yukli
grup (N), pozitif yukli grup (P), aromatik halka (R), aromatik vektor/alan (X) olarak
tanimlanmis, bu Ozelliklere gore her iki hedef igin de farmakofor hipotezler
olusturulmustur. Olusturulan farmakofor hipotezler gesitli parametrelere gére puanlanmis,
SIRT1 igin aktif bilesiklerin, NAMPT igin ise aktif ve inaktif bilesiklerin hipoteze katkisi temel
alinarak siralanmistir. Bu siralamalarda en iyi sonug veren hipotezler, NAMPT ve SIRT1

hedefleriigin is akisinda bir sonraki basamak igin segilmistir.

Farmakofor hipotez dogrulama

NAMPT inhibisyonu ve SIRT1 aktivasyonu igin segilen farmakofor hipotezler, performans
degerlendirmesi icin aktif ve tuzak (decoy) bilesiklerden olusan dogrulama setleri ile
taranmistir. 1250 adet NAMPT enzimine, 910 adet SIRT1 enzimine karsi inaktif olan tuzak
bilesik “Decoy finder” programi [345] ile ZINC “drug-like” sanal kittiphanesi tGizerinden elde
edilmistir. Ayrica, veri setinde yer almayan 50 adet NAMPT inhibitéri ve 90 adet SIRT1
allosterik aktivatori ile iki ayri dogrulama seti olusturulmustur. NAMPT inhibisyonu igin
olusturulan farmakofor hipotez, 1300 adet (50 aktif, 1250 tuzak), SIRT1 aktivasyonu igin
olusturulan farmakofor hipotez ise 1000 adet (90 aktif, 910 tuzak) bilesikten olusan

dogrulama setleri ile taranarak, giktilar uyum puanina goére siralanmis ve Ust siralarda aktif
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bilesiklerin yer alip almadigi degerlendirilmistir. Bununla birlikte, hipotezlerin verimini ve
yeterliligini ortaya koyan dogruluk, hassasiyet, enrichment factor (EF), kiimelenmis egri
altinda kalan alan (AUAC) ve goodness of hit score (GH) gibi istatistiksel gostergeler
hesaplanmis ve receiver operating characteristic (ROC) analizleri gerceklestirilmistir. Elde
edilen ROC grafiklerinden model yorulma noktalari belirlenmistir [346, 347]. Dogrulama
basamagindan basariyla gecen hipotezler, hedef enzimler icin farmakofor model olarak

tanimlanmistir.

3.1.2. Sanal tarama

ZINC “drug-like” sanal kutiphanesinde [348] bulunan lg¢ boyutlu yapidaki yaklagik 10
milyon bilesik sirali tarama yontemi [349] ile sirasiyla SIRT1 ve NAMPT enzimleri icin
belirlenen dogrulanmis farmakofor modeller (Model NAMPT ve Model SIRT1) kullanilarak
Schrédinger programinin “Phase” moduliinde yer alan “Ligand Screening” paneli ile

konformerleri olusturularak taranmistir.

Once 10 milyon bilesik, SIRT1 aktivasyonu icin olusturan dogrulanmis farmakofor model ile
taranmis, elde edilen tarama ciktisi bilesikler filtreleme basamagina gegcirilmistir. ilk
filtreleme asamasinda, ROC analizleri [350] sonucunda SIRT1 farmakofor modeli igin
belirlenen model yorulma noktasi ve en iyi % aktif orani veren yiizdelik dilim bir arada
degerlendirilerek, model performansinin bozulma gosterdigi ve aktif bilesiklerin ylksek
oranda yer aldigi yluzdelik dilime gore sanal tarama c¢iktisi bilesikler degerlendirmeye
alinmistir. Daha sonra Lipinski 5 [351] ve Veber [352] kurallarina uygunluk, kiralite, ADMET,
sentezlenebilme, reaktivite ve gorsel inceleme gibi filtrelerle ikinci bir inceleme
gercgeklestirilmis ve tim filtrelerden gegen sanal tarama ciktisi bilesikler bir sonraki
basamaga iletilmistir. Sonraki basamakta ise bilesikler, NAMPT inhibisyonu igin olusturulan
farmakofor model ile taranmis, elde edilen tarama ¢iktisi bilesikler, NAMPT farmakofor
modeli igin belirlenen model yorulma noktasi ve en iyi % aktif orani veren yuzdelik dilim bir
arada degerlendirilerek belirlenen yizdelik dilime gore filtrelenmistir. Filtrelenen bilesikler

bir sonraki filtreleme basamagi olan molekiler docking basamagina iletilmis ve bu
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basamakta bilesikler baglanma enerjisi (XP GScore) Uzerinden degerlendirilmistir. Ayrica
bilesiklerin SIRT1 enzimi allosterik aktif bolgesi ve NAMPT enzimi aktif bolgesinde yer alan
amino asitler ile beklenen etkilesimlerin saglanip saglanmadigi belirlenmis ve farmakofor
modellere uyumlari da gbéz 6nlne alinarak baglantt modlari incelenmistir. Her iki aktif
bblgede de istenilen kriterleri saglayan ortak bilesikler daha sonra Schrédinger programinin
“Canvas Similarty and Clustering” paneliile “Lineer” tipte fingerprint, “Tanimato” benzerlik
metrigi ve “Complete” baglantt metodu segilerek gruplandirilmistir [353]. Gruplandirma

sonucunda her grubu temsil eden bilesikler satin alinmak tizere segilmistir.

3.1.3. Molekiiler Docking

insan NAMPT X-isini kristal yapilari (PDB: 4M6P [67], 4JINM [339], 4N9D [108]) ve insan
SIRT1 X-isini kristal yapisi (PDB: 4ZZ) [303]) RCSB Protein Data Bank veri tabanindan
indirilmis, Schrodinger programinin “Protein Preparation Wizard” modulid kullanilarak
hazirlanmistir. Hazirlik asamasinda aktif bolgedeki kristal su molekilleri (4M6P igin
HOH714, HOH751, HOH783, HOH807, HOH898, HOH916, HOH965, HOH1161, HOH1261,;
4JNM igin HOH731, HOH737, HOH873, HOH988; 4N9D icin HOH722, HOH777, HOH933,
HOH934) hari¢ tim su molekdlleri silinmis, hidrojen atomlari eklenmis, eksik veya yanls
atom tipleri dizeltilmistir. OPLS4 kuvvet alani uygulanarak RMSD degeri en fazla 0,3 A
olacak sekilde enerji minimizasyonu yapilmistir. Proteinlerin hazirlanmasi asamasindan
sonra NAMPT X-isini kristal yapisina bagli inhibitor bilesikler ve SIRT1 X-isini kristal yapisina
bagli aktivator bilesik (STAC-11) segilerek ilgili aktif bolgeleri koordinatlariyla tanimlayan bir
kutu (grid) Shrodinger programinin “Receptor Grid Generation” paneliyle olusturulmustur.
Bu asamada van der Waals olgeklendirme faktért 1,00 ve yik pargali kesme noktasi 0,25
olarak tanimlanmistir. Elde edilen reseptér grid dosyalari kaydedilerek Schrédinger
programinin  “Glide” modilt ile molekiiler docking c¢alismalari gergeklestirilmistir.
Kullanilacak molekuler docking protokoliiniin dogrulanmasi amaciyla, NAMPT X-isini kristal
yapisina bagh inhibitorler ve SIRT1 X-isini kristal yapisina bagli aktivator bilesik (STAC-11),
enzim aktif bolgelerine tekrar yerlestirilmis ve elde edilen docking konformasyonlari ile
biyoaktif konformasyonlari ¢akistirilmistir. Cakistirma sonucunda 0,2221 A (PDB: 4M6P),
0,3111 A (PDB: 4INM), 0,9476 A (PDB: 4N9D) ve 0,7158 A (PDB: 477J) olarak hesaplanan

RMSD degerleri kabul edilebilir diizeyde bulunmustur. Bilesikler, grid dosyalari lizerinden



73

insan NAMPT ve insan SIRT1 kristal yapilarina dogrulanmis docking protokoll ile Extra
Precision (XP) algoritmasi kullanilarak yerlestirilmistir. Bu asamada 4M6P, 4JNM, 4N9D ve
477) PDB kodlu X-1sin1 kristal yapilari igin van der Waals 6lgeklendirme faktori 0,80 ve yuk
parcall kesme noktasi sirasiyla 0,20; 0,15; 0,15; 0,15 olarak belirlenmistir [354]. Elde edilen

baglanti modlari XP Gscore ile puanlandiriimistir.

3.2. Kimyasal Calismalar

3.2.1. Materyal

CGalismalarimizda kullanilan ¢6zlici ve reajanlar analitik safliktadir. Kimyasallar Abcr

(Almanya), Sigma-Aldrich (Almanya), Merck (Almanya), Carlo Erba (Almanya), BLD (Cin) ve

Isolab (Almanya) firmalarinin ticari olarak temin edilmis olup, ek bir saflastirma islemine

tabi tutulmaksizin kullanilmistir.

3.2.2. Genel sentez yontemleri

3-[N-(Arilmetil)stilfamoil]benzoik asit turevleri (1a-1d)

H
9 Qé’C| Q Q\S,N 1a : B=fenil
TEA S . B=ti i
HO D /\‘ HO v 1b : B=tiyofen-2-il
O + HoN ‘) _— [e]
J\Q/ : J\©/ 1c : B=4-florofenil

1d : B=3-metilfenil

3-(Klorostilfonil)benzoik asit (1 ekivalan) ve sentezlenecek bilesige uygun amin tirevi (1,5
ekivalan) trietilamin (TEA) (1,5 ekivalan) varliginda diklorometan (DCM) icerisinde 5-10 saat
arasinda degisen slrelerde oda sicakhginda karigtirilir. Stire sonunda reaksiyon ortami algak
basing altinda yogunlastirilir ve elde edilen kalint etil asetat ile ¢ozilerek 0,1 M HCI (3x10
ml) ¢ozeltisi ile ekstre edilir. Devaminda, organik faz %5’lik NaOH (3x10 ml) c¢ozeltisi ile
ekstre edilir. Sulu faz, derisik HCI ¢ozeltisi ile pH=3-4 olacak sekilde asitlendirilip ¢oken

madde stzuldr.
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2-Amino-1,3,4-tivadiazol tlirevleri (2a-2g)

2a:R=H
2b : R=izopropil
0 j’\ Lroc. PRos 2c : R=ter-biitil
_NH . 3 . R=di .
RJ\OH 4+ HNT N2 N| D—NH, 2d:R dllfloromet|'l
2.H,0 ~N 2e : R=triflorometil
2a-2g 2f : R=1-florosiklopropil

2g : R=siklopropil

Sentezlenecek bilesige uygun karboksilik asit tirevi (1,1 ekivalan) ve tiyosemikarbazit (1
ekivalan) POCIs igerisinde 30 dakika ile 1 saat arasinda degisen siirelerde 80 °C’de geri
ceviren sogutucu altinda isitilir. Siire sonunda reaksiyon ortaminin lizerine su ilave edilerek
2 saat geri geviren sogutucu altinda isitilmaya devam edilir. Reaksiyon tamamlaninca
reaksiyon ortami NaOH ¢ozeltisi ile pH=6-7 olacak sekilde ayarlanir ve ¢dken kat stzulir.

Daha ileri saflastirmaya tabi tutulmayan ham uriin bir sonraki basamakta kullanilir.

3-[N-(arilmetil)stilfamoil]-N-(aril)benzamit tlrevleri (STF1-STF12)

STF1 : R=H, B=fenil
R STF2 : R=izopropil, B=fenil
STF3 : R=ter-butil, B=fenil

i s ®
R\rs O“S\:N HATU, HOBt N'N/)\ Q\S:N e STF4 : R=diflorometil, B=fenil
N|~N/>_NH2 + HO o ~DIFEA N 0 STF5 : R=triflorometil, B=fenil
STF6 : R=1-florosiklopropil, B=fenil
2a-2g la-1d STF1-STF6, STF10-STF12 STF10 : R=siklopropil, B=tiyofen-2-il

STF11 : R=siklopropil, B=4-florofenil
STF12 : R=siklopropil, B=3-metilfenil

ke DIPEA
© STF9 : A=4-izopropilfenil

(0] H
n e HQ HATU, HoBt  (A)_ O\\S,N\/© STF7 : A=piridin-2-i
@_NH2 " Ho)‘\©/s “oweA H)K©/ o STF8 : A=5-metilpiridin-2-il

1a STF7-STF9

Sentezlenecek bilesige uygun 3-[N-(arilmetil)stlfamoillbenzoik asit turevi (1a-1d) (1
ekivalan), HATU (1 ekivalan), HOBt (1 ekivalan) ve DIPEA (3 ekivalan) karisiminin
tetrahidrofuran igerisindeki ¢ozeltisi 10 dakika oda sicakliginda karistirilir. Sonrasinda
reaksiyon ortamina uygun amin tirevi (1 ekivalan) (2a-2g, 2-aminopiridin, 2-amino-5-
metilpiridin, 4-izopropilanilin) eklenerek oda sicakliginda 24-48 saat arasinda degisen
surelerde karigtirilmaya devam edilir. Stire sonunda reaksiyon ortami algak basing altinda
yogunlastirilir ve elde edilen kalinti diklorometan ile seyreltilerek, sirasiyla 2N HCI (3x10 ml),

%1’lik NaHCO3 (3x10 ml) ve %3’lik NaCl (1x10 ml) ¢ozeltileri ile ekstre edilir. Organik faz,
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susuz NazSOs ile kurutularak algak basing altinda yogunlastirilir. Kalinti, uygun ¢dzicu

sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile veya uygun bir ¢6ziici ile yikanarak saflastirilir.

3.3. Analitik Calismalar

3.3.1. Erime noktasi tayini

Sentezlenen bilegiklerin erime noktalari, Schmelzpunktbestimmer SMP-II model dijital
erime noktasi tayin cihazi kullanilarak belirlenmis, elde edilen degerler dizeltiimeden

raporlanmigstir.

3.3.2. ince tabaka kromatografisi

Sentez c¢alismalarinda, reaksiyon takibi ve bilesiklerin saflik kontrollerinin yapilmasi
amaciyla gerceklestirilen ince tabaka kromatografisi analizi icin Merck marka TLC Silica gel
60 F2s54 kaplamali hazir aliiminyum plaklar kullanilmistir. C6zlicl sistemi olarak n-hekzan:etil
asetat (35:15 ve 25:25), diklorometan:metanol (48:2 ve 45:5) ve diklorometan:aseton

(40:10 ve 35:15) ile bromkrezol, dragendorf ve ninhidrin belirteglerinden yararlaniimistir.
3.3.3. Kolon kromatografisi

Sentezlenen bilesiklerin saflastirma islemlerinde, sabit faz olarak Merck marka Silica gel 60
(0,063-0,200 mm) ile hareketli faz olarak bilesiklerin monograflarinda belirtilen oranlarda
n-hekzan:etil asetat, diklorometan:metanol, diklorometan:aseton ¢oOzliclii sistemleri
kullaniimistir.

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

Sentezlenen final bilesiklerin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari, Ankara Universitesi

Eczacilk Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda ve Gazi Universitesi Temel ve Mihendislik
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Bilimleri Merkez Laboratuvari Uygulama veya Arastirma Merkezinde (GUTMAM) Bruker
Avance Neo 500 MHz FT-NMR Spektrometre cihazi ile dimetil silfoksit-de (DMSO-ds)
icerisinde tetrametilsilan (TMS) i¢ standarti kullanilarak kaydedilmistir. Kimyasal kayma
degerleri 6 (ppm) skalasinda degerlendirilmis, eslesme sabitleri (J), Hertz (Hz) cinsinden

verilmistir.

3.3.5. HRMS spektrumlar

Sentezlenen bilesiklerin yiksek ¢ozlinlrlukli kutle spektrumlart (HRMS), Waters LCT
Premier XE UPLC/MS-TOF sistemi kullanilarak pozitif iyon (ESI+) ve negatif iyon (ESI-)
elektrosprey iyonizasyon teknikleri kullanilarak metanol iginde alinmistir. Kromatografik
ayrim icin; 0,25 ml/dk akis hiziyla sabit faz olarak Aquity UPLC Beh C18 kolonu (130 A; 1,7
um; 2,1x50 mm), hareketli faz olarak ise su:asetonitril (80:20->10:90) gradient ¢6ziici

sistemi kullanilmistir.

3.4. Biyolojik Aktivite Caligmalari

3.4.1. NAMPT aktivitelerinin belirlenmesi

Sanal tarama sonucu elde edilen bilesikler ile sentez ve yapi-aydinlatma g¢alismalari
tamamlanan bilesiklerin ve pozitif kontrol olarak NAMPT inhibitori FK866'nin 100 uM ve
50 puM tarama konsantrasyonlarindaki in vitro NAMPT inhibitér aktiviteleri, NAMPT
Inhibitor Screening Assay Kit (BPS Bioscience, Katalog No: 71276) kullanilarak belirlenmistir
[94]. ik basamakta; kér ve pozitif kontrol kuyucuklar disindaki kuyucuklara test bilesikleri
(10 pl/kuyucuk) ve kor disindaki tiim kuyucuklara insan NAMPT enzimi (10 ul/kuyucuk)
(NAMPT diliisyon tamponu ile seyreltilmis, 30 ng/ul konsantrasyonunda enzim) sirasiyla
eklenerek 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkibe edilmistir. Sonrasinda tim
kuyucuklara substrat karigimi (12,5 pl NAMPT test tamponu+2,5 ul ATP+2,5 ul
nikotinamit+2,5 pl PRPP+2,5 pl %30’luk etanol+12,5 pl su) eklenerek (35 pl/kuyucuk) 2 saat
sureyle 30 °C’'de inkilibe edilmistir. Siire sonunda olusan floresan i1sima, eksitasyon 340 nm,
emisyon 460 nm dalga boylarinda Molecular Device Spectramax i3x marka cihaz ile

kaydedilmistir. Elde edilen degerler, enzim icermeyen kor kuyucuklara ait degerlere gore
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normalize edilerek test bilesiklerinin % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Her deney en
az Uc¢ kez tekrarlanmigtir. Bilesiklerin ICso degerleri; 0,001-500 uM arasinda degisen
konsantrasyonlar icin elde edilen normalize doz-yanit egrileri yardimiyla GraphPad Prism

10.0 programi kullanilarak hesaplanmistir.

3.4.2. SIRT1, SIRT2 ve SIRT3 aktivitelerinin belirlenmesi

Sanal tarama ciktisi ve sentezlenen bilesiklerin in vitro SIRT1-3 inhibitér etkilerinin
belirlenmesinde SIRT1 Direct Fluorescent Screening Assay Kit (Katalog no: 10010401,
Cayman Chemical), SIRT3 Direct Fluorescent Screening Assay Kit (Katalog no: 10011566
SIRT3, Cayman Chemical) ve SIRT2 Screening Assay Kit (Katalog No: ab156066, abcam)
kullanilmistir [355, 356]. Bilesiklerin SIRT1 enzimi Gzerine etkileri 100 uM ve 50 uM tarama
konsantrasyonlarinda arastiriimis; izoform segiciligini belirlemek amaciyla SIRT2 ve SIRT3

enzimlerine karsi etkinlikleri incelenen bilesikler ise 50 uM konsantrasyonda test edilmistir.

SIRT1 ve SIRT3 enzim kitlerinin ¢alisma protokoliine gore ilk basamakta; test bilesigi (5
ul/kuyucuk), SIRT1 veya SIRT3 enzimi (5 ul/kuyucuk), NAD*-substrat karisimi (15
ul/kuyucuk) ve tampon ¢ozeltisi (25 pl/kuyucuk) 96 kuyucuklu plakalara eklenip 37 °C’'de 45
dakika sureyle inkiibe edilmistir. Sonrasinda, kuyucuklara developer c¢ozeltisi (50
ul/kuyucuk) eklenerek oda sicakliginda 30 dakika stireyle inkiibe edilmis ve siire sonunda
floresans i1sima, eksitasyon 360 nm, emisyon 460 nm dalga boylarinda Molecular Device

Spectramax i3x marka cihaz ile kaydedilmistir.

SIRT2 enzim kitinin calisma protokoliinde ise, test bilesigi (5 upl/kuyucuk), substrat (5
ul/kuyucuk), NAD* (5 ul/kuyucuk), tampon ¢ozeltisi (5 pl/kuyucuk), developer ¢ozeltisi (5
ul/kuyucuk) ve SIRT2 enzimi (5 pl/kuyucuk) 96 kuyucuklu plakalara eklenip oda sicakhginda
45 dakika slreyle inklibe edilmistir. Siire sonunda reaksiyonu durdurmak igin stop ¢ozeltisi
(20 pl/kuyucuk) eklenmis, 30 dakika sonra meydana gelen floresans isima, eksitasyon 490
nm, emisyon 530 nm dalga boylarinda Molecular Device Spectramax i3x marka cihaz ile

kaydedilmistir.
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Elde edilen degerler enzim igermeyen kor kuyucuklara ait zemin floresans siddeti
degerlerine gére normalize edilmis, test bilesiklerinin SIRT1, SIRT2 ve SIRT3 enzimlerine
karsi % aktivasyon veya % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Her deney en az l¢ kez
tekrarlanmistir.  Bilegiklerin  SIRT1 ECis degerleri 0,1-300 pM arasinda degisen
konsantrasyonlar icin elde edilen normalize doz-yanit egrileri yardimiyla GraphPad Prism

10.0 programi kullanilarak hesaplanmistir [331].

3.4.3. Antiproliferatif etkinin belirlenmesi

F1, F2, STF2 ve STF6 kodlu bilesiklerin insan HEK293T embriyonik bobrek (kanser olmayan),
Caki-1 bobrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicreleri Gzerindeki in vitro
antiproliferatif etkileri MTS yéntemi ile arastirilmistir [357]. Gebze Teknik Universitesi
Biyoteknoloji Enstitisi hiicre ve doku bankasinda bulunan hicreler, %10 FBS, 100 1U/ml
penisilin, 100 pg/ml streptomisin iceren DMEM besiyerinde kulttrlenmistir. Devaminda,
5x10° sayida hiicre stispansiyonu 96 kuyucuklu plakalara ekilmis, 37 °C’de %5 CO>'li etlivde
24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Referans (NAMPT inhibitéri FK866: 1 uM; SIRT1
aktivatori resveratrol: 50 uM, SIRT1 inhibitord EX-527: 50 uM) ve test bilesiklerinin (10 uM,
25 uM, 100 uM) insan Caki-1 bébrek, HCT116 kolorektal, Hep3B karaciger kanseri ve insan
HEK293T embriyonik bobrek (kanser olmayan) hiicre hatlarinda 24 saat sonunda hiicre
canhhg Gzerindeki etkisi incelenmistir. Ayrica, bilesiklerin zamana bagh etkilerini
degerlendirmek amaciyla, insan HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanseri
hicrelerinde 10 uM konsantrasyonda 48 saatlik uygulama da gergeklestirilmistir. Belirtilen
inkiibasyon sirelerin sonunda htcreler PBS ile yikandiktan sonra %10’luk MTS [3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-stlfofenil)-2H-tetrazolyum] ¢Ozeltisi
(Katalog no: G3581, Promega) eklenmistir. Hlicreler 1-4 saat inkiibe edildikten sonra olugan
formazan kristallerinin 490 nm dalga boyundaki absorbans degerleri, Thermo marka cihaz
ile kaydedilmistir. Elde edilen degerler ile test bilesiklerinin % hiicre canhligi degerleri
hesaplanmis, verilerin kiyaslanmasi i¢in GraphPad Prism 10.0 programi kullanilarak one-
way ANOVA testi uygulanmigtir. Her deney Ug¢ kez tekrarlanmistir. Ayrica, hiicrelerin test
bilesikleri ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasinda elde edilen morfolojik degisiklikler SOIF

marka invert floresan mikroskop kullanilarak goriintiilenmistir.



4. BULGULAR

4.1. Molekiiler Modelleme Bulgulari

4.1.1. Farmakofor Modelleme
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Sanal tarama basamaginda kullanmak tizere, hedeflenen etkilerden sorumlu farmakoforik

gruplarin belirlenmesi icin bilinen 31 adet NAMPT inhibitéri (N1-N31) [65-69, 93, 95, 100,

109, 111, 112, 114, 339-341] ve 13 adet SIRT1 aktivatori (S1-S13) [306, 342, 343]

derlenmis, her hedef igin veri seti olusturulmustur. NAMPT veri seti plCso degerlerine gore

aktif (26 bilesik) ve inaktif (5 bilesik) seklinde gruplandirilirken (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2);

SIRT1 veri seti i¢in herhangi bir gruplama yapilmamistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.1. Veri setinde yer alan biyoaktif konformasyonu bilinen NAMPT inhibitorleri

Kod Kimyasal yapi PDB kodu pICso Farmakofor uyum puani
o
©3NJ< o 7,08
N1 HN@_;(NU 9 5U2M (AKtif) 1,494
S 40 2
N
N~
N2 N 7PPE 8,72 1,526
(AKtif)
o
o L)
5 8,52
[e] o 2
N3 oy 2, r 4INM Ak 0,980
HoN N
o i)
N4 5 Cre 4IRS N 1,553
,\Oﬂ” N (Inaktif)
(o]
0 N*© 8,04
N5 (WHWVQ 2GV] Akt 1,544
N
(0]
SN 8,04
7\ H UO ’
N6 Nﬁ “@(L)SO AKFN o 3,000
o
CIY L 7,26
N7 L &CESO AM6P Akt 1,932
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Cizelge 4.1. (Devam) Veri setinde yer alan biyoaktif konformasyonu bilinen NAMPT
inhibitorleri

Kod Kimyasal yapi PDB kodu plCso Farmakofor uyum puani

N o

Ng NT:(N@—CNJO% SU2N 6,95 (Aktif) 1,359
o)

N9 £ % 6ATB 8,50 (Aktif) ;
o)

Nio ) vﬁN < % 6AZ) 6,00 (Aktif) ;
o N

N11 N*NJ@?@ 6PEB 8,56 (Aktif) -

(o4
N12 0 SKIT 7,88 (Aktif) ;
E
o~
(0]
(/\/N\ N
N13 v ”@5 . 4KFO 8,30 (Aktif) 2,043

/NN
N14 Q@A H@f . 400Z 7,24 (Aktif) 1,106

N15 \N_~ H/\©\S F 4010 8,10 (Aktif) 1,946

[N N
N16 L Hmép o 4013 8,21 (Aktif) 2,024

NN
N17 NC\Q\IfLH sci© 4LWW 8,53 (Aktif) 1,886

N18 ROV aLTs 7,35 (Aktif) 2,023

(o]
O
N19 NSJA YOO awas 8,09 (Aktif) ;
(0]
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Cizelge 4.2. Veri setinde yer alan ve biyoaktif konformasyonu bilinmeyen NAMPT
inhibitorleri
Kod Kimyasal yapi Referans* pICso Farmakofor uyum puani
(o]
N—4 o
N20 o HN@—;(NV N1 7,25 (Aktif) 1,442
BN o
N21 NQQNJSN@QTFO N2 8,79 (Aktif) 1,576
N-NH
%,
N22 Pt @f 0 ~o N3 7,32 (Aktif) 1,012
o )
S . .
N23 2 Q % N3 <5,00 (inaktif) -
m NN
S
N24 N@»N*N@ N4 <5,00 (inaktif) -
. J H H
(\N SN
O\‘S;NJ@
N25 )SL kel N4 8,00 (Aktif) 0,196
N N N
_ H H
(0]
N26 NS NN N5 <5,00 (inaktif) .
P -
N27 o QA\N' N5 6,17 (Aktif) 0,212
N N
| H
N
o
N28 aul ”mép N6 <5,00 (inaktif) 1,537
_ O//\©
o
N
N29 MH@@ N6 8,30 (Aktif) 0,530
d@
(5L v
N30 = g N7 6,25 (Aktif) 0,490
2aSss
(o)
=
N31 W ”@; N7 <5,00 (inaktif) 1,086
d\@
*Veri setinde yer alan bilesiklerin hizalanmasinda kullanilan referans bilesikler
NAMPT inhibisyonu igin farmakofor hipotezin olusturulmasi ©ncesinde, biyoaktif

konformasyonu bilinmeyen NAMPT inhibitorleri (N20-N31) (Cizelge 4.2), veri setinde yer

alan insan NAMPT X-igini yapisindaki yedi adet koligandin (N1-N7) (Sekil 4.1) biyoaktif
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konformasyonlari referans alinarak hizalanmistir. Referans olarak kullanilan koligand
se¢iminde ise hizalanacak bilesigin kimyasal yapi benzerligi dikkate alinmistir. SIRT1
aktivasyonu igin ise, ortak yapilarin Ust Uste gelmesini saglamak amaciyla allosterik SIRT1
aktivatorlerinden olusan veri seti, insan SIRT1 X-isini yapisinda (PDB: 4Z2J) [303] yer alan
STAC-11 adh koligandin (S1) (Cizelge 4.3) biyoaktif konformasyonu referans alinarak
hizalanmistir (Sekil 4.1). Hizali bilesiklerden olusan veri seti farmakofor hipotezlerinin

olusturulmasinda kullanilmistir [306, 342, 343].

Sekil 4.1. NAMPT veri setinin (A) N3 ve (B) N6 bilesiklerinin referansiyla; (C) SIRT1 veri
setinin S1 (STAC-11) bilesiginin referansiyla hizalanmasi

Cizelge 4.3. Veri setinde yer alan SIRT1 aktivatorleri

Kod Kimyasal yapi ECso (WM)  Farmakofor uyum puani
N
g
N™ °N°:
s1 ”N/ :QN 0,30 1,632
FaC
Q4
U )
s2 A Ty 0,48 1,643

s3 J-n 21,90 2,744
P

S4 -© \ 1,80 3,000
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Cizelge 4.3. (Devam) Veri setinde yer alan SIRT1 aktivatorleri

Kod Kimyasal yapi ECso (WM)  Farmakofor uyum puani
HN
Q\NH (0]
S
S5 7 1,00 2,353
N\ /
(0]
o
SO A
(o] _N
S6 P NN I @ <5,00 1,636
o)
Nj)LN
s7 C[N/ “N\\N <5,00 1,910
o
[N e
S8 = Ny 0,44 1,526
N CF3
O o
N@
NH
S9 K( rfN <5,00 2,670
e
HO
R
\)oi/(\NJ\H SN0
si0 Ny 1,04 1,627
Cl
o) l\: A
u S
s11 N 1,53 1,529
HN.
/T \
N o)
/
OH
512 ”° 46,20 ]
OH
F.C O /@\r
S N S, -
S13 @N@AH T @N <5,00

Hizalanan veri setlerinden uretilen farmakofor hipotezler, NAMPT igin veri setinde yer alan
aktif ve inaktif bilesiklerin, SIRT1 igin ise tim bilesiklerin hipotez eldesine olan katkisi ve
istenilen farmakofor 6zellik sayisini karsilamasi gibi kriterlere gore siralanarak (Cizelge 4.1,

4.2 ve 4.3); idame, bolge, vektor, hacim ve inaktif skorlarina gore degerlendirilmistir. En iyi
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skorlara sahip NAMPT ve SIRT1 hipotezleri, validasyon basamagi icin secilmistir (Cizelge
4.4).

Cizelge 4.4. Farmakofor model belirlemede kullanilan skorlar

. Farmakofor Hipotezleri

Puan tirleri

NAMPT SIRT1
idame skoru (survival score) 3,83 4,60
Bolge skoru (site score) 0,12 0,41
Vektor skoru (vector score) 0,89 0,93
Hacim skoru (volume score) 0,63 0,57
inaktif skoru (inactive score) 0,82 -

Secilen farmakofor hipotezlerin, tarama basamagindan &nce dogrulanmasi
gerekmektedir. NAMPT hipotezinin dogrulanmasi igin literatiirde insan NAMPT inhibitor
aktivitesi bildirilen ve veri setine dahil edilmeyen 50 adet NAMPT inhibitorii (ND1-ND50)
[65-67, 90, 95, 98, 101, 109, 111-113, 115, 116, 340, 344, 358] (Cizelge 4.5) ve 1250 adet
NAMPT inhibisyon aktivitesi gostermeyen decoy bilesikten olusan dogrulama seti
olusturulmusgtur. SIRT1 hipotezinin dogrulanmasi igin ise literatiirde insan SIRT1 aktivator
aktivitesi bildirilen ve veri setine dahil edilmeyen 90 adet allosterik SIRT1 aktivatori (SD1-
SD90) [303, 306, 307, 321-323, 333, 335, 359, 360] (Cizelge 4.6) ile 910 adet decoy
bilesikten olusan dogrulama seti olusturulmustur. Devaminda, olusturulan NAMPT
dogrulama seti (1300 bilesik) ve SIRT1 dogrulama seti (1000 bilesik) ilgili hipotezlere karsi
taranmis, tarama sonucunda bilesikler farmakofor uyum puanina goére siralanmis, Ust

siralarda aktif bilesiklerin yer alip almadigi degerlendirilmistir.

Dogrulama setlerinin ilgili farmakofor hipoteze karsi taranmasi sonucu, hipotezlerin
performansini belirleyen istatistiksel parametreler hesaplanmis, hipotezin kabul edilebilir
degerlere sahip hali, her bir hedef icin farmakofor model olarak tanimlanmistir. (Cizelge
4.7). Ulasilan farmakofor modeller (Cizelge 4.8) igcin ROC ve % tarama grafikleri (Sekil 4.2)

incelenerek, “model yorulma noktalar” belirlenmistir.



Cizelge 4.5. NAMPT dogrulama setinde yer alan aktif bilesikler

Kod Kimyasal Yapi Kod Kimyasal Yapi
o
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Cizelge 4.5. (Devam) NAMPT dogrulama setinde yer alan aktif bilesikler

Kod Kimyasal Yapi Kod Kimyasal Yapi
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Cizelge 4.6. SIRT1 dogrulama setinde yer alan aktif bilesikler
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Cizelge 4.6. (Devam) SIRT1 dogrulama setinde yer alan aktif bilesikler

Kod Kimyasal yapi Kod Kimyasal yapi Kod Kimyasal yapi
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Cizelge 4.6. (Devam) SIRT1 dogrulama setinde yer alan aktif bilesikler
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Cizelge 4.6. (Devam) SIRT1 dogrulama setinde yer alan aktif bilesikler

Kod Kimyasal yapi Kod Kimyasal yapi Kod Kimyasal yap!
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1 . Q,
g " o

Cizelge 4.7. Farmakofor model performansini belirleyen parametreler

Farmakofor
Parametre Model Parametre tanimi
NAMPT SIRT1
D 1300 1000 D: Veri tabanindaki toplam bilesik sayisi
A 50 90  A: Veri tabanindaki toplam aktif bilesik sayisi
H 47 63  H: Veritabaninin taranmasi sonucu ulasilan ¢ikti bilesik sayisi
TP 20 53 TP (true positive): Aktif gikti bilesiklerin sayisi
FN 3 37  FN (false negative): Veri tabanindaki ¢ikti olarak verilmeyen aktif bilesik sayisi
FP 0 10  FP (false positive): Veri tabanindaki gikti olarak gorilen inaktif bilesik sayisi
TN 1250 900 TN (true negative): Veri tabanindaki gikti olarak verilmeyen inaktif bilesik sayisi
% Aktif verim 100 84 % Aktif verim: [(TP/H)x100]
% Aktif oran 94 59 % Aktif oran: [(TP/A)x100]
Se 0,94 0,59 Se (sensitivity): [TP/(TP+FN)]
Sp 1,00 0,96  Sp (specifity): [TN/(TN+FP)]
Dogruluk 1,00 0,95 Dogruluk: [(TP+TN)/D]
Kesinlik 1,00 0,84  Kesinlik: [TP/(TP+FP)]
GH 0,99 0,77 GH (Goodness of hit score): [(TP/4HA)(3A+H)(1-((H-TP)/(D-A))]
ROC 0,94 0,58 ROC: Receiver operating characteristic
:Eg:gE ::;igz)) 8:22 g:;; BEDROC: Boltzmann-gelistirilmis ROC ayrimi
RIE 13,18 6,56 RIE: Robust initial enhancement
AUAC 0,95 0,76  AUAC: Kimelenmis egri altinda kalan alan
EF (manuel) 26 9,35
0,
Ei :;:;; ;g 1(1) EF (Enrichment factor): [(TP/H)/(A/D)]
EF (%5) 19 9,1
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Sekil 4.2. Model NAMPT ve Model SIRT1 igin olusturulan ROC grafikleri (A ve C) ve % tarama
grafikleri (B ve D)

Cizelge 4.8. Elde edilen farmakofor modeller

Farmakofor . Referans bilesik ile Referans bilesik ve sinirlayici hacimleri
Bilesen* R S
model gosterimi (eV) ile gosterimi
e NV~
x — J

NAMPT

9/ | '
Model ADRRH ((O\-//_f 3—/\@4’7 .(E/

N
N~

Model o)
SIRT1 ADRXX ) l"
\ﬁ'\/

*Hidrojen bagi akseptéri (A) kirmizi; hidrojen badi donéri (D) mavi; aromatik halka (R) turuncu; hidrofobik (H) yesil; aromatik
vektér/alani (X) mor renk ile gésterilmistir. **Model NAMPT-N6 ve Model SIRT1-S1
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4.1.2. Sanal tarama

Sanal tarama basamaginin ilk asamasinda, yaklasik 10 milyon bilesikten meydana gelen
ZINC “drug-like” sanal kutuphanesi Model SIRT1’e karsi Schrédinger programinin Phase
moddli kullanilarak taranmistir [361]. Model SIRT1 ile yapilan tarama sonunda farmakofor
modele uyum gosteren 17184 adet bilesik elde edilmistir. Modelin ROC egrisinde belirlenen
“model yorulma noktasi” ve en iyi % aktif orani veren ylzdelik dilim birlikte
degerlendirilerek Model SIRT1 ile ulasilan 17184 adet cikti bilesigin ilk %12’lik kismi
secilerek [350] bilesik sayisi 2062’ye duslirilmustir. Devaminda bilesikler, Lipinski 5 ve
Veber kurallarinin (molekil agirligi <500 Da, LogP <5, hidrojen bag dondri sayisi <5,
hidrojen bag akseptorii sayisi <10, donen bag sayisi <10, polar yiizey alani <140 A?) [351,
352] yaninda kiralite (kiral atom sayisi <1), ADMET o6zellikleri, reaktif grup tasima durumu,
sentezlenebilirlik gibi kriterler de degerlendirilmis, uygun olmayan bilesikler elenmistir.
Uygulanan filtrelemeler sonucunda bir sonraki basamaga gecen bilesik sayisi 1971 olarak

belirlenmistir (Sekil 4.3).

Sanal taramanin ikinci asamasinda Model SIRT1 ile uyumlu olan 1971 bilesik, Model
NAMPT a karsi taranmis, bu bilegiklerden 1519 adetinin NAMPT modeline uyum gosterdigi
belirlenmistir. Ancak bu bilesiklerin ilk %30’luk kisminin bir sonraki basamaga gegmesine
Model NAMPT igin elde edilen ROC egrisinde (Sekil 4.2A) tespit edilen “model yorulma
noktasi” ve en iyi % aktif orani veren yizdelik dilim birlikte degerlendirilerek karar verilmis,
bdylece, 456 bilesik molekiler docking adimina ge¢mistir. Bilesikler insan SIRT1 ve insan
NAMPT enzimlerinin aktif bolgelerine ayri ayri yerlestirildikten sonra XP GScore puanlariile
siralanmis, bilesiklere ait baglantt modlar, aktif bdélgede gergeklesmesi beklenen
etkilesimler agisindan degerlendirilmistir. Molekiler docking ¢alismalari sonucunda her iki
enzim igin de uygun kriterlere sahip olan 28 adet ortak bilesige ulasilmis, kimyasal yapi
cesitliligi gz online alinarak 9 bilesik (F1-F9) sonug sanal tarama g¢iktisi olarak satin

alinmistir (Sekil 4.3 ve Cizelge 4.9).



<—’ 10 milyon bilesik D )
rl\_ ..

-~
Model SIRT1’e X2 §

17184 bilesik Kars1 tarama 3
_—_— i
%12’lik kisim
2062 bilesik 0
1971 bilesik Filtrelemeler (Veber, Lipinski 5 vb.)
Model NAMPT’a P
1519 bilesik karsi tarama (o)d %/
456 bilesik %30’luk kisim
T, Molekiiler Docking ‘&2 i85
& (NAMPT ve SIRT1) J?{%é F
] WP
9 bilesik

Sekil 4.3. Sanal tarama basamaklari

Cizelge 4.9. Satin alinan final sanal tarama giktisi bilesikler

93

XP G kkal ) F kof
Kod el ZINC kodu score (kkal/mol) armakofor uyum puani
NAMPT SIRT1 NAMPT SIRT1
F1 j%/j i OSHJ@ ZINC12736087 -7,119 -1,190 0,959 0,961
N ] ‘o
-
S
F2 @NidS”vQ ZINC8274800 -6,731 -1,238 0,626 1,310
N o
< ?\N o S
F3 NN OVEN% ZINC9318844 -7,508 -0,938 0,890 1,009
H H
O\>‘NH
HN
F4 @ o \D ZINC32801450 -7,259 -1,270 0,838 0,828
N)K©/O S
H
O o o N7 |
F5 <OJQNJ\(>°%\B“ N ZINC6238605 -7,357 -0,036 0,883 1,333
H
OHN‘{\I o
F6 F@NH SJ\/OJEN/@ ZINC32987633 -8,016 -1,238 0,645 1,317
O
Cl N =
F7 "oy ZINC15868097 -7,687 -0,652 0,869 0,891
NH
o
/N o
¢,
F8 . ZINC828172311 -6,886 -0,875 1,359 0,912
i)
0 o N‘N;\Q\ _ _
F9 [O@N 2 ZINC65232683 6,490 0,871 0,870 0,812
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4.1.3. Molekiiler Docking

Sanal tarama ¢iktisi F1-F9 kodlu bilesikler ve optimizasyon galismasi sonunda tasarlanan
STF1-STF12 kodlu bilesikler arasindan, hem NAMPT inhibisyonu hem de SIRT1 aktivasyonu
gosterdigi tespit edilen bilesiklerin (F1, F2, F3, F5, STF2, STF6) enzim aktif bolgelerindeki
olasi baglantt modlari ve meydana getirdikleri etkilesimler molekiler docking ¢alismalariile

incelenmistir.

Bilesiklerin insan NAMPT aktif bolgesi ve SIRT1 allosterik aktif bdolgesindeki
konformasyonlari, NAMPT:N7 (PDB: 4M6P) ve SIRT1:STAC-11 (PDB: 4ZZJ) komplekslerine
ait X-1sin1 kristal yapilari kullanilarak Schrédinger programinin Glide moddli ile belirlenmis,
[67, 303] bilesiklerin NAMPT ve SIRT1 aktif bolgelerinde meydana getirdikleri etkilesimler

ve hesaplanan baglanma enerijileri Cizelge 4.10’da sunulmustur.

NAMPT aktif bolgesinde N7 kodlu bilesigin biyoaktif konformasyonu incelendiginde (Sekil
4.4A), bas grubu olarak nitelendirilen 1H-pirazolo[3,4-b]piridin halkasinin NAM’a benzer
sekilde nikleobaz cebine yerleserek, bu bdlgede inhibisyon igin 6nemli oldugu bilinen
Phel93 ve Tyrl8 amino asitleri ile m-rt etkilesimleri ve yapisal su molekili (HOH807)
aracihgiyla Asp219 ve Arg392 amino asitleriyle hidrojen bagi meydana getirdigi gbzlenmistir
[16]. Aktif bolgede baglayici birim olarak goérev alan amit fonksiyonel grubu ise, esik
bolgesinde Arg311 ve Ser275 ile yapisal su molekili (HOH1043) aracili; Asp219 ile
dogrudan hidrojen baglari olusturmaktadir [362]. Ayrica, N7 kodlu bilesik, merkezi fenil
halkasi tGzerinden His191 ile n-t etkilesimleri olustururken; silfon grubuna bagh ug fenil
halkasi arka kanalda His191 ve Tyr188 ile yapisal su molekilleri (HOH751, HOH936 ve

HOH714) aracili hidrojen baglari meydana getirmektedir.

SIRT1 allosterik aktif bolgesinde konumlanan STAC-11 kodlu bilesigin biyoaktif
konformasyonu incelendiginde (Sekil 4.4B), bilesigin hidrofobik 06zellikteki bdlgeye
intramolekiler hidrojen baginin yardimiyla dizlemsel bir konformasyonda yerlestigi ve
Leu206, Thr209, Pro211, Pro212, Leu215, Thr219, lle223 ve lle227 amino asitleriyle

hidrofobik etkilesimler, Asn226 ile de hidrojen bag (zerinden etkilesim kurdugu
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gozlenmistir. Bunun yaninda, 1le223 ve Glu230 ile olusturulan etkilesimlerin SIRT1 enzim

aktivasyonu icin 6nemli oldugu bildirilmistir [303].

3 Ser275 B Asn226 *)(“
HOH1043>j o} Glu230

‘Gln222 NN

HOH751

Arg311 9
Tyrl8 % S !/

=)

Vo =)

A . -

& : S ./ HOH936
e Asp219 2 Y (
Phe193 G ] \

HOH807 ‘& . . . ? ® :
w . » HOH714 [ o’ R &

His191 . -
Tyr188 Pro212 Pro211 ~L3® Thr209

Sekil 4.4. (A) insan NAMPT:N7 kompleksi (PDB: 4M6P); (B) insan SIRT1:STAC-11 kompleksi
(PDB: 4Z2)). Hidrojen baglari, m-rt etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimler sirasiyla
sarl, turkuaz ve yesil renkte kesikli gizgilerle gdsterilmistir.

Molekiler docking sonuclarina gére (Sekil 4.5), NAMPT inhibisyonu gerceklestiren F1, F2,
F3 ve F5 kodlu bilesikler, NAMPT aktif bolgesinde niikleobaz cebinde yer alan ve aktivite
icin kritik 6neme sahip olan Tyrl8 ve Phel93 amino asitleriyle m-mt etkilesimleri
olusturmaktadir. Bu bilesikler arasinda benzodioksol halkasi tasiyan F5, farkli olarak
halkada bulunan oksijen atomu ile yapisal su molekili (HOH807) araciligiyla Phel93 ve
Arg392 amino asitleri ile hidrojen bagi meydana getirmistir. Amit fonksiyonel grubu tasiyan
F1, F2, F3 ve F5 kodlu bilesiklerin, X-isini kristal yapisinda yer alan NAMPT inhibitor
koligand ile benzer bir sekilde esik bolgesinde yer alan Ser275 ve Arg311 ile yapisal su
molekili (HOH1043) aracili, Asp219 ile de dogrudan hidrojen bag olusturduklari
belirlenmistir. Bu etkilesimlere ek olarak, F3 kodlu bilesikte benzimidazol halka azotu
Uzerinden Asp219ile ek bir hidrojen bagi meydana getirdigi goriilmustir. F1, F2 ve F3 kodlu
bilesikler F5’ten farkh olarak His191 ile m-m etkilesimleri Gzerinden etkilesim kurmustur.
Aktif bolgenin hidrofobik karakterdeki arka kanalinda ise bilesiklerin stilfonamit (F1, F2 ve
F5) veya eter koprisu tasiyan (F3) aromatik halkalarinin konumlandigi tespit edilmistir

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. insan NAMPT aktif bélgesinde (PDB: 4M6P) (A) F1; (B) F2; (C) F3; (D) F5 kodlu
bilesiklerin olasi baglantt modlari. Hidrojen baglari ve n-it etkilesimleri sirasiyla
sari ve turkuaz renkte kesikli gizgilerle gosterilmistir.

Oncii bilesik F1 Gizerinden gerceklestirilen optimizasyon calismasi ile tasarlanan STF kodlu
bilesikler icerisinden dual NAMPT inhibit6rii/SIRT1 aktivatori oldugu tespit edilen STF2 ve
STF6 kodlu bilegiklerin NAMPT aktif boélgesinde onci bilesik F1 ile benzer baglanma
modunda yerlestikleri belirlenmistir. Bilesiklerin tiyadiazol halkasi Gzerinden niikleobaz
cebinde Tyr1l8 ve Phel93 amino asitleriyle m-mt etkilesimleri; amit grubu Uzerinden ise
Ser275 ve Arg311 ile HOH1043 aracili ve Asp219 ile dogrudan hidrojen baglari
olusturduklari belirlenmistir. STF6 kodlu bilesik STF2’den farkh olarak His191 ile m-nt
etkilesimleri meydana getirmemis; fakat stilfonamit grubu Gzerinden Tyr188 ve His191 ile
yapisal su molekdlleri (HOH751, HOH936 ve HOH714) aracili hidrojen bagi olusturmustur
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. insan NAMPT aktif bélgesinde (PDB: 4M6P) (A) STF2; (B) STF6 kodlu bilesiklerin
olasi baglanti modlari. Hidrojen baglari ve m-mt etkilesimleri sirasiyla sari ve
turkuaz renkte kesikli gizgilerle gosterilmistir.

F1, F2, F3 ve F5 kodlu bilesiklerin insan SIRT1 enziminin (PDB: 4ZZJ) [303] N-terminalindeki
allosterik bolgesinde molekiler docking ile elde edilen olasi baglantt modlari (Sekil 4.7)
incelendiginde; bilesiklerin aktif bolgede koliganda (STAC-11) benzer bir sekilde diizlemsel
bir konformasyon sergileyerek konumlandigi gézlenmistir. Tim bilesiklerde ortak olan m-
substitue fenil halkasinin aktivite igin dnemi vurgulanan Ile223 ile hidrofobik etkilesimlere
katildigi, amit karbonilinin de Asn226 ile hidrojen bagi olusturdugu goriilmustiir. Buna ek
olarak F3’lin benzimidazol halkasi araciligiyla Asn226 ile bir hidrojen bagi meydana getirdigi
gorllmustir. F1'in siklopropan ve F3’lGn benzimidazol halkalari araciligiyla aktivite icin
onemli oldugu bilinen Glu230 amino asidi ile hidrofobik etkilesimler olusturdugu tespit
edilmistir. Ayrica, tim bilesiklerin Asn226, Leu206, Leu215, Thr209, Pro211, Pro212, lle227
amino asitleriyle kurduklari hidrofobik etkilesimlerin enzim-ligand kompleksinin

stabilitesine katki sagladigi belirlenmistir.
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Sekil 4.7. insan SIRT1 enzim allosterik bélgesinde (PDB: 4ZZJ) (A) F1; (B) F2; (C) F3; (D) F5
kodlu bilesiklerin olasi baglantt modlari.

etkilesimler sirasiyla sari ve yesil renkte kesikli gizgilerle gosterilmistir.

Oncii bilesik F1’den hareketle tasarlanan STF kodlu bilesiklerden hem NAMPT inhibisyonu
hem de SIRT1 aktivasyonu gergeklestiren STF2 ve STF6 kodlu bilesiklerin, SIRT1 allosterik
aktif bolgesinde F1 ile benzer baglanma moduna sahip oldugu goérilmdistir. STF2 ve
STF6’nin hidrofobik karakterdeki izopropil ve 1-florosiklopropil gruplarinin Glu230 ile
hidrofobik etkilesimler olusturabildigi; m-sibstitie fenil ve ug fenil halkalarinin Ile223 ile
hidrofobik etkilesimler kurdugu belirlenmistir. Buna ek olarak, bilesiklerin Leu206, Leu215,

Thr209, Pro211 ve Asn226 amino asitleriyle meydana getirdikleri hidrofobik etkilesimlerin

enzim-ligand kompleksinin stabilitesine katki sagladigi belirlenmistir (Sekil 4.8).

Hidrojen baglari ve hidrofobik
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Sekil 4.8. insan SIRT1 enzim allosterik bolgesinde (PDB: 4ZZJ) (A) STF2; (B) STF6 kodlu

bilesiklerin olasi baglanti modlari. Hidrojen baglari ve hidrofobik sirasiyla sari ve

yesil renkte kesikli gizgilerle gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Bilesiklerin NAMPT ve SIRT1 aktif bolgelerindeki etkilesimleri

NAMPT (PDB: 4M6P) SIRT1 (PDB: 422J)
Kod = .
Bagla?nla Etkilesim tiirii Baglarllrr;a Etkilesim tiirii
enerjisi enerjisi
Asp219, Ser275, Arg311 Asn226 (Hidrojen bagi)
F1 6,60 . (Hidrojen bag) ' 1,47 Leu206, Thr209, Pro211, Leu215,
His191, Phel93, Tyrl8 Ile223, Asn226, Glu230
(r-m etkilesimi) (Hidrofobik etkilesim)
Asp219, Ser275, Arg311 Asn226 (Hidrojen bagi)
2 6,56 . (Hidrojen bag) ’ 0,74 Leu206, Thr209, Pro211, Leu215,
His191, Phel93, Tyrl8 1le223, lle227, Asn226
(r-m etkilesimi) (Hidrofobik etkilesim)
Asp219, Ser275, Arg311 Asn226 (Hidrojen bagi)
F3 721 . (Hidrojen bag) ' 0,56 Leu206, Pro211, Pro212, lle223,
His191, Phel93, Tyrl8 Ile227, Asn226, Glu230
(r-m etkilesimi) (Hidrofobik etkilesim)
Phe193, Asp21 275, Arg311
e193, (IfIiF:jro?ér?T:)ra“l)Sl g3 Asn226 (Hidrojen bag)
5 721 bhe 1913 . rlgS’ -0,42 Leu206, Pro211, Leu215, lle223,
p e lle227, Asn226 (Hidrofobik etkilesim)
(r-m etkilesimi)
Asp219, Ser275, Arg311 Asn226 (Hidrojen bagi)
(Hidrojen bag) Leu206, Thr209, Pro211, Leu215,
STF2 -6,60 His191, Phe193, Tyr18’ 0,16 le223, Asn226, Glu230
(r-m etkilesimi) (Hidrofobik etkilesim)
Tyr188, His191, Asp219, S0 (IR e 52 )
o . Leu206, Thr209, Pro211, Leu215,
STF6 -6,85 Ser275,Arg311 (Hidrojen bagi) -1,08
Phe193, Tyrl8’ (m-r etkilesimi) (L), (-G, IR
o W 3 (Hidrofobik etkilesim)

9Baglanma enerjileri kkal/mol cinsinden verilmistir.
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4.2. Kimyasal Bulgular

3-(Klorosulfonil)benzoik asit

Benzoik asit (611 mg; 5 mmol) Uzerine 0 °C'de damla damla klorosilfonik asit (4 ml)
eklenmis, 1s1 kademeli olarak arttirilarak 80 °C’de 5 saat geri geviren sogutucu altinda
istilmigtir. Stire sonunda reaksiyon karisimi sogutularak buzlu su igerisine bosaltiimistir.
Coken kat stiziilerek ayrilmis ve herhangi bir ileri saflagtirma islemi uygulanmadan bir
sonraki basamakta kullanilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 666 mg, %61

CAS: 4025-64-3

Erime noktasi: 110-110,3 °C (127-131 °C [363])

C7H4ClO4S igin HRMS (m/z) [M-H]* Hesaplanan: 218,9519; Bulunan: 218,9516

3-(N-Benzilsulfamoil)benzoik asit (1a)

H
i O‘\S/N\/©
HO)J\©/ \\O

3-(Klorosiilfonil)benzoik asit (1066 mg; 4,84 mmol) ve benzilaminden (794 pl; 7,26 mmol)

hareketle genel sentez yéntemine gore sentezlenmistir. Beyaz renkte kat bir bilesiktir.
Verim: 807 mg, %57

CAS: 7326-77-4

Erime noktasi: 226,3-226,8 °C

Ci14H12 NO4S igin HRMS (m/z) [M-H]* Hesaplanan: 290,0487; Bulunan: 290,0486
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3-[N-(Tiyofen-2-ilmetil)silfamoil]lbenzoik asit (1b)

3-(Klorosiilfonil)benzoik asit (300 mg; 1,36 mmol) ve tiyofen-2-ilmetanaminden (209 ul;
2,04 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmistir. Beyaz renkte kati bir
bilesiktir.

Verim: 228 mg, %56

CAS: 603118-17-8

Erime noktasi: 220,7-220,9 °C

C12H10NO4S; icin HRMS (m/z) [M-H]* Hesaplanan: 296,0051; Bulunan: 296,0051

3-[N-(Tiyofen-2-ilmetil)siilfamoil]benzoik asit (1c)

3-(Klorosiilfonil)benzoik asit (250 mg; 1,13 mmol) ve 4-florobenzilaminden (194 ul; 1,70
mmol) hareketle genel sentez ydontemine gore sentezlenmistir. Beyaz renkte kati bir
bilesiktir.

Verim: 223 mg, %64

CAS: 1036489-47-0

Erime noktasi: 227,1-227,6 °C

C14H11FNQ4S icin HRMS (m/z) [M-H]* Hesaplanan: 308,0393; Bulunan: 308,0398
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3-[N-(3-Metilbenzil)siilfamoil]benzoik asit (1d)

3-(Klorosiilfonil)benzoik asit (250 mg; 1,13 mmol) ve 3-metilbenzilamin (213 pl; 1,70 mmol)
hareketle genel sentez yéntemine gore sentezlenmistir. Beyaz renkte kat bir bilesiktir.
Verim: 254 mg, %74

CAS: 1184269-30-4

Erime noktasi: 220,1-220,4 °C

C15H1aNO4S icin HRMS (m/z) [M-H]* Hesaplanan: 304,0644; Bulunan: 304,0653

1,3,4-Tiyadiazol-2-amin (2a)

S
« l\/?/NHZ

N—

Formik asit (207 ul; 5,5 mmol) ve tiyosemikarbazitten (457 mg; 5 mmol) hareketle genel
sentez yontemine gore sentezlenmis ve ileri saflastirma islemi yapilmadan bir sonraki
basamakta kullaniimistir. Pembe renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 80 mg, %15

CAS: 4005-51-0

Erime noktasi: 220,7-220,9 °C (187-192 °C [364])

C2Ha N3sS icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 102,0126; Bulunan: 102,0125
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5-izopropil-1,3,4-tiyadiazol-2-amin (2b)

S
)\« W/NHZ
N

N—

2-Metilpropanoik asit (305 pl; 3,3 mmol) ve tiyosemikarbazitten (274 mg; 3 mmol)
hareketle genel sentez yéntemine gore sentezlenmis ve ileri saflagtirma islemi yapilmadan
bir sonraki basamakta kullaniimistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 372 mg, %87

CAS: 27115-74-8

Erime noktasi: 178,9-179,6 °C (189-190 °C [365])

CsH1oNsS igin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 144,0595; Bulunan: 144,0602

5-(ter-Butil)-1,3,4-tivadiazol-2-amin (2c)

S
Sy
N

N—

2,2-Dimetilpropanoik asit (224 mg; 2,2 mmol) ve tiyosemikarbazitten (182 mg; 2 mmol)
hareketle genel sentez yéntemine gore sentezlenmis ve ileri saflagtirma islemi yapilmadan
bir sonraki basamakta kullaniimistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 246 mg, %78

CAS: 39222-73-6

Erime noktasi: 179-179,9 °C (180-181 °C [366])

CeH12N3S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 158,0752; Bulunan: 158,0745



104

5-(Diflorometil)-1,3,4-tiyadiazol-2-amin (2d)

F

S
NH
S
N—-N

Difloroasetik asit (81 ul; 2,2 mmol) ve tiyosemikarbazitten (182 mg; 2 mmol) hareketle
genel sentez ydontemine gore sentezlenmis ve ileri saflagtirma islemi yapilmadan bir sonraki
basamakta kullanilmistir. Beyaz renkte kati bir bilegsiktir.

Verim: 237 mg, %78

CAS: 25306-15-4

Erime noktasi: 184-185 °C (182-183 °C [367])

C3HaF2NsS icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 152,0094; Bulunan: 152,0098

5-(Triflorometil)-1,3,4-tiyadiazol-2-amin (2e)

F

Ee
N—-N

Trifloroasetik asit (168 pl; 2,2 mmol) ve tiyosemikarbazitten (182 mg; 2 mmol) hareketle

genel sentez ydontemine gore sentezlenmis ve ileri saflagtirma islemi yapilmadan bir sonraki

basamakta kullaniimistir. Beyaz-pembe renkte kat bir bilesiktir.

Verim: 196 mg, %58

CAS: 10444-89-0

Erime noktasi: 214,8-215,3 °C (215,9-217,9 °C [368])

C3H3F3NsS icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 170,0000; Bulunan: 170,0006
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5-(1-Florosiklopropil)-1,3,4-tivadiazol-2-amin (2f)

F
s
A&« l\/I\FNHZ

N-—

1-Florosiklopropankarboksilik asit (229 mg; 2,2 mmol) ve tiyosemikarbazitten (182 mg; 2
mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis ve ileri saflastirma islemi
yapilmadan bir sonraki basamakta kullanilmigtir. Beyaz kat bir bilesiktir.

Verim: 141mg, %44

CAS: 2924114-85-0

Erime noktasi: 223,7-224,5 °C

CsH7FNsS icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 160,0345; Bulunan: 160,0347

5-Siklopropil-1,3,4-tiyadiazol-2-amin (2g)

s
k« SNH
N

N—

Siklopropankarboksilik asit (463 pl; 5,8 mmol) ve tiyosemikarbazitten (795 mg; 8,7 mmol)
hareketle genel sentez yéntemine gore sentezlenmis ve ileri saflagtirma islemi yapilmadan
bir sonraki basamakta kullanilmistir. Beyaz kati bir bilesiktir.

Verim: 649 mg, %79

CAS: 57235-50-4

Erime noktasi: 210,9-211,4 °C (214-216 °C [369])

CsHgNsS icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 142,0439; Bulunan: 142,0439
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3-(N-Benzilsulfamoil)-N-(1,3,4-tiyadiazol-2-il)benzamit (STF1)

7S O o)

N N
N o)

3-(N-Benzilsiilfamoil)benzoik asit (1a) (131 mg; 0,45 mmol) ve 1,3,4-tiyadiazol-2-aminden
(2a) (46 mg; 0,45 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil
asetat (50:50) ¢oOzlcl sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastiriimistir. Beyaz

kat bir bilesiktir.

Verim: 119 mg, %70

CAS: 1208486-48-9

Erime noktasi: 187,3-188,6 °C

C18H18Ns03S; icin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 416,0851; Bulunan: 416,0851

IH-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 4,06 (2H, d, J=6,4 Hz, -CH,-); 7,18-7,28 (5H, m, Ar-H);
7,77 (1H, t, J=7,8 Hz, Ar-H); 8,04 (1H, d, J=7,8 Hz, Ar-H); 8,31-8,35 (2H, m, Ar-H ve -SO,NH-
); 8,51 (1H, s, Ar-H); 9,26 (1H, s, Ar-H); 13,39 (1H, br s, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 46,59; 127,13; 127,63; 128,08; 128,70; 130,25;
130,90; 132,48; 133,08; 137,91, 141,85, 149,64.
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3-(N-Benzilsulfamoil)-N-(5-izopropil-1,3,4-tiyadiazol-2-il)benzamit (STF2)

3-(N-Benzilsiilfamoil)benzoik asit (1a) (166 mg; 0,57 mmol) ve 5-izopropil-1,3,4-tiyadiazol-
2-aminden (2b) (82 mg; 0,57 mmol) hareketle genel sentez ydontemine gore sentezlenmis,
n-hekzan:etil asetat (60:40) c¢oOziclu sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile

saflastiriimistir. Beyaz kati bir bilegiktir.

Verim: 202 mg, %85

CAS: 1031033-20-1

Erime noktasi: 199-199,4 °C

Ci19H21N403S; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 417,1055; Bulunan: 417,1055

IH-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 1,38 (6H, d, J=6,9 Hz, (CHs)>-); 3,35-3,41 (1H, m, -CH-
); 4,06 (2H, d, J=6,3 Hz, -CH,-); 7,19-7,28 (5H, m, Ar-H); 7,76 (1H, t, J=7,8 Hz, Ar-H); 8,03 (1H,
d, J=8,1 Hz, Ar-H); 8,30-8,33 (2H, m, Ar-H ve -SO;NH-); 8,50 (1H, s, Ar-H); 13,22 (1H, br s, -
NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) § ppm: 23.18; 30.27; 46,58; 127,08; 127,64; 128,07; 128,70;
130,23; 130,86; 132,45, 137,91, 141,82.
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3-(N-Benzilstulfamoil)-N-[5-(ter-bltil)-1,3,4-tiyadiazol-2-il]lbenzamit (STF3)

3-(N-Benzilsiilfamoil)benzoik asit (1a) (122 mg; 0,42 mmol) ve 5-(ter-bitil)-1,3,4-tiyadiazol-
2-amin (2c) (66 mg; 0,42 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis ve

siraslyla eter ve aseton ile yikanarak saflastiriimistir. Beyaz kati bir bilesiktir.

Verim: 144 mg, %80
Erime noktasi: 217,7-218,3 °C
C20H23N403S; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 431,1212; Bulunan: 431,1233

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 1,44 (9H, s, (CHs)sC-); 4,06 (2H, d, J=6,4 Hz, -CH,-);
7,19-7,28 (5H, m, Ar-H); 7,76 (1H, t, J/=7,8 Hz, Ar-H); 8,03 (1H, d, J=7,8 Hz, Ar-H); 8,31-8,32
(2H, m, Ar-H ve -SO;NH-); 8,50 (1H, s, Ar-H); 13,24 (1H, br s, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) § ppm: 30,47; 35,54; 46,10; 126,58; 127,14; 127,59; 128,20;
129,73; 130,31; 131,97, 137,43, 141,34.
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3-(N-Benzilstulfamoil)-N-[5-(diflorometil)-1,3,4-tiyadiazol-2-illbenzamit (STF4)

3-(N-Benzilsiilfamoil)benzoik asit (1a) (189 mg; 0,65 mmol) ve 5-(diflorometil)-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (2d) (102 mg; 0,65 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore
sentezlenmis ve n-hekzan:etilasetat (60:40) ¢oOzictu sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz kati bir bilesiktir.

Verim: 50 mg, %28
Erime noktasi: 196,9-197,3 °C
Ci19H18F2Ns0s3S; icin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 466,0819; Bulunan: 466,0824

IH-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 4,07 (2H, d, J=6,4 Hz, -CH,-); 7,18-7,28 (5H, m, Ar-H);
7,54 (1H, t, Ynr=53,5 Hz, CF2H-); 7,78 (1H, t, J=7,8 Hz, Ar-H); 8,07 (1H, d, J=7,8 Hz, Ar-H);
8,32-8,36 (2H, m, Ar-H ve -SO,NH- ); 8,53 (1H, s, Ar-H); 13,78 (1H, br s, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6 ppm: 46,61; 111,23 (t, Yer=235,7 Hz); 127,25; 127,63;
128,09; 128,69; 130,34, 131,23, 132,60, 137,87, 141,97, 161,93; 165,13.
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3-(N-Benzilsulfamoil)-N-[5-(triflorometil)-1,3,4-tiyadiazol-2-illbenzamit (STF5)

3-(N-Benzilsiilfamoil)benzoik asit (1a) (111 mg; 0,38 mmol) ve 5-(triflorometil)-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (2e) (65 mg; 0,38 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore
sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (70:30) ¢6ziici sistemi kullanilarak kolon kromatografisi

ile saflagtiriimigtir. Beyaz kati bir bilesiktir.

Verim: 120 mg, %71

CAS: 1387030-73-0

Erime noktasi: 196-196,5 °C

C19H17F3N503S; igin HRMS (m/z) [M+H+ACN]* Hesaplanan: 484,0725; Bulunan: 484,0734

1H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 4,07 (2H, d, J=6,3 Hz, -CH,-); 7,18-7,28 (5H, m, Ar-H);
7,79 (1H, t, J=7,8 Hz, Ar-H); 8,07 (1H, dt, J=8,1 Hz ve 1,4 Hz, Ar-H); 8,35-8,37 (2H, m, Ar-H
ve -SO2NH-); 8,54 (1H, t, J=1,8 Hz, Ar-H); 14,05 (1H, br s, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 49,60; 120,54 (q, YJcr=270,5 Hz); 127,29; 127,64;
128,09; 128,70; 130,42; 131,41; 132,18; 132,67; 137,84; 142,01; 151,41 (q, 2Jcr=37,5 Hz);
162,98; 165,35.



115

0090
9220°v1
€081°L;
ev8L L]
0L6L"L]
vL6L L]
6202°L1
€502 L1
LLLZ L]
8¥12L]
9L2Z'L]
60£Z"L
Love-L]
osvezL
€962°L
v8SZ°L
8192°L
0022°L
0€L22°L
§SLZ°LA

S

€8LLL
)

8€6L"L
ve08-L/
0v90°8/
89908
86908
66208
0£80°8]
15808}
cLve's]
v09¢"8]
0z.¢'8]
£1e5°8]
oses's]

hwﬁm.w;

Pysovi—

=00

sL6Y
Jes0
*86°0
~68"L
\v6'0

<

Fr~

o

ppm

18659V —

8€6Z° L1}
VLSY'6LL
6029°1.21
SP8L'EZL
0£62°LZ1
S9£9°2Z1
16807821
¥969°8Z1 |
v1ZpoEl |

_.wov._.né

9S.1°2ZE
9Z29°Z€E 1

!

€0v8 LEL
ovio‘zvi /
6.96°0S1

9.92°LS1 /
CL9S°LS) N
8658°LS|

LLL6"29L~
92G€°'S9L -~

:

ppm

Sekil 4.13. Bilesik STF5’in TH-NMR ve 3C-NMR spektrumlari



116

3-(N-Benzilsulfamoil)-N-[5-(1-florosiklopropil)-1,3,4-tiyadiazol-2-il]lbenzamit (STF6)

3-(N-Benzilsiilfamoil)benzoik asit (1a) (82 mg; 0,28 mmol) ve 5-(1-florosiklopropil)-1,3,4-
tiyadiazol-2-amin (2f) (45 mg; 0,28 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore
sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (60:40) ¢6ziict sistemi kullanilarak kolon kromatografisi

ile saflagtirilmigtir. Beyaz kati bir bilesiktir.

Verim: 43 mg, %35
Erime noktasi: 210-210,9 °C
C19H18FN403S; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 433,0804; Bulunan: 433,0792

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) 6 ppm: 1,45-1,50 (2H, m, siklopropan -CH,-); 1,69-1,76 (2H,
m, siklopropan -CH,-); 4,06 (2H, d, J=6,4 Hz, -CH-); 7,18-7,28 (5H, m, Ar-H); 7,77 (1H, t,
J=7,8 Hz, Ar-H); 8,05 (1H, dt, J/=7,9 Hz ve 1,2 Hz, Ar-H); 8,32-8,35 (2H, m, Ar-H ve -SO,NH-);
8,51 (1H, t, J/=1,8 Hz, Ar-H); 13,53 (1H, br s, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz) & ppm: 15,34 (d, 2c=11,9 Hz); 46,59; 77,77 (d, Yer=210,2
Hz); 127,18; 127,64; 128,08; 128,70; 130,30; 131,04; 132,51; 132,83; 137,88; 141,89.
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3-(N-Benzilsulfamoil)-N-(piridin-2-il)benzamit (STF7)

3-(N-Benzilsiilfamoil)benzoik asit (1a) (122 mg; 0,42 mmol) ve 2-aminopiridinden (39 mg;
0,42 mmol) hareketle genel sentez yéntemine gore sentezlenmis, diklorometan:aseton
(80:20) ¢ozlicl sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastiriimistir. Beyaz kati bir

bilesiktir.

Verim: 65 mg, %42

CAS: 1287062-44-5

Erime noktasi: 157,8-159 °C

C19H18N30s3S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 368,1069; Bulunan: 368,1065

IH-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) 6 ppm: 4,04 (2H, s, -CH2-); 7,19-7,29 (6H, m, Ar-H); 7,72 (1H,
t, J=7,8 Hz, Ar-H); 7,86-7,90 (1H, m, Ar-H); 7,99 (1H, d, J=7,8 Hz, Ar-H); 8,21 (1H, d, J=8,3 Hz,
Ar-H); 8,25-8,27 (2H, m, Ar-H ve -SO,NH-); 8,40-8,42 (2H, m, Ar-H); 11,10 (1H, s, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 46,58; 115,28; 120,57; 126,77; 127,64; 128,08;
128,70; 129,93; 130,05; 132,12; 135,48, 137,99; 138,73; 141,50; 148,50; 152,47; 165,29.
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3-(N-Benzilstulfamoil)-N-(5-metilpiridin-2-il)benzamit (STF8)

3-(N-Benzilsiilfamoil)benzoik asit (1a) (84 mg; 0,29 mmol) ve 2-amino-5-metilpiridinden (31
mg; 0,29 mmol) hareketle genel sentez ydontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat
(50:50) ¢oziicl sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastiriimistir. Beyaz kati bir

bilesiktir.

Verim: 24 mg, %22

CAS: 1031085-88-7

Erime noktasi: 166,2-166,8 °C

C20H20N303S icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 382,1225; Bulunan: 382,1238

IH-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 2,30 (3H, s); 4,04 (2H, d, J=6,3 Hz, -CH,-); 7,20-7,29
(5H, m, Ar-H); 7,69-7,73 (2H, m, Ar-H); 7,98 (1H, d, J=8,4 Hz, Ar-H); 8,10 (1H, d, J=8,4 Hz, Ar-
H); 8,24-8,27 (3H, m, Ar-H ve -SO2NH-); 8,40 (1H, t, J=1,9 Hz, Ar-H); 11,00 (1H, s, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6 ppm: 17,81; 46,58; 114,85; 126,72; 127,64; 128,08; 128,70;
129,55; 129,92; 129,96, 132,05; 135,55; 138,00; 139,04; 141,48; 148,25, 150,27; 165,04.
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3-(N-Benzilstulfamoil)-N-(4-izopropilfenil)benzamit (STF9)

3-(N-Benzilsiilfamoil)benzoik asit (1a) (82 mg; 0,28 mmol) ve 4-izopropilanilinden (38 ul;
0,28 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan ve

diklorometan ile yikanarak saflastirilmistir. Beyaz kat1 bir bilesiktir.

Verim: 82 mg, %72
Erime noktasi: 141,8-142,2 °C
Ca23H25N20sS icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 409,1586; Bulunan: 409,1593

IH-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 1,22 (6H, d, J=6,9 Hz, (CHs),-); 2,84-2,93 (1H, m, -CH-
); 4,04 (2H, d, J=6,3 Hz, -CH-); 7,20-7,29 (7H, m, Ar-H); 7,69 (2H, d, J=8,6 Hz, Ar-H); 7,74
(1H, t, J=7,9 Hz, Ar-H); 7.99 (1H, d, J=7,7 Hz, Ar-H); 8,20 (1H, d, J=7,9 Hz, Ar-H); 8,30 (1H, t,
J=6,3 Hz, -SO,NH-); 8,36 (1H, t, J=1,8 Hz, Ar-H); 10,41 (1H, s, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) § ppm: 24,43; 33,41; 46,60; 121,17; 126,31; 126,85; 127,64;
128,06; 128,70; 129,65; 129,90; 131,70; 136,28; 137,04; 137,95; 141,63; 144,60; 164,43.
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3-[N-(Tiyofen-2-ilmetil)siilfamoil]-N-(5-siklopropil-1,3,4-tivadiazol-2-il)benzamit (STF10)

b S
39 9 ”Q
N W\ /N NS
\N/)\N s;

b o)

3-[N-(Tiyofen-2-ilmetil)stlfamoil]lbenzoik asit (1b) (80 mg; 0,27 mmol) ve 5-siklopropil-
1,3,4-tiyadiazol-2-aminden (2g) (38 mg; 0,27 mmol) hareketle genel sentez yéntemine goére

sentezlenmis, aseton ve petrol eteri ile yikanarak saflagtirilmistir. Beyaz kat bir bilesiktir.

Verim: 30 mg, %26
Erime noktasi: 203,2-204 °C
C17H17N40s3S3 icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 421,0463; Bulunan: 421,0479

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 1,01-1,05 (2H, m, siklopropan -CH-), 1,15-1,19 (2H,
m, siklopropan -CH,-); 2,41-2,46 (1H, m, siklopropan -CH-); 4,25 (2H, d, J=6,2 Hz, -CH,-);
6,87-6.91 (2H, m, Ar-H); 7,37 (1H, dd, J=5 Hz ve 1,4 Hz); 7,76 (1H, t, J=7,9 Hz, Ar-H); 8,03
(1H, dt, /=8 Hz ve 1,4 Hz, Ar-H); 8,32 (1H, dt, J/=7,9 Hz ve 1,4 Hz, Ar-H); 8,43 (1H, t, J=6,2 Hz,
-SO;NH-); 8,50 (1H, s, Ar-H); 13,26 (1H, br s, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6 ppm: 10,70; 11,12; 41,76; 126,23; 126,64; 127,07; 127,13;
130,25; 130,85; 132,54, 140,92; 141,68.
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3-[N-(4-Florobenzil)sulfamoil]-N-(5-siklopropil-1,3,4-tiyadiazol-2-il)benzamit (STF11)

3-[N-(4-Florobenzil)stlfamoil]benzoik asit (1c) (84 mg; 0,27 mmol) ve 5-siklopropil-1,3,4-
tiyadiazol-2-aminden (2g) (38 mg; 0,27 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore
sentezlenmis, diklorometan:metanol (98,5:1,5) ¢6zlctu sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflastiriimistir. Beyaz kati bir bilesiktir.

Verim: 65 mg, %55
Erime noktasi: 202-202,5 °C
C19H18FN403S; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 433,0804; Bulunan: 433,0792

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) 6 ppm: 1,02-1,05 (2H, m, siklopropan -CH-); 1,15-1,19 (2H,
m, siklopropan -CH,-); 2,41-2,47 (1H, m, siklopropan -CH-); 4,04 (2H, d, J=6,4 Hz, -CH,-);
7,07 (2H, t, J/=8,9 Hz, Ar-H, ); 7,25-7,28 (2H, m, Ar-H); 7,74 (1H, t, J=7,9 Hz, Ar-H); 8,01 (1H,
d, J=8,1 Hz, Ar-H); 8,30-8,34 (2H, m, Ar-H ve -SO,NH-); 8,46 (1H, s, Ar-H); 13,22 (1H, brs, -
NHCO-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) 6§ ppm: 10,69; 11,11; 45,82; 115,42 (d, 2Jcr=21,0 Hz); 127,07;
130,10 (d, *Jcr=8,2 Hz); 130,21; 132,42; 132,83; 134,14 (d, “Jcr=3,7 Hz); 141,80; 161,79 (d,
Yer=241,2 Hz).
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Sekil 4.19. Bilesik STF11’in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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3-[N-(3-Metilbenzil)slilfamoil]-N-(5-siklopropil-1,3,4-tiyadiazol-2-il)benzamit (STF12)

3-[N-(3-Metilbenzil)siilfamoil]lbenzoik asit (1d) (95 mg; 0,31 mmol) ve 5-siklopropil-1,3,4-
tiyadiazol-2-aminden (2g) (44 mg; 0,31 mmol) hareketle genel sentez yoéntemine gore
sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢Ozici sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz kati bir bilesiktir.

Verim: 60 mg, %45
Erime noktasi: 194,2-194,6 °C
C20H21N403S; icin HRMS (m/z) [M+H]* Hesaplanan: 429,1055; Bulunan: 429,1046

'H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 1,02-1,05 (2H, m, siklopropan -CH-), 1,15-1,19 (2H,
m, siklopropan -CH»-); 2,20 (3H, s); 2,41-2,47 (1H, m, siklopropan -CH-); 4,01 (2H, d, J=6,3
Hz, -CH,-); 6,98-7,01 (3H, m, Ar-H); 7,11 (1H, t, J=7,7 Hz, Ar-H); 7,73 (1H, t, J=7,9 Hz, Ar-H);
8,00 (1H, d, J=8,1 Hz, Ar-H); 8,26-8,30 (2H, m, Ar-H ve -SO;NH-); 8,44 (1H, s, Ar-H); 13,22
(1H, br's, -NHCO-).

13C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz) 6§ ppm: 10,70; 11,10; 21,34; 46,61; 125,21; 127,10; 128,21;
128,57;128,73; 130,12; 130,78; 132,34, 137,63, 137,75, 141,89.
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4.3. Biyolojik Bulgular

4.3.1. NAMPT ve SIRT1-SIRT3 enzim aktivitesi

Sanal tarama ciktisi olarak satin alinan (F1-F9) ve sentez ve yapi aydinlatma ¢alismalari
tamamlanan final bilesiklerin (STF1-STF12) 100 uM ve 50 uM konsantrasyonlardaki in vitro
NAMPT ve SIRT1 aktiviteleri, fluorimetrik yoéntemle NAMPT ve SIRT1 enzim kitleri
kullanilarak belirlenmistir. Sanal tarama ¢iktisi bilesiklerin 50 uM konsantrasyonda SIRT2 ve
SIRT3 enzimleri Uzerindeki etkileri de belirlenerek izoform selektiviteleri arastiriimistir.
Deneylerde referans madde olarak NAMPT inhibitéri FK866 (ICso=3 nM); SIRT1 aktivatori
resveratrol (EC1,5=23,6 uM) ve selektif SIRT1 inhibitori EX-527 (1C50=38 nM; SIRT2 1C50=19,6
UM; SIRT3 1C50=48,7 uM) kullaniimistir. Test edilen bilesikler icin NAMPT ve SIRT1

enzimlerine karsi belirlenen etkileri Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11’de sunulmustur.

Sanal tarama ciktisi bilegiklerin 50 uM tarama konsantrasyonunda NAMPT ve SIRT1
enzimleri Gzerindeki etkileri degerlendirildiginde, F1, F2, F3 ve F5’in sirasiyla %93, %69, %41
ve %54 oranlariyla NAMPT enzimini inhibe ettigi, %112, %49, %53 ve %45 oranlariyla SIRT1
aktivasyonu sagladigi tespit edilmistir. 100 uM tarama konsantrasyonunda ise F1, F2, F3 ve
F5 sirasiyla %93, %68, %50 ve %61 oranlari ile NAMPT inhibisyon aktivitesi; %66, %55, %61,
%27 SIRT1 aktivasyonu gostermistir. F6 kodlu bilesik NAMPT inhibisyonu yerine her iki
konsantrasyonda da aktivasyon saglamis ve %36 ve %16 aktivasyon degerleri ile digik
oranda SIRT1 aktivasyonu gostermistir. F8 ise NAMPT enzimi izerinde etki gostermezken,
50 uM konsantrasyonda %41 oraninda SIRT1 enzimini inhibe ettigi belirlenmistir. Bu
bilesikler disinda F7 ve F9 bilesiklerinin bu konsantrasyonlarda satiire degerlere ulasiimasi
nedeniyle NAMPT ve SIRT1 enzim aktiviteleri belirlenememistir. Ayrica 50 uM
konsantrasyonda bilesiklerin SIRT2 ve SIRT3 enzimleri Uzerindeki etkileri belirlenerek
izoenzim selektiviteleri tespit edilmistir. Bilesiklerin F6 disinda (%56 inhibisyon) SIRT2
enzimi Gizerinde bir etkisi bulunmazken, F2 (%59) ve F3 (%64) kodlu bilesiklerin SIRT3 enzimi

Uzerinde inhibisyon etki gosterdigi bulunmustur (Cizelge 4.10).
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Sanal tarama ciktisi bilesikler icerisinden, yliksek derecede NAMPT inhibisyonu ve SIRT1
aktivasyonu saglayan ve ayni zamanda SIRT1 selektif F1 kodlu bilesik optimizasyon
galismalari igin 6nci bilesik olarak segilmis; F1 temel alinarak 12 yeni bilesik (STF1-STF12)
tasarlanmistir. Tasarlanan bilesiklerin NAMPT ve SIRT1 enzimleri Uzerindeki etkileri
degerlendirildiginde, STF1-STF8 kodlu bilesiklerin 100 uM ve 50 uM konsantrasyonda
siraslyla %54-96 ve %37-93 oranlari arasinda NAMPT inhibisyonu, %22-70 ve %32-49
arasinda SIRT1 aktivasyonu saglayarak dual etkiyi sirdlrebildigi belirlenmistir. Bu bilesikler
arasindan STF2 ve STF6’nin 100 uM konsantrasyonda sirasiyla %86 ve %66 oraninda NAMPT
inhibisyonu ve %58 ve %70 oraninda SIRT1 aktivasyonu, 50 uM konsantrasyonda sirasiyla
%70 ve %46 oraninda NAMPT inhibisyonu ve %39 ve %46 oraninda SIRT1 aktivasyonu
gostererek hibrit bir aktivite profiline sahip olduklari gorilmustir. STF9 kodlu bilesik ise
%34 ve %46 oranlariyla SIRT1 aktivasyonu saglamasina ragmen disik seviyede NAMPT
inhibisyonu gostermistir. STF10-STF12 kodlu bilesiklerde ise her iki enzim {zerindeki

aktivitenin kayboldugu veya disiik seviyede oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

NAMPT inhibitori ve SIRT1 aktivatori olarak ylksek etkinlik gésteren F1, F2, STF2 ve STF6
kodlu bilegiklerin NAMPT ICso ve SIRT1 ECy,5 degerleri ise 0,001-500 puM arasinda degisen
tarama konsantrasyonlarindaki NAMPT % inhibisyon ve SIRT1 % aktivasyon degerleri

normalize edilerek elde edilen doz-yanit egrileri ile hesaplanmistir (Cizelge 4.12 ve 4.13).
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Cizelge 4.11. Sanal tarama ciktisi bilesiklerin NAMPT ve SIRT1-SIRT3 enzimlerine karsi

etkileri
NAMPT SIRT1 SIRT2 SIRT3
Kod Kimyasal Yapi % inhibisyon* % aktivasyon* % inhibisyon*
100 pM 50 uM 100 pM 50 uM 50 uM 50 uM
F1 j&i 2 OSHQ 92,65+10,02 92,93+6,13  66,42+3,11 111,56%3,48 ey. ey.
Ak
F
o ST\
F2 @NO O“S:NV@ 67,75+1,61 69,27+1,60 55,30+4,15  49,30%0,95 ey. 59.03+2.84
H ©
N O S,
3 QNKNKOOVEN/F 49,79+4,07 41,28+3,52  60,96+4,37  53,3615,65 ey. 63.67+0.33
H H
H
N
0= o) 5\
F4 . N)K©/O\/Q ey. ey. 73,56+4,11  66,21+2,86 ey. 13.80+3.35
H H
X8 s
F5 Nk@s\; N 61,17+2,46  53,52+7,41 27,34+3,20  44,80+1,37 ey. 22.1148.90
H o
OM\{V o
F6 ONH s)\/°\)*NU© -456+13,48° -286%9,79° 36,23+7,65 16,06%3,88  56.28+6.12 ey.
Cl
Lo )
F7 o HN Tespit edilemedi (satiire)
N
SRRV
(o]
F8 mé&w : 3 28,41+2,63 ey. ey. -40,86+8,60° ey. ey.
S N
F9 [o]@ 2 ”f’NyH § Tespit edilemedi (satiire)
o HMN/
o
o] N
FK866 ,@/\)LN/\/\/QJ\Q 101,96+1,96 99,21+2,14 = - - )
\/ H
OH
oS
Res O . . 97,5310,36  93,7745,43 - -
OH
Cl
EX-527 N " 5 . -99,28+1,07° -95,71+7,75P . .
N 2
H o
*Degerler “ortalama dedertstandart sapma” olarak verilmistir (n=3); e.y.: etki yok (<%10 inhibisyon/aktivasyon); Res: Resveratrol;

9enzim aktivitesinin aktivasyonu; *enzim aktivitesinin inhibisyonu
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Cizelge 4.12. STF1-STF9 kodlu bilesiklerin NAMPT ve SIRT1-SIRT3 enzimlerine karsi etkileri

H
@\ i % ’N
N S
NAMPT SIRT1
Kod A B % inhibisyon* % aktivasyon*
100 uM 50 pM 100 uM 50 uM
S
STF1 “[N/> 95,91+3,80 77,01+6,59 21,60t7,84 35,68%5,35
STF2 /kfs/> 86,43+7,25 84,3915,85 57,69+1,87 34,7713,41
NN
STF3 >krs/>__ 86,20+7,05 70,17+6,43 36,38t7,76 38,8615,19
N-N
F
STF4 F/Kfs>__ 85,53+5,03 74,34+4,32 46,37+0,38 32,34+2,12
N~/
£ F
STF5 F>\|/S>_> @ 52,50+8,35 50,66%4,49 41,49+6,57 47,5415,21
N~
F
STF6 Vl\(3> 66,9319,43 45,7316,09 70,41+3,75 46,231£0,93
N-p/
STF7 @ 65,42+1,29 50,17+5,11 28,94+7,37 49,16%13,21
=N
STF8 @ 53,58+0,09 36,96%1,17 40,0415,31 41,9618,54
STF9 >—© 18,81+6,79 ey. 33,73%4,14  45,56%1,29
S
STF10 @ 14,15+1,76 ey. 12,33+4,74 ewy.
STF11 A’/s . -- F 14,52%2,37 ey. 17,45+1,15 ewy.
r O :
STF12 Q 25,18+9,40 ey. ey. e.y.

*Degerler “ortalama dedertstandart sapma” olarak verilmistir (n=3); e.y.: etki yok (<%10 inhibisyon/aktivasyon)
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Cizelge 4.13. Bilesiklerin NAMPT ICso degerleri

Kod [C](uM) % inhibisyon* 1Cso (UM) Doz-yanit egrileri (normalize)
300 99,95+1,41
100 92,65+10,02
30 98,95+1,49 1504
g
10 99,97:0,06 3 100 /{'.T.
(<]
3 77,62+6,89 £ s0.7
F1 0,89 £
1 81,74+13,11 £ °
‘Er“ 4 3 2 1 1 2 3
0,3 40,36%5,52 24 22
-50
0,1 50,74+1,00 logiC]
0,01 41,28+4,44
0,001 36,82+4,19
500 102,45+9,10
300 80,43+2,00 0.
100 67,75+1,61 g
g 100
30 65,34+2,53 s M
2 50,4
F2 10 81,91+2,29 0,68 £ /
3 91,59+3,00 A 1 N
1 72,40+2,00 50
log[C]
0,3 38,0243,42
0,1 27.59+6,03
100 86,43+7,25 150
50 84,39+5,85 % 100.]
30 72,71%9,60 g
STF2 11,24 £
10 50,68+7,48 £
s 03
3 18,84+3,56 3
1 16,645,66 0 logC]
100 66,93+9,43 150
50 45,73+6,09 % 100
o
30 40,93+4,52 L
STF6 19,15 £
10 25,81+6,94 i
E 0-(, T T T 1
3 17 55+4 78 = 0.5 1.0 15 2.0
T 50
1 4,84+0,46 loglC]

*Degerler “ortalama degertstandart sapma” olarak verilmistir (n=3)
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Cizelge 4.14. Bilesiklerin SIRT1 ECy,5 degerleri

Kod [C] (uM) % Aktivasyon*  ECjys (M) Doz-yanit egrileri (normalize)
300 10,55+1,65
150 43,4316,45 .
100 66,42+3,11 §> 1004 o
50 111,56+3,48 g
F1 16,45 £
30 77,4145,44 =
x
10 39,72+1,45 > . . .
0 1 2 3
3 7,30%2,22 togiC]
1 2,33%0,94
300 94,56+7,79
150 70,9348,12 _ 150+
9
100 55,30+4,15 3 100 3
o
50 49,300,95 g 50 3
F2 10,39 £ )
30 37,0443,95 S e . . .
10 35,63+2,07 52 Loz
-50-
3 12,0940,74 log[C]
1 5,91%2,37
300 81,2740,36
150 64,41+7,14 Fso-
100 57,69+1,87 g ]
3 1009
50 33,7743,42 > °
STF2 16,98 & 50
30 52,02+8,17 -
= 0 T O— 1
10 76,75+6,08 'g 1 2 3
3 85,03+0,64 50- toglCl
1 96,22+5,87
300 45,38+1,23
150 59,89+8,47
150
100 64,22+5,01 3
30 72,5244,22 H ]
1]
STF6 10 85,13+2,60 0,59 g j/
©
3 95,85+9,14 E.'z b e
1 80,83+1,17 50
logIC]
0,3 49,9315,60
0,1 37,9140,93

*Degerler “ortalama degertstandart sapma” olarak verilmistir (n=3)
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4.3.2. Antiproliferatif etki

NAMPT inhibitori ve SIRT1 aktivatori olarak ikili etki gosteren F1, F2, STF2 ve STF6 kodlu
bilesiklerin, insan HEK293T embriyonik bdbrek (kanser olmayan) hiicrelerle karsilastirmal
olarak insan Caki-1 bobrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hicreleri
tizerindeki antiproliferatif etkileri arastirilmistir. On calisma olarak, referans bilesikler
(NAMPT inhibitorii FK866, SIRT1 aktivatori resveratrol ve SIRT1 inhibitort EX-527) i¢in 24
saatlik siire sonunda insan Caki-1 bobrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B kanser hiicrelerinde
anlaml antiproliferatif etki gosterebilecegi konsantrasyonlar (FK866: 1 uM; resveratrol: 50
UM, EX-527: 50 uM) belirlenmistir (Cizelge 4.14). F1, F2, STF2 ve STF6 kodlu bilesiklerin ise,
10, 25 ve 100 uM konsantrasyonlarda insan HEK293T embriyonik bobrek (kanser olmayan),
Caki-1 bobrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicre hatlarinda 24 saat sonra
meydana getirdikleri etkiler incelenmis; elde edilen sonuglar NAMPT ve SIRT1 enzim

aktiviteleri ile iliskilendirilmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.21).

Cizelge 4.15. Bilesiklerin 24 saat sonunda test edilen hiicreler lizerindeki etkileri

Kod ] % Hiicre canlihigi (24 saat)*
HEK293T Caki-1 HCT116 Hep3B
Kontrol - 99,92+2,08 100,05+2,79 99,9743,44
FK866 1uM - 60,25£13,48 19,23+1,59 19,67+2,39
Res 50 uM - 48,0316,15 82,20£2,63 63,21+4,12
EX-527 50 uM - 81,23%3,59 92,64+2,17 65,47+0,35
Kontrol 100,00+28,37 100,00+2,43 100,00+2,63 100,00+2,50
F1 100 uM 21,88+4,19 56,71+2,90 40,02+0,11 38,24+13,67
25 uM 68,97+2,76 68,21+6,57 87,206%0,30 74,64+1,62
10 uM 97,55+£12,97 93,99+2,05 90,5615,05 103,66+2,93
Kontrol 100,00+28,37 100,00+2,43 100,00+2,63 100,00+2,50
2 100 uM 41,67+10,42 58,29+4,92 38,84+£10,58 36,01+45,37
25 uM 109,66+6,21 107,42+2,21 106,95+9,92 80,00+5,02
10 uM 107,04+1,09 92,7345,87 114,98+12,47 88,99+2,50
Kontrol 100,00+28,37 100,00+2,43 100,00+2,63 100,00+2,50
STF2 100 uM 32,94+15,89 49,37+6,96 31,53+3,18 46,02+2,03
25 uM 188,28+14,49 54,35+2,69 81,97+7,33 70,17+£1,37
10 uM 240,25+11,01 91,8945,37 89,3243,85 91,71+1,88
Kontrol 100,00+28,37 100,00+2,43 100,00+2,63 100,00+2,50
TE 100 pM 42,71#3,71 41,80£12,39 66,28+6,08 48,06+1,04
STFé 25 uM 234,4819,66 54,08+0,09 104,16+8,12 70,41+1,28
10 uM 210,68%9,37 86,59+2,27 107,87+2,09 102,28+1,29

*Degerler “ortalama degertstandart sapma” olarak verilmistir (n=3); Res: Resveratrol
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Sekil 4.21. insan HEK293T embriyonik bébrek (kanser olmayan)

1 bodbrek, HCT116

Caki-

’

kanser hiicre hatlarinda 24 saat bilesiklerle

kolorektal ve Hep3B karaciger

ler ortalamazSS seklinde

ger

muamele sonucu belirlenen % hiicre canhhgl (de

verilmistir). Her deney li¢ tekrarla gerceklestirilmistir. istatiksel olarak anlamli

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve ****p<0,0001 olarak

sunulmustur.

farkhhklar
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insan Caki-1 bébrek kanseri hiicrelerinde bilesikler 10 pM konsantrasyonda anlamli bir
degisim gostermezken, 25 uM konsantrasyonda F1, STF2 ve STF6 kodlu bilesiklerin %54-68
araliginda hicre canlihig ile istatistiksel olarak anlaml sitotoksisite olusturdugu
belirlenmistir. 100 uM konsantrasyonda ise tim bilesiklerin hiicre canhhgini %42-58
seviyelerine dusurdigi ve ilgili hiicrede sitotoksik etkinin doza bagimli olarak arttig

gozlemlenmistir.

insan HCT116 kolorektal kanseri hiicrelerinde; diisiik konsantrasyonda (10 pM) yalnizca
F1’'in anlamli sitotoksik etki olustururken; 25 uM konsantrasyonda ise bilesiklerden F1 ve
STF2'nin hiicre canliligini anlaml bir sekilde %82-87 seviyelerine digtrduikleri gorilmustar.
100 uM konsantrasyonda ise tim bilesiklerin canli hiicre oranini %32-66 seviyelerine

indirerek belirgin bir antiproliferatif etki sergiledikleri tespit edilmistir.

Bilesiklerin insan Hep3B karaciger kanser hiicrelerinde; 10 uM konsantrasyonda yalnizca F2
ve STF2'nin dusik diizeyde antiproliferatif etki gosterdigi gorilmustir. Bilesiklerin ilgili
kanser hiicresinin cogalmasi tizerine etkileri 25 pM’da baslamig; 100 uM’da hiicre canliligini

seviyeleri %38-48 olarak gdzlenmistir.

Kanser olmayan insan HEK293T embriyonik bobrek hicre hatinda 25 uM
konsantrasyonlarda F2, STF2 ve STF6'nin; 10 uM konsantrasyonlarda higbir bilesigin
sitotoksik etki gostermedigi, ancak ylksek konsantrasyonda (100 uM) tim bilesiklerin
hicre canhhgini %22-43 seviyelerine duslrerek belirgin sitotoksisite sergiledigi

gorulmastir.

Bilesiklerin segilen hicrelerdeki etkileri incelenirken, % hiicre canlilik oranlarinin yaninda
hiicrelerin mikroskop goériuntileri de degerlendirilmistir (Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24).
Elde edilen gorintilere gore, 25 ve 100 uM konsantrasyonlarda genellikle tim kanser
hiicrelerinde hiicre tabakasinin bozuldugu goriilmus; buna bagli olarak da ortamda hiicre
kalintilari tespit edilmistir. Diger yandan, 10 ve 25 uM konsantrasyonlarda insan HEK283T
kanser olmayan hicrelerin genel morfolojisi blylk oranda korumus, hiicre sayisinda

belirgin bir azalma gézlenmemistir.
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Kontrol F1 (10 uM) F1 (25 uM) F1 (100 uM)

HEK293T

Caki-1

HCT116

Hep3b

Sekil 4.22. F1 kodlu bilesigin 24 saat sonunda insan HEK293T embriyonik boébrek (kanser
olmayan), Caki-1 bobrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicre
hatlarinda olusturdugu etkileri gésteren mikrograflar

Kontrol F2 (10 uM) F2 (25 uMm) F2 (100 pM)

HEK293T

Caki-1

HCT116

Hep3b

Sekil 4.23. F2 kodlu bilesigin 24 saat sonunda insan HEK293T embriyonik boébrek (kanser
olmayan), Caki-1 bobrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicre
hatlarinda olusturdugu etkileri gésteren mikrograflar
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Kontrol STF2 (10 pM) STF2 (25 uM) STF2 (100 uM)

HEK293T

Caki-1

HCT116

Hep3b

Sekil 4.24. STF2 kodlu bilesigin 24 saat sonunda insan HEK293T embriyonik bobrek (kanser
olmayan), Caki-1 bdbrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicre
hatlarinda olusturdugu etkileri gbsteren mikrograflar

Kontrol STF6 (10 pM) STF6 (25 uM)

STF6 (100 uM)

)

HEK293T

Caki-1

HCT116

Hep3b

Sekil 4.25. STF6 kodlu bilesigin 24 saat sonunda insan HEK293T embriyonik bobrek (kanser
olmayan), Caki-1 bdbrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicre
hatlarinda olusturdugu etkileri gbsteren mikrograflar
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Bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda insan HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser

hicreleri Gzerinde 48 saat sonunda meydana getirdikleri etkiler de incelenmis; 24 saatlik

uygulama sonuglari ile karsilastirilmistir (Cizelge 4.15).

Gizelge 4.16. Bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda 48 saat sonunda insan HCT116 kolorektal

ve Hep3B karaciger kanser hiicreleri tizerindeki etkileri

% Hiicre canhhigi*

Hiicre hatt

Kontrol F1 F2 STF2 STF6
HCT116 100,00+2,43 78,61+£1,10 68,64+1,03 71,42+3,90 93,04+4,11
Hep3B 100,00+2,25 80,46%0,39 71,9610,88 77,16%1,20 78,24+1,21

*Degerler “ortalama degertstandart sapma” olarak verilmistir (n=3)
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5. TARTISMA

Cok hedefli ila¢ kesfi amaciyla cgesitli rasyonel ila¢ tasarim yontemleri kullaniimaktadir.
Ancak birden fazla biyolojik hedefle eszamanl etkilesim saglayabilecek kimyasal yapilarin
tek bir bilesikte toplanmasi tasarim sirecini zorlagtirmaktadir. Cok hedefli bir bilesik; farkh
hedefler Uzerinde etkili olan bilesiklerin veya etkiden sorumlu farmakoforik gruplarin
baglayict araciligiyla veya dogrudan birlestiriilmesi veya farmakoforik gruplarin
kaynastiriimasiyla tasarlanabilmektedir (Sekil 5.1). Farmakoforik gruplarin kimyasal bir
baglayici ile birlestirilmesi, ayri baglanma bolgelerini ayni anda hedefleme olanagi
saglamakta; bu baglayicilar baglanma bdlgesindeki hareketlere uyum gosterecek sekilde
esnek olarak veya farmakoforik gruplari istenilen baglanma yoniinde sabitleyecek sekilde
tasarlanabilmektedir [349]. Ancak farmakoforlarin birlestiriimesiyle elde edilen hibrit
bilesikler genellikle yiksek molekil agirhgr ve yiiksek lipofiliteye sahip olduklarindan oral
biyoyararlanimlari disiik olabilmektedir [370]. Bu nedenle ¢ok hedefli bilesik tasariminda,
ortak farmakoforik o6zellikler tasiyan iki farkli bilesige ait farmakofor gruplarin
kaynastirilmasi yaklasimi 6ne ¢cikmaktadir; bu strateji biyoyararlanim sorunlarini azaltirken
daha dengeli farmakokinetik o6zelliklere sahip bilesiklerin gelistiriimesine olanak

taniyabilmektedir [371].

Tek hedefli ligandlar ' + .

baglama kaynastirma
birlestirme

Hibrit bilesikler

e

Azalan molekiil biiyiikliigii

Sekil 5.1. Cok hedefli ilag tasarim stratejileri
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Cok hedefli ilag tasariminda klasik stratejilere ek olarak, ligand ve yapi temelli molekiler
modelleme teknikleri de yaygin bigcimde kullanilmaktadir. Bu tekniklerden biri olan ortak
farmakofor modellemeye dayal sanal tarama yontemi, farkli hedef proteinler arasinda
paylasilan farmakoforik 6zellikler temel alinarak olusturulan tek bir model araciligiyla, bu
Ozellikleri tagiyan ¢ok hedefli aday bilesiklerin kesfine olanak taniyabilmektedir. Ancak bir
bilesigin farkli hedef proteinlerde farkli baglanma konformasyonlari sergilemesi, bu
yontemin etkinligini kisitlayan dnemli bir faktor olarak 6ne ¢ikmaktadir [349, 372]. Bu
sinirlamayl asmaya yonelik olarak, her bir hedef protein igin ayri ayri olusturulan
farmakofor modellerinin kullanildigi sirali veya paralel sanal tarama yaklasimlari
gelistirilmistir. Paralel sanal tarama yénteminde sanal bilesik kitlphanesi her bir hedefe
ozgu farmakofor modeliyle eszamanli olarak taranmakta, ardindan tiim modellerle uyumlu
bilesikler segilmektedir. Sirali sanal tarama yonteminde ise kitiiphane 6ncelikle bir hedefin
farmakofor modeline gore taranmakta, ilk elemeden gegen bilesikler daha sonraki hedefin
farmakofor modeline uygulanarak c¢ok hedefli adaylarin adim adim filtrelenmesi

saglanmaktadir [349].

Tez galismamiz kapsaminda, eszamanli olarak NAMPT inhibisyonu ve SIRT1 aktivasyonu
saglayan dual etkiye sahip bilesiklerin kesfedilmesi hedeflenmistir. Bu amagla ortak
farmakofor temelli bir sanal tarama ¢alismasi planlanmistir. Bu dogrultuda her iki hedef igin
de ayri ayri hazirlanan veri setlerinden SIRT1 ve NAMPT farmakofor modelleri
olusturulmustur. Devaminda, bu iki model Ust Uste gakistiriimis ve ortak farmakoforik
gruplar korunacak sekilde kaynastirilip tek bir ortak modele gecilmistir. Bu modelin
dogrulanmasi icin NAMPT inhibitori (50 bilesik), SIRT1 aktivatori (90 bilesik) ve decoy
bilesiklerden (2160 bilesik) olusturulan bir veri seti (2300 bilesik) kullanilarak modelin

performansi degerlendirilmistir (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. Dogrulama yapilamayan ortak farmakofor modelin parametreleri

Parametre Ortak Parametre tanimi
Model
D 2300 D: Veri tabanindaki toplam bilesik sayisi
A 140 A: Veri tabanindaki toplam aktif bilesik sayisi
H 362 H: Veri tabaninin taranmasi sonucu ulasilan ¢ikti bilesik sayisi
TP 68 TP (true positive): Aktif cikti bilesiklerin sayisi
FN 72 FN (false negative): Veri tabanindaki ¢ikti olarak verilmeyen aktif bilesik sayisi
FP 294 FP (false positive): Veri tabanindaki gikti olarak gorilen inaktif bilesik sayisi
TN 1866 TN (true negative): Veri tabanindaki gikti olarak verilmeyen inaktif bilesik sayisi
% Aktif verim 18,78 % Aktif verim: [(TP/H)x100]
% Aktif oran 48,57 % Aktif oran: [(TP/A)x100]
Se 0,49 Se (sensitivity): [TP/(TP+FN)]
Sp 0,96 Sp (specifity): [TN/(TN+FP)]
Dogruluk 0,84 Dogruluk: [(TP+TN)/D]
Kesinlik 0,19 Kesinlik: [TP/(TP+FP)]
GH 0,23 GH (Goodness of hit score): [(TP/4HA)(3A+H)(1-((H-TP)/(D-A))]
ROC 0,46 ROC: Receiver operating characteristic
:Eg:gE ::;igz)) 8:‘21; BEDROC: Boltzmann-gelistirilmis ROC ayrimi
RIE 3,17 RIE: Robust initial enhancement
AUAC 0,67 AUAC: Kiimelenmis egri altinda kalan alan
EF (manuel) 3,09
EF (%1) 13 ,
EF (%2) 0 EF (Enrichment factor): [(TP/H)/(A/D)]
EF (%5) 18

Elde edilen NAMPT-SIRT1 ortak farmakofor modelinin, tarama sirasinda aktif ve inaktif
bilesikleri ayirma basarisinin kabul edilebilir diizeyde olmamasinin yani sira, modele ait
diger istatistiksel parametrelerin de yetersiz kaldigi gorilmuistiir. Model performansini
iyilestirmek amaciyla farmakofor 6zelliklerinde degisiklik yapilmasi, modele sinirlayici
hacimlerin (excluded volume; eV) eklenmesi ve taramalar sirasinda 6zelliklerde bag agisi
sinirlandirmasi  gibi yaklasimlar uygulanmis olsa da uygun diizeyde sonuglar elde
edilememistir. Bu nedenle, alternatif bir ydontem olarak, ortak farmakofor model yaklagimi
yerine, tek baslarina iyi performans gosterdigi istatistiksel olarak da kanitlanmis NAMPT ve
SIRT1 farmakofor modellerinin ayri ayri kullanildigi sirali sanal tarama yaklasiminin

uygulanmasina karar verilmistir.

Bu amagla, 10 milyon bilesikten olusan ZINC “drug-like” kitlphanesi dnce Model SIRT1’e
karsi taranmis; uyumlu bilesikler genel filtreleme basamaklari (model yorulma noktasi, %

aktif oran, Lipinski 5 ve Veber kurallari, kiralite, reaktivite vb.) ile siziilmis ve ardindan
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Model NAMPT ile taranmistir. Bu asamadan gegen bilesiklerin hem SIRT1 hem de NAMPT
aktif bolgelerinde olasi baglantt modlari ve aktif bolge amino asitleriyle etkilesimleri
molekiler docking ¢alismalari ile incelenmistir. Bu basamaklardan sonunda, her iki hedefte
istenen etkilesimleri saglayan ve ayni zamanda uygun farmakoforik ozellikleri tasiyan 28
bilesik belirlenmis; en son adimda ise kimyasal gesitliligi koruyacak sekilde 9 bilesige

indirilmistir (Sekil 5.2).

A B
Model NAMPT Model SIRT1 Model SIRT1

A

\ 'S JJ
A 1o o
(,O ] ~ 7"’ l

/ A

O

" 10 milyon molekiil

D ——— %12’lik kisim

@ —— Filtreler

\ 4
Model NAMPT
Dogrulama basamagi s
ol -‘a‘ -— |
E G L @+5)

= — %30’luk kisim

JO=O) %

Molekiiler docking . & »r'}

o— (SIRT1 ve NAMPT) %‘g ’
Filtreleme o). ® Secim
AT )
‘(‘*ff o'@'o
Molekiiler docking {3,3‘"’ 9 molekiil

(SIRTLve NAMPT) -
. S

in vitro NAMPT ve SIRT1

Secim
aktivitelerinin belirlenmesi

Sekil 5.2. Uygulanan sanal tarama proseddirlerine ait is akis semalari. (A) Ortak farmakofor
model kullanilarak yapilmasi planlanan sanal tarama prosediri; (B) Sirali tarama
yontemi ile yapilan sanal tarama proseddir.

Sanal tarama ciktisi olarak belirlenen dokuz bilesik (F1-F9) satin alinarak, dncelikle in vitro
NAMPT ve SIRT1 aktiviteleri 100 uM ve 50 uM konsantrasyonlarda fluorimetrik yéntemle

taranmigtir (Sekil 5.3). Calisma 6ncesi, deneyde kullanilan konsantrasyonlarda ve dalga
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boylarinda bilesiklerin enzimsiz ortamda yaptigl 1sima oOlgilmis, F7 ve F9'un intrinsik
floresans sergiledigi gorilmustir. Bu nedenle, s6z konusu bilesiklerin, kullanilacak
fluorimetrik teste uygun olmadigina, bu nedenle kolorimetrik dlcime dayali enzim kitleri
ile yeniden degerlendirilmesine karar verilmistir. Fluoresans girisimi godstermeyen
bilesiklerden F2, F3 ve F5’in 50 uM tarama konsantrasyonunda NAMPT enzim aktivitesini
%41-69 arasinda inhibe ettigi; SIRT1 enzimini ise %45-53 oranlarinda aktive ettigi
belirlenmistir. Diger yandan, F1 bilesigi %93 NAMPT inhibisyonu ve %112 SIRT1 aktivasyonu
saglamistir. 100 uM konsantrasyonda; F1, F2, F3 ve F5 kodlu bilesiklerin NAMPT inhibitor
aktiviteleri korunmus; SIRT1 aktivasyon potansiyeli F2 ve F3 igin degisiklik gostermezken,
F1 ve F5 kodlu bilesiklerde yaklasik %50 oraninda bir azalma gozlenmistir. Bunun yaninda,
her iki tarama konsantrasyonunda da F4 ve F8 kodlu bilesiklerin NAMPT enzimine karsi
etkisiz oldugu tespit edilmistir. F4, SIRT1 enzim aktivitesini %66 (50 uM) ve %74 (100 uM)
oranlarinda artirmig; F8 ise 50 uM’da SIRT1 aktivitesini %40 oraninda inhibe etmis, ancak
100 uM’da bu etkinin kayboldugu gériilmistir. ilging bir sekilde, elde edilen veriler F6
bilesiginin 6ngorilenden farkh olarak dual NAMPT/SIRT1 aktivatori potansiyeline sahip
oldugunu gostermistir. Bu durum, NAMPT inhibitdr ve aktivatorlerinin yiksek yapisal

benzerlikleri ile iliskilendirilmistir [373] (Sekil 5.3).

50 uM - 100 uM
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5 300 -
£ 20 £ 20
< 200 < 200
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Sekil 5.3. Sanal tarama ciktisi bilesiklerin in vitro NAMPT ve SIRT1 enzim aktiviteleri
Uzerindeki etkileri
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Sanal tarama g¢iktisi bilegiklerin NAMPT enzim aktivitesi tizerine etkileri, molekuler docking
bulgulari ile degerlendirilmistir. Buna gore, hidrofobik etkilesimin baskin oldugu NAMPT
aktif bolgesinde, bilesiklerin kuyruk gruplarinin (F1: fenil; F2: tiyofen; F3: 2-metiltiyazol; F4:
tiyofen; F5: piridin; F6: 2-metilfenil; F8: pirazol) arka kanalda Tyr188 ve Val242 amino
asitleri ile kurdugu hidrofobik etkilesimler ile NAMPT inhibitdr potansiyeli arasinda bir
korelasyon gozlenmistir. Ayrica, NAMPT inhibitorlerinin bas bélgesindeki hacimli gruplarin
nikleobaz cebine uyumu azalthgini gbsteren calismalar [65, 67], F1 ve F2 kodlu bilesiklerin
diger bilesiklere kiyasla daha yiksek inhibitor etki sergilemesini destekler nitelikte
bulunmustur. Buna karsilik, F4 bilesigi, NAMPT enzimine karsi etkisiz olup, aktif bolgede
diger bilesiklere gore ters bir baglanma konformasyonu benimsemis; niikleobaz cebinde

konumlanmasi beklenen benzimidazolon halkasi, arka kanala yonlenmistir (Sekil 5.4).

Val242
&

WS

&P
i

=
‘—%TyrlBB
F1 F2

Azalan NAMPT inhibisyon giicii

Sekil 5.4. insan NAMPT aktif bélgesinde (PDB: 4M6P) bilesiklerin olusturdugu hidrofobik
etkilesimler

Bilesiklerin SIRT1 enzimi (zerindeki etkinliklerini molekiiler diizeyde degerlendirmek
amaciyla gergeklestirilen docking ¢alismalari, bilesiklerin g¢ogunlugunun hidrofobik
karaktere sahip aktif bolgeye aromatik halkalari araciligiyla diizlemsel konformasyonlarla
yerlestigini gbstermistir. Enzim aktivasyonu acisindan kritik 6neme sahip oldugu belirlenen
lle223 ve Glu230 amino asitleri [303] ile kurulan etkilesimlerin, bilesiklerin etkinlik
diizeyleriyle dogrudan iliskili oldugu gortlmusgtir. Buna karsilik, goreceli olarak daha disik
seviyede SIRT1 aktivasyonu gosteren F5 ve F6 bilesiklerinde Glu230 ile herhangi bir

etkilesim gozlenmemistir (Sekil 5.5).
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Sl Fue223
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F1 F6 F8

Azalan SIRT1 aktivasyon giicii

Sekil 5.5. insan SIRT1 aktif bolgesinde (PDB: 4ZZ2)) bilesiklerin olusturdugu hidrojen baglari
(sar1) ve hidrofobik etkilesimler (yesil)

Hedeflenen eszamanli etkiler agisindan, bilesiklerin merkezinde yer alan 3-(N-
metilsiilfamoil)benzamit (F1, F2 ve F5) ve 3-metoksibenzamit (F3) gruplarinin her iki hedef
icin ortak bir uyum sergiledigi gdzlenmistir. Bu gruplar, dar bir tiinel seklindeki NAMPT aktif
bolgesine yerleserek gerekli etkilesimleri saglayabilmekte; ayni zamanda SIRT1 aktivasyonu

icin gerekli dizlemsel konformasyonu koruyarak kritik etkilesimlere katilmaktadir.

SIRT1 aktivator etki gosteren bilesiklerin izoform seciciligini degerlendirmek amaciyla,
bilesiklerin SIRT1 Uzerindeki etkilerinin yani sira SIRT2 ve SIRT3 izoformlarina karsi
aktiviteleri de incelenmistir. Sonuglar, test edilen bilesiklerden yalnizca F6, SIRT2 enzim
aktivitesini %56 oraninda inhibe ettigini, diger bilesiklerde anlamh bir etkinin
gozlenmedigini gdstermistir. SIRT3 izoformu igin ise; F1, F6 ve F8 disinda kalan bilesiklerin
%14-64 arasinda degisen oranlarda inhibitor etki saptanmistir. Bu bulgular, F1 bilesiginin
SIRT1 Uzerindeki aktivator etkisinin izoform-selektif oldugunu ortaya koymus ve ileri

optimizasyon calismalari icin 6ncli bilesik olarak belirlenmesini saglamistir.

Oncii bilesik F1'den yola cikilarak, daha etkili yeni dual NAMPT inhibitérii ve SIRT1
aktivatorl tirevlerin elde edilmesi amaciyla 3-[N-(arilmetil)stlfamoil]-N-(aril)benzamit
iskeleti tasiyan on iki bilesik (STF1-STF12) tasarlanmistir (Sekil 5.6). Tasarim asamasinda,
her iki hedef icin de uygun bir farmakofor cekirdegi oldugu disinilen 3-(N-
metilsilfamoil)benzamit motifi korunmus; A ve B bolgesinde molekiler docking ¢alismalari
sonucu aktif bolgelerde hedeflenen etkilesimleri olusturma potansiyeli tasidigi tespit edilen

gruplarla degistirilmistir. A bdlgesinde; 6ncu bilesigin NAMPT-Tyr18" ve Phel93 ile n-nt
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etkilesimleri kurabilen 1,3,4-tiyadiazol halkasinin besinci konumunda yer alan siklopropan
halkasi Uzerinde biyoizosterik degisiklikler yapilmis veya tiyadiazol halkasi piridin, 3-
metilpiridin ve 4-izopropilfenil halkalari ile degistirilerek STF1-STF9 kodlu bilesiklere
ulasilmistir. B bolgesinde ise; F1'in fenil halkasi stbstitiie edilmis veya F2 kodlu bilesigin
kuyruk kismindan esinlenerek tiyofen ile degistirilmis ve bdylece STF10-STF12 kodlu

bilesikler tasarlanmistir.
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Sekil 5.6. Oncii bilesik F1’den hareketle STF1-STF12 kodlu bilesiklerin tasarimi

Tez ¢calismamiz kapsaminda tasarlanan STF1-STF12 kodlu bilesikler, Sekil 5.7°de sunulan
sentez yollari izlenerek ¢ok basamakli yontemlerle elde edilmistir. Bilesiklerin sentezi igin
ilk olarak benzoik asidin klorosulfonik asit ile reaksiyonu sonucunda 3-
(klorosiilfonil)benzoik asit elde edilmistir. Ardindan uygun amin tlrevlerinin, 3-
(klorosiilfonil)benzoik asit ile bazik ortamda yer degistirme reaksiyonu sonucunda 3-[N-
(arilmetil)stlfamoillbenzoik asit tlrevleri (1a-1d) sentezlenmistir. Daha sonra uygun
karboksilik asit tlrevlerinin, tiyosemikarbazit ile POCIs varliginda halka kapama
reaksiyonuna sokulmasiyla 2-amino-1,3,4-tiyadiazol tiirevleri (2a-2g) elde edilmistir. Son
asamada ise sentezlenen 3-[N-(arilmetil)stlfamoil]lbenzoik asit tiirevleri (1a-1d) ile uygun

amin tirevlerinin (2a-2g, 2-aminopiridin, 2-amino-5-metilpiridin, 4-izopropilanilin) HATU,
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HOBt ve DIPEA varliginda reaksiyona girmesi sonucunda STF1-STF12 kodlu bilesikler

sentezlenmistir.

(0]
0 H
"o i Q\S’CI . % O\\S’N 1a : B=fenil
- \( j HO 2 i 2 1b : B=tiyofen-2-il
R —— + H.N ——» HO \
o 2 )b/ 0 1c : B=4-florofenil

1d : B=3-metilfenil

2a:R=H
o] S R

S 2b : R=izopropil
NH.
RJ\OH + HZNJ\”' 2 _ ?\IN)—NHZ 2¢ : R=ter-biitil

2d : R=diflorometil
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2a-2g 1a-1d STF1-STF6, STF10-STF12 STF10 : R=siklopropil, B=tiyofen-2-il
STF11 : R=siklopropil, B=4-florofenil
STF12 : R=siklopropil, B=3-metilfenil
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Sekil 5.7. izlenen sentez yéntemi: (i) Klorosiilfonik asit, 80 °C (ii) TEA, diklorometan, oda
sicakhgr; (iii) (1) POCIs, 80 °C, 30 dakika-1 saat, (2) H20, reflaks, 2 saat; (iv) HATU,
HOBt, DIPEA, tetrahidrofuran, oda sicakligi, 24-48 saat.

Sentez ¢alismasi tamamlanan bilesiklerin yapilarinin aydinlatiilmasinda ve tanimlanmasinda

'H-NMR, ¥C-NMR ve HRMS spektroskopik yontemlerinden yararlaniimistir.

Sonug bilesiklere ait *H-NMR spektrumlari incelendiginde (Sekil 5.8); tim bilesiklerde ortak
olan silfonamit komsusu metilen protonlarina ait sinyaller 4,01-4,25 ppm araliginda 2H
degerinde dublet (J=6,2-6,4 Hz) olarak gortlmustir. Stlfonamit grubunda yer alan 1H
degerindeki protona ait sinyaller, merkez 1,3-dislibstitlie fenil halkasinin proton sinyalleri

ile 8,24-8.37 ppm araliginda multiplet veya bazi tirevlerde (STF9 ve STF10) 8,30-8,43



152

araliginda triplet (J=6,2-6,3 Hz) seklinde goézlenmistir. Amit grubunda yer alan 1H
degerindeki protona ait sinyaller 10,41-14,05 ppm araliginda yayvan singlet olarak
gozlenmistir. Merkez fenil halkasinin ikinci konumunda yer alan 1H degerindeki proton
sinyalleri; 8,36-8,54 ppm arasinda singlet (STF1-SFT4, STF10-STF12) veya triplet (/=1,8-1,9
Hz) (STF5, STF6, STF8 ve STF9) olarak kaydedilmistir. STF7 kodlu bilesikte ise bu protona ait
sinyal, piridin halkasindaki protonla birlikte 8,40-8,42 ppm araliginda multiplet seklinde
gozlenmistir. Merkez fenil halkasinin besinci konumunda yer alan 1H degerindeki protona
ait sinyaller 7,72-7,79 ppm araliginda triplet (J/=7,8-7,9 Hz) olarak belirlenmis olup; STF8'de
bu sinyaller 7,69-7,73 ppm araliginda yer alan multiplet sinyallerin icerisinde gézlenmistir.
Halkanin dérdiinci veya altinci konumda yer alan protonlarin sinyalleri 7,99-8,05 ppm
araliginda dublet (J=7,7-8,4 Hz) (STF1-STF4, STF7-STF9, STF11 ve STF12) veya dubletin
tripleti (J=7,9-8,1 Hz ve 1,2-1,4 Hz) (STF5, STF6 ve STF10) olarak tespit edilmistir. Diger
konumdaki protona ait sinyaller ise 8,24-8.37 ppm araliginda yer alan multiplet sinyalleri
icerisinde veya 8,20 ppm’de dublet (J=7,9 Hz) (STF9) ve 8,32 ppm’de dubletin tripleti (J=7,9
Hz ve 1,4 Hz) (STF10) olarak kaydedilmistir.

A halkasi olarak 1,3,4-tiyadiyazol halkasi tasiyan bilesiklerde; STF2’nin izopropil grubuna ait
6H degerindeki esdeger protonlarin sinyalleri 1,38 ppm’de dublet olarak (J=6,9 Hz)
gozlenmis; bu protonlara komsu olan 1H degerindeki protona ait sinyaller ise 3,35-3,41
ppm araliginda multiplet seklinde tespit edilmistir. STF3 bilesiginde ter-bitil grubunun 9H
degerindeki esdeger protonlara ait sinyaller 1,44 ppm’de singlet olarak goézlenmistir.
Diflorometil tasilyan STF4 kodlu bilesikte yer alan 1H degerindeki protona ait sinyaller,
geminal konumunda bulunan iki adet flor atomu ile etkileserek (*ue=53,5 Hz) triplet
seklinde 7,54 ppm’de tespit edilmistir. STF10-STF12 kodlu bilesiklerde yer alan siklopropan
halkasinda ikinci ve Gglinci konumunda dizlemin ayni tarafinda yer alan 2H degerindeki
esdeger protonlara ait sinyaller 1,01-1,05 ppm araliginda multiplet olarak, dizlemin diger
tarafindaki esdeger protonlara ait 2H degerindeki sinyaller ise 1,15-1,19 ppm araliginda
multiplet olarak tespit edilmistir. Siklopropan halkasinin birinci konumunda hidrojen atomu
yerine flor atomu tasiyan STF6 kodlu bilesikte ise ikinci ve lglncli konumunda yer alan
protonlarin sinyalleri 1,45-1,50 ppm ve 1,69-1,76 ppm araliklarinda yer almistir.
Siklopropan halkasinin birinci konumunda hidrojen tasiyan tiirevlerde (STF10-STF12), bu
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protonlara ait sinyaller 2,41-2,47 ppm araliginda multiplet olarak gézlenirken; bu konumda
flor atomu STF6’da ise sinyal gdzlenmemistir. A halkasi olarak 1,3,4-tiyadiyazol halkasi
yerine 5-metilpiridin tasiyan STF8 kodlu bilesikte, metil grubuna ait 3H degerindeki
protonlara ait sinyaller 2,30 ppm’de singlet olarak; STF9 bilesiginde 4-izopropilfenil
halkasina baglh olan izopropil yan zincirine ait 6H degerindeki esdeger proton sinyalleri 1,22
ppm’de dublet (J=6,9 Hz) olarak ve bu protonlara komsu olan 1H degerindeki proton
sinyalleri 2,84-2,93 ppm araliginda multiplet olarak gdzlenmistir. STF1 kodlu bilesigin 1,3,4-
tiyadiyazol halkasinin besinci konumunda yer alan protona ait sinyaller singlet olarak 9,26

ppm’de gdzlenmistir.

A halkasi olarak piridin (STF7), 5-metilpiridin (STF8) ve 4-izopropilfenil (STF9) tasiyan
tlrevlerde ise aromatik bolgede bu halkalara ait sinyaller kaydedilmistir. STF7 bilesiginde
piridin halkasina ait protonlarin sinyalleri bilesikte yer alan diger aromatik protonlarla
birlikte 7,19-8,42 ppm araliginda; STF8 bilesiginde ise piridin halkasina ait protonlar, diger
aromatik halka protonlari ile 7,69-8,27 ppm araliginda gozlenmistir. STF9 bilesiginde yer
alan 4-izopropilfenil halkasina ait proton sinyalleri 7,20-7,29 ppm araliginda multiplet ve

7,69 ppm’de dublet (J=8,6 Hz) olarak gozlenmistir.

B halkasi olarak fenil tasiyan tirevlerde (STF1-STF9) bu halkaya ait 5H degerindeki proton
sinyalleri 7,18-7,29 ppm araliginda multiplet olarak; fenil halkasi yerine tiyofen halkasi
taslyan STF10 bilesigine ait proton sinyalleri 6,87-6.91 ppm araliginda 2H degerinde ve 7,37
ppm’de 1H degerinde dubletin dubleti (J=5,0 Hz ve 1,4 Hz); 4-florofenil halkasi tasiyan
STF11 bilesiginde esdeger 2H degerindeki proton sinyalleri 7,07 ppm’de triplet (J=8,9 Hz)
olarak; 2H degerindeki diger esdeger proton sinyalleri ise 7,25-7,28 ppm araliginda
multiplet olarak tespit edilmistir. STF12 bilesiginde yer alan 3-metilfenil grubuna ait 3H
degerindeki proton sinyalleri 2,20 ppm’de singlet olarak bulunurken; fenil halkasinda yer
alan protonlara ait sinyaller 6,98-7,01 ppm araliginda 3H degerinde multiplet ve 7,11

ppm’de 1H degerinde triplet (J=7,7 Hz) seklinde kaydedilmistir.
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Sekil 5.8. Hedef bilesiklerin tH-NMR spektrumlarinda gézlenen kimyasal kayma degerleri

Sonug bilesiklere ait 13C-NMR spektrumlari incelendiginde (Sekil 5.9); tiim bilesiklerde yer
alan metilen képrisi karbonuna ait sinyaller alifatik sahada 41,76-45,82 ppm araliginda
gozlenmistir. A halkasi olarak alkil veya sikloalkil gruplari ile stbstitiie edilmis 1,3,4-
tiyadiyazol halkasi tasiyan tirevlerde (STF2-STF6, STF10-STF12), bu sibstitlientlere ait
karbon sinyalleri alifatik sahada tespit edilmistir. izopropil (STF2) ve ter-biitil (STF3) grubu
tasiyan bilesiklerde 23,18-35,54 ppm arasinda sinyaller gézlenirken; diflorometil (STF4) ve
triflorometil (STF5) tasiyan tirevlerde flor atomlarinin bagh oldugu karbona ait sinyallerin
sirastyla 111,23 ppm’de triplete (YJc,=235,7 Hz) ve 120,54 ppm’de kuartete (YJcr=270,5 Hz)
yarildig1 gozlenmistir. STF5 kodlu tlrevde flor atomlarina iki bag uzakhktaki 1,3,4-tiyadiazol
halkasina ait karbonun sinyalleri 151,41 ppm’de kuartet olarak (*Jcr=37,5 Hz) tespit
edilmistir. STF10-STF12 kodlu bilesiklerde siklopropan halkasina ait karbon sinyallerinin
10,69-10,70 ppm ve 11,10-11,12 ppm arahginda bulunmustur. STF12 kodlu bilegikte 3-
metilfenil halkasinda yer alan metil grubuna ait karbon sinyali 21,34 ppm’de alifatik sahada
gozlenmistir. Siklopropan halkasinin birinci konumunda flor atomu tasiyan STF6 bilesiginde
flor atomuna iki bag uzakliktaki karbona komsu esdeger karbonlarina ait sinyaller 15,34
ppm’de dublet (4Jcr=11,9 Hz) olarak; flor atomunun baglh oldugu karbon sinyalleri ise 77,77

ppm’de dublet (YJcr=210,2 Hz) olarak gozlenmistir.
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A halkasi olarak 5-metilpiridin (STF8) ve 4-izopropilfenil (STF9) tasiyan tirevlerde alifatik
sahada karbon sinyalleri kaydedilmistir. STF8’de piridin halkasina bagh metil grubuna ait
karbon sinyali 17,81 ppm’de gozlenirken; STF9’da fenil halkasina bagli izopropil grubuna ait
karbon sinyalleri 24,43 ppm ve 33,41 ppm’de bulunmustur. Tim bu sinyallerin disinda kalan
aromatik halkalara ait karbon atomu sinyallerinin 115,28-161,93 ppm araliginda oldugu
gorulmastir. Aromatik sahada STF11 bilesiginde farkl olarak fenil halkasina bagh olan flor
atomuna bagl karbon sinyalleri 161,79 ppm’de dublet (YJc,=241,2 Hz), flor atomunun bagli
oldugu karbona komsu olan esdeger karbonlara ait sinyaller 115,24 ppm’de (*Jcr=21,0 Hz)
ve flor atomuna Ug¢ bag ve dort bag uzaklikta olan karbon sinyalleri ise sirasiyla 130,10
ppm’de dublet (3Jcr=8,2 Hz) ve 134,14 ppm’de dublet (*Jce=3,7 Hz) olarak gbzlenmistir. Tim
bilesiklerde yer alan amit karbonil grubuna ait karbon sinyalleri STF4, STF5 ve STF7-STF9
kodlu tlirevlerde 164,43-165,35 ppm araliginda tespit edilmis; karbonil grubu icermelerine

ragmen diger turevlerde bu sinyaller ¢cok zayif bir sekilde alinmis veya alinamamistir.
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Sekil 5.9. Hedef bilesiklerin 13C-NMR spektrumlarinda gézlenen kimyasal kayma degerleri

Oncii bilesik F1’den hareketle tasarlanan STF1-STF12 kodlu bilesiklerin sentez ve yapi
aydinlatma calismalari tamamlandiktan sonra, insan NAMPT ve SIRT1 enzimleri Gizerindeki

etkileri belirlenmistir (Sekil 5.10).
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Sekil 5.10. STF1-STF12 kodlu bilesiklerin NAMPT ve SIRT1 enzim aktiviteleri Gzerindeki
etkileri

Biyolojik aktivite bulgulari degerlendirildiginde; 50 uM konsantrasyonda 1,3,4-tiyadiazol
halkasinin besinci konumundaki siibstitiientlere ait hacimsel ve konformasyonel 6zelliklerin
NAMPT inhibitor aktivitesi Gzerinde belirleyici oldugu gorilmustir. Siklopropil grubunun
(F1, %93) yerine benzer hacimde fakat daha hareketli ve hidrofobik 6zellikte olan izopropil
grubunun (STF2, %84) kullanilmasi aktivitede hafif bir azalmaya yol agmistir. Daha hacimli
ter-butil grubunun (STF3, %70) eklenmesiyle ise aktivitedeki diisiis daha belirgin hale
gelmistir. izopropil ile benzer hacimde ancak kismen polar karakterdeki diflorometil
grubunun (STF4, %74) kullanilmasi, nikleobaz cebine uyum saglayarak NAMPT
inhibisyonunun buylk olgide korunmasini saglamistir. Buna karsin, diflorometil ve

siklopropile kiyasla daha hacimli ve daha polar olan triflorometil (STF5, %51) ve 1-
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fluorosiklopropil (STF6, %46) gruplari, aktiviteyi belirgin sekilde dusirmistir. Besinci
konumda herhangi bir siibstitlient tasimayan STF1’in her iki konsantrasyonda da yuksek
NAMPT inhibisyonu gostermesi ise, hacimli gruplarin niikleobaz cebinde olusturabilecegi

sterik engel hipotezini desteklemektedir.

A bolgesinde 1,3,4-tiyadiazol yerine piridin getirilmesi (STF7, %50) aktiviteyi olumsuz yonde
etkilemis; 3-metilpiridin halkasi ile (STF8, %34) aktivitenin daha da azaldigI gbzlenmistir.
Benzer sekilde, 4-izopropilfenil halkasi iceren STF9 kodlu bilesikte aktivitenin neredeyse
tamamen kayboldugu belirlenmistir. Bu bulgular, A bélgesinde 1,3,4-tiyadiazol halkasinin
yoneldigi niikleobaz bolgesinde halka buyudklGgindeki artigin, STF1-STF6 tlrevlerinde

oldugu gibi NAMPT inhibisyonunu olumsuz yénde etkiledigini gdstermektedir.

B bolgesinde ise; 6nci bilesikteki fenil halkasinin tiyofen (STF10), 4-florofenil (STF11) veya
3-metilfenil (STF12) halkalari ile degistirilmesi, NAMPT enzim aktivitesine karsi herhangi bir
etki olusturmamistir. Docking analizleri, STF10’'un NAMPT aktif bdlgesindeki baglanma
beklenenden farkli bir baglanma modu sergiledigini ortaya koymus; daha kiiglik hacimli
tiyofen halkasinin niikleobaz cebine yerlestigi ancak F1’e kiyasla ters bir konumlanma
sergiledigi belirlenmistir. Ote yandan STF12, A halkasi olarak F1 ile ayni yapiyr tasimasina
ragmen, B bolgesindeki hacim artisi nedeniyle niikleobaz cebine yeterince ilerleyememistir
(Sekil 5.11). Bu sonuglar, B bolgesinde gergeklestirilen degisikliklerin baglanma modunu
dogrudan etkiledigini ve 6zellikle niikleobaz cebine uygun konumlanmanin saglanmasinda

kritik rol oynadigini digtindiirmektedir.
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Sekil 5.11. insan NAMPT aktif bélgesinde (PDB: 4M6P) STF10 ve STF12 kodlu bilesiklerin F1
ile karsilastirmali baglantt modlari. Hidrojen baglari ve ni-it etkilesimler sirasiyla
sari ve turkuaz renkte kesikli gizgilerle gdsterilmistir.

Bilesiklerin 100 uM konsantrasyonda SIRT1 enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri
degerlendirildiginde; oOnclu bilesik vyapisindaki 1,3,4-tiyadiazol halkasinin  besinci
konumundan farkli boyutlardaki gruplarla sibstitiie edilmesi (STF2-STF6) aktivasyon
giclnin bazi tlrevlerde azaldigr (F1:%66>%42) bazi turevlerde ise korudugu
(F1:%66->%70) tespit edilmistir. ilgili konumda 1-fluorosiklopropil (STF6, %70) ve izopropil
(STF2, %58) tasiyan tlrevlerin, bu bolgede Glu230 ile ek hidrofobik etkilesimler kurmasi;
ter-bitil (STF3, %36), diflorometil (STF4, %46) ve triflorometil (STF5, %42) tasiyan tiireviere
kiyasla daha yiksek aktivite gbstermelerini agiklamaktadir. 1,3,4-tiyadiazol halkasi yerine
farkh aromatik halkalarin getirildigi tirevlerden piridin (STF7, %29), 3-metilpiridin (STF8,
%40) ve 4-izopropilfenil (STF9, %34) tasiyan bilesiklerde aktivasyon etkinin azaldigi
gozlenmistir. Bununla birlikte, bu Ug bilesik arasinda STF8 ve STF9 > STF7 bulgusu yine
hidrofobik stibstitiient varliginda kurulan ek etkilesimler ile agiklanabilmektedir. Bununla
birlikte, 1,3,4-tiyadiazol halkasinda slibstitiient tasimayan STF1 (%22) ile karsilastirildiginda,
bu bilesiklerin daha yliksek SIRT1 aktivasyonu saglamasi, besinci konumdaki gruplarin SIRT1

aktivasyonu tzerindeki 6nemini vurgulamaktadir (Sekil 5.12).
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Sekil 5.12. insan SIRT1 aktif bélgesinde (PDB: 42ZJ)) SFT bilesiklerinin olusturdugu hidrojen
baglari (sar1) ve hidrofobik etkilesimler (yesil)

B bolgesinde oncii bilesigin fenil halkasi yerine tiyofen (STF10), 4-florofenil (STF11) ve 3-
metilfenil (STF12) halkalarinin getirildigi tlrevlerde, SIRT1 aktivator etkilerin NAMPT
inhibitor etkisine benzer sekilde kayboldugu belirlenmistir. Molekiler docking bulgulari, bu
bilesiklerin duzlemsel konformasyonu sergileyemedigini ve aktif bdlgede istenilen

etkilesimleri saglayamadigini gostermektedir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13. insan SIRT1 aktif bélgesinde (PDB: 4ZZJ) SFT10-SFT12 kodlu bilesiklerinin
olusturdugu hidrojen baglari (sar1) ve hidrofobik etkilesimler (yesil)

Oncii bilesik F1 {izerinde yapilan optimizasyonlar sonucunda elde edilen STF1-STF12 kodlu
bilesiklerin NAMPT ve SIRT1 enzimleri Gzerindeki etkileri birlikte degerlendirildiginde; 3-(N-
metilsiilfamoil)benzamit motifinin korunarak A bdlgesinde 1,3,4-tiyadiazol halkasinin

stbstitisyonu veya halkanin degistiriimesi (STF1-STF9) ile dual etkinin sirdirilebildigi
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gorulmastir. Bu bolgedeki hidrofobik karakter tasiyan slbstitlientlerin hacmindeki artis,
NAMPT inhibisyon gliciinii olumsuz yonde etkilerken, SIRT1 aktivasyonuna katki
saglamistir. B bolgesinde yapilan degisiklikler ise, bilesiklerin enzimlerin aktif bolgelerine
yerlesememesi veya ters konumlanarak beklenen yénlenmenin olmamasi gibi nedenlerle
her iki enzim Uzerindeki etkinin kaybolmasina yol agmigtir. STF1-STF12 arasinda, 6zellikle
STF2 (NAMPT ICs0=11,24 pM; SIRT1 EC1,5=16,98 uM) ve STF6 (NAMPT 1C50=19,15 pM; SIRT1
EC1,5=0,59 uM) kodlu bilesiklerin eszamanli NAMPT inhibisyonu ve SIRT1 aktivasyonu

acisindan dikkate deger diizeyde etkili olduklari belirlenmistir.

NAMPT inhibisyonunun, kolon [67, 78, 339], bobrek [131, 374] ve karaciger [94, 375] kanser
hicreleri olmak tzere birgok kanser izerinde hiicresel NAD* seviyelerinin azalmasina bagli
olarak antikanser etkilere neden oldugu; ayrica fibrosarkoma ve glioma gibi bazi kanser
hiicrelerinde NAD* seviyelerinin SIRT1 aktivasyonu ile sinerjistik bir sekilde azaldig tespit
edilmistir [23]. SIRT1 aktivasyonunun NAMPT inhibitorlerinin etkinliginin arttirdigini
gosteren bulgularin yani sira, tek basina SRT17020, SRT2183 ve resveratrol gibi SIRT1
aktivatorlerinin bircok kanser tlrlinde hicre proliferasyonunu farkli mekanizmalar

Uzerinden azaltabildigi de bildirilmistir [296, 324-326, 376, 377].

Tez ¢alismamizda, bu bulgulardan yola cikilarak gelistirilen eszamanl olarak NAMPT
inhibitord ve SIRT1 aktivatori etki gosteren F1, F2, STF2 ve STF6 kodlu bilesiklerin insan
Caki-1 bobrek, HCT116 kolorektal, Hep3B karaciger kanseri hiicre hatlarinda olusturduklari
etkiler 10, 25 ve 100 puM konsantrasyonlarda MTS testi kullanarak ve insan HEK293T

embriyonik bébrek (kanser olmayan) hiicreleri ile karsilagtirmali olarak incelenmistir.

Galismada kullanilan referans bilesikler igin 24 saatlik inkiibasyon siresi ile 6n ¢alisma
gerceklestirilerek, insan Caki-1 bobrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanseri
hicrelerinde anlamli antiproliferatif etki gosterebildigi konsantrasyonlar NAMPT inhibitori
FK866 igin 1 uM; SIRT1 aktivatori resveratrol igin 50 uM; SIRT1 inhibitort EX-527 igin ise
50 uM olarak belirlenmistir (Sekil 5.14).
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Sekil 5.14. insan Caki-1 bébrek, HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicre
hatlarinda referans bilesikler igin belirlenen % hiicre canhhg (degerler
ortalama+SS seklinde verilmistir). Her deney i¢ kez tekrarlanmistir. istatiksel
olarak anlamh farkhliklar *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve ****p<0,0001
olarak sunulmustur.

Elde edilen bulgular, F1 kodlu bilesigin antiproliferatif etkinliginin hem konsantrasyona hem
de hicre tipine bagh olarak degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 5.15). Distik
konsantrasyonda (10 uM) F1, Caki-1 bobrek ve Hep3B karaciger kanser hiicrelerinde
anlamli bir sitotoksik etki olusturmazken, HCT116 kolorektal kanseri hiicrelerinde hiicre
canhhgint %91’den daha disuk seviyeye indirmistir. 25 uM konsantrasyonda; tim kanser
hiicrelerinde belirgin bir canlilik azalmasina sebep olmasinin yaninda, kanser olmayan
HEK293T hicrelerinde de hiicre canliligini %68’e indirerek sitotoksik etki gostermistir.
Ayrica, Caki-1 bobrek (%68) hiicrelerine karsi Hep3B karaciger (%75) ve HCT116 kolorektal
(%87) hicrelerine kiyasla daha gigli bir antiproliferatif etki sergilemistir. Yiksek
konsantrasyonda (100 uM) ise tiim kanser hicrelerinde hicre canlihig %38-57 arasinda
degisirken, kanser olmayan HEK293T hiicrelerinde %22 seviyesine diismus, bu da bilegigin

ylksek dozda normal hiicrelerde de sitotoksisite olusturdugunu ortaya koymustur.

F2 kodlu bilesik, 10-100 uM konsantrasyon araliginda yliksek derecede NAMPT inhibisyonu
(%65-82) ve SIRT1 aktivasyonu (%36-55) sergilemesine ragmen; 10 uM ve 25 uM
konsantrasyonlarda insan HEK293T (kanser olmayan), Caki-1 bobrek ve HCT116 kolorektal
kanseri hicrelerinde anlamli bir sitotoksik etki olusturamamistir (Sekil 5.14). 100 uM
konsantrasyonda test edilen kanser hiicrelerinde canlilik %36-58 oraninda azalmisg, ancak
kanser olmayan hiicrelerde de sitotoksisite gozlenmistir. Buna karsin Hep3B karaciger

kanser hicrelerinde, 10 ve 25 pM konsantrasyonlarda sirasiyla %89 ve %80 canhlik ile
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anlamli bir sitotoksik etki gozlenmis; bu sonuglar F2’nin Hep3B Uzerinde diger kanser
hiicrelerine gore daha etkili bir antiproliferatif etki gosterdigini ortaya koymustur. F2 kodlu
bilesigin glicli NAMPT inhibisyonu ve anlamh SIRT1 aktivasyon profiline ragmen (NAMPT
IC50=0,68 uM; SIRT1 EC15=10,39 uM), F1’den farkli olarak SIRT3 lzerinde inhibitor etki
(%59) gostermesi, hiicresel NAD* seviyelerini etkin bir sekilde diisirememesine, dolayisiyla

daha dusuk bir antiproliferatif etkiye yol agmis olabilecegi dustintilmustur.
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Sekil 5.15. insan HEK293T embriyonik bobrek (kanser olmayan), Caki-1 bobrek, HCT116
kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicre hatlarinda F1 ve F2 igin 24 saat
sonunda belirlenen % hicre canliigl (degerler ortalamatSS seklinde
verilmistir). Her deney (i¢ tekrarla gerceklestirilmistir. istatiksel olarak anlamli
farkhliklar  *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve ****p<0,0001 olarak
sunulmustur.

F1 6nci bilesiginden hareketle tasarlanan STF2 kodlu bilesigin MTS bulgulariincelendiginde
(Sekil 5.16), 10 uM konsantrasyonda anlamli sitotoksik etkinin yalnizca Hep3B karaciger
kanseri hicrelerinde ortaya ¢iktigi belirlenmistir. 25 uM konsantrasyonda ise tim kanser
hiicrelerinde hiicre canliigi oranlarinda (%54-82) belirgin bir azalma gozlenmis ve bu
dizeyde STF2'nin, F1 ve F2’'ye kiyasla kanser hiicrelerine karsi daha yliksek secicilik
sergiledigi saptanmistir. Ayrica, 25 pM konsantrasyonda STF2’nin, F1 ile benzer sekilde,
Caki-1 bobrek kanseri hiicrelerinde (%54), Hep3B karaciger (%70) ve HCT116 kolorektal
kanseri hiicrelerine (%82) kiyasla daha gl antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir.
Yiiksek konsantrasyonda (100 uM) ise tim kanser hiicrelerinde canlilik oranlarinin %32-49
araliginda oldugu, ancak kanser olmayan HEK293T hicrelerinde canlilik degerinin %33’e
kadar disttgl belirlenmis ve bu durum STF2’'nin yliksek konsantrasyonda seciciligini

kaybettigini ortaya koymustur. Bu bulgular, STF2’nin sergiledigi antiproliferatif etkinligin,
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bilesigin ortaya koydugu NAMPT inhibisyonu ve SIRT1 aktivasyonu (NAMPT 1Cs50=11,24 uM;

SIRT1 EC1,5=16,98 uM) ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Benzer sekilde, STF6 kodlu bilesik 10 uM konsantrasyonda test edilen kanser hiicrelerinde
anlamh bir etki gostermezken, 25 uM konsantrasyonda yalnizca Caki-1 bobrek (%54) ve
Hep3B karaciger (%71) kanseri hiicrelerinde belirgin antiproliferatif etki sergilemistir. 100
UM konsantrasyonda ise tim kanser hicrelerinde %42-66 araliginda hicre canhhg
saptanmis; kanser olmayan HEK293T hiicrelerinde canhlik %43 seviyesine diiserek yuksek

dozda bilesigin seciciligini kaybettigi gorilmustur (Sekil 5.16).
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Sekil 5.16. insan HEK293T embriyonik bébrek (kanser olmayan), Caki-1 bébrek, HCT116
kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicre hatlarinda STF2 ve STF6 igin 24 saat
sonunda belirlenen % hiicre canhligi (degerler ortalamazSS seklinde verilmistir).
Her deney (¢ tekrarla gerceklestirilmistir. istatiksel olarak anlamli farkliliklar
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve ****p<0,0001 olarak sunulmustur.

Bunlara ek olarak, bilesiklerin 10 uM konsantrasyonda insan HCT116 kolorektal ve Hep3B
karaciger kanser hicreleri Uzerindeki etkileri 48 saatlik uygulama sonunda da
degerlendirilmis ve elde edilen bulgular 24 saatlik sonuglarla karsilastinimistir (Sekil 5.17).
Veriler, 48 saat sonunda F1, F2, STF2 ve STF6’nin antiproliferatif etkilerinde artis meydana
geldigini, 6zellikle Hep3B hicrelerinin bu bilesiklere karsi duyarhiiginin belirgin sekilde
yukseldigini gostermistir. Bu sonuglar, bilesiklerin etkinliginin inklibasyon siiresine bagh
olarak degiskenlik gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica, F1, F2, STF2 ve STF6’'nin

kanser hicrelerine karsi sergiledigi antiproliferatif etkiler, hiicre gériintileriyle de uyumlu
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oldugu; doz artisiyla birlikte kanser hiicrelerinde morfolojik bozulma ve sitotoksik etkinin

daha belirgin hale geldigi tespit edilmistir.
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Sekil 5.17. insan HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hiicre hatlarinda, 10uM
konsantrasyonda F1, F2, STF2 ve STF6 bilesikleri icin 24 ve 48 saat sonunda
belirlenen % hiicre canhliklari (degerler ortalamazSS seklinde verilmistir). Her
deney li¢c tekrarla gerceklestirilmistir. istatiksel olarak anlamh farkhliklar
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve ****p<0,0001 olarak sunulmustur.

Genel olarak degerlendirildiginde; bilesiklerinin 6zellikle insan Caki-1 bdbrek ile Hep3B
karaciger kanseri hiicrelerinde, HCT116 kolorektal kanseri hiicrelerine kiyasla daha belirgin
sitotoksisite ortaya koydugu goérulmustir. Bu farkhlik, literatirde de vurgulandigi tzere,
HCT116 hicrelerinin enerji gereksinimlerini karsilamak Gzere alternatif NAD* biyosentez
yolu olan Preiss-Handler yolagini aktive edebilme ve NAPRT ekspresyon kapasiteleri ile
aciklanabilmektedir [378]. Bu metabolik esneklik, HCT116 kolorektal kanseri hiicrelerinin
NAMPT inhibitorlerine, 6zellikle de FK866’ya karsi direng gelistirmesine neden olan temel
mekanizma olarak da bildirilmektedir [379]. Diger yandan Hep3B karaciger kanseri
hicreleriigin bu konuda detayl bilgi olmamasina karsin, Caki-1 bébrek kanseri hiicrelerinde
NAPRT ekspresyonunun g¢ok diisiik seviyede oldugu ve NAD* sentezi igcin NAMPT enzimine
bagimli olduklari bildirilmistir [378, 380]. Caki-1 bobrek kanseri hiicrelerinde SIRT1
aktivasyonunun dogrudan etkisini gosteren bir veri bulunmamakla birlikte, SIRT1
aktivasyonu veya SIRT1’in asiri eksprese edilmesi durumunda Hep3B hiicrelerinin oksidatif

stresle indiklenen apoptoza karsi daha duyarli hale geldigi belirtilmistir [381].
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6. SONUC VE ONERILER

Tez galismamiz kapsaminda eszamanli olarak NAMPT inhibitora ve SIRT1 aktivatoru etkinlik
gosterebilecek bilesiklere ulasmak amaciyla; ligand ve yapi temelli molekiler modelleme
teknikleri ile sirali sanal tarama galismasi gergeklestirilmistir. Sanal tarama ¢iktisi olarak
belirlenen dokuz aday bilesikten (F1-F9); F1 (NAMPT ICs0=0,89 uM; SIRT1 EC1,5=16,45 uM),
F2 (NAMPT IC50=0,68 uM; SIRT1 EC;1,5=10,39 uM), F3 (50 puM: NAMPT %41 inh.; SIRT1 %53
akt.) ve F5 (50 uM: NAMPT %53 inh.; SIRT1 %44 akt.) kodlu bilesikler dual NAMPT inhibitori
ve SIRT1 aktivatori olarak 6ne giktigi belirlenmistir. Bu bilesikler arasinda F1, SIRT2 ve SIRT3
enzimlerine etki gostermeksizin SIRT1 aktivasyonunu selektif sekilde sagladigindan diger
bilesiklerden farklilasmis ve optimizasyon galismalari igin 6ncu bilesik olarak segilmistir. Bu
kapsamda, F1’den hareketle 3-[N-(arilmetil)stlfamoil]-N-(aril)benzamit tirevi on iki adet

yeni bilesik (STF1-STF12) tasarlanmistr.

Elde edilen bulgular, NAMPT aktif bolgesinde Tyr1l8 ve Phel93 amino asitleriyle m-m
etkilesimlerini sirdirebilen aromatik halka degisikliklerinin (STF1-STF9), NAMPT inhibitor
aktivitesinin korunmasina ve eszamanli olarak SIRT1 aktivasyonunun devam ettirilmesine
olanak sagladigini ortaya koymustur. Bununla birlikte, bu halkalarda stbstitient hacminin
veya halka blyikligiunin artmasi sterik engel nedeniyle NAMPT inhibisyonunu azalttigi;
buna karsilik hidrofobik etkilesimlerin artisiyla iliskili olarak SIRT1 aktivasyonuna olumlu
katki sagladigi belirlenmistir. F1 kodlu bilesigin fenil halkasi UGzerinde gergeklestirilen
modifikasyonlarin (STF10-STF12) ise her iki enzimde de aktivite kaybina yol agtig tespit
edilmistir. Ayrica molekiler docking bulgularinin, bilesiklerin sergiledigi etki profili ile
uyumlu oldugu gorilmustir. Sonug olarak, F1 bilesigi Uzerinde gergeklestirilen
optimizasyonlar neticesinde STF2 (NAMPT 1Cs0=11,24 uM; SIRT1 EC1,5=16,98 uM) ve STF6
(NAMPT IC50=19,15 uM; SIRT1 EC1,5=0,59 uM) bilesiklerinin dual NAMPT inhibitori ve SIRT1

aktivatori olarak 6ne giktigl belirlenmistir.
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Dual etkili olarak tanimlanan F1, F2, STF2 ve STF6 kodlu bilesiklerin insan Caki-1 bdbrek,
HCT116 kolorektal ve Hep3B karaciger kanser hicreleri ile insan HEK293T embriyonik
bobrek hiicreleri (kanser olmayan) Uzerindeki etkileri arastiriimis; HEK293T normal
hicreleri UGzerinde duslk sitotoksisite sergilerken; ozellikle Caki-1 bdbrek ve Hep3B
karaciger kanseri hiicre hatlarinda anlamli antiproliferatif etki ortaya koymus, HCT116
kolon kanseri hiicrelerinde ise sinirl diizeyde etki géstermistir. Ozellikle STF2 ve STF6’nin,
Caki-1 ve Hep3B hiicrelerinde F1 ile benzer antiproliferatif etkilere sahip olmalarina karsin,
normal hicreler Gzerinde daha dislik toksisite gostermeleri, bu bilesiklerin F1’e kiyasla

daha avantajli bir terapdétik profil sundugunu ortaya koymustur.

ileri asamalarda, hem NAMPT inhibitérii hem de SIRT1 aktivatérii 6zellikleri sergileyen
bilesiklerde gozlenen antiproliferatif etkinin, ongorildigli UGzere hiicresel NAD*
seviyelerindeki azalma ile iligkili olup olmadigi arastirilacaktir. Ayrica bu azalma lzerinde
NAMPT ve SIRT1 enzimlerinin rollinlin aydinlatiilmasi hedeflenmektedir. Bunun yani sira,
s6z konusu bilesiklerin kanser hiicreleri Gzerindeki apoptotik ve antianjiyojenik etkilerinin
belirlenmesiyle  antiproliferatif  bulgularin  desteklenmesi ve antikanser etki

mekanizmalarinin kapsamli bicimde ortaya konulmasi amaglanmaktadir.
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