T.C.
YAV 3: 5
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ARIL 1,3,4-0KSADIAZOL/TIYADIAZOL ASETAMIT YAPISINDA
SIRTUIN iNHIBITORU OLABILECEK BILESIKLERIN TASARIMI,
SENTEZIi VE BiYOLOJIK AKTIVITE CALISMALARI

FARMASOTIK KIMYA ANABILiM DALI

EKIM 2025







ARIL 1,3,4-OKSADIAZOL/TIiYADIAZOL ASETAMIT YAPISINDA
SIRTUIN INHIBITORU OLABILECEK BILESIKLERIN TASARIMI,
SENTEZI VE BiYOLOJIK AKTIVITE CALISMALARI

Ahmet Bugra AKSEL

DOKTORA TEZi
FARMASOTIK KIMYA ANABILIM DALI

GAZIi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Ekim 2025



ETiK BEYAN

Gazi Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

e Tez i¢cinde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

e Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

e Tez caligmasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

e Kaullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

¢ Bu tezde sundugum ¢aligmanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.

Ahmet Bugra AKSEL
01.10.2025



v

ARIL 1,3,4-OKSADIAZOL/TIYADIAZOL ASETAMIT YAPISINDA SIRTUIN
INHIBITORU OLABILECEK BILESIKLERIN TASARIMI, SENTEZI VE BIYOLOJIK
AKTIVITE CALISMALARI
(Doktora Tezi)

Ahmet Bugra AKSEL

GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Ekim 2025

OZET

NAD* bagimli siif III histon deasetilaz ailesine mensup olan sirtuin (SIRT) enzimleri, ilk
olarak Saccharomyces cerevisiae tiirii maya hiicrelerinde tanimlanmis olup, memelilerde
SIRT1-SIRT7 olmak iizere yedi farkli homologu belirlenmistir. Tiim sirtuinler ortak bir
NAD" baglanma bolgesine sahip olsalar da, N- ve C-terminal bolgelerdeki yap1 ve dizilim
farkliliklari, izoformlara 0zgii substrat seciciligi ve enzimatik islevlerde cesitlilige yol
acmaktadir. Sirtuin ailesinin sitoplazmada lokalize tek iiyesi olan SIRT2, basta hiicre
dongiisiiniin  diizenlenmesi, mikrotiibiill dinamigi, oksidatif stres yanit1 ve glukoz
metabolizmasi olmak {izere ¢esitli temel hiicresel siireclerde gérev almaktadir. Bu islevleri
nedeniyle SIRT2, kanser, metabolik bozukluklar, kardiyovaskiiler ve noérodejeneratif
hastaliklarla iligkilendirilmis; dolayisiyla inhibisyonu bu hastaliklarin tedavisinde potansiyel
bir terapotik yaklasim olarak degerlendirilmistir. Bu baglamda ytiriitiillen doktora tez
calisgmamizda, farmakofor temelli sanal tarama ile elde edilen Oncii bilesik iizerinde
gergeklestirilen optimizasyon c¢aligmalart sonucunda, aril 1,3,4-oksadiazol/tiyadiazol
asetamit yap1 iskeletine sahip 27 yeni tiirev tasarlanmig; bu bilesiklerin sentez ve yapi
aydinlatma ¢aligmalar1 tamamlanmistir. Bu bilesiklerden, 1,3,4-oksadiazol tiirevi BAS kodlu
bilesigin, SIRT2 enzim aktivitesini 10,62 uM ICso degeri ile inhibe ederken, SIRT1 ve
SIRT3 izoformlarina karsi herhangi bir etkisinin bulunmadig1 belirlenmistir. Buna ek olarak,
BAS kodlu bilesigin insan MCF-7 meme kanseri (IC50=85,61 uM) ve LNCaP metastatik
prostat kanseri (ICs0=15,82 uM) hiicre hatlar1 {izerindeki antiproliferatif etkileri
degerlendirilmis ve bu etkiler ile bilesigin SIRT2 inhibitor profili arasindaki iligki analiz
edilmistir.
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Anahtar Kelimeler  : Sirtuin, ilag tasarimi, enzim inhibisyonu
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ABSTRACT

Sirtuin (SIRT) enzymes, members of the NAD*-dependent class III histone deacetylase
family, were first identified in Saccharomyces cerevisiae yeast cells, and to date, seven
homologs (SIRT1-SIRT7) have been characterized in mammals. Although all sirtuins share
a conserved NAD*-binding catalytic core, structural and sequence variations in their N- and
C-terminal regions contribute to isoform-specific substrate selectivity and functional
diversity. Among the sirtuin family, SIRT2 is the only member predominantly localized in
the cytoplasm, where it plays critical roles in various fundamental cellular processes,
including regulation of the cell cycle, microtubule dynamics, oxidative stress response, and
glucose metabolism. Due to these functions, SIRT2 has been associated with cancer,
metabolic disorders, cardiovascular diseases, and neurodegenerative conditions.
Consequently, its inhibition has been considered a promising therapeutic strategy for the
treatment of these diseases. In this doctoral dissertation, 27 novel derivatives featuring an
aryl 1,3,4-oxadiazole/thiadiazole acetamide scaffold were designed through optimization
studies based on a lead compound obtained via pharmacophore-based virtual screening. The
synthesis and structural characterization of these compounds were completed. Among them,
the oxadiazole derivative BAS was found to inhibit SIRT2 enzyme activity with an I1Cso
value of 10,62 uM, while exhibiting no inhibitory effect against SIRT1 or SIRT3 isoforms.
Furthermore, the antiproliferative effects of compound BAS were evaluated in human MCF-
7 breast cancer (IC50=85,61 uM) and LNCaP metastatic prostate cancer (ICs50=15,82 uM)
cell lines, and the relationship between its SIRT2 inhibitory profile and antiproliferative
activity was analyzed.
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1. GIRIS

Epigenetik, DNA dizisindeki baz sirasini degistirmeden, gen ifadesini kalitsal olarak
diizenleyen mekanizmalarin biitiinlidiir. Bu diizenleme, kromatin yapisin1 sekillendiren ve
genlerin aktif ya da baskili olmasini belirleyen bes temel mekanizma araciligiyla gergeklesir:
DNA modifikasyonu, histon modifikasyonu, RNA modifikasyonu, kromatin yeniden
sekillendirme ve kodlamayan RNA regiilasyonu. Bu mekanizmalar ve ilgili enzimler,
genetik bilgiyi DNA baz dizisinden bagimsiz olarak hiicrelere aktarir ve organizmanin

gelisimi ile homeostazinin saglanmasinda kritik roller tistlenir [1-3].

Histon asetilasyonu, kromatin yapisin1 gevseterek transkripsiyonel aktivasyonu
kolaylastirirken, bu asetil gruplarmin ¢ikarilmasi islemi histon deasetilazlar (HDAC)
tarafindan gergeklestirilmektedir. HDAC’lar, kromatinin sikilasmasina ve boylece gen
ifadesinin baskilanmasina neden olmaktadir [4, 5]. Memelilerde toplam 18 HDAC enzimi
tanimlanmis olup, bunlar yapisal 6zelliklerine ve kofaktor iligkilerine gére Sif I, 11, III ve
IV olmak fizere dort ana smifa ayrilir. Sinif I (HDACI1-3, 8), 11 (HDAC4-7, 9, 10) ve IV
(HDACI11) HDAC lar, ¢ogunlukla ¢inko (Zn?") bagimli enzimler olup klasik deasetilaz
fonksiyonlarini yerine getirmektedirler [6, 7]. Buna karsilik, Smif III HDAC’lar yani
sirtuinler, nikotinamit adenin diniikleotit (NAD") bagimli deasetilazlar olarak farkli bir

mekanizma sergilemektedir.

Sirtuinler, organizmada histon ve histon olmayan proteinlerin lizin kalintilarindaki agil
gruplarini geri doniisiimlii olarak ortadan kaldirarak cesitli biyolojik siireclerde gorev
almaktadirlar [8]. Bu siirecler arasinda; lipit ve glukoz metabolizmasi, hiicresel yaslanma,
mitokondriyal biyogenez, DNA onarimi, apoptoz, transkripsiyon, hiicresel enflamasyon,
oksidatif stres, metabolizma ve hiicre sinyalizasyonu gibi hiicre canliligini diizenleyen temel

mekanizmalar yer almaktadir [9-11].

Memelilerde yedi farkli sirtuin homologu (SIRT1-SIRT7) bulunmakta olup, bu enzimler
ortalama 258 amino asitlik ve evrimsel olarak korunmus bir katalitik ¢ekirdege sahiptir. Bu
cekirdek, NAD" baglanmasini saglayan karakteristik Rossmann kivrimi ve ¢inko (Zn2")
baglanma bolgesi olmak tizere iki ana bolgeden olusmaktadir. Yapidaki Zn?" iyonu dogrudan

katalitik aktivite i¢in zorunlu olmamakla birlikte, enzim stabilitesi ve genel aktivitesi i¢in



onemli bir rol oynamaktadir. NAD" baglanma bolgesi, Rossmann kivrimi i¢inde yer alirken,
substrat baglanma bélgesi bu kivrimla Zn?* baglanma bolgesi arasinda konumlanmustir [12,
13]. Sirtuin izoformlar1, benzer katalitik merkez yapisina ragmen 6zellikle N- ve C-terminal
bolgelerindeki uzunluk ve amino asit dizilim farkliliklariyla birbirlerinden ayrilirlar (Sekil

1.1).

SIRT1 | ] | ] |
i Cinko (Zn2+)
SIRT2 | | [ ] L] Baglanma
° Bolgesi
SIRT3 | | '] B
SIRT4 l—l l u Rossmann C-terminal
o .
SIRTS [] 1 _—
SIRT6 [] T
SIRT7 [ ] T

Sekil 1.1. Sirtuin ailesinin yapisal organizasyonu ve temel fonksiyonel bolgeleri [14]

Bu yapisal ¢esitlilik, her bir izoformun spesifik substratlara, hiicresel lokalizasyonlara ve
biyolojik islevlere yonelmesini saglamaktadir [15, 16]. Ornegin; SIRT1, SIRT6 ve SIRT7
cekirdekte, SIRT3, SIRT4 ve SIRTS mitokondride, SIRT?2 ise agirlikli olarak sitoplazmada
lokalizedir. Bu durum, her izoformun farkli fizyolojik ve patolojik siireclerde islev
gormesine neden olur. Bu baglamda, 6zellikle sitoplazmada lokalizasyonu ile 6ne ¢ikan ve
mikrotiibiil dinamikleri, hiicre dongiisii ve metabolizma gibi siireclerde aktif rol oynayan
SIRT?2 izoformunun asir1 ekspresyonunun; ndrodejenerasyon, enflamasyon, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, bakteriyel enfeksiyonlar ve kanser gibi ¢ok sayida dnemli hastalikla
iligkili oldugu gosterilmistir [15, 17-21]. SIRT2 enziminin inhibe edilmesi, bu hastaliklarin
tedavisinde umut verici bir yaklagim olarak degerlendirilmektedir [22-24]. Bu nedenle, yeni
nesil selektif SIRT2 inhibitdrlerinin gelistirilmesi, glinimiizde odak noktas1 haline gelen

terapotik bir strateji olmustur.

SIRT?2 inhibitdrleri iizerine yapilan ¢alismalar son yillarda hiz kazanmais, cesitli kimyasal

smiflardan ¢ok sayida bilesik tanimlanmistir. Ancak, giiniimiizde klinik kullanim i¢in onay



almis veya klinik denemelere ulagabilmis bir SIRT2 inhibitoérii bulunmamaktadir. Bu
durumun temel nedenleri arasinda; SIRT2 izoformuna kars1 yiiksek selektiviteye sahip, ayni
zamanda uygun farmakokinetik ve farmakodinamik oOzellikler sergileyen inhibitorlerin
gelistirilmesindeki zorluklar yer almaktadir [25, 26]. Sonug¢ olarak, SIRT2’nin pek ¢ok
hastalikla olan giiclii iligkisine ragmen, mevcut inhibitorler, diisitk biyoyararlanim ve
metabolik stabilite, sinirli selektivite ve in vivo etkinlik gibi nedenlerle terapotik hedef olarak
klinik diizeye tasinamamistir [27]. Bu nedenle, yeni nesil SIRT2 inhibitorlerine duyulan
ihtiya¢ giincelligini korumaktadir. Tiim bunlarin yani sira, bu alandaki ila¢ kesfi ve
gelistirme caligmalarinin yalnizca terap6tik ajan gelistirilmesiyle siirli kalmayip, SIRT2
enziminin 6zellikle kanser, ndrodejeneratif ve metabolik hastaliklardaki roliiniin daha iyi

anlasilmasina da 6nemli katkilar saglayacagi ongoriilmektedir [28-33].

Bugiine kadar farkli aragtirma gruplar tarafindan yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda, insan
SIRT2-inhibitdér kompleksine ait yaklasik 40 adet X-151m1 kristal yapist aydinlatilmistir [34].
Bu yapilar, selektif ve giiclii SIRT2 inhibisyonunun saglanabilmesi i¢in hedeflenmesi
gereken baglanma bdlgeleri ile bu bolgeleri olusturan kritik amino asitlerlerle gerceklesen
etkilesimler 6nemli veriler sunmaktadir. Dolayisiyla, bu veriler, etkin bir inhibitor tasarimi

icin gerekli yapisal gereksinimlerin belirlenmesine temel olusturmaktadir [35].

SIRT?2 aktif bolgesinde, selektif inhibisyon i¢in hedef alinmasi gereken en énemli bolge;
NAD* baglanma bdlgesinin bitisiginde yer alan selektivite cebidir. Hidrofobik o6zellik
tastyan bu bosluk, yalnizca SIRT2 izoformuna 6zgii olarak agik formda bulunurken, SIRT1
ve SIRT3 gibi diger sirtuinlerde kapali durumda oldugundan selektif SIRT2 inhibitSriiniin
baglanmasina olanak tanimaktadir. Cogunlukla aromatik veya alifatik yan zincirli bilesikler,
bu bolgede ozellikle Y139 ve F190 olmak iizere P140, 1169 gibi aromatik/hidrofobik
kalintilarla w-m etkilesimleri, hidrofobik ve van der Waals temaslar1 ile aktif bolgeye
baglanma stabilize olmaktadir. Bir diger onemli bolge de asetile-lizin, bagka bir deyisle
substrat baglanma bolgesidir. SIRT2 enziminin hedef proteinlerdeki asetillenmis lizini
taniyarak katalitik mekanizmay1 baglatmasinda kilit rol oynayan bu bdlge, NAD* baglanma
bolgesi ile komsu konumda, dar ve hidrofobik bir yap1 seklinde bulunmaktadir. Bu bolgedeki
baslica etkilesim tiirleri; F96, R97, F119, F131, H187, V233 ve F234 gibi amino asitlerle
meydana gelen n-m etkilesimlerin, hidrojen baglarinin, elektrostatik etkilesimlerin 6nemli
oldugu bildirilmektedir. Bunlara ek olarak, NAD* ve substrat baglanma bdlgelerinin

cevresinde konumlanan ve genisletilmis C-bolgesi olarak adlandirilan esnek dongiisel



yapilar iginde yer alan P94 kalintist ile su kopriilii hidrojen baginin inhibitor etkiye katki
sagladig bildirilmistir (Sekil 1.2) [35-37].
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Sekil 1.2. Insan SIRT2 enziminin inhibitér ve NAD" ile kompleksinde (PDB: 5DY4) [36]
aktif bolge amino asitlerinin gosterimi

Bu veriler 15181nda, giiclii ve selektif SIRT2 inhibitorii bilesiklerin kesfi amaciyla ¢alisma
grubumuz tarafindan 2019 yilinda tamamlanan ¢alismada [38], aminotiyazol tiirevi SIRT2
inhibitorleri kullanarak gelistirilen farmakofor model ile sanal tarama gergeklestirilmis,
tarama ciktis1 bilesiklerden asetamit yapisindaki STH3 (N-(5-benzil-1,3,4-oksadiazol-2-il)-
2-((4-florofenil)stilfanil)asetamit), tez c¢alismamiz kapsaminda “Oncii bilesik” olarak
secilmis, yapisal modifikasyonlar ile yeni 1,3,4-oksadiazol/tiyadiazol asetamit tiirevleri

(BA1-BA27) tasarlanmistir (Sekil 1.3).
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Gergeklestirilen optimizasyon c¢alismalarinda, Oncii bilesik STH3 yapisindaki, SIRT2
genigletilmis C-bdlgesinde konumlanan 1,3,4-oksadiazol halkasi bazi tiirevlerde korunmus,
baz1 tiirevlerde ise 1,3,4-tiyadiazol halkasiyla yer degistirilmistir. Selektivite cebine
yonlenen 4-florofenil halkasi yerine fenil, 4,6-dimetilpirimidin ve 1-metil-1H-imidazol
halkalar1 kullanilmistir. Son olarak, SIRT2 substrat girig bolgesine yonelen fenil halkasi ise
bazi tiirevlerde siyano, metoksi ve floro gruplar ile stibstitiie edilirken, bazi tiirevlerde ise
pirimidin halkasi ile degistirilmistir. Sonug olarak, 26 adeti yeni olmak {izere toplamda 27
adet aril 1,3,4-oksadiazol/tiyadiazol asetamit tiirevine (BA1-BA27) ulasilmistir. SIRT?2 aktif
bolgede daha siki baglanmayi hedefleyen yapisal modifikasyonlarin SIRT2 inhibitor
potansiyeline olan etkileri, bu bilesikler {izerinden arastirilmis, devaminda serinin en etkin
SIRT2 inhibitorii BAS ile insan MCF-7 meme kanseri ve LNCaP metastatik prostat kanseri
hiicre hatlarina kars1 gézlenen antiproliferatif etkilerin SIRT2 inhibitor etki arasindaki iligki

incelenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Sirtuinler

Transkripsiyon, translasyon ve protein modifikasyonu, genetik bilginin DNA’dan mRNA’ya
aktarilmasi siirecini ifade etmektedir. Bir organizmadaki tiim hiicreler temelde ayn1t DNA
dizilimine sahip olsa da, gen ifadelerindeki nitel ve nicel farkliliklar hiicre tiplerinin ve
islevlerinin ¢esitlenmesine neden olmaktadir. Bu farklilagmis hiicrelerde, DNA’nin niikleotit
dizisinde yer almayan degisiklikler “epigenetik bilgi” olarak tanimlanmaktadir [3, 39, 40].
Epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, kodlanamayan RNA aktivitesi, histon
proteinlerinin asetilasyon, metilasyon, ubikitinasyon ve fosforilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlarin1 icermektedir. Bu epigenetik mekanizmalarda meydana gelen
anormallikler, organizmada fizyolojik degisikliklere yol acarak cesitli hastaliklarin

gelisimine katkida bulunabilmektedir [10, 41, 42].

Histon asetilasyonu, epigenetik mekanizmalar arasinda gen ifadesinin diizenlenmesinde one
¢ikan yapisal bir modifikasyondur [43-45]. Okaryotik hiicre c¢ekirdeginde, histon
proteinlerinin DNA ile etkileserek olusturdugu kromatin yapisindaki degisiklikler, gen
ekspresyonunun  kontroliinde temel bir rol oynamaktadir.  Transkripsiyonun
gerceklesebilmesi i¢in kromatin yapisinin gevseyerek acik bir konformasyona ulagmasi
gerekmektedir. Bu sayede, transkripsiyon faktorlerinin DNA {izerinde hedefledikleri

promotor bolgelere erisimi saglanmaktadir [46].

Histon proteinlerinin N-terminal kuyruklarinda yer alan pozitif yiiklii lizin kalintilarin e-
amino gruplarina, negatif yiiklii bir asetil grubunun baglanmasi sonucu, lizin kalintilariin
pozitif yiikii nétralize edilerek nodtr bir amit grubu olugsmaktadir. Bu kimyasal modifikasyon,
histon proteinlerinin negatif yiikli DNA molekiiliiyle olan elektrostatik etkilesimini
zayiflatmaktadir. Boylece, kromatin yapist gevsemekte ve DNA, transkripsiyon i¢in daha
erigilebilir bir hale gelmektedir. Buna karsilik, asetil gruplarinin lizin kalintilarindan
uzaklastirilmasi, histon proteinlerinin yeniden pozitif yiik kazanmasina, dolayisiyla DNA-
histon etkilesimini gii¢lendirirken kromatin yapisinin sikilagmasia yol a¢gmaktadir. Bu
durum, transkripsiyon faktorlerinin promotdr boélgelerine erisimini kisitlayarak gen

transkripsiyonunun baskilanmasina, dolayisiyla gen sessizlesmesine neden olmaktadir



(Sekil 2.1). Histon asetilasyonu histon asetil transferaz (HAT) enzimleri; deasetilasyonu ise
histon deasetilaz (HDAC) enzimleri tarafindan katalizlenmektedir [47, 48]. Bu iki enzim
arasindaki islevsel denge, hiicresel homeostazin siirdiiriilmesi ve g¢esitli fizyolojik ile

patofizyolojik siireclerin diizenlenmesi acisindan kritik 6neme sahiptir.

Gen sessizlesmesi

Aktif transkripsiyon

Sekil 2.1. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonunun kromatin yapist ve gen ifadesi
izerindeki diizenleyici etkileri [49, 50]

HDAC enzimleri, transkripsiyon, metastaz, hiicre farklilagmasi, apoptoz, otofaji, hiicre
dongiisii diizenlemesi, DNA onarimi, anjiyogenez, stres yanitt ve hiicresel yaslanmasi dahil
olmak {izere, tiim organizmalarda gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan ¢ok sayida
hiicresel stiregte rol oynamaktadir [51-55]. Glinlimiize kadar on sekiz memeli homologu
tanimlanmis olan HDAC lar, kullandiklar1 kofaktorlere gére NAD* ve Zn** bagimli olmak
tizere iki grupta; yapisal benzerliklerine gore ise HDAC I, Ila, IIb, III ve IV olmak {izere bes
grupta siniflandirilmaktadir [4].



Sirtuinler, bakterilerden memelilere kadar evrimsel olarak korunmus NAD*-bagimli sinif TIT
HDAC ailesine mensup bir enzim grubudur [56]. Sirtuinler, histon (H1-K26Ac, H3-K9Ac,
H4-K16Ac, H4-K20me, H3-K9me3, H3-KI18Ac ve H3-K56Ac) veya hiicresel enerji
metabolizmasindan, tiimorigenezden ve transkripsiyondan sorumlu proteinler (TNF-a,
FOXO, NF«B, p53, c-Myc, SREBP-1, HIF-1a, a-tubulin, KRAS, PARP1, ApoE4, Prdx-1,
Skp2, IMJD2A, AKT, PEPCK, ALDH1Al) gibi histon olmayan substratlardaki lizin
kalintilarina bagl acil gruplarini geri doniisiimlii olarak uzaklastirarak; DNA onarimi,
glukoz ve lipit metabolizmasi, oksidatif stres, apoptoz, hiicresel yaslanma, mitokondriyal
biyogenez, enflamasyon, hiicre sinyal iletimi ve transkripsiyon gibi 6nemli hiicresel
mekanizmalarda aktif rol almaktadirlar. Bu nedenle kanser, diyabet, kardiyovaskiiler,

norodejenaratif ve otoimmiin hastaliklarla iliskilendirilmektedirler [57-63].

Sessiz enformasyon diizenleyici 2 (Sir2) olarak adlandirilan ilk sirtuin, 1970’lerde Amar
Klar tarafindan Saccharomyces cerevisiae mayasinda kesfedilmistir [64]. Mayalarda
Sir2’nin, eslesme tipi lokuslarin, ribozomal DNA’nin ve telomerlerin transkripsiyonunu
baskilayarak replikatif yasam siiresini diizenledigi ve kritik 6neme sahip olan histon
proteinlerin (H3K9/14 ve H4K5/8/16) hiperasetilasyonundan sorumlu NAD" bagimli bir
enzim oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir [65, 66]. Baska bir caligmada Sir2’nin
bilinen deasetilaz aktivitesinin yani sira ADP-riboziltransferaz aktivitesine sahip oldugu bu
ozelligi sebebiyle gen sessizlestirilmesi lizerine de aracilik ettigi one siirlilmiis ve dkaryot

organizmalarda benzer aktivitelere sahip olabilecegi belirtilmistir [67, 68].

Sir2 homolog genleri sirastyla bakteri, solucan, sinek, bitki ve memelilerde izole edilmis ve
tiim organizmalarda varlig1 kanitlanan bu proteinler sirtuinler olarak adlandirilmistir [69].
Memelilerde hiicresel lokalizasyon ve molekiiler fonksiyonlarina gore yedi adet sirtuin
analogu (SIRT1-7) tanimlanmis, bu izoformlarin evrimsel olarak korunmus ortak bir NAD"
baglanma bolgesine sahip oldugu, ancak katalitik alana komsu, uzunluk ve dizilim agisindan
degisiklik gdsteren C- ve N-terminal bolgeleri ile birbirlerinden farklilastiklari bilinmektedir
[70].

Memeli sirtuin homologlarinin sahip olduklar1 substratlari, etkilesimde olduklar1 epigenetik
veya epigenetik olmayan proteinler, dolayisiyla enzimatik aktiviteleri, izoformlarin hiicresel
lokalizasyonlar1 ve yapisal farkliliklar ile paralellik gostermektedir. SIRT1 izoformunun,

hiicre ¢ekirdeginde lokalize olup, pankreatik beta hiicrelerinde insiilin sekresyonu, serebral
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iskemi, oksidatif stres, yag asidi iiretimi, hiicrenin transkripsiyonel etkinligi, histon ve histon
olmayan proteinlerin deasetilasyon mekanizmalarindan sorumlu oldugu, bunun yaninda
hiicresel stres, enflamasyon ve p53 geni aktivitesi {lizerindeki etkisi sebebiyle apoptoz
stireclerinde yer aldigi bilinmektedir. Mitokondriyal SIRT3-5 enzimleri, enerji
metabolizmasi ve hiicresel yaslanma gibi 6nemli biyolojik siire¢lerde rol oynamaktadirlar.
Bu izoformlar, oksidatif stresin diizenlenmesi ve reaktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldirilmasi gibi islevleri yerine getirerek hiicrede olumsuz etkileri azaltmaktadirlar. SIRT6,
kromatin yapisinda yer alarak, telomer sessizlesmesi, genom stabilitesinin korunmasi, DNA
onarimi gibi silireglerde gorev almaktadir. SIRT7’nin ise ¢ekirdekte hiicre proliferasyonu,
ribozomal RNA ekspresyonu, apoptoz, hiicresel stres yanit1 ve ribozomal biyosentez gibi

cesitli fonksiyonlarin diizenlenmesinden sorumlu oldugu bilinmektedir [71-75].

Enzim mekanizmasi geregi, substratin lizin kalintisinin deagilasyon reaksiyonu, tiim memeli
sirtuinlerinde benzer sekilde gerceklesmektedir (Sekil 2.2). Reaksiyon, ac¢il grubundaki
karbonil oksijeninin NAD" kofaktoriiniin yapisindaki ribozun C1’ pozisyonuna atagi ile
baslamakta ve bunun sonucunda nikotinamit ile ADP-ribozil alkilamidat agiga ¢ikmaktadir.
Ikinci asamada, sirtuin aktif bolgesindeki korunmus histidin amino asidi, NAD*"’in 3’-OH
grubunun deprotonize duruma gegmesine ve bunun sonucunda NAD"’1n yapisindaki 2°-OH
grubunun deprotonize olmasina aracilik etmektedir. Olusan deprotonize grup, ADP-ribozil
alkilamidat bilesigine atak ederek 1°,2’-siklik yapidaki ara iirliniin olugsmasina yol
acmaktadir. Son agamada, agil grubu 2’-OH grubuna transfer edilerek deagile lizin ve 2’-O-

acil ADP-riboz iirlinleri meydana gelmektedir [15, 57, 76, 77].

Ozellikle SIRT1-3 izoformlari, baskin olarak protein lizin deasetilaz aktivitesi
gostermektedir. Bununla birlikte, SIRT2’nin aym1 zamanda demiristoilaz aktivitesine de
sahip oldugu gosterilmistir [77]. SIRT4; deasetilaz, dekarbamilaz, lipoamidohidrolaz ve
mono-ADP-riboziltransferaz aktivitelerine sahip olmasimin yani sira, protein lizin
kalintilarindan 3-hidroksi-3-metilglutaril (HMG) gruplarin1 da uzaklastirabilmektedir [78].
SIRTS zay1if bir deasetilaz aktivitesi gosterirken, negatif yiiklii agil zincirlere yiiksek afinitesi
nedeniyle belirgin sekilde deglutarilaz, desiliksinilaz ve demalonilaz aktiviteleri
sergilemektedir [79]. SIRT6 da zayif bir deasetilaz olmakla birlikte, 6zellikle miristoil gibi
uzun zincirli yag asidi gruplarina kars1 yiiksek substrat afinitesine sahip olup, ayrica mono-
ADP-riboziltransferaz aktivitesi gostermektedir [ 14]. Son olarak, SIRT7 hem deasetilaz hem

de destiksinilaz aktiviteleri gostermektedir [80]; yakin zamanda ise oto-ADP-ribozilasyon
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aktivitesine sahip oldugu ve in vitro ortamda hekzanoyl, oktanoyl, dekanoyl ve lauril iceren

substratlara kars1 genis spektrumlu bir deagilaz aktivitesi sergiledigi ortaya konmustur (Sekil
2.2) [81, 82].
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Sekil 2.2. (A) SIRT Kkatalizli deagilasyon reaksiyonuna ait mekanizma, (B) SIRT
izoformlarina 6zgli farkli acil substratlari, (C) SIRT4, 6 ve 7 tarafindan
katalizlenen mono-ADP-ribozilasyon reaksiyonu [27].

SIRT enzimlerinin, organizmada timér olusumu, genom stabilitesi, stres tepkisi,
inflamasyon ve metabolizmayla ilgili cesitli fizyolojik yolaklarda rol aldig1 bilinmektedir.

Bu hiicresel islevlerin bozulmasi kanser, inflamasyon, kardiyovaskiiler ve ndérodejeneratif
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hastaliklarla iliskilendirilmekte ve sirtuinlerin enzimatik aktivitelerinin modiilasyonuna
yonelik gelistirilen tedavi yaklasimlarinin bu hastaliklarin olusumunu ya da ilerlemesini

engelleme agisindan umut verici bir strateji sundugu 6ne siirtilmektedir [83, 84].

2.2. Sirtuin 2 (SIRT2)

SIRT2, hiicre dongiisii, farklilagma, enerji metabolizmasi, yaslanma ve hiicre gogii gibi pek
cok biyolojik siirecte rol oynayan, sirtuin ailesinin dnemli bir izoformudur. Bagkin olarak
sitoplazmada islev gérmekle birlikte, mitoz sirasinda hiicre ¢ekirdegine tasinarak énemli

mekanizmalari indiikleyebilmektedir [85].

SIRT2, hiicre dongiistiyle iliskili transkripsiyon faktorleri (NFkB, FOXO, p300, HIF-1a,
miR-212-5p), enzimler (PEPCK1, CDK9, G6PD, BubR1, PGAM, LDH-A, DNA-PKc,
GCLC), hiicre sinyalizasyonunda gorevli bilesenler (KRAS4a, PRLR, PAR-3, TIAM 1) ile
yapisal proteinler olan a-tubulin ve keratin 8’in yan1 sira histon (H3K18, H3K56, H4K16)
substratlarinin deagilasyon reaksiyonlarini katalizleyip hiicresel iglevlerin diizenlenmesinde
ve organizmanin homeostazinin saglanmasinda kritik bir rol oynamaktadir [86-90]. Hiicre
boliinmesi sirasinda mitozun G2/M fazinda ¢ekirdekteki SIRT2 seviyesinin artmasi, bu
izoformun bir kontrol noktasi goérevi gormesini saglamaktadir. Boylece mitotik faz
uzatilarak, stres veya DNA hasar1 durumlarinda hiicre bdliinmesinin bir sonraki faza
gecmesini  Onlemektedir [91]. Ayrica SIRT2, hiicre donglisii ilerlemesi ve RNA
transkripsiyonunun kritik diizenleyicisi olan CDK9’un deasetilasyonu araciligiyla
replikasyon kaynakli stres yanitlarini diizenleyip genom stabilitesine katkida bulunmaktadir
[92]. Bununla birlikte SIRT2, o-tubulin deasetilasyonu ile mikrotiibiil stabilitesini
etkileyerek hiicre iskeletinin organizasyonu ve dolayistyla hiicre canliligi tiizerinde

belirleyici rol oynamaktadir [93].

SIRT2, viicutta en yliksek oranda beyinde eksprese edilmekte olup; karaciger, yumurtalik,
akciger, tiroit, yemek borusu, kalp, dalak ve testislerde de yliksek miktarda bulundugu
bildirilmigstir [94]. Gliniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda, bir¢ok hiicresel slirecte gorev

aldig1 bilinen SIRT2’nin hastaliklardaki rolii anlasilmaya odaklanilmistir.

Glukoz homeostazi ve insiilin duyarlilig1 tizerinde kritik etkileri olan SIRT2, bu ydniiyle

basta diyabet olmak iizere ¢esitli metabolik hastaligin patogenezinde dnemli bir yere sahiptir.
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SIRT2’nin hiicresel redoks dengesi ve oksidatif stresle miicadelede rol alan glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) enzimini aktive ederek hiicreleri oksidatif hasara karst korudugu
gosterilmigtir [95]. Ayrica glukoneogenezde gorevli fosfoenolpiruvat karboksikinazi
(PEPCK) aktive ederek glukoz iiretimini artirdig1 ve bu sayede hem glukoz homeostazinda
hem de insiilin duyarliliginda rol oynadig: bildirilmistir [21, 96]. Ote yandan, SIRT2’nin,
PKM2 proteininin K135 bdlgesinde H187 araciligiyla gergeklestirdigi asetilasyon ve K48
konumundaki ubikitinasyon seviyelerini azaltarak metabolik strese karsi hiicresel yanitlari
diizenledigi ve bu etkiyle glikolitik yolak iizerinde rol oynadigi bildirilmistir [97]. Bu
bulgular, SIRT2’nin diyabetin patolojik siirecindeki roliinii vurgulamakta ve aktivitesinin
diizenlenmesinin, diyabet gibi metabolik hastaliklarin tedavisinde yeni bir yaklasim

olusturabilecegini gostermektedir.

Alzheimer hastaliginin patogeneziyle ilgili yapilan aragtirmalar, SIRT2 aktivitesinin
amiloid-beta (AP) agregasyonuna ve tau fosforilasyonuna aracilik ederek hastaligin
gelisimine  katki  sagladigini  gostermektedir. SIRT2 inhibisyonunun, mikrotiibiil
stabilizasyonunu artirdig1 ve otofajiyi uyararak toksik A oligomerlerinin uzaklagtirilmasini
kolaylastirdigi; boylece ndron sagkalimini destekleyerek Alzheimer hastaliginin ilerleyisini
yavaglatabilecegi aciklanmistir [98]. Ayrica SIRT2 inhibisyonu, tau fosforilasyonunu
azaltarak kognitif fonksiyonlarin iyilestirilmesine katkida bulunmakta ve Alzheimer

tedavisinde potansiyel bir hedef olarak degerlendirilmektedir [99].

Parkinson hastalig1, o-siniiklein birikimi ve dopaminerjik ndron kaybiyla karakterize
ilerleyici bir norodejeneratif hastaliktir. SIRT2 inhibisyonunun, asetile o-siniiklein
diizeylerini artirarak agregasyon ve buna bagl toksisiteyi azalttigi gosterilmistir. Ayrica
SIRT2 inhibisyonunun, a-siniiklein agregatlarinin ortadan kaldirilmasini saglayan alkalin
fosfataz aktivitesini artirdigi ve bu yolla hastaligin ilerlemesine neden olan a-siniiklein

yiikiinii azalttig: belirtilmistir [100].

Huntington hastaligi, protein agregasyonu ve metabolik bozukluklarla iliskili, karmagik bir
patogeneze sahip bir ndrodejeneretif bir bozukluktur. Bu hastalikta SIRT2 inhibisyonunun,
sterol biyosentezini diizenleyerek mutant huntingtin proteininin toksisitesini azalttig1 ve bu
yolla ndroprotektif bir etki gosterdigi bazi c¢aligmalarla ortaya konmustur. Yapilan
aragtirmalar, SIRT2 inhibisyonunun, Huntington hastaligina ait hiicresel modellerde ve

omurgasiz hayvan modellerinde ndroprotektif etkiye yol actigini gostermektedir [101, 102].
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SIRT?2’nin, bakteri aracili konake1 hiicre gen ekspresyonunun yeniden programlanmasinda
kritik bir rol oynayan H3K18 deasetilasyonunu gerceklestirmesi, bu enzimi bakteriyel
enfeksiyonlarda 6nemli bir diizenleyici haline getirmektedir [103]. Bunun yan1 sira, farkl
kanser tiirlerinde anormal SIRT2 aktivitesinin tiimor olusumu ve ilerleyisini etkiledigi;
ayrica timor mikrogevresini diizenleyen biyolojik siireclerde yer aldig1 bildirilmektedir [29].
SIRT2’nin kanser gelisimindeki rolii halen tartismali olup; yapilan bir¢ok caligma timor
baskilayici isleve sahip oldugunu gosterirken, bazi bulgular ise tlimoér olusumunu tesvik
edebilecegini ileri siirmektedir. Bu karsitlik, SIRT2’nin kanser hiicrelerinde ve tiimor
mikrocevresinde iistlendigi molekiiller mekanizmalarin ¢ok yonlii ve baglama 06zgi

olmasindan kaynaklanmaktadir [86, 104, 105].

SIRT2’nin tiimér olusumunu tetikledigi kanser tiirlerinde, kanser hiicrelerinin bagisiklik
sistemi tarafindan tanmmmasimni engellemek amaciyla enerji metabolizmasini yeniden
programladigr ve bagisiklik sisteminden kagisi indiikledigi belirtilmistir. Melanomada,
SIRT2 inhibisyonunun, kanser hiicrelerin timor bdlgesine gociinii artirarak timor
biiyiimesini baskiladig1 bildirilmistir [106]. Ote yandan, gastrik kanserde, SIRT2’nin
PEPCKI1  ekspresyonunu  ve  mitokondriyal  aktivitesini  artirdifi;  ayrica
RAS/ERK/INK/MMP-9 sinyal yolagini aktivite ederek kanser hiicrelerinin gogiinii ve
invazyonunu indiikledigi gosterilmistir [107, 108]. SIRT2’nin, N-Myc ve c-Myc gibi 6nemli
onkogenlerin stabilitesini koruyarak noroblastoma ve pankreas kanseri hiicrelerinde
proliferasyonu artirdig: bildirilmistir [109]. Ote yandan, selektif SIRT2 inhibisyonunun, C6
glioma ve insan MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda apoptozu tetikledigi; ayrica insan
HeLa serviks kanseri, HepG2 karaciger kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(A549 ve H1299) hiicre hatlarinda proliferasyonu azalttig1 bildirilmistir [110-112]. SIRT2
inhibisyonunun, H3K27 ve H4K16 modifikasyonlar1 yoluyla ATRX mutasyonlu
ndroepitelyal progenitor hiicrelerde ve insan glioma kok hiicrelerinde hiicre gogiinii bozdugu
ve glioma modellerinde yaslanma belirteglerinin ekspresyonunu artirdigi aciklanmistir
[113]. Bununla birlikte, SIRT2 modiilasyonunun bazi kanser tiirlerinde fibroblast aktivitesini
ve anjiyogenezi inhibe ederek, hiicre biitlinligiinii ve proliferasyonunu kontrol altina aldigi,
ayni zamanda DNA hasarma yanit veren substratlari aktive ettigi bildirilmistir [114, 115].
Buna karsilik, SIRT2 enziminin asir1 ekspresyonunun, kolorektal kanser hiicrelerinin
proliferasyonu, invazyonu ve hiicre gociinii 6nemli diizeyde inhibe ettigi gdsterilmistir [89].
Ayrica, SIRT2 enziminin ATP-sitrat liyaz yikimina katkida bulunarak lipit biyosentezini

baskiladig1 ve bu mekanizma araciligiyla tiimor biiylimesini azalttig1 one siiriilmiistiir [116].
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Ser6z yumurtalik kanserinde ise SIRT2’nin asir1 ekspresyonu, karsinojenik 6zellik tasiyan
CDK4 proteininin yikimini tesvik ederek hiicre kolonizasyonunu ve gogiinii engelledigi, bu

sayede invazyonu azalttig1 bildirilmistir [117].

Sonug olarak, SIRT2’nin etkisi, timoriin evresi, hiicre tipi ve bulundugu dokuya gore
farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle, SIRT2 ekspresyon diizeylerinin kanserin seyri
iizerindeki etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in ileri diizeyde c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir [34]. Ayrica, bu ¢ok yonlii etki, SIRT2’nin hiicre dongiisii diizenlemesi ve
enerji metabolizmasi, otofaji, genom stabilitesi, DNA onarimi ve oksidatif stres dahil olmak
tizere birgok biyolojik siirecte yer aldigini1 gostermekte ve tedavi stratejileri gelistirilmesinin

onemini vurgulamaktadir.

2.3. Selektif SIRT2 inhibitorleri

SIRT2, organizmadaki fizyolojik islevlerin siirdiiriilmesi ve diizenlenmesinde oynadigi
kritik roller nedeniyle, hastaliklarin fizyolojisi ve patogenezinde biiyiik ilgi gormektedir.
Genis bir substrat yelpazesiyle etkilesim icinde olmasi nedeniyle, SIRT2 ekspresyon
seviyelerindeki artis veya azalisin Ozellikle kanser, norodejeneratif hastaliklar ve
enflamasyon iizerinde koruyucu ya da iyilestirici etkiler gosterebildigi bildirilmistir [27, 118,

119].

SIRT enzim ailesinin hem yapisal hem de islevsel olarak yiiksek derecede korunmus olmasi,
kanser tedavisinde bu izoformlarin tlimiiniin mii yoksa yalnizca spesifik bir izoformun mu
hedeflenmesinin daha etkili olacagi sorusunu giindeme getirmistir. Bu baglamda, SIRT
iyeleri arasinda izoform selektivitesini saglayacak inhibitorlerin gelistirilmesine yonelik
¢ok sayida arastirma yapilmustir. Ug boyutlu SIRT yapilari ¢dziilmiis, inhibitér ve aktivatdr
baglanma modlar1 detaylandirilmis ve bu veriler dogrultusunda akilci ilag tasarimi
yaklasimlariyla yeni selektif enzim inhibitorleri gelistirilmistir. Giiglii ve selektif SIRT2
enzimi inhibitorlerinin kesfinin, hem SIRT2 izoenziminin biyolojik siireclerdeki roliiniin
tanimlanmasini hem de ¢esitli molekiiler yollarda yer alan 6nemli protein ve genler lizerine
odaklanan tedavilerin gelistirilmesini saglayip bu mekanizmalarin daha ayrintili bir sekilde
incelenmesininin temelini olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bugiine kadar farkli aragtirma

gruplar1 tarafindan kirka yakin insan SIRT2 X-1s1n1 kristal yapisi aydinlatilmis; bu siirecte,
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cesitli kimyasal yapilara sahip olan ¢ok sayida enzim inhibitorii bilesik tanimlanmistir [27,

34,120, 121].

Kiiciik molekiil yapisinda SIRT2 inhibitorii olarak ilk kesfedilen bilesiklerden biri olan
nikotinamit (1) (SIRT2 ICs50=100 uM; SIRT1 ICs50=120 uM; SIRT3 ICs50=50 uM; SIRTS5
IC50=150 uM; SIRT6 I1Cs0=184 uM), dogal kaynakli sirtuin inhibitorii olarak tanimlanmistir
[122, 123] (Sekil 2.3). Nikotinamidin insan prostat kanseri hiicrelerinin bilyiimesini azalttig1,
bununla birlikte apoptozu indiikledigi ve insan 16semi kanser hiicre hatlarinda proliferasyonu

azalttig1 gosterilmistir [124, 125].

2001 yilinda Grozinger ve arkadaslari tarafindan yapilan yiiksek c¢iktili sanal tarama
calismast  sonucunda, 1600 bilesik arasindan 2 numarali bilesik (SIRT2
I1C50=38 uM ve Sir2p ICs50=66 uM) ve sirtinoliin (3) (SIRT2 ICs50=45 uM ve Sir2p ICs50=68
uM) in vitro olarak insan SIRT2 enzimini ve maya Sir2 enzimini benzer oranlarda inhibe
ettikleri bildirilmistir [126] (Sekil 2.3). Sirtinoliin, insan MCF-7 meme kanseri ve insan
H1299 akciger kanseri hiicrelerinde RAS/MAPK aktivasyonunu azaltarak yaglanma benzeri
bliylimenin durmasini neden oldugu, ayrica insan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde

otofajik hiicre 6liimiinii ve apoptozu indiikledigi agiklanmistir [127, 128].

H
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Sekil 2.3. Bilesik 1-3 kimyasal yapis1

Tervo ve arkadaslarinin 2004 yilinda potansiyel SIRT2 inhibitorii bilesiklerin kesfi amaciyla,
sirtinol bilesigi lizerinden gerceklestirdigi sanal tarama yaklagimli ¢alismada, enzim aktif
bolgesinde istenen hidrofilik ve hidrofobik etkilesimleri saglayan bilesikler in vitro enzim
inhibisyonu ¢alismalar1 i¢in se¢ilmistir. Bunlar bilesiklerden 4 (SIRT2 1Cs50=56,7 uM) ve 5
(SIRT2 ICs50=74,3 uM) numarali bilesiklerin, sirtinole benzer seviyede enzim inhibisyonu
yaptiklari belirtilmistir [123] (Sekil 2.4).
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2005 yilinda Mai ve arkadaslar1 tarafindan giiclii SIRT2 inhibitorlerine ulagsmak amactyla
sirtinol tlirevi bilesikler tasarlanmistir. Bu bilesikler icerisinden 6 (hSIRT2 IC50=25,9 uM ve
Sir2 1Cs0=33 pM) numaral1 bilesigin, in vitro olarak maya Sir2 ve insan SIRT2 enzimini
sirtinolden daha iyi seviyede inhibe ettigi agiklanmistir [ 129] (Sekil 2.4). Rotili ve ¢alisma
ekibi tarafindan gergeklestirilen yapisal optimizasyon c¢alismasi kapsaminda, 1-
(fenilimino)metil-2-hidroksi-naftalen tasiyan sirtinoliin yapisindaki amit grubunun ters
cevrilmesi ile elde edilen salermit (7) (100 pM konsantrasyonda SIRT2 %80 inhibisyon, 25
uM konsantrasyonda SIRT1 %80 inhibisyon) bilesiginin SIRT2 karsisinda sirtinole benzer
inhibitor aktivite gosterdigi agiklanirken; insan MOLT4 l6semi, RKO kolon kanseri ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda sirtinolden daha yiiksek antiproliferatif
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. [130] (Sekil 2.4).

OH

Sekil 2.4. Bilesik 4-7 kimyasal yapis1

Sirtinol tlizerine Heltweg ve aragtirma grubu tarafindan gergeklestirilen farmakofor temelli
molekiiler optimizasyon ¢aligmasinda, B-naftol halkas1 yapida korunmus; 4-aminobenzamit
grubu ise 6-fenil-2-tiyourasil ile degistirilerek kambinol (8) (SIRT2 ICs50=56 uM ve SIRT1
IC50=59 uM) bilesigi elde edilmis, fare ksenograft modelinde antikanser aktivitesi gosterdigi
bildirilen ilk B-naftol tiirevi bilesik olarak tanimlanmistir. Kambinoliin, BCL-6-eksprese
eden Burkitt lenfoma hiicre hattinda histon hiperasetilasyonu yoluyla apoptozu indiikledigi

ve tiimdr bilylime hizini azalttig bildirilmistir [131] (Sekil 2.5).

Mahajan ve arkadaslar1 tarafindan, selektif olmayan SIRT inhibitorii olan kambinoliin
yapisal modifikasyonu sonucunda elde edilen 9 numarali bilesik (SIRT2 ICso=13 uM; SIRT1
ve SIRT3 ICs50>200 uM), giiclii ve selektif bir SIRT?2 inhibitérii olarak bildirilmis, kambinole

kiyasla yalnizca Burkitt lenfoma hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda insan HCT116 kolon
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kanseri, MCF-7 meme kanseri ve NCI-H460 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre
hatlarinda da tiimor biiyiimesini anlaml diizeyde azalttig1 rapor edilmistir [132] (Sekil 2.5).
Di Fruscia ve arkadaglar1 tarafindan gerceklestirilen ligand temelli sanal tarama ¢alismasi
kapsaminda, nikotinamit, sirtinol ve kambinoliin igerisinde bulundugu c¢aligma setinden
hareketle olusturulan farmakofor model kullanilarak substrat kompetitif SIRT2 inhibitorii
olan ICL-SIRT078 (10) (SIRT2 ICso=1,5 pM; SIRT1 ve SIRT3 ICso >100 puM)
kesfedilmistir. Bilesigin, insan MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda o-tubulin
hiperasetilasyonuna neden oldugu ve rat N27 dopaminerjik ndronal hiicre hattinda belirgin

bir néroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir [133] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Bilesik 8-10 kimyasal yapis1

Bedalov ve arkadaslarinin 2001 yilinda gerceklestirdigi SIRT enzim inhibitor etkili
bilesiklerin kesfi amaciyla gerceklestirdikleri hiicre temelli tarama g¢alismasi sonucunda
splitomisinin (11) kesfedilerek, dogrudan maya sirtuinleri lizerine inhibitor etkili oldugu,
ancak insan sirtuin enzimlerine karsi etki gostermedigi bildirilmistir [134] (Sekil 2.6). Bunu
takiben, Neugebauer ve ¢alisma ekibinin 2008 yilinda yaptig1 calismada siplitomisin temel
alinarak B-aril yapisina sahip bir dizi bilesik sentezlemis, bu tiirevler arasinda Bilesik 12’nin
(SIRT2 ICs0=1,5 uM) ve 13 numarali bilesigin R-enantiyomerinin (SIRT2 ICso=1 pM)
SIRT2 enzimini giiclii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak, bu splitomisin
tiirevlerinin yiiksek lipofilik 6zellikleri nedeniyle MCF-7 hiicrelerinde proliferasyonu diisiik
diizeyde baskiladiklar1 ifade edilmistir [135] (Sekil 2.6). ilerleyen yillarda, Rotili ve
arkadaglar1 tarafindan splitomisin benzeri kumarin ve pirimidin yapili yeni bilesikler
gelistirilmis; bunlar arasinda 6ne ¢ikan MC2141’in (14) selektif SIRT2 inhibitorii oldugu
(SIRT2 ICs50=10 uM; 50 uM konsantrasyonda SIRT1 %8,9 inhibisyon) bildirilmistir. Ayrica,
bilesigin insan U937 16semi hiicre hattinda apoptoz ve hiicre farklilagmasi iizerinde etkilere

sahip oldugu belirtilmistir [136] (Sekil 2.6).
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Freitag ve arkadaslari, splitomisin (11) yapisindaki lakton halkasinin hidroliz edilerek laktam
formuna  donustiiriildiigii  tiirevlerinde  biyolojik  aktivitenin  kayboldugunu
gozlemlemislerdir. Bu nedenle, lakton halkasin1 biyoizosterik heterosiklik halkalarla
degistirmeyi hedeflemislerdir. Bu yaklagimla, benzimidazoltiyon ana iskeletine sahip 15
numaralt SIRT2 inhibitoriine (SIRT2 ICso=5 pM; SIRT1 ICs=7,7 uM; 50 uM
konsantrasyonda SIRT3 <%10 inhibisyon) ulasmislardir [137] (Sekil 2.6).

“7 QHW

11 R: -Br (12), -CH: (13)

Sekil 2.6. Bilesik 11-15 kimyasal yapis1

Tervo ve arkadaslari, 2006-2008 yillar1 arasinda yiiriittiikleri, SIRT2 enzimi X-151n1 kristal
yapisina dayalt molekiiler modelleme ¢aligmalar1 sonucunda, farkli kimyasal yapilara sahip
ve SIRT2 iizerinde inhibitdr etki gosteren cesitli bilesikler bildirmislerdir: TRIPOS-360702
(16) (SIRT2 ICso=51 uM), 17 (SIRT2 ICs0=74,3 uM), 18 (SIRT2 ICs0=137,4 uM), 19
(SIRT2 IC50=58,4 uM) ve 20 (SIRT2 ICs50=47 uM) [138-141] (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Bilesik 16-20 kimyasal yapis1

Trapp ve arkadaslari, tripanozomiyazis ve onkoserkiyazis tedavisinde kullanilan simetrik

polianiyonik naftiliire yapisindaki suraminin (21), SIRT enzimleri {izerindeki etkisini
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arastirilmislar ve dual SIRT1/SIRT?2 inhibitor etkili (SIRT2 ICso=1,15 uM; SIRT1 1C50=0,30
uM) oldugunu tespit etmislerdir [142] (Sekil 2.8).

2009 yilinda Zhang ve arkadaslar tarafindan AC-93253 (22) kodlu bilesik (SIRT2 ICs0=6
uM; SIRT1 1Cs0=45,3 uM; SIRT3 ICs50=24,6 uM) etkili ve selektif bir SIRT2 inhibitorii
olarak tanimlanmistir. Ayrica bilesigin, o-tubulin, p53 ve histon H4 asetilasyonunu
indiikledigi; insan A549 ve NCI-H460 akciger kanseri, DU145 prostat kanseri ile Mia PaCa2
pankreas kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek sitotoksik etkilere yol agtigi

bildirilmistir [143] (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Bilesik 21 ve 22 kimyasal yapisi

Lain ve arkadaslari, p53 geni indiiksiyonu yapan kiigiik molekiillerin kesfi amaciyla
gergeklestirdikleri  hiicre temelli tarama c¢alismast sonucunda, tenovin-1’1 (23)
kesfetmislerdir. Tenovin-1’in p53 hiperasetilasyonu araciligiyla BL2 Burkitt lenfoma ve
ARNS melanoma hiicrelerinde sitotoksisiteye yol actigi ve tiimor biiylimesini azalttigini
bildirmistir. Ancak bu bilesigin suda ¢oziiniirliigiiniin yeterli diizeyde olmamasi sebebiyle
yap1 lizerinde optimizasyon ¢aligmalar yliriitiilmiis ve insan ARN8 melanoma hiicrelerinde
tenovin-1’e gore daha etkili bulunan tenovin-6 (24) (SIRT2 ICso=10 uM; SIRT1 ICs0=21
puM; SIRT3 ICs50=67 uM) bilesigine ulasilmistir [144] (Sekil 2.9).

Huhtiniemi ve ¢alisma grubunun gergeklestirdigi sanal tarama ¢alismasi sonucunda ulasilan
oksadiazol-karbonilaminotiyoiire iskeleti tagiyan Bilesik 25’in, (SIRT2 ICso=57 pM; SIRT1
ICs0>100 uM) giiclii ve selektif bir SIRT2 inhibitdrii oldugu tespit edilmistir [145] (Sekil
2.9).
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Sekil 2.9. Bilesik 23-25 kimyasal yapis1

Trapp ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptigi calismada, sirtuinlerin kullandigt NAD*
kofaktorii ile kinaz enzimlerinin kullandigi ATP yapisinin ortak olarak adenozin tagimasi
sebebiyle kinaz inhibitorlerinin SIRT enzimleri iizerinde inhibitér etki gdsterip
gostermeyecegi arastirilmistir. Calisma kapsaminda test edilen 84 adet kinaz inhibit6riin
arasinda, bisindolmaleimit yapisinda PKC inhibitorii olan Ro31-8220’nin (26) (SIRT2
1Cs50=0,8 uM; SIRT1 ICs50=3,5 uM) ve GF109203X’in (27) (SIRT2 ICs0=7,3 uM; SIRT1 ICso
>50 uM) giiglii birer SIRT1/2 inhibitorii oldugu tespit edilmistir. Ayrica, bilesiklerin insan
A549 akciger kanseri hiicrelerinde a-tubulin hiperasetilasyonunu indiikledigi ac¢iklanmigtir
[146] (Sekil 2.10).

Schlicker ve arkadaslari, ger¢eklestirdikleri sanal tarama calismasinda 28 (SIRT2 ICs0=4,8
uM) ve 29 (SIRT2 I1Cs50=9,7 uM) numarali bilesikleri gii¢lii ve selektif birer SIRT2 inhibitor
olarak bildirmiglerdir. Calisma kapsaminda, 28 numarali bilesigin insan HEK293T
embriyonik bobrek hiicresinde yliksek sitotoksite sergiledigi agiklanmistir. Ayrica, Bilesik
29’un, a-tubulin Lys40 deasetilasyonunu anlamli diizeyde azalttig1 goriilmiis ve yapisal
ozellikleri nedeniyle yan etki profili diisiik SIRT2 inhibitérlerinin tasarimi i¢in umut verici

bir bilesik olabilecegi belirtilmistir [147] (Sekil 2.10).

Sekil 2.10. Bilesik 26-29 kimyasal yapisi

Outeiro ve arkadaslar tarafindan bildirilen AGK2 (30) (SIRT2 ICs0=3,5 uM; SIRT1 IC50=30
uM; SIRT3 ICs50=91 uM) ve AK-1 (31) (SIRT2 ICs50=12,5 uM; SIRT1 ve SIRT3 ICso>50
uM) kodlu bilesiklerin, giiclii ve selektif bir sekilde SIRT2 inhibisyonu gerceklestirdikleri
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rapor edilmistir. Bilesiklerin, Parkinson hastaligina ait hiicresel modelde dopaminerjik hiicre
Oliimiine kars1 koruma sagladiklar1 ve a-siniiklein toksisitesini ortadan kaldirdiklari da

aciklanmistir [148] (Sekil 2.11).

Taylor ve arkadaslarinin, SIRT2 inhibisyonunun in vitro Huntington hastaligi modelinde
kolesterol biyosentezinin noroprotektif olarak azaltilmasina aracilik ettigini One siirerek
gergeklestirdikleri calisma sonucunda, AK-7 (32) bilesigini selektif SIRT?2 inhibitorii (SIRT2
ICs0=15,5 uM; SIRT1 ve SIRT3 ICso >50 uM) olarak tanimlamiglardir. Bu bilesigin,
SREBP-2 ¢alisma mekanizmasini etkileyerek kolesterol biyosentezinin baskilamasina neden
oldugu ve vahsi-tip fare modelinde kolesterol seviyesini azalttig1 gozlemlenmistir [101].
Ilerleyen yillarda, Sakai ve ekibi tarafindan yiiriitiilen bir calismada, AK-7 (32) bilesiginin
SIRT? inhibitor potansiyelini iyilestirmek amaciyla gerceklestirilen yapisal modifikasyonlar
ile benzamit tiirevi Bilesik 33 (SIRT2 ICs0=0,6 uM; SIRT1 ve SIRT3 ICso >100 uM)
kesfedilmis, bu bilesigin norodejeneratif hastaliklar ve kanser tedavisi i¢in potansiyel bir ilag

aday1 olabilecegi belirtilmistir [149] (Sekil 2.11).

R ‘\N
NG o /N Q/ N~
oM\ HN._O
o HN HN (o]
T (E IS $
o*>%0 OO
30 R: -NO; (31), -Br (32) 33

Sekil 2.11. Bilesik 30-33 kimyasal yapisi

Yang ve arkadaglarinin 2015 yilinda SIRT2 inhibitorlerinin kesfi amaciyla gerceklestirdigi
caligmas1 sonucunda, selektif SIRT1 inhibitorii olan EX-527 bilesiginin (34) yapisindaki
2,3,4,9-tetrahidro-1H-karbazol iskeletinden hareketle ulasilan 35 numarali bilesigin (SIRT2
ICs50=3,8 uM ve SIRT1 ICs0=16,7 uM), SIRT2 enzimine kars1 inhibitdr aktiviteye sahip
oldugu agiklanmig, insan MDA-MB-231 meme kanseri ve HepG2 karaciger hiicre
hatlarinda, asetillenmis p53 ve o-tubulin seviyelerini artirdigi western blot analizleri ile

gostermistir [150] (Sekil 2.12).

Moniot ve arkadaslari, daha 6nce sanal tarama yontemiyle tanimlanmis olan CSC37 (36)
kodlu bilesikten [147] yola ¢ikilarak gelistirdikleri, 1,2,4-oksadiazol iskeletine sahip yeni bir

SIRT2 inhibitdrleri serisini tanimlamiglardir. Bu seride yer alan bilesikler, insan 16semi
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(U937, NB4, HL-60 ve K562) ve meme kanseri (MDA-MB-231) hiicre hatlarinda test
edilmis; 37 numarali bilesik (SIRT2 ICs0=10,4 uM), NB4, K562 ve MDA-MB-231
hiicrelerinde 25 pM konsantrasyonda %80’in iizerinde apoptoz indiiklerken, 38 numarali
bilesik (SIRT2 ICs0=1,5 uM) yalnizca 10 uM konsantrasyonda NB4 hiicrelerinde benzer
diizeyde apoptoz olusturabilmistir. Bu bilesiklerin NB4 hiicrelerinde asetillenmis a-tubulin
asetilasyonunun arttigt gozlemlenmis ve bu bulgular, bilesiklerin etkisinde SIRT2

inhibisyonunun rol oynadigini1 dogrulamistir [26] (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Bilesik 34-38 kimyasal yapisi

Seifert ve aragtirma grubu, kromon ve kroman-4-on yapisinda bir seri bilesik sentezlemis,
bunlardan 39 numarali bilesigin S-enantiyomerinin diisiik mikromolar seviyede ve yiiksek
diizeyde selektif SIRT2 inhibitor etki gosterdigini (SIRT2 ICso=1,5 puM; 200 uM
konsantrasyonda SIRT1 %3,5 inhibisyon; SIRT3 %3,9 inhibisyon) bildirmislerdir [151]
(Sekil 2.13). Devaminda gergeklestirilen yapi-etki ¢alismalart ile ulasilan Bilesik 40 (SIRT2
ICs50=3,7 uM; 200 uM konsantrasyonda SIRT1 %9,8 inhibisyon; 200 uM konsantrasyonda
SIRT3 %28 inhibisyon) selektif bir SIRT2 inhibitorii olarak tanimlanmigtir. Bununla birlikte,
insan A549 akciger kanseri ve MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda giiglii antiproliferatif
etki gosterdigi ve a-tubulin asetilasyonunu doz bagimli sekilde artirdig1 belirtilmistir [152].
Devaminda, kromon iskeletinin benzotiyadiazin-1,1-dioksit halka sistemi ile
degistirilmesityle Bilesik 41 elde edilmis, bilesigin etkili bir SIRT2 inhibisyonu
gerceklestirdigi (200 uM konsantrasyonda SIRT2 %74 inhibisyon; SIRT1 %25 inhibisyon;
SIRT3 %28 inhibisyon) bildirilmistir [153] (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Bilesik 39-41 kimyasal yapisi
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Hoffmann ve aragtirma ekibi tarafindan SIRT2 inhibit6rii olarak bildirilen AEM1 (42)
(SIRT2 ICs50=18,5 uM; SIRT1 ICs50>100 uM) ve AEM2 (43) (SIRT2 ICs50=3,8 uM; SIRT1
ICs0 >100 uM) kodlu bilesiklerin insan H1299 ve A549 akciger kanseri hiicre hatlarinda
SIRT?2 bagimli p53 deasetilasyonunu azalttiklar1 ve apoptozu indiikledikleri tespit edilmigtir
[154] (Sekil 2.14).

Suzuki ve arkadaslari, 2-anilinobenzamit yapisindaki bilesiklerle gergeklestirdikleri ¢calisma
sonucunda, giiclii ve selektif SIRT2 inhibisyonu gosteren NCO-90 (44) (SIRT2 ICso=1 puM;
SIRT1 ve SIRT3 ICs0>300 uM) ve NCO-141 (45) (SIRT2 ICs50=0,57 pM; SIRT1 ve SIRT3
ICs50>300 uM) kodlu bilesikleri elde etmislerdir. Ayn1 arastirma grubunun gergeklestirdigi
baska bir caligmada ise, her iki bilesigin de 16semi hiicre hatlarinda kaspaz aktivasyonunu
ve mitokondriyal siiperoksit olusumunu tetikleyerek apoptozu indiikledigi, bunun yaninda
insan HCT116 kolon kanser hiicre hattinda a-tubulin asetilasyonunu doz bagimli olarak

artirdig1 belirtilmistir [155, 156] (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Bilesik 42-45 kimyasal yapisi

Suzuki ve arkadaglari, SIRT2:NCO-90 kompleksine ait X-1g1n1 kristal yapisin1 (PDB: 5Y5N)
aydimlatmigslar; SIRT2 inhibisyonu i¢in hem selektivite cebine hem de NAD" baglanma
bolgesine baglanabilecek yeni bilesiklere ulagsmak igin 2-anilinobenzamit tiirevlerinin amit
gruplar1 tizerinden degisiklige giderek KPM-2 (46) kodlu bilesigi (SIRT2 1Cs50=0,06 puM;
SIRT1 ICs0=1,6 uM; SIRT3 IC50=9,5 uM) kesfetmislerdir. Bilesik, insan MCF-7 ve MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda giiclii antiproliferatif etki gostermesinin yan1 sira
fare Noro-2a ndroblastoma hiicrelerinde sinirlerde veya gevresel sinir sisteminin tamaminda

goriilen bir enflamasyon olan noritise yol agmustir [157] (Sekil 2.15).

2014 yilinda Tatum ve arastirma grubu, gerceklestirdikleri tarama ¢alismalariyla 1,2,3-

triazol ¢ekirdegine sahip 2-anilinobenzamit tlirevlerine ulagmislardir. Bu tiirevlerden,
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A1B11 (47) (SIRT2 ICs0=5,3 uM; SIRT1 ve SIRT3 ICso >100 uM) kodlu bilesik selektif
SIRT?2 inhibitdrii olarak 6n plana ¢ikmistir [158] (Sekil 2.15).

Cui ve arkadaglari, fragman-temelli yaklasimla suramin benzeri naftalen-benzamit veya
naftalen-nikotinamit yapilarinda bilesikler tasarlamislardir. Bunlardan Bilesik 48’in,
nanomolar seviyede selektif SIRT2 inhibisyonu (SIRT2 ICs0=0,05 pM; SIRT1 ICs50=10,2
uM; SIRT3 ICs0=44,2 uM) sergilerken, a-tubulin asetilasyonunu doz ve zaman bagimli
olarak artirdig1 gézlemlenmistir [159] (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15. Bilesik 46-48 kimyasal yapisi

Ai ve calisma grubu, gerceklestirdikleri tarama ¢alismalar1 sonucunda, 5-((3-
amidobenzil)oksi)nikotinamit tiirevi Bilesik 49°u (SIRT2 ICs50=0,02 uM; SIRT1 ICs0=6,6
uM; SIRT3 ICso=1,87 uM) gii¢lii ve selektif bir SIRT2 inhibitdrii olarak elde etmislerdir. Bu
bilesigin insan SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde a-siniiklein agregasyonu ile indiiklenen

sitotoksisiteyi dnemli derecede azalttig1 belirlenmistir [160] (Sekil 2.16).

Disch ve arkadaglarinin, DNA’y1 hedefleyen ve heterosiklik halkalarca zengin bilesikler
iizerinden gergeklestirdigi sanal tarama calismasi sonucunda, tiyeno[3,2-d|pirimidin-6-
karboksamit tiirevi 50 (SIRT2 ICso=1 nM; SIRT1 ICsp=4 nM; SIRT3 ICs0=7 nM) numarali
SIRT2 inhibitorii bildirilmistir [161] (Sekil 2.16).

Yoon ve ¢aligma ekibi tarafindan benzimidazol ¢ekirdegi tasiyan bir seri bilesik tasarlanmis,
bunlardan Bilesik 51’in, dual SIRT1/SIRT2 inhibitér (SIRT2 ICs0=28,7 uM; SIRT1
1C50=54,2 uM) etkili oldugu ve insan HCT116 kolon kanseri, MDA-MB-468 meme kanseri
ile CCRF-CEM losemi hiicre hatlarinda giiglii antikanser etkinlik gosterdigi agiklanmigtir
[162] (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. Bilesik 49-51 kimyasal yapisi

Zhou ve arastirma grubu, bilinen selektif SIRT2 inhibitdr yapilarinda yer alan indol ve
benzimidazol halkalarin1 benzofuran ile degistirerek bir seri bilesik tasarlamis, Bilesik 52
selektif SIRT?2 inhibitor etkisiyle (SIRT2 1Cs0=3,8 uM; SIRT1 ve SIRT3 ICso>100 uM) 6n
plana ¢ikmustir [163] (Sekil 2.17).

Quinti ve arkadaslar tarafindan kesfedilen kinolin tiirevi MIND4 (53) kodlu bilesiginin doz
bagiml selektif SIRT2 inhibitorii oldugu (SIRT2 ICs0=3,5 pM) bildirilmis, Hungtington
hastalig1 modelinde sitoprotektif faktor NRF2 indiiksiyonu ile néroprotektif etki gosterdigi
gosterilmistir [164] (Sekil 2.17).

Rumpf ve ¢alisma grubu, kendi bilesik kiitiiphanelerini SIRT1-3 enzimlerine kars1 taramis,
caligma sonucunda aminotiyazol tiirevi gii¢lii ve selektif SIRT2 inhibitorlerine ulagmiglardir.
Bunlar arasinda SirReal2 (54) (Sekil 2.17), giiglii SIRT2 inhibitor etki profili (SIRT2
1C50=0,44 uM; SIRT1 ve SIRT3 ICs50>100 pM) ile 6ne ¢ikan bilesik olmustur. SirReal2’nin,
insan HelL a servikal kanseri hiicrelerinde a-tubulin hiperasetilasyonuna neden oldugu, hiicre
siklusunun kontrol noktasi proteini BubR1’in destabilizasyonunu indiikledigi ve c¢esitli
kanser hiicre hatlarinda (insan SW948, HCT116, HT29 kolon kanseri; A549 ve H520 akciger
kanseri; K562 16semi; CFPAC1 ve ASPCI1 pankreas kanseri hiicre hatt1) sitotoksik etki
gosterdigi agiklanmistir. Ayni arastirma grubu insan SIRT2 enziminin SirReal2 ile meydana

getirdigi kompleksin yapisini X-151n1 kristallografisi ile aydinlatmigtir (PDB: 4RMG) [37].
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Sekil 2.17. Bilesik 52-54 kimyasal yapisi

Schiedel ve arkadaglari, SIRT2:SirReal2 kompleksinde SirReal2’nin aktif bolgedeki
biyoaktif konformasyonundan hareketle, SirReal2 bilesiginin substrat baglanma bolgesine
uzanan kismui 1,2,3-triazol halkasi ile uzatilarak triazol-SirReal tiirevi MZ-242 (55) kodlu
bilesik, selektif SIRT2 inhibitorii (SIRT2 1Cs0=0,118 pM; SIRT1 ve SIRT3 ICso >100 uM)
olarak tanimlanmustir [165] (Sekil 2.18).

Vogelmann ve c¢aligsma ekibi, 1,2,3-triazol halkasi ile uzatilmis SirReal2 tiirevlerini temel
alarak selektif SIRT2 inhibisyonunu daha giiclii hale getirmek icin gerceklestirdikleri
caligma kapsamindaki bilesiklerden morfolin-SirReal tiirevi MorSirReal (56) kodlu bilesigin
(SIRT2 ICs50=0,12 uM (deasetilasyon); SIRT2 ICs0=2,4 uM (demiristoilasyon)) giiclii bir
SIRT2 inhibitdrii etkisine sahip oldugu ve PC-3M-luc metastatik androjen bagimsiz prostat
kanseri hiicrelerinde hem SIRT2 aracili deasetilasyonu hem de demiristoilasyonu
baskiladigi, dolayisiyla c-Myc miktarini azaltip hiicre goglinli inhibe ettigi ve KRAS4a
onkoproteinin agilasyonunu indiikledigi bildirilmistir [86] (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. Bilesik 55 ve 56 kimyasal yapis1

Yang ve arastirma grubu, SirReal2 (54) iizerinde gerc¢eklestirdikleri oOncii bilesik
optimizasyonu ¢alismasi sonucunda, N-(3-(fenoksimetil)fenil)asetamit yapili 57 numarali
bilesigi (SIRT2 1Cs50=25,9 uM) ile SIRT2 enzimi kompleksine ait X-151n1 kristal yapisini
(PDB: 5YQL) aydinlatmislardir [166]. Bilesik 57°nin SIRT2 aktif bolgesinde selektivite

cebinin olusumunu indiikleyip etkilesimler kurdugu, ancak, substrat baglanma cebinde
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SirReal tiirevlerinde gozlenen etkilesimleri saglamadigi goriilmiistiir. Bunun {izerine yap1
temelli optimizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilmis; substrat baglanma bdlgesiyle etkilesim
kurup bu bolgeye baglanmay1 saglayabilmek icin bilesiklerin yapilara amit kdpriisiiyle
cesitli heterosiklik halkalar eklenerek N-(3/4-(fenoksimetil)fenil)asetamit tlirevleri olan 58
(SIRT2 IC50=0,82 uM; SIRT1 ve SIRT3 ICso >100 uM) ve 59 numarali (SIRT2 ICso=3,41
uM; SIRT1 ve SIRT3 ICsp >100 puM) selektif ve giiclii SIRT2 inhibitér bilesiklere
ulagilmistir. Substrat bolgesinde hedeflenen etkilesimlerin saglandigi, yapisi aydinlatilan
SIRT2:Bilesik 58 kompleksi (PDB: 5YQO) [166] ile gosterilmis; bu bolgede F96 ile R97
etkilesimlerinin inhibitor etki i¢in 6nemli oldugu ifade edilmistir. Calismalar, Bilesik 58’in
H441 insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde; Bilesik 59’un ise insan
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde doza bagli olarak a-tubulinin asetilasyon seviyelerini
anlamli diizeyde artirdigy, bilesiklerin bu sayede bu hiicrelerin biiyiimesini, go¢ etmesini ve

invazyonunu baskiladiklar1 bildirilmistir [167] (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Bilesik 57-59 kimyasal yapisi

2016 yilinda Jing ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen ¢alisma ile, c-Myec iligkili kanser
tiirlerinin tedavisi i¢in SIRT enzimlerini hedefleyen ve bu enzimlerin substratlarina benzer
alifatik a¢il gruplari tagiyan tiyoagil lizin tiirevleri bildirilmistir. Bu bilesiklerden mekanizma
temelli selektif SIRT?2 inhibitorii olarak tanimlanan TM (tiyomiristoil) kodlu bilesigin (60)
(SIRT2 ICs50=0,03 uM; SIRT1 ICs50=98 uM; SIRT3 ICso >200 puM) farkli kanser hiicre
hatlarinda c-Myc seviyelerini azaltarak antikanser etkiye yol a¢tig1 agiklanmistir [168, 169].
TM bilesiginin ¢oziiniirliikk problemi nedeniyle; ilag olabilirlik 6zellikleri iyilestirilmis farkli
tiirevlerinin tasarimina ihtiya¢ duyulmus; elde edilen TM analogu JH-T4 (61) kodlu bilesigin
(SIRT2 IC50=0,03-0,05 uM), hem asetil grubunun hem de agil gruplarinin uzaklagtirilmasina

olanak verdigi ve hatta TM’den farkli olarak KRAS4a onkoprotein seviyelerini azaltarak
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antikanser etkinlik gosterdigi aciklanmistir [170]. JH-T4’{in farkli kanser hiicre hatlarinda
sitotoksik etki gostermesine karsin kanser olmayan hiicrelerde de ayn1 etkiye sahip oldugu

goriildiigii i¢in daha ileri ¢aligmalara tasinamamustir (Sekil 2.20).

Hong ve arkadaslari, 2019 yilinda gerceklestirdigi calismada SIRT2:TM kompleksine ait X-
1511 kristal yapisini1 (PDB: 6NRO) ¢oziimlemis ve bu yapiy1 temel alarak gelistirdikleri TM
analoglarindan NH4-13{in (62) giiclii ve selektif bir SIRT2 inhibitorii (SIRT2 1Cs50=0,09
uM; SIRT1 ve SIRT3-6 ICs0>50 uM) oldugunu, ancak TM ile kiyaslandiginda farkli kanser
hiicre hatlarinda daha zayif etkinlik gostermesinin yaninda kanser olmayan hiicrelerde de

sitotoksik etkiye sahip oldugunu agiklamislardir [171] (Sekil 2.20).

Sekil 2.20. Bilesik 60-62 kimyasal yapisi

Shah ve arastirma grubu tarafindan gergeklestirilen yiiksek ¢iktili tarama ¢alismalar: sonucu
elde edilen RK-9123016 (63) kodlu bilesigin, giiclii ve selektif bir SIRT2 inhibitdr profili
sergiledigi (SIRT2 1Cs50=0,18 uM; SIRT1 ve SIRT3 ICs50>100 uM) ve okaryotik translasyon
baslangic faktorii eIF5A’nin asetilasyon seviyesini artirdigl, insan MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda c-Myc miktarini azaltip hiicre bilylimesini inhibe ettigi gdsterilmistir [172]

(Sekil 2.21).

Huang ve arkadaslari, molekiiler docking temelli gergeklestirilen optimizasyon ¢aligmalart
ile 2-((5-benzil-5H-[1,2,4]triazino|[5,6-b]indol-3-il)tiyo)-N-(naftalen- 1-il)asetamit yapisinda
SR86 (64) kodlu bilesik, giiclii ve selektif bir SIRT2 inhibitorii (SIRT2 ICso=1,3 uM; SIRT1
ve SIRT3 ICso >100 uM) olarak tanimlanmistir. Bilesigin, insan MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde oa-tubulin deasetilasyonunu inhibe ederek hiicre canliligini azaltici etki

gosterdigi belirtilmistir [173] (Sekil 2.21).
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Ali ve caligma grubu, antikanser etkisi bilinen Bleomisin bilesiginden yola ¢ikarak
tasarladiklar tritilhistidin tiirevi bir seri bilesik arasindan TH-3 (65) kodlu bilesigin, giiglii
SIRT2 inhibisyonu sagladigi (SIRT2 ICso=1,3 uM) bildirmistir. TH-3’1lin, insan MCF-7
meme kanseri hiicre hattinda anlamli diizeyde antiproliferatif etki gosterdigi belirtilmistir.
Ancak, gozlenen bu etkinligin sadece SIRT2 inhibisyonuna bagl olmadigi, DNA’da hasara
neden olabilecek farkli bir mekanizmanin da etkili olabilecegi ifade edilmistir. [174] (Sekil
2.21).
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Sekil 2.21. Bilesik 63-65 kimyasal yapisi

Wang ve arastirma grubu, dnceki ¢alismalarinda gelistirdikleri fluorometrik esasa dayanan
aktivite tarama yontemiyle kendi bilesik kiitiiphanelerini test ederek 4-(5-((3-(piridin-2-
il)iireido)metil)furan-2-il)benzoik asit yapisinda gii¢lii SIRT2 inhibitdrii olan Bilesik 66’y1
(SIRT2 ICs50=2,5 uM) elde etmislerdir [175] (Sekil 2.22).

Mellini ve arkadaslari, bilinen selektif SIRT2 inhibitorlerinin enzim aktif bolgesindeki
baglanma modlarindan yararlanarak 2-anilinobenzamit tiirevi bir seri bilesik tasarlamis,
bunlarin arasinda Bilesik 67°nin (SIRT2 1Cs50=0,3 puM; SIRT1 ICs0=77,4 uM; SIRT3
1C50=69,2 uM) yapisindaki 2-anilinobenzamit grubunun selektivite cebine baglandigi,
diketopiperazin halkasinin ise substrat baglanma bolgesinde hidrojen bagi etkilesimleri
kurdugu goriilmiistiir. Bilesigin, insan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde giiglii
antiproliferatif aktivite gosterdigi, bunun yaninda fare Noro 2a ndroblastoma hiicrelerinde

noritise yol acgtig1 bildirilmistir [176] (Sekil 2.22).

2020 yilinda tamamlanan bir ¢alismada, benzotiyeno[3,2-d]pirimidin tiirevi bir seri bilesik
tasarlamis ve bu bilesiklerin 60 farkli insan kanser hiicre hatt1 iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Calisma kapsaminda, Bilesik 68 (SIRT2 ICs50=2,10 uM; SIRT1 ICs0=1,81 puM;
SIRT3 ICs50=20,5 uM) sergiledigi giiglii dual SIRT1/SIRT2 inhibitor etkisi ve insan UO-31
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renal kanseri ile MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda gosterdigi yiiksek sitotoksik aktivite

nedeniyle seri igerisinde one ¢ikmustir [177] (Sekil 2.22).
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Sekil 2.22. Bilesik 66-68 kimyasal yapisi

Dukanya ve arkadaslarinin, oksadiazol halkasi tasiyan SIRT2 inhibitorlerden hareketle
tasarladig1, 2-(1-metil-1H-indazol-3-il)-5-aril-1,3,4-oksadiazol yapisinda bir dizi bilesik
icerisinden Bilesik 69, giiclii SIRT?2 inhibitor etkisinin (SIRT2 ICs50=19,5 uM) yaninda, insan
HepG2 karaciger kanseri hiicreleri iizerinde yliksek sitotoksik aktivite de gdstermistir [178]
(Sekil 2.23).

S-tritil-1-sistein ¢ekirdegine sahip bilesiklerin SIRT2 inhibitdr etkilerinin arastirildig: bir
caligmada; STC4 (70) (SIRT2 ICs50=9,5 uM) kodlu bilesik, en etkili SIRT2 inhibitorii olarak
on plana ¢ikmistir. Molekiiler docking c¢alismalar ile bilesige ait ester grubunun aktif
bolgede N168 ile etkilesim kurdugu ve bu nedenle bilesigin selektivite cebine yerlesemedigi
tespit edilmistir. Bu baglamda, ester grubu tasimayan yeni analoglar tasarlanmistir. Bu
analoglar arasinda STCY1 (71) kodlu bilesik, en iyi SIRT2 inhibitor aktiviteyi (SIRT2
1Cs0=7,5 puM) gostermis, insan HeLa servikal kanseri, MCF-7 meme kanseri ve HL60 16semi

hiicre hatlarinda giiclii sitotoksik aktivite sergilemistir [179, 180] (Sekil 2.23).
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Sekil 2.23. Bilesik 69-71 kimyasal yapisi
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Kudo ve arkadagslar1 tarafindan kesfedilen NPD11033 (72) kodlu selektif SIRT2
inhibitoriiniin (SIRT2 ICs50=0,46 uM) elF5A hiperasetilasyonuna neden oldugu ve bununla
birlikte insan PANC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde hiicre biiylimesini inhibe ettigi

aciklanmistir [22] (Sekil 2.24).

2021 yilinda fragman temelli ilag tasarim1 yaklasimi kullanilarak gerceklestirilen ¢alismada,
piperin iskeleti, resveratrol veya piceatannoliin 1,3-dihidroksifenil grubuna bir azometin
grubu ile baglayarak piperin-resveratrol hibritleri tasarlanmig, Ulusal Kanser Enstitiisii
(NCI) protokoliine uygun olarak, dokuz farkli dokuya ait altmis kanser hiicre hattindan
olusan bir panelde bilesiklerin etkileri degerlendirilmistir. Bu hibritlerden Bilesik 73 (SIRT2
ICs0=21 pM; 50 uM konsantrasyonda SIRT1 %45 inhibisyon) en etkili SIRT2 inhibitorii
olarak tanimlanmuis, hiicre dongiisii analizleri ile insan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
%?3,64 oraninda pre-Gi apoptozu indiikledigi ve hiicrelerin biiyiik bir kisminin G»/M fazinda

biriktigi gosterilmistir [181] (Sekil 2.24).

Chowdhury ve arkadaslart1 2020 yilinda, kambinoliin (8) ac¢ik zincir analogu olan 74
numarali bilesigi, etkin ve selektif bir SIRT2 inhibitorii (SIRT2 ICs50=0,25 pM; 50 uM
konsantrasyonda SIRT1 <%25 inhibisyon; SIRT3 <%?25 inhibisyon) olarak bildirmisler, bu
bilesigin B-hiicre lenfoma hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigini ve antiproliferatif

aktivite gosterdigini aciklamislardir [182] (Sekil 2.24).
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Sekil 2.24. Bilesik 72-74 kimyasal yapisi

Eren ve arkadaslari, gerceklestirdikleri farmakofor temelli sanal tarama galigmasi [38] ile
ulagtiklar1 oncii bilesikler tiizerinde optimizasyon calismalar1 yaparak yeni tiirevler
tasarlamiglardir. Bu bilesiklerden, ST29 (75) (SIRT2 ICs50=38,7 uM) selektif SIRT2
inhibitorii olarak tanimlanmistir. Bilesigin insan MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
gosterdigi sitotoksik etkinin SIRT?2 iligkili olabilecegi ifade edilmistir [183]. Devaminda
ayni aragtirmacilar, N-(5-fenoksitiyofen-2-il)-2-(ariltiyo)asetamit yapisinda ST44 (76)
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(SIRT2 ICs0=6,5 uM) [184], ST85 (77) (SIRT2 ICs0=5,74 uM) [185] ve simetrik 2,7-
distiibstitiie-9H-floren-9-on yapisinda SG3 (78) (SIRT2 ICs0=1,95 uM) [186] kodlu selektif
ve giiclii SIRT2 inhibitorleri elde edilerek; ¢ikis noktasi bilesiklere gore ¢cok daha etkili ve
selektif tiirevlere ulagilmistir. Ayrica ilgili bilesiklerin, asetile a-tubulin seviyelerini artirarak
insan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde antiproliferatif etki gosterdikleri rapor edilmistir

(Sekil 2.25).

Sekil 2.25. Bilesik 75-78 kimyasal yapisi

Djokovic ve ¢alisma arkadaslari, yapi-temelli sanal tarama yaklagimi ile SIRT2 baglanma
bolgesinin dinamiklerini belirleyen bir bilgisayar simiilasyon protokoli gelistirmis ve bu
sayede giiclii ve selektif SIRT2 inhibitorii olan NDJ18 (79) kodlu bilesigi (SIRT2 1Cs50=58,7
uM) kesfetmislerdir. Bilesigin, insan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu inhibe ederken apoptoz ve nekrozu indiiklemeden G»/M fazinda uzamaya
yol actig1 ifade edilmis; epitelyal mezensimal gecis yolaklarinda dnemli bir belirte¢ olan E-
kadherin ekspresyonunu artirarak invazyon ve metastaz riskini azaltict etkinlik gdsterdigi

bildirilmistir [187] (Sekil 2.26).

2023 yilinda Scarano ve arkadaglari tarafindan farkli kimyasal yapilarda yeni SIRT2
inhibitorlerin tasarlanmasi amaciyla gerceklestirilen yap1 temelli sanal tarama ¢alismasinda,
secilen bilesikler iizerinde yapilan modifikasyonlar ile elde edilen pirazolo-pirimidin tiirevi
Bilesik 80’in yiiksek SIRT2 inhibitdr etkiye (150 pM konsantrasyonda SIRT2 %81
inhibisyon; SIRT1 %76 inhibisyon; SIRT3 %33 inhibisyon) sahip oldugu belirtilmistir [120]
(Sekil 2.26).
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Roche ve c¢alisma ekibi, dnemli epigenetik bir yolaklardan biri olan lizin asetilasyonunun,
viriislerin konak¢1 hiicredeki replikasyonu iizerinde etkili oldugunu belirtmis ve bu
dogrultuda, ¢esitli RNA ve DNA viriisiine kars1 etkili, SIRT2 izoformunu hedefleyen bir seri
antiviral bilesik bildirmislerdir. Bu bilesikler arasinda yer alan FLS-359°un (81) (SIRT2
1Cs50=3-7 uM; SIRT1 ve SIRT3 ICs0>100 uM), SIRT2 enzimine baglanarak (PDB: 7T1D)
aktif bolgenin allosterik olarak yeniden diizenlenmesine neden oldugu ve konak hiicresinde
deasetilasyon seviyelerini diisiirdigli agiklanmistir. Ayrica bilesigin, insan MDA-MB-231
meme kanseri hiicrelerinde c-Myc onkoprotein diizeyini ve insan HepG2 hepatoseliiler

karsinoma hiicrelerinde a-tubulin deasetilasyonunu azalttig1 belirtilmistir [28] (Sekil 2.26).

79 81

Sekil 2.26. Bilesik 79-81 kimyasal yapisi

2024 yilinda Colcerasa ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, TCMDC-143362 (82)
(SIRT2 1ICs0=3,6 uM (deasetilasyon); SIRT2 ICso=11 puM (demiristoilasyon)) ve bu
bilesikten hareketle tasarlanan Bilesik 83 (SIRT2 ICs0=0,35 uM (deasetilasyon); 25 uM
konsantrasyonda SIRT2 %18 inhibisyon (demiristoilasyon)) gli¢lii SIRT?2 inhibitor profilleri
ile 6n plana ¢ikmistir. Bilesik 83’iin insan HeLa serviks kanseri hiicrelerinin canliligini
azaltt1g1, insan PC-3M-Luc metastatik prostat kanser hiicrelerinde ise hiicre go¢iinii inhibe

ettigi gosterilmistir [188] (Sekil 2.27).

Badran ve calisma ekibi tarafindan yiiriitiilen ligand temelli sanal tarama caligmasi
sonucunda, tritil histamin ve tritil sisteamin iskeletine sahip bir dizi bilesik tanimlanmistir.
Bu bilesikler arasinda, Bilesik 84 (SIRT2 1Cs0=5,63 uM) etkili bir SIRT2 inhibitorii olarak
on plana ¢ikmistir. Yapilan biyolojik degerlendirmelerde, bu bilesigin insan MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinda eIF5A asetilasyon diizeyini artirdig1 ve hiicre biiylimesini inhibe ettigi
belirlenmistir. Ayrica, gerceklestirilen kanser hiicre hatt1 paneli tarama ¢aligsmasi sonucunda,
Bilesik 84’lin losemi ve kolon kanseri hiicrelerine karsi yiiksek afinite gosterdigi

bildirilmistir [189] (Sekil 2.27).
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Sekil 2.27. Bilesik 82-84 kimyasal yapisi

Mazur ve arkadaglari, bilinen SIRT2 inhibitorleri iizerinde gerceklestirdikleri yap1 temelli
tasarim ¢alismasi sonucunda ksanton ¢ekirdegine sahip bir seri bilesik bildirmis, Bilesik 85
(50 uM konsantrasyonda SIRT2 %93,2 inhibisyon) ¢aligma kapsaminda serinin en giicli
SIRT?2 inhibitdrii olarak tanimlanmistir [190] (Sekil 2.28).

2024 yilinda Yang ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen sanal tarama calismast
sonucunda ulasilan 8008-3660 (86) kodlu bilesigin (SIRT2 ICso=7 uM (deasetilasyon);
SIRT2 ICs50=37 uM (demiristoilasyon)) gii¢lii SIRT2 inhibisyonu gerceklestirdigi ve insan
A549 akciger kanseri hiicre hattinda asetile a-tubulin seviyelerini artirdigir gosterilmistir

[191] (Sekil 2.28).

Piacente ve ¢alisma arkadaslari, tiyazol iskeletine sahip yeni SIRT?2 inhibitorleri gelistirmek
amaciyla bilinen inhibitorlerden yola ¢ikarak yapi temelli bir tasarim stratejisi
benimsemislerdir. Bu ¢aligma kapsaminda sentezlenen bilesikler arasinda, Bilesik 87 en
giiclii SIRT?2 inhibitorii olarak 6ne ¢ikmistir (SIRT2 ICs50=9 uM). Bilesigin insan SCC-13
cilt skuamoz hiicreli karsinom hiicre hattinda hiicre canlilifini anlamli sekilde azalttig1 ve
asetillenmis a-tubulin diizeylerini artirdig1 gosterilmistir. Ayrica, normal insan keratinosit
hiicre hatt1 (HaCaT) tlizerinde belirgin sitotoksisite gostermemesi, bu bilesigin terapdtik

seciciligi acisindan umut verici oldugunu ortaya koymaktadir [192] (Sekil 2.28).
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Sekil 2.28. Bilesik 85-87 kimyasal yapisi
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Ali ve g¢alisma ekibi tarafindan SIRT2 inhibitorii olabilecek indol tiirevi bilesikler
tasarlanmig, bu bilesikler arasinda AFJ1 (88) kodlu bilesigin insan MCF-7 meme kanseri
hiicre hatti izerinde yiiksek sitotoksik etki gosterdigi agiklanmistir [193] (Sekil 2.29).

Frei ve arkadaslar1 tarafindan 2025 yilinda yapt temelli hibritlesme stratejisinin
uygulanmasiyla, oldukca giiclii ve selektif SIRT2 inhibitorleri gelistirilmis ve bu sayede
SirReal tipi inhibitorlerin yapi-etki iliskilerine dair veriler 6nemli 6l¢lide genisletilmistir.
Elde edilen bilesiklerden naftalen merkez halkasina sahip FM69 (89) (SIRT2 ICs50=0,15 pM)
[194] ve 5-(ariloksimetil)tiyazol tiirevi RW-93 (90) (SIRT2 ICs50=0,016 uM) [195] kodlu
bilesikler sayesinde ¢alismanin hedefini yakaladigi, gergeklestirilen modifikasyonlarla ¢ok
daha etkili SIRT2 inhibitorlerine ulasildig: ifade edilmistir (Sekil 2.29).

2025 yilinda tamamlanan bir farmakofor ve molekiiler docking temelli sanal tarama
caligmast [196] sonunda aday olarak belirlenen bilesikler icersinden en giiclii SIRT2
inhibitor etkiyi Bilesik 91 (ICs0=4,734 uM) gostermis, bilesigin SIRT2 ile etkilesimi, insan
H441 kigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde doz bagimli o-tubulin
asetilasyonu yoluyla dogrulanmistir. Bilesigin, ¢ok yonlii mekanizmalar araciligiyla H441
hiicre proliferasyonunu giiclii bir sekilde baskiladigir (ICs0=7,085 uM), apoptozu anlamli
derecede indiikledigi ve hem hiicre gogiinii hem de invazyonunu engelleyerek metastatik
yetenekleri etkili bigimde durdurdugu bildirilmistir. Ayrica, H441 ksenograft modellerinde
yapilan in vivo dogrulama ile, 30 mg/kg dozda >%63 tiimor biiylimesi inhibisyonu teyit

edilmistir.
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Sekil 2.29. Bilesik 88-91 kimyasal yapisi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar

3.1.1. Materyal

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

3.1.2. Genel sentez yontemleri

Etil/metil arilasetat tiirevleri (1b-1d) [197]

Sentezlenecek bilesige uygun karboksilik asit tiirevi (1 ekivalan) ve katalitik miktar H,SO,,
etanol veya metanol igerisinde 6 saat boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda sitilir. Siire
sonunda sogutulan reaksiyon ortami algak basing altinda yogunlastirilip etil asetat ile
coziilerek sirasiyla %5°lik NaHCOj; ¢ozeltisi (3x10 ml) ve %3 liikk NaCl ¢ozeltisi (3x10 ml)
ile ekstre edilir. Organik faz, susuz Na,SO, ile kurutulup algak basing altinda yogunlagtirilarak

elde edilen ham iirlin, herhangi bir ek saflastirma yapilmadan bir sonraki adimda kullanilir.

2-Arilasetohidrazit tiirevleri (2a-2e) [198]

Sentezlenecek bilesige uygun ester tiirevi (1a-le, 1 ekivalan) ve hidrazin monohidrat (4
ekivalan), etanol veya metanol i¢erisinde 6 saat boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilir.
Siire sonunda sogutulan reaksiyon ortami algak basing altinda yogunlastirilir. Elde edilen
iirlin petrol eteriyle yikanarak saflastirilir. Elde edilen {iriin, herhangi bir ek saflagtirma

yapilmadan bir sonraki adimda kullanilir.

5-Arilmetil-1,3.4-oksadiazol-2-amin tiirevleri (3a-3e) [199]

Sentezlenecek bilesige uygun hidrazit tiirevi (2a-2e, 1 ekivalan) ve siyanojen bromiir (1,2

ekivalan) etanol veya metanol igerisinde 6-8 saat arasinda degisen siirelerde geri ¢eviren
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sogutucu altinda 1sitilir. Siire sonunda sogutulan reaksiyon ortami algak basing altinda
yogunlastirilip etil asetat ile ¢oziilerek sirasiyla %5°lik NaHCO3 ¢ozeltisi (3x10 ml) ve
%?3’liikk NaCl ¢ozeltisi (3x10 ml) ile ekstre edilir. Organik faz, susuz Na>;SOy ile kurutulur
ve algak basing altinda yogunlastirilir. Elde edilen iiriin uygun ¢oziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi veya kristalizasyon ile saflagtirilir.

5-(Arilmetil)-1,3.4-tiyadiazol-2-amin tiirevleri (3f-3i) [200]

Uygun fenilasetik asit tiirevi (1 ekivalan) ve tiyosemikarbazit (1,1 ekivalan) POCls igerisinde
1 saat boyunca 80 °C’de sitilir. Siire bitiminde sogutulan reaksiyon ortamina su ilave
edilerek 4 saat boyunca geri ¢eviren sogutucu altinda isitilir. Siire sonunda reaksiyon ortami
doymus NaHCOs ¢ozeltisi ile pH=8-9 olarak ayarlanir ve ¢oken kat1 siiziiliir. Elde edilen

iirlin uygun ¢oziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilir.

2-Bromo-N-(arilmetil-1,3.4-tiyadiazol-2-il)asetamit tiirevleri (4f-4i) [185]

Uygun amin tiirevi (3f-3i, 1 ekivalan) ve trietilaminin (1,1 ekivalan) diklorometan igerisindeki
cozeltisine, 2-bromoasetil bromiir (1,2 ekivalan) 0 °C’de damla damla ilave edilir ve 2-4 saat
arasinda degisen siirelerde oda sicakliginda karistirilir. Siire sonunda reaksiyon ortami algak
basing altinda yogunlastirilip diklorometan ile ¢oziilerek 0,1 M HCI (3x10 ml) ile ekstre edilir.
Organik faz, susuz Na>SOs ile kurutulur ve algak basing altinda yogunlastirilir. Elde edilen {iriin

uygun ¢oziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirlir.

N-(Arilmetil-1,3.,4-oksadiazol-2-il)-2-(ariltiyo)asetamit (BA1-BA1S5) [184]

Uygun 5-arilmetil-1,3,4-oksadiazol-2-amin tiirevi (3a-3e, 1 ekivalan) ile trietilamin (1,1
ekivalan) diklorometan igerisindeki ¢ozeltisine, 2-bromoasetil bromdir (1,2 ekivalan) 0 °C’de
damla damla ilave edilir ve 4-6 saat arasinda degisen siirelerde oda sicakliginda karistirlir.
Stire sonunda reaksiyon ortami algcak basing altinda yogunlastirilip diklorometan ile
¢oziilerek sirastyla 0,1 M HCI1 (3x10 ml), %1’lik NaHCO3 (3x10 ml) ve %3’liikk NaCl
¢ozeltisi (3x10 ml) ile ekstre edilir. Organik faz, susuz Na,SOy ile kurutulur ve algak basing
altinda yogunlastirihir. Elde edilen ham {iriin (2-bromo-N-(arilmetil-1,3,4-oksadiazol-2-

il)asetamit), herhangi bir ek saflastirma yapilmadan, uygun ariltiyol tiirevi (1 ekivalan) ile
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NaOH (1,2 ekivalan) karisiminin etanol:su (10:1) icerisindeki ¢ozeltisine eklenerek oda
sicakliginda 4-8 saat karistirilir. Siire sonunda reaksiyon ortami algak basing altinda
yogunlastirilip diklorometan ile ¢oziilerek sirasiyla 0,1 M HCI1 (3x10 ml), %5’lik NaOH
(3x10 ml) ve %3’liik NaCl ¢ozeltisi (3x10 ml) ile ekstre edilir. Organik faz, susuz Na;SO4
ile kurutulur ve algak basing altinda yogunlastirilir. Elde edilen {iriin uygun ¢6ziicli sistemi

kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtirilir.

N-(Arilmetil-1,3.4-tiyadiazol-2-il)-2-(ariltiyo)asetamit tiirevleri (BA16-BA27) [184]

Uygun ariltiyol tiirevi (1 ekivalan) ve NaOH (1,2 ekivalan) etanol:su (10:1) karigimi
icerisinde 15 dakika boyunca oda sicakliginda karistirilir. Uzerine, sentezlenecek bilesige 2-
bromo-N-(arilmetil-1,3,4-tiyadiazol-2-il)asetamit (4f-4i, 1 ekivalan) ilave edilerek 4-8 saat
arasinda degisen siirelerde oda sicakliginda karistirilir. Siire sonunda reaksiyon ortami algak
basing altinda yogunlastirilip diklorometan ile ¢oziilerek sirasiyla 0,1 M HCI (3x10 ml),
%35’lik NaOH (3x10 ml) ve %3’liikk NaCl ¢ozeltisi (3x10 ml) ile ekstre edilir. Organik faz,
susuz NaySOys ile kurutulur ve algak basing altinda yogunlastirilir. Elde edilen tirlin uygun

coziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilir.

3.2. Analitik Calismalar

3.2.1. Erime derecesi tayini

Sentezlenen bilesiklerin erime dereceleri, Schmelzpunktbestimmer SMP-II dijital erime

derecesi tayin cihazi ile belirlenmis, degerler diizeltilmeden verilmistir.

3.2.2. ince tabaka kromatografisi

Sentez caligmalarinda ve bilesiklerin saflik kontroliinde, Merck TLC Silica gel 60 F2s4 hazir
aliminyum plaklar ile c¢Ozilicii sistemi olarak n-hekzan:etil asetat (70:30; 80:20),
diklorometan:etil asetat (60:40), diklorometan:metanol (96:4; 90:10), etil asetat:2-propanol
(90:10) ve toluen:metanol (80:20) kullanilmistir. Lekelerin belirlenmesinde UV 15181 (254
ve 366 nm); fonksiyonel grup degisikliklerinin takibinde Bromkrezol, Dragendorff ve
Ninhidrin belirtecleri kullanilmistir.
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3.2.3. Kolon kromatografisi

Sentezlenen bilesiklerin saflastirmasi i¢in gergeklestirilen kolon kromatografisi yonteminde,
sabit faz olarak silika (Merck Silica gel 60 (0,063-0,200)) ile hareketli faz olarak bilesiklerin
monograflarinda verilen oranlarda n-hekzan:etil asetat, etil asetat:2-propanol ve

diklorometan:metanol ¢oziicii sistemleri kullanilmistir.

3.2.4. 'H-NMR ve BC-NMR spektrumlari

Sentezlenen final bilesiklerin '"H-NMR ve '3C-NMR spektrumlari, Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda ve Gazi Universitesi Temel ve Miihendislik
Bilimleri Merkez Laboratuvar: Uygulama veya Arastirma Merkezinde (GUTMAM) Bruker
Avance Neo 500 MHz FT-NMR Spektrometre cihazi ile DMSO-ds igerisinde tetrametilsilan
(TMS) i¢ standarti1 kullanilarak kaydedilmistir. Kimyasal kayma degerleri 6 (ppm)

skalasinda degerlendirilmis, eslesme sabitleri (J), Hertz (Hz) cinsinden verilmistir.

3.2.5. HRMS spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin HRMS spektrumlari, Waters LCT Premier XE UPLC/MS-TOF
sistemi kullanilarak pozitif iyon (ESI+) elektrosprey iyonizasyon yontemi ile metanol
icerisinde alinmigtir. Kromatografik ayrim i¢in, 0,3 ml/dk akis hiziyla sabit faz olarak Aquity
UPLC Beh C18 kolonu (130 A; 1,7 um; 2.1x100 mm), hareketli faz olarak ise asetonitril:su

(%1-%90) gradient ¢oziicli sistemi kullanilmigtir.

3.3. Molekiiler Docking Calismalari

Tez kapsaminda yer alan bilesiklerin, SIRT2 enzimi aktif bolgesiyle meydana getirdikleri
etkilesimleri belirlemek amaciyla; Schrodinger Small-Molecule Drug Discovery Suite 2024-
4 (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2024) programi kullanilarak molekiiler docking
calismalar1 gerceklestirilmistir. Insan SIRT2 enzimi X-1s1m kristal yapis1 (PDB: 5DY4) [36],
RCSB Protein Data Bank veri tabanindan indirilip, Schrédinger programinin “protein
preparation wizard” modiilii ile hazirlanmis; bu asamada, yapidaki HOH549 disindaki kristal
su molekiilleri (harig) silinmis, eksik olabilecek hidrojen atomlar1 eklenmis, bag diizenleri

atanmis ve son olarak enerji minimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu asamada, OPLS4 kuvvet
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alan1 RMSD degeri en fazla 0,30 A olacak sekilde uygulanmustir. Molekiiler docking islemi
icin hedef bolgenin belirlenmesi amactyla, “Receptor Grid Generation” paneli kullanilarak
enzim X-1g11 kristal yapisinda yer alan inhibitor bilesik referans olarak secilmis ve bu
bilesigin ¢evresindeki aktif bolgeyi kapsayan 20 A ¢apinda bir grid kutusu olusturulmustur.
Bu asamada OPLS4 kuvvet alan1 tercih edilmis, van der Waals 6lgeklendirme faktorii 1,00
ve yiik parcali kesme degeri 0,25 olarak ayarlanmistir. Elde edilen grid dosyasi, molekiiler
docking ¢alismalarinda kullanilmak iizere kaydedilmistir. Schrodinger programinin Maestro
ara yliziinde ¢izilen bilesiklerin ii¢ boyutlu yapilari, LigPrep modiilii kullanilarak varsayilan
parametreler ile olusturulmustur. Uygulanacak molekiiler docking protokoliiniin
dogrulugunu test etmek amaciyla, SIRT2 enziminin X-1g1n1 kristal yapisinda yer alan SirReal
tiirevi koligand, enzim aktif bolgesine yeniden yerlestirilmis ve elde edilen konformasyon,
bu bilesige ait biyoaktif konformasyonla ¢akistirilmistir. Bu islem sonucunda, docking
protokoliiniin giivenilirligini gosterir seviyede bir RMSD degeri (0,2627 A) elde edilmistir.
Kaydedilen grid dosyasi kullanilarak, Glide modiilii ile bilesikler SIRT2 enziminin aktif
bolgesine yerlestirilmistir [201]. Elde edilen sonuglar, XP GScore degerleri ve gdzlenen
etkilesim tiirleri dikkate alinarak analiz edilmis; bu sayede, uygun baglanma modlari

belirlenmistir

3.4. SIRT1-3 inhibisyon Testleri

Test edilen bilesiklerin SIRT2 inhibitér etkilerinin belirlenmesi i¢in Fluor De Lys® SIRT2
Fluorometric Drug Discovery Assay Kit (BML-AK556-0001, Enzo Life Sciences, Lausen,
Isvigre) kullanilmustir [149, 202]. Enzim kitin ¢aligma protokoliine gére; ilk basamakta test
bilesikleri (10 pl/kuyucuk) ve rekombinant insan SIRT2 enzimi (15 pl/kuyucuk), 96
kuyucuklu plakada 37 °C’de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Siire sonunda ikinci
basamakta NAD* ve Fluor de Lys® SIRT2 deasetilaz substrat karisimi (25 pl/kuyucuk)
kuyucuklara eklenerek yine 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibasyona devam edilmistir. Siire
bitiminde kuyucuklarda gergeklesen reaksiyon Fluor de Lys® developer ve nikotinamit
karisimi (50 pl/kuyucuk) eklenerek durdurulmus ve 45 dakika sonra meydana gelen
floresans 1s1ma, eksitasyon 360 nm, emisyon 460 nm dalga boylarinda Molecular Device
Spectramax 13x marka cihazda okunarak, bilesiklere ait % inhibisyon degerleri

hesaplanmistir. Her bir deney, li¢ tekrar halinde gerceklestirilmistir.
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Test bilesiklerinin 100 pM konsantrasyonda SIRT2 enzimine karsi etkilerinin taranmasi
sonucu %50 oraninin iizerinde inhibisyon gosterdigi tespit edilen BAS kodlu bilesigin
izoform selektivitesini arasgtirmak amaciyla 100 uM konsantrasyonda SIRT1 ve SIRT3
enzimlerine karsi etkisi, SIRT1/3 Direct Fluorescent Screening Assay Kit (10010401 SIRT1;
10011566 SIRT3, Cayman chemical, Ann Arbor, MI) kullanilarak incelenmistir [203, 204].
Calisma protokoliinii takip ederek; ilk basamakta BAS bilesigi (5 pl/kuyucuk), rekombinant
insan SIRT1 veya SIRT3 enzimi (5 pl/kuyucuk), NAD™ ve substrat karisimi (15 pl/kuyucuk)
ve tampon ¢ozelti (25 pl/kuyucuk) 96 kuyucuklu plakalarda karistirilarak 37 °C’de 45 dakika
stireyle inkiibe edilmistir. Siire bitiminde developer ¢ozeltisi (50 pl/kuyucuk) eklenmis, 30
dakika sonra meydana gelen floresans 1s1ma, eksitasyon 360 nm, emisyon 460 nm dalga
boylarinda Molecular Device Spectramax i3x marka cihazda okunarak, BAS’e ait %

inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Her bir deney, ii¢ tekrar halinde gergeklestirilmistir.

Test bilesiklerinin 100 pM konsantrasyonda SIRT2 enzimine karsi etkilerinin taranmasi
sonucu %50 oraninin tizerinde inhibisyon gosterdigi tespit edilen BAS kodlu bilesigin SIRT2
ICso degerini belirlemek i¢in SIRT2 Activity Assay Kit (ab156066, Abcam, Cambridge,
MA, USA) [205] kullanilmis; BAS bilesigi 300, 100, 50, 30, 10, 5, 1 ve 0,1 uM
konsantrasyonlarda test edilerek GraphPad Prism 9.0 programi ile doz-yanit egrisi elde
edilmistir. Enzim kitinin ¢alisma protokoliiniin takip edildigi deneyde, ilk basamakta BAS
bilesigi (5 wl/kuyucuk), substrat (5 pl/kuyucuk), NAD* (5 pl/kuyucuk), tampon ¢ozeltisi (5
w/kuyucuk), developer ¢ozeltisi (5 pl/kuyucuk), rekombinant insan SIRT2 enzimi (5
uw/kuyucuk) 96 kuyucuklu plakalarda karigtirilarak oda sicakliginda 45 dakika inkiibe
edilmigtir. Siire bitiminde reaksiyonu durdurmak igin stop ¢ozeltisi (20 pl/kuyucuk)
eklenmis, 30 dakika sonra meydana gelen floresans 1s1ma, eksitasyon 490 nm, emisyon 530
nm dalga boylarinda Molecular Device Spectramax 13x marka cihazda okunmustur. Her bir

deney, li¢ tekrar halinde gerceklestirilmistir.

3.5. Antiproliferatif Etki Calismalari

BAS kodlu bilesigin insan MCF-7 meme kanseri ve insan LNCaP metastatik prostat kanseri
hiicrelerindeki in vitro antiproliferatif etkisi MTT yontemi ile arastirilmistir [206, 207].
Kullanilan kanser hiicreleri, ATCC’den (Almanya) satin alinmis, %10 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin iceren DMEM besiyerinde kiiltiirlenmistir. Devaminda, 180 pl hiicre

siispansiyonu (5x10* hiicre/ml) 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve %5 CO-’li etiivde 37
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°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan, hiicreler 1, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyonlarindaki BAS bilesigi ile 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda
hiicreler 4 saat siireyle 5 mg/ml MTT reajan1 (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) ile muamele edilmis, siire sonunda olusan formazan
kristallerinin absorbans degerleri, 540 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazda
(Thermo, Almanya) okunarak, % hiicre canlilifi degerleri hesaplanmis, verilerin
kiyaslanmasi i¢cin one-way ANOVA testi uygulanmistir. Ayrica, GraphPad Prism 9.0
programi ile doz-yanit egrisi elde edilmis, BAS bilesiginin kullanilan hiicre hatlar1 icin 1Cso

degerleri elde edilmistir. Her bir deney, li¢ tekrar halinde gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kimyasal Bulgular

Metil 2-(3-siyanofenil)asetat (1b)

O\
oY

CN

2-(3-Siyanofenil)asetik asitten (711 mg; 4,42 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore

sentezlenmistir. Sar1 renkte siv1 bir bilesiktir.

Verim: 719 mg, %93

CAS: 52798-00-2

Ci12H13N20; igin HRMS (m/z) [M+ACN+H]" Hesaplanan: 217,0977; Bulunan: 217,0977
Etil 2-(3-metoksifenil)asetat (1¢)

o~
Y

O

2-(3-Metoksifenil)asetik asitten (797 mg; 4,8 mmol) hareketle genel yontemine gore

sentezlenmistir. Sar1 renkte siv1 bir bilesiktir.

Verim: 866 mg, %93
CAS: 35553-92-5
C11H1503 igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 195,1021; Bulunan: 195,1026
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Etil 2-(2-florofenil)asetat (1d)

F

2-(2-Florofenil)asetik asitten (92 mg; 0,6 mmol) hareketle genel sentez yontemine gore

sentezlenmistir. Sar1 renkte siv1 bir bilesiktir.
Verim: 103 mg, %95
CAS: 584-74-7

CioH12FO2 igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 183,0821; Bulunan: 183,0815

2-Fenilasetohidrazit (2a)

“NH,
O

Bilesik 1a (492 mg; 3 mmol) ve hidrazin monohidrattan (943 pl; 12 mmol) hareketle genel

sentez yontemine gore sentezlenmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 420 mg, %93

CAS: 937-39-3

Erime derecesi: 115-116 °C

CgH11N>0 igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 151,0871; Bulunan: 151,0871
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2-(3-Sivanofenil)asetohidrazit (2b)

“NH,
o}

CN

Bilesik 1b (834 mg; 3,86 mmol) ve hidrazin monohidrattan (1213 pl; 15,44 mmol) hareketle

genel sentez yontemine gore sentezlenmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 520 mg, %77

CAS: 2124264-75-9

Erime derecesi: 117,4-118,5 °C

CoH10N30 igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 176,0824; Bulunan: 176,0827

2-(3-Metoksifenil)asetohidrazit (2¢)

H

N.
NH,
o}

N

Bilesik 1¢ (527 mg; 2,7 mmol) ve hidrazin monohidrattan (849 pl; 10,8 mmol) hareketle

genel sentez yontemine gore sentezlenmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 465 mg, %95

CAS: 34624-38-9

Erime derecesi: 89-89,6 °C

CoH13N>07 i¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 181,0977; Bulunan: 181,0977
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2-(2-Florofenil)asetohidrazit (2d)

[ :[ i “NH,
0}
F

Bilesik 1d (183 mg; 1 mmol) ve hidrazin monohidrattan (314 pl; 4 mmol) hareketle genel

sentez yontemine gore sentezlenmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 151 mg, %90

CAS: 116622-94-7

Erime derecesi: 142,3-143 °C (150-152 °C [208])

CgH10FN>O igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 169,0665; Bulunan: 169,0670

2-(Pirimidin-2-il)asetohidrazit (2e)

H

N N.
Gy

_N O
Bilesik 1e (524 mg; 3 mmol) ve hidrazin monohidrattan (943 ul; 12 mmol) hareketle genel
sentez yontemine gore sentezlenmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.
Verim: 422 mg, %92
Erime derecesi: 123,7-124,7 °C

C¢HoN4O i¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 153,0776; Bulunan: 153,0770

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,70 (2H, s, CH»); 4,28 (2H, br s, CONHNHo>); 7,38
(1H, t, J/=4,9 Hz, Ar-H); 8,74 (2H, d, J=4,9 Hz, Ar-H); 9,27 (1H, s, CONHNH,).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 45,1; 119,9; 157,8; 166,1; 168,1.
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Sekil 4.1. Bilesik 2¢’nin 'H-NMR ve *C-NMR spektrumlari
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5-Benzil-1.3.4-oksadiazol-2-amin (3a)

O
Ol Vs
N-N

Bilesik 2a (446 mg; 2,97 mmol) ve siyanojen bromiirden (374 mg; 3,56 mmol) hareketle

genel sentez yontemine gore sentezlenmis, sudan kristallendirilerek saflastirilmistir. Beyaz

renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 416 mg, %80

CAS: 31803-00-6

Erime derecesi: 155,1-155,9 °C (158 °C [209])

CoH1oN30 igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 176,0824; Bulunan: 176,0824

3-[(5-Amino-1.3.4-oksadiazol-2-il)metil]benzonitril (3b)

o)
Y
N-N

CN

Bilesik 2b (1070 mg; 6,14 mmol) ve siyanojen bromiirden (773 mg; 7,36 mmol) hareketle
genel sentez yontemine gore sentezlenmis, sudan kristallendirilerek saflastirilmistir. Beyaz

renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 620 mg, %50
Erime derecesi: 125,2-125,7 °C
C10HoN4O igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 201,0776; Bulunan: 201,0776

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 4,14 (2H, s, Ar-CH2-Ar); 6,94 (2H, s, -NH>); 7,56-
7,65 2H, m, Ar-H); 7,76-7,79 (2H, m, Ar-H).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 30,7; 112; 119,1; 130.,4; 131,4; 132,9; 134,4; 137.4;
157,8; 164,4.
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5-(3-Metoksibenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-amin (3¢)

o)
SR
N~N

N

Bilesik 2¢ (878 mg; 4,88 mmol) ve siyanojen bromiirden (614 mg; 5,85 mmol) hareketle
genel sentez yontemine gore sentezlenmis, sudan kristallendirilerek saflastirilmistir. Beyaz

renkte kati bir bilesiktir.
Verim: 450 mg, %45

CAS: 1016691-89-6

Erime derecesi: 157,7-158 °C

Ci0H12N30; igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 206,0930; Bulunan: 206,0922

5-(2-Florobenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-amin (3d)

(@)
| )—NH;
F NN

Bilesik 2d (531 mg; 3,16 mmol) ve siyanojen bromiirden (398 mg; 3,79 mmol) hareketle

genel sentez yontemine gore sentezlenmis, sudan kristallendirilerek saflastirilmistir. Beyaz

renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 335 mg, %55

CAS: 1016684-14-2

Erime derecesi: 159,8-160,2 °C

CoHoFN30 i¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 194,0730; Bulunan: 194,0725
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5-(Pirimidin-2-ilmetil)-1.3.4-oksadiazol-2-amin (3e)

Bilesik 2e (350 mg; 2,3 mmol) ve siyanojen bromiirden (290 mg; 2,76 mmol) hareketle genel
sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol:trietilamin (96:4:5) ¢oziicii

sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.
Verim: 200 mg, %49
Erime derecesi: 153,6-154,4 °C

C7HsNsO i¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 178,0729; Bulunan: 178,0734

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 4,37 (2H, s, Ar-CH,-Ar); 6,94 (2H, s, -NH>»); 7,44
(1H, t, J/=4,9 Hz, Ar-H); 8,78 (2H, d, J=4,9 Hz, Ar-H).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) § ppm: 35,8; 120,4; 156,6; 158,2; 164,5; 165.,4.
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5-Benzil-1.3.4-tivadiazol-2-amin (3f)

S
O
N-N

Fenilasetik asit (544 mg; 4 mmol) ve tiyosemikarbazitten (400 mg; 4,4 mmol) hareketle

genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (96:4) ¢oziicli sistemi

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

Verim: 481 mg, %63

CAS: 16502-08-2

Erime derecesi: 199,7-200,5 °C (208-210 °C [210])

CoH10N3S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 192,0595; Bulunan: 192,0593

3-[(5-Amino-1.3.4-tivadiazol-2-il)metil]benzonitril (3g)

S
O
N-N

CN

2-(3-Siyanofenil)asetik asit (805 mg; 5 mmol) ve tiyosemikarbazitten (501 mg; 5,5 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (96:4) ¢oziicii

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

Verim: 432 mg, %40
Erime derecesi: 181-181,3 °C
C10HoN4S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 217,0548; Bulunan: 217,0538

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 4,25 (2H, s, Ar-CH,-Ar); 7,09 (2H, s, -NH»); 7,56
(1H, t, J=7,8 Hz, Ar-H); 7,64 (1H, d, J=7,8 Hz, Ar-H); 7,74 (1H, d, J=7,8 Hz, Ar-H); 7,77
(1H, s, Ar-H).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 35,1; 112; 119,1; 130,3; 131,2; 132,7; 134,3; 140,1;
156,7; 169,4.
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5-(3-Metoksibenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-amin (3h)

S
S
N-N

o<

2-(3-Metoksifenil)asetik asit (830 mg; 5 mmol) ve tiyosemikarbazitten (501 mg; 5,5 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (96:4) ¢oziicii

sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.
Verim: 608 mg, %55

CAS: 299933-82-7

Erime derecesi: 168,1-168,5 °C

Cio0H12N30S i¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 222,0701; Bulunan: 222,0711

5-(2-Florobenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-amin (3i)

S
\ /}’NHz
F NN

2-(2-Florofenil)asetik asit (308 mg; 2 mmol) ve tiyosemikarbazitten (200 mg; 2,2 mmol)

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (96:4) ¢oziicii

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

Verim: 209 mg, %50

CAS: 39181-53-8

Erime derecesi: 187,7-188,2 °C

CoHoFN;S i¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 210,0501; Bulunan: 210,0508
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N-(5-Benzil-1.3.4-tivadiazol-2-il)-2-bromoasetamit (4f)

Bilesik 3f (382 mg; 2 mmol), 2-bromoasetil bromiir (210 pl; 2,4 mmol) ve trietilaminden
(301 upl; 2,2 mmol) hareketle genel sentez yoOntemine goére sentezlenmis,
diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile

saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir

Verim: 373 mg, %60

CAS: 21125-17-7

Erime derecesi: 166,3-166,7 °C

C11H11BrN3OS igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 311,9806; Bulunan: 311,9820
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2-Bromo-N-[5-(3-sivanobenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-ilJasetamit (4g)

Bilesik 3g (216 mg; 1 mmol), 2-bromoasetil bromiir (105 pl; 1,2 mmol) ve trietilaminden
(150 upl; 1,1 mmol) hareketle genel sentez yoOntemine goére sentezlenmis,
diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile

saflagtirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 135 mg, %40
Erime derecesi: 168,5-168,8 °C
Ci2H10BrN4OS i¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 336,9759; Bulunan: 336,9752

"H-NMR (CDCl3, 500 MHz) & ppm: 4,24 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 4,42 (2H, s, -COCH:Br); 7,48
(1H, t, J=7,6 Hz, Ar-H); 7,57-7,62 (3H, m, Ar-H); 12,99 (1H, br s, -CONH-).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz) & ppm: 27,1; 35,6; 113,3; 118,3; 129,9; 131,4; 132,3; 133,3;
138;160,7; 163,3; 165.
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2-Bromo-N-[5-(3-metoksibenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-il]asetamit (4h)

S. H
| )N
©/\I\\I/\N g]/\Br

O\

Bilesik 3h (774 mg; 3,5 mmol), 2-bromoasetil bromiir (366 pl; 4,2 mmol) ve trietilaminden
(525 ul; 3,85 mmol) hareketle genel sentez yOntemine gore sentezlenmis,
diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile

saflagtirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 752 mg, %63
Erime derecesi: 144,5-144,9 °C
Ci12H13BrN30sS igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 341,9912; Bulunan: 341,9915

"H-NMR (CDCls, 400 MHz) & ppm: 3,82 (3H, s, -OCH3); 4,29 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 4,35
(2H, s, -COCH2Br); 6,84-6,86 (2H, m, Ar-H); 6,92 (1H, d, J/=7,4 Hz, Ar-H); 7,27-7,31 (1H,
m, Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 100 MHz) 8 ppm: 27,4; 36,4; 55,3; 113; 114,6; 121,1; 130,2; 138,1;
160,1; 160,9; 165,1; 165.4.
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2-Bromo-N-[5-(2-florobenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-il]asetamit (4i)

S. H
| )N
m'\l >7/\Br

Bilesik 3i (209 mg; 1 mmol), 2-bromoasetil bromiir (105 pl; 1,2 mmol) ve trietilaminden

(152 upl; 1,1 mmol) hareketle genel sentez yoOntemine goére sentezlenmis,
diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile

saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 221 mg, %67
Erime derecesi: 175,7-176,2 °C
C11H10BrEN3OS ig¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 329,9712; Bulunan: 329,9726

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 4,25 (2H, s, Ar-CH»>-Ar); 4,40 (2H, s, -COCHBr);
7,08-7,14 (2H, m, Ar-H); 7,27-7,33 (2H, m, Ar-H); 13,24 (1H, br s, -CONH-).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz) § ppm: 27,3; 29,5 (d, *Jcr=3,6 Hz); 115,9 (d, 2Jcr=21,1 Hz);
123,7 (d, 2Jcr=15,5 Hz); 124,7 (d, *Jcr=3,6 Hz); 129,7 (d, *Jcr=8,1 Hz); 131 (d, 3Jcr=3,6
Hz); 160,7 (d, 'Jcr=245,6 Hz); 160,8; 164; 165.
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N-(5-Benzil-1.3.4-oksadiazol-2-i1)-2-(feniltivo)asetamit (BA1)

SRlg ¥y

Bilesik 3a (67 mg; 0,21 mmol) ve tiyofenolden (23 pul; 0,21 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 22 mg, %32

CAS: 955234-57-8

Erime derecesi: 107,9-108,2 °C

C17H16N30:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 326,0963; Bulunan: 326,0959

"H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,92 (2H, s, -COCH,S-); 4,21 (2H, s, Ar-CH,.Ar);
7,19-7,23 (1H, m, Ar-H); 7,26-7,38 (9H, m, Ar-H); 11,87 (1H, br s, -CONH-).

BC-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) § ppm: 30,7; 36,7; 126,3; 127,2; 128,3; 128,7; 128,8; 129,1;
134,4; 135,1; 157,4; 161,9; 166,7.
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2-(Feniltiyo)N-[5-(3-siyvanobenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-il]asetamit (BA2)

m}’nws )

CN

Bilesik 3b (271 mg; 0,85 mmol) ve tiyofenolden (90 pul; 0,85 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:etil asetat (80:20) ¢dziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 70 mg, %24
Erime derecesi: 129,4-130 °C
CisHi5N4O:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 351,0916; Bulunan: 351,0909

"H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 3,72 (2H, s, -COCH,S-); 4,10 (2H, s, Ar-CH,-Ar);
7,18-7,23 (1H, m, Ar-H); 7,28-7,38 (3H, m, Ar-H); 7,51-7,60 (2H, m, Ar-H); 7,66-7,83 (3H,
m, Ar-H); 10,69 (1H, s, -CONH-).

BC-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 30,1; 37,7; 111,2; 118,8; 126,1; 128,1; 128,3; 129;
129.4; 130,5; 132,9; 134,5; 135,4; 136,5; 152,6; 170,1.
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2-(Feniltiyo)-N-[5-(3-metoksibenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-il]asetamit (BA3)

O/>~H
e

N

Bilesik 3¢ (212 mg; 0,65 mmol) ve tiyofenolden (63 pl; 0,65 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol:trietilamin (99:1:5) ¢oziicii sistemi

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

Verim: 49 mg, %21
Erime derecesi: 90,5-91 °C
CisHisN30sS igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 356,1069; Bulunan: 356,1066

'"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,74 (3H, s, -OCH3); 3,93 (2H, s, -COCH>S-); 4,19
(2H, s, Ar-CHz-Ar); 6,81-6,91 (3H, m, Ar-H); 7,21 (1H, t, J/=7,3 Hz, Ar-H); 7,26 (1H, t,
J=17,9 Hz, Ar-H); 7,32 (2H, t, J/=7,9 Hz, Ar-H); 7,37 (2H, d, /=7,9 Hz, Ar-H); 11,83 (1H, s,
-CONH-).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 31,2; 37,2; 55,5; 113,1; 115; 121,4; 126,8; 128,8;
129,5; 130,2; 135,5; 136,3; 157,7; 159,9; 162,4; 167,1.
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2-(Feniltiyo)-N-[5-(2-florobenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-il]asetamit (BA4)

L0

Bilesik 3d (215 mg; 0,69 mmol) ve tiyofenolden (73 pl; 0,69 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢oziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 59 mg, %25
Erime derecesi: 118,5-119 °C
C17H15FN30:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 344,0869; Bulunan: 344,0872

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,92 (2H, s, -COCH,S-); 4,26 (2H, s, Ar-CH,-Ar);
7,19-7,25 (3H, m, Ar-H); 7,31-7,43 (6H, m, Ar-H); 11,83 (1H, br s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 25,1 (d, 3Jce=3,5 Hz); 37,2; 115.,9 (d, 2Jcr=21 Hz);
121,8 (d, 2Jcr=15,4 Hz); 125,2 (d, *Jcr=3.,4 Hz); 126,8; 128.9; 129,5; 130,2 (d, *Jcr=8 Hz);
131,9 (d, 3Jcr=3,7 Hz); 135.5; 157,7; 160,9 (d, Jcr=243.9 Hz); 161,5; 168,5.
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2-(Feniltiyo)-N-[5-(pirimidin-2-ilmetil)-1,3.4-oksadiazol-2-il]asetamit (BAS)

Bilesik 3e (133 mg; 0,45 mmol) ve tiyofenolden (46 pul; 0,45 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) coziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Sar1 renkte yagl bir bilesiktir.

Verim: 22 mg, %15
Ci15H14Ns0:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 328,0868; Bulunan: 328,0870

"H-NMR (CDCl3, 400 MHz) & ppm: 3,79 (2H, s, -COCH,S-); 4,44 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 7,12-
7,13 (2H, m, Ar-H); 7,18 (2H, t, J/=7,2 Hz, Ar-H); 7,26-7,29 (2H, m, Ar-H); 8,63 (2H, d,
J=4,8 Hz, pirimidin Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 100 MHz) & ppm: 29,7; 35,8; 119,7; 126,6; 128,8; 129,1; 134,9; 157,6;
159,2; 160,9; 164,2; 169,6.
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N-(5-Benzil-1.3.4-oksadiazol-2-i1)-2-[(1-metil-1H-imidazol-2-iDtivo]asetamit (BA6)

Bilesik 3a (263 mg; 0,9 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (102 mg; 0,9 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 103 mg, %35
Erime derecesi: 210 °C (dekompoze)

Ci5Hi6Ns0:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 330,1025; Bulunan: 330,1022

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 3,61 (3H, s, imidazol -CH3); 3,78 (2H, s, -COCH,S-);
4,19 (2H, s, Ar-CHz-Ar); 6,94 (1H, s, imidazol Ar-H); 7,09 (1H, s, imidazol Ar-H); 7,25-
7,31 (2H, m, fenil Ar-H); 7,32-7,37 (3H, m, fenil Ar-H).

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm: 31,8; 33,4; 37,1; 122,6; 127.,4; 128,4; 128,7; 128.8;
133.,9; 142,5; 157,7; 161,9; 166,9.
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2-[(1-Metil-1H-imidazol-2-iDtiyo]-N-[5-(3-siyanobenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-il]asetamit
BA7

Bilesik 3b (130 mg; 0,41 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (48 ul; 0,41 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 22 mg, %15
Erime derecesi: 113,5-114 °C
Ci6H15N6O:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 355,0977; Bulunan: 355,0976

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 3,74 (3H, s, CH3); 4,05 (2H, s, -COCH>S-); 4,21 (2H,
s, Ar-CH»-Ar); 7,06 (1H, s, Ar-H); 7,21 (1H, s, Ar-H); 7,47 (1H, t, /=8 Hz, Ar-H); 7,59 (2H,
d, /=8 Hz, Ar-H); 7,63 (1H, s, Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz) 8 ppm: 31,3; 34,3; 37,6; 113; 118,4; 123,2; 126,2; 129,8;
131,3; 132,4; 133,5; 135,3; 141,7; 157,8; 160,6.
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2-[(1-Metil-1H-imidazol-2-iDtiyo]-N-[5-(3-metoksibenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-ilJasetamit
BAS

Bilesik 3¢ (115 mg; 0,35 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (40 mg; 0,35 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢oziicii

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

Verim: 20 mg, %16
Erime derecesi: 124-124,3 °C
Ci6HisNsO3S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 360,1130; Bulunan: 360,1135

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 3,61 (3H, s, imidazol -CH3); 3,79 (2H, s, -COCH,S-);
3,81 (3H, s, -OCH3); 4,16 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 6,83 (1H, dd, J=8 ve 2,3 Hz, Ar-H); 6,89-
6,94 (3H, m, Ar-H); 7,09 (1H, d, J=1,3 Hz, Ar-H); 7,24-7,28 (1H, m, Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz) & ppm: 31,9; 33,4; 37,1; 55,3; 113,2; 114,2; 121,1; 122,6;
128.,4; 129,8; 135,3; 142,6; 157,7; 159,9; 161,8; 166,9.



80

LETIE~C
T98L°E€ —
6608°€ 7
86STH

L6189
04289
¥9€8°9
9T+8'9
14889
80689
9568°9
w169
76769
TI¥6°9
w¥6'9
0€60°L
8560°L
S6ET’L
LSST'L
LTL
0¥8T°L

0'T
M/MQ.N

60
Aer

f1 (ppm)

8'1€ —
geee
80°2E —

9T'ss —

PTETT ~
STHIT -7
PII2T ~
19T
LE°8TT ~
£8'62T

E€EGET —

97T —

£LLST—
06'65T <~
vg1or
16991 ~

T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110

210

f1 (ppm)

Sekil 4.15. Bilesik BA8’in '"H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari



81

N-[5-(2-Florobenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-11]-2-[(1-metil-1 H-imidazol-2-i])tivo]asetamit
BA9

Bilesik 3d (115 mg; 0,37 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (42 mg; 0,37 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢oziicii

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

Verim: 32 mg, %25
Erime derecesi: 200 °C (dekompoze)
Ci15sHisFNsO:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 348,0930; Bulunan: 348,0917

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 3,62 (3H, s, imidazol -CH3); 3,79 (2H, s, -COCH,S-);
4,24 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 6,95 (1H, d, J=1,3 Hz, imidazol Ar-H); 7,07-7,14 (3H, m, fenil Ar-
H); 7,27-7,34 (2H, m, fenil Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz) & ppm: 25 (d, 3Jcr=4,5 Hz); 33,9; 37,1; 115,6 (d, 2Jcr=21,1
Hz); 121 (d, 2Jcr=15,1 Hz); 122,6; 124,4 (d, *Jcr=3,7 Hz); 128,3; 129.4 (d, 3Jcr=8,1 Hz);
130,8 (d, 3Jcr=3,6 Hz); 142,6; 157,8; 160,7 (d, 'Jcr=246 Hz); 161; 166,9.
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2-[(1-Metil-1H-imidazol-2-iDtiyo]-N-[5-(pirimidin-2-ilmetil)-1.3.4-oksadiazol-2-
l]asetamit (BA10)

Bilesik 3e (140 mg; 0,47 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (54 mg; 0,47 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (97:3) ¢oziicii

sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtirilmistir. Sar1 renkte yagl bir bilesiktir.

Verim: 14 mg, %10
C13H14N70:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 332,0930; Bulunan: 332,0931

"H-NMR (CDCls, 400 MHz) & ppm: 3,59 (3H, s, imidazol -CH3); 3,75 (2H, s, -COCH,S-);
4,52 (2H, s, Ar-CHz-Ar); 6,90 (1H, s, imidazol Ar-H); 7,04 (1H, s, imidazol Ar-H); 7,19
(1H, t, J=4,8 Hz, pirimidin Ar-H); 8,66 (2H, d, /=4,8 Hz, pirimidin Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 100 MHz) & ppm: 33,4; 36; 38,2; 119,6; 122,6; 128.6; 142.4; 157,5;
159,2; 160; 164,7; 168,6.
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N-(5-Benzil-1,3.4-oksadiazol-2-i1)-2-[(4,6-dimetilpirimidin-2-iDtiyo]asetamit (BA11)

m(i,%nh /E/ )

S N\
o N

Bilesik 3a (103 mg; 0,35 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (50 mg; 0,35 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 52 mg, %42
Erime derecesi: 124,5-124,8 °C
C17H1sNs0:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 356,1181; Bulunan: 356,1172

"H-NMR (CDCls, 400 MHz) & ppm: 2,48 (6H, s, 4,6-dimetilpirimidin -CH3); 3,83 (2H, s, -
COCHzS-); 4,15 (2H, s, Ar-CH»z-Ar); 6,85 (1H, s, 4,6-dimetilpirimidin Ar-H); 7,25-7,34
(5H, m, fenil Ar-H); 11,87 (1H, br s, -CONH-).

BC-NMR (CDCl3, 100 MHz) & ppm: 23,7; 31,9; 35,2; 117,1; 127,5; 128,8; 133,7; 134,2;
157,3; 162,2; 166,4; 168,1; 170.
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2-[(4.6-Dimetilpirimidin-2-i)tivo]-N-[5-(3-siyanobenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-il]asetamit

(BA12)
0] H
| />’N N=
m[\] O>//\S/<\ /
CN N

Bilesik 3b (171 mg; 0,53 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (75 mg; 0,53 mmol)

hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99:1) ¢oziicii

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

Verim: 36 mg, %18
Erime derecesi: 146-146,5 °C
CisH17N6O:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 381,1134; Bulunan: 381,1137

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 2,54 (6H, s, 4,6-dimetilpirimidin -CH3); 3,86 (2H, s, -
OCH»S-); 4,23 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 6,90 (1H, s, 4,6-dimetilpirimidin Ar-H); 7,48 (1H, t,
J=17,8 Hz, fenil Ar-H); 7,60-7,63 (3H, m, fenil Ar-H); 12,08 (1H, s, -CONH-).

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm: 23,8; 31,4; 35,3; 113,1; 117,2; 118,3; 129,8; 131,4;
132,3; 133,4; 135,2; 157,6; 161; 166,5; 168,2; 170.
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2-[(4.6-Dimetilpirimidin-2-i)tivo]-N-[5-(3-metoksibenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-il]asetamit
BA13

Bilesik 3¢ (161 mg; 0,5 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (70 mg; 0,5 mmol)
hareketle genel sentez yOntemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (99,5:0,5)
coziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kat1 bir

bilesiktir.

Verim: 42 mg, %22
Erime derecesi: 120,5-120,7 °C
Ci1sH20Ns03S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 386,1287; Bulunan: 386,1289

"H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & ppm: 2,27 (6H, s, 4,6-dimetilpirimidin -CH3); 3,72 (3H,
s, -OCH3); 4,05 (2H, s, -COCH»S-); 4,17 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 6,83-6,86 (3H, m, fenil Ar-
H); 6,94 (1H, s, 4,6-dimetilpirimidin Ar-H); 7,24 (1H, t, J=8,4 Hz, fenil Ar-H); 11,82 (1H,
br s, -CONH-).

BC-NMR (DMSO-ds, 100 MHz) & ppm: 23,1; 30,6; 34,6; 54,9; 112,5; 114,4; 116; 120.,8;
129,7; 135,8; 157,3; 159,3; 161,9; 166,5; 166,9; 168,7.
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2-[(4.6-Dimetilpirimidin-2-i)tivo]-N-[5-(2-florobenzil)-1.3.4-oksadiazol-2-il]asetamit
(BA14)

SR

Bilesik 3d (125 mg; 0,40 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (56 mg; 0,4 mmol)

ZI

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

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

Verim: 61 mg, %41
Erime derecesi: 157,1-157,4 °C
C17H17FN;s0:S ig¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 374,1087; Bulunan: 374,1087

"H-NMR (CDCls, 400 MHz) & ppm: 2,50 (6H, s, 4,6-dimetilpirimidin -CH3); 3,83 (2H, s, -
COCHzS-); 4,21 (2H, s, Ar-CH»z-Ar); 6,86 (1H, s, 4,6-dimetilpirimidin Ar-H); 7,05-7,13
(2H, m, fenil Ar-H); 7,25-7,32 (2H, m, fenil Ar-H); 11,94 (1H, br s, -CONH-).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz) & ppm: 23,7; 25,1 (d, 3Jcr=4,5 Hz); 35,2; 115,6 (d, 2Jcr=21,2
Hz); 117,1; 120,8 (d, 2Jcr=15,3 Hz); 124,4 (d, “Jcr=3,9 Hz); 129,5 (d, 3Jcr=8,3 Hz); 130,9
(d, 3Jcr=3,9 Hz); 157,3; 160,7 (d, 'Jer=246,2 Hz); 161,2; 166,4; 168,1; 170.
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2-[(4.6-Dimetilpirimidin-2-i)tivo]-N-[5-(pirimidin-2-ilmetil)-1.3.4-oksadiazol-2-
1l]asetamit (BA15)

N N-N >]/\ /E//

S NN
O N

Bilesik 3e (130 mg; 0,44 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (56 mg; 0,44 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 28 mg, %18
Erime derecesi: 90,5-91 °C
Ci5sHi6N70:S igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 358,1086; Bulunan: 358,1071

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 2,50 (6H, s, 4,6-dimetilpirimidin -CH3); 3,90 (2H, s, -
COCHa»S-); 4,55 (2H, s, Ar-CH»z-Ar); 6,84 (1H, s, 4,6-dimetilpirimidin Ar-H); 7,22 (1H, t,
J=4,9 Hz, pirimidin Ar-H); 8,70 (2H, d, /=4,9 Hz, pirimidin Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz) 8 ppm: 23,8; 29,7; 35,9; 116,9; 119,6; 157,6; 159,7; 164,6;
168.,0; 170,1.
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N-(5-Benzil-1.3.4-tivadiazol-2-i1)-2-(feniltivo)asetamit (BA16)

SRly ¥y

Bilesik 4f (187 mg; 0,6 mmol) ve tiyofenolden (57 pl; 0,6 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) coziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 117 mg, %57
Erime derecesi: 196,1-196,8 °C
C17H16N30Sz igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 342,0735; Bulunan: 342,0743

"H-NMR (CDCl3, 500 MHz) 6 ppm: 4,01 (2H, s, -COCH,S-); 4,36 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 7,20-
7,25 (3H, m, Ar-H); 7,31-7,38 (5H, m, Ar-H); 7,42 (2H, d, /=8 Hz, Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz) & ppm: 36,4; 38,1; 127,4; 127,6; 128,8; 129,1; 129,2; 130,1;
133.9; 136,8; 160,3; 165,1; 167,4.
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2-(Feniltiyo)-N-[5-(3-siyvanobenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-il]asetamit (BA17)

Bilesik 4g (270 mg; 0,8 mmol) ve tiyofenolden (76 pl; 0,8 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) coziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 21 mg, %7
Erime derecesi: 185,7-186 °C
CisH15N4OSz igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 367,0687; Bulunan: 367,0677

"H-NMR (CDCl3, 400 MHz) & ppm: 3,99 (2H, s, -COCH,S-); 4,38 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 7,20-
7,25 (3H, m, Ar-H); 7,40 (2H, dd, J=8 ve 1,2 Hz, Ar-H); 7,46 (1H, t, /=8 Hz, Ar-H); 7,55-
7,60 (3H, m, Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 100 MHz) & ppm: 35,6; 38; 113,2; 118,3; 127,4; 129,2; 129,9; 130; 131,2;
132,3; 133,3; 133,8; 138,1; 160,4; 162,9; 167.4.
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2-(Feniltiyo)-N-[5-(3-metoksibenzil)-1,3.4-tivadiazol-2-ilJasetamit (BA18)

Bilesik 4h (137 mg; 0,4 mmol) ve tiyofenolden (38 pul; 0,4 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98,5:1,5) ¢oziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 79 mg, %53
Erime derecesi: 158,2-158,5 °C
CisHisN30,Ss igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 372,0840; Bulunan: 372,0833

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) 6 ppm: 3,81 (3H, s, -OCH3); 4,02 (2H, s, -COCH:S-); 4,33
(2H, s, Ar-CH»-Ar); 6,83-6,86 (2H, m, Ar-H); 6,92 (1H, d, J/=7,6 Hz, Ar-H); 7,19-7,29 (4H,
m, Ar-H); 7,42-7,44 (2H, m, Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 125 MHz) 8 ppm: 36,4; 38,1; 55,3; 112,9; 114,6; 121,1; 127,3; 129,2;
130,1; 133,9; 138,2; 160,1; 160,4; 164,9; 167,2; 167.,4.
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2-(Feniltiyo)-N-[5-(2-florobenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-ilJasetamit (BA19)

Ste e

Bilesik 4i (198 mg; 0,6 mmol) ve tiyofenolden (57 pl; 0,6 mmol) hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) coziicii sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kati bir bilesiktir.

Verim: 136 mg, %63
Erime derecesi: 170,8-171,1 °C
Ci7H15sFN30S;z igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 360,0641; Bulunan: 360,0640

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,98 (2H, s, -COCH,S-); 4,38 (2H, s, Ar-CH,-Ar);
7,18-7,24 (3H, m, Ar-H); 7,32 (2H, t, J/=7,8 Hz, Ar-H); 7,35-7,38 (3H, m, Ar-H); 7,43 (1H,
td, J/=7,8 ve 1,6 Hz, Ar-H); 12,73 (1H, s, -CONH-).

13C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 29,1 (d, 3Jcr=2.8 Hz); 36,5; 116 (d, 2Jcr=21,1 Hz);
124,9 (d, 2Jcr=15,6 Hz); 1253 (d, “Jcr=3,5 Hz); 126.9; 128.9; 129.6; 130 (d, 3Jcr=7,9 Hz);
131,9 (d, 3Jcr=4,2 Hz); 135.4; 159,1; 160,7 (d, Jcr=243,3 Hz); 162,9; 168.
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N-(5-Benzil-1.3.4-tivadiazol-2-i1)-2-[(1-metil-1H-imidazol-2-i)tivo]asetamit (BA20)

Bilesik 4f (187 mg; 0,6 mmol) ve I-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (69 mg; 0,6 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 114 mg, %55
Erime derecesi: 180,7-180,9 °C
Ci5sH16NsOSz igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 346,0796; Bulunan: 346,0788

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 3,61 (3H, s, imidazol -CH3); 3,87 (2H, s, -COCH,S-);
4,37 (2H, s, Ar-CHz-Ar); 6,95 (1H, d, J=1,4 Hz, imidazol Ar-H); 7,21 (1H, d, J=1,4 Hz,
imidazol Ar-H); 7,27-7,34 (5H, m, fenil Ar-H).

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm: 33,3; 36,1; 36,4; 122,6; 127,3; 128,7; 128,8; 128,9;
137,3; 142,2; 159,3; 164,9; 167,8.
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2-[(1-Metil-1H-imidazol-2-iDtiyo]-N-[5-(3-siyanobenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-il]asetamit
BA21

Bilesik 4g (270 mg; 0,8 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (91 mg; 0,8 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 47 mg, %16
Erime derecesi: 163,7-164,1 °C
Ci6Hi15sN6OS2 igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 371,0749; Bulunan: 371,0760

"H-NMR (CDCls, 400 MHz) & ppm: 3,60 (3H, s, imidazol -CH3); 3,86 (2H, s, -COCH,S-);
4,39 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 6,94 (1H, d, J=1,4 Hz, imidazol Ar-H); 7,19 (1H, d, J=1,4 Hz,
imidazol Ar-H); 7,43 (1H, t, J=7,6 Hz, fenil Ar-H); 7,54-7,60 (3H, m, fenil Ar-H).

BC-NMR (CDCls, 100 MHz) & ppm: 33,4; 35,6; 36,1; 113; 118,5; 122,7; 128,7; 129,7;
131,1; 132,3; 133,3; 138,6; 142,2; 159,5; 162,7; 168.
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2-[(1-Metil-1H-imidazol-2-iDtiyo]-N-[5-(3-metoksibenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-ilJasetamit
BA22

Bilesik 4h (205 mg; 0,6 mmol) ve I-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (69 mg; 0,6 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 119 mg, %53
Erime derecesi: 132,8-133 °C
Ci6Hi1sNs50,S: icin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 376,0902; Bulunan: 376,0902

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 3,61 (3H, s, imidazol -CH3); 3,80 (3H, s, -OCH3); 3,87
(2H, s, -COCH:2S-); 4,34 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 6,82 (1H, dd, J=7,9 ve 2 Hz, fenil Ar-H); 6,85
(1H, t, /=2 Hz, fenil Ar-H); 6,90 (1H, d, J=7,9 Hz, fenil Ar-H); 6,96 (1H, d, J=1,4 Hz,
imidazol Ar-H); 7,21 (1H, d, J=1,4 Hz, imidazol Ar-H); 7,23-7,28 (1H, t, J=7,9 Hz, fenil
Ar-H); 13,83 (1H, br s, -CONH-).

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz) § ppm: 33,3; 36,1; 36,5; 55,2; 113; 114,3; 121,1; 122,6; 128,8;
129,9; 138,7; 142,2; 159,4; 160; 164,8; 167,8.
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N-[5-(2-Florobenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-il]-2-[(1-metil- 1 H-imidazol-2-il)tiyo]asetamit
BA23

Bilesik 4i (165 mg; 0,5 mmol) ve 1-metil-1H-imidazol-2-tiyolden (57 mg; 0,5 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 105 mg, %58
Erime derecesi: 170,3-170,6 °C
Ci5sHisFNsOS; igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 364,0702; Bulunan: 364,0710

"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) & ppm: 3,58 (3H, s, imidazol -CH3); 3,98 (2H, s, -COCH-S-
); 4,38 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 6,93 (1H, s, Ar-H); 7,19-7,25 (3H, m, Ar-H); 7,34-7,38 (1H, m,
Ar-H); 7,43 (1H, t, J=7,4 Hz, fenil Ar-H); 12,84 (1H, br s, -CONH-).

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & ppm: 29,1 (d, *Jcr=2,7 Hz); 33,4; 37,2; 116 (d, 2Jcr=21,1
Hz); 124,1; 124,9 (d, 2Jcr=15,5 Hz); 125,3 (d, “Jcr=3,4 Hz); 129,1; 130 (d, *Jcr=8,1 Hz);
131,9 (d, 3Jcr=3,8 Hz); 139,5; 159,1; 160,7 (d, 'Jcr=243,3); 162,8; 167,7.
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N-(5-Benzil-1.3.4-tivadiazol-2-i1)-2-[(4.6-dimetilpirimidin-2-iDtiyo]asetamit (BA24)

mzyn% /E/ )

S N\
o N

Bilesik 4f (156 mg; 0,5 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (70 mg; 0,5 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 106 mg, %57

CAS: 1848251-00-2

Erime derecesi: 181-181,2 °C

C17H18Ns50Sz i¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 372,0953; Bulunan: 372,0955

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 2,56 (6H, s, 4,6-dimetilpirimidin -CH3); 3,94 (2H, s, -
COCH2S-); 4,35 (2H, s, Ar-CH»x-Ar); 6,88 (1H, s, 4,6-dimetilpirimidin Ar-H); 7,26-7,35
(5H, m, fenil Ar-H); 12,28 (1H, br s, -CONH-).

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz) 8 ppm: 23,8; 34,3; 36,4; 117,1; 127,4; 128,8; 129; 137; 158,9;
165,1; 167,6; 168,2; 169,8.
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2-[(4.6-Dimetilpirimidin-2-i)tivo]-N-[5-(3-siyanobenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-ilJasetamit
BA25

Bilesik 4g (270 mg; 0,8 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (112 mg; 0,8 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98:2) ¢oziicii

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

Verim: 57 mg, %18
Erime derecesi: 180,1-180,6 °C
CisH17N6OSz igin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 397,0905; Bulunan: 397,0905

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 2,58 (6H, s, 4,6-dimetilpirimidin -CH3); 3,94 (2H, s, -
COCHa»S-); 4,39 (2H, s, Ar-CHz-Ar); 6,90 (1H, s, 4,6-dimetilpirimidin Ar-H); 7,46 (1H, t,
J=17,8 Hz, fenil Ar-H); 7,55-7,61 (3H, m, fenil Ar-H); 12,42 (1H, br s, -CONH-).

13C-NMR (CDCls, 125 MHz) & ppm: 23.9; 34.3; 35.6; 113,1; 117,2; 118,4; 129,8; 131,1;
132,3; 133,3; 138,4; 167,8; 168,3; 169.8.
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2-[(4.6-Dimetilpirimidin-2-i)tivo]-N-[5-(3-metoksibenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-ilJasetamit
BA26

Bilesik 4h (137 mg; 0,4 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (56 mg; 0,4 mmol)
hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmis, diklorometan:metanol (98,5:1,5)
coziicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz renkte kat1 bir

bilesiktir.

Verim: 87 mg, %54
Erime derecesi: 152,6-152,9 °C
Ci1sH20N50,S: icin HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 402,1058; Bulunan: 402,1064

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 2,56 (6H, s, 4,6-dimetilpirimidin -CH3); 3,79 (3H, s, -
OCH3); 3,93 (2H, s, -COCH»S-); 4,32 (2H, s, Ar-CH»-Ar); 6,81-6,84 (2H, m, Ar-H); 6,88-
6,90 (2H, m, Ar-H); 7,25 (1H, t, J=7,8 Hz, fenil Ar-H); 12,24 (1H, br s, -CONH-).

BC-NMR (CDCl3, 125 MHz) & ppm: 23,9; 34,3; 36,5; 55,2; 112,9; 114,4; 117,1; 121,1; 130;
138,5; 158,9; 160; 165,1; 167,6; 168,2; 169,8.
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2-[(4.6-Dimetilpirimidin-2-i)tivo]-N-[5-(2-florobenzil)-1.3.4-tivadiazol-2-il]Jasetamit
(BA27)

S

Bilesik 4i (198 mg; 0,6 mmol) ve 4,6-dimetilpirimidin-2-tiyolden (84 mg; 0,6 mmol)

ZI

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

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

Verim: 142 mg, %61
Erime derecesi: 167,7-167,9 °C
C17H17FNs0Szi¢in HRMS (m/z) [M+H]" Hesaplanan: 390,0859; Bulunan: 390,0852

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & ppm: 2,56 (6H, s, 4,6-dimetilpirimidin -CH3); 3,94 (2H, s, -
COCH»S-); 4,39 (2H, s, Ar-CH»x-Ar); 6,88 (1H, s, 4,6-dimetilpirimidin Ar-H); 7,06-7,12
(2H, m, fenil Ar-H); 7,25-7,32 (2H, m, fenil Ar-H); 12,30 (1H, br s, -CONH-).

13C-NMR (CDCls, 125 MHz) § ppm: 23,8; 29,4 (d, 3Jcr=3,6 Hz); 34,3; 115,7 (d, 2Jcr=21,3
Hz); 117,1; 124,1 (d, 2ce=15,5 Hz); 1245 (d, *Jcr=3,6 Hz); 129,4 (d, 3Jcr=7,8 Hz); 131 (d,
3Jer=3,7 Hz); 159; 160,6 (d, 'Jcr=245,1 Hz); 163,7; 167,6; 168,2; 169,8.



1855°C —

LLE6E —

LLBEY —

76489
T290°L
0890°Z
£L8L0°L
¥180°L
S¥80°L
+v00T°L
Te0T°L
8S0T°L
1811°L
802T°L
v1ST'L
LYST'L
L89T°L
aLTL
0v8Z°L
L867°L
9ETEL
9LTEL

756771 —

118

F66'0
8T
10

Wﬂo.ﬁ

f1 (ppm)

€8'€C—

w6t
Sb'6T N
€EPE—

¥9'STT V.

18°STT
jawass 7
00°veT
45241 V-
wspeT \
SS¥TT
vE6CT
62T
66°0€T
ToTET

96851
59°65T ~-=
19°719T —
99'€9T
79491 ~
22891 \
94691

-10

20

70

90

110

210

f1 (ppm)

Sekil 4.34. Bilesik BA27’nin 'H-NMR ve "*C-NMR spektrumlari
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4.2. Biyolojik Bulgular

4.2.1. SIRT1-3 inhibitor etki

Sentez ve yapi-aydinlatma ¢alismalar1 tamamlanan bilesiklerin (BA1-BA27) SIRT2 enzimi
tizerindeki etkileri, fluorimetrik esasa bagli calisan enzim kiti ile 100 pM tarama
konsantrasyonunda in vitro olarak belirlenmistir. Calismada pozitif kontrol olarak; SIRT1/2
inhibitorii suramin (SIRT1 ICs50=297 nM; SIRT2 ICso=1,15 uM) ve selektif SIRT1 inhibitorii
EX-527 (SIRT1 ICs50=38 nM; SIRT2 ICs50=19,6 uM; SIRT3 ICs50=48,7 uM) kullanilmistir
(Cizelge 4.1).

Test edilen bilesikler arasinda BAS (%60,40), BA12 (%47,12), BA1S (%49,41), BA19
(%45,77), BA23 (%48,66) ve BA27 (%46,12) kodlu bilesiklerin 100 uM konsantrasyonda,
SIRT2 enzim aktivitesini %45 oraninin {izerinde inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu
bilesiklerden en giiclii SIRT2 inhibitor etkiyi gosteren BAS’in SIRT1 ve SIRT3 enzimlerine
kars1 etkisi belirlenerek bilesigin izoform selektivitesi aragtirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore; 100 uM konsantrasyonunda SIRT1 enzimini %8,30+3,31 oraninda, SIRT3 izoformunu
ise %15,78+1,79 oraninda inhibe ettigi goriilmiistir. Bdylece, calisma kapsamindaki
bilesikler arasinda BAS, selektif bir SIRT2 inhibitorii olarak tanimlanmis ve bu etkisinin

ICso degeri hesaplanmugtir.

Bu baglamda, BAS bilesigi; 300, 100, 50, 30, 10, 5, 1 ve 0,1 uM konsantrasyonlarda SIRT2
enzim aktivitesi iizerine nasil etki ettigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarla ¢izilen doz-
yanit egrisi ile BAS kodlu bilesigin SIRT2 enzim aktivitesine kars1 ICso degeri 10,62 uM
olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Test edilen bilesiklerin SIRT2 enzimine kars1 % inhibisyon degerleri

X
[ mY%NH
e N O}[’\S

Kod R X | Y| Ar | SIRT2 % inhibisyon®*
BA1l H Ly.
BA2 m-CN 22,91+2,14

CH = :
BA3 | m-OCH; o| T i
BA4 o-F Ly.
BAS H N 60,40+0,47
BAG6 H Ly.
BA7 mCN_ | / 38,45+2,50
BAS m-OCHj 0 “h@ 21,24+4,71
BA9 o-F Ly.
BA10 | H N 35,30+0,14
BA1l H 15,05+6,91
BAI2 |mCN | N 47,12+4,49
BA13 | m-OCH; 0| N 11,49+3,14
BA14 | o-F 13,802,69
BAIS | H N 49,41+8 .38
BA16 | H 33,64+15,82
BA17 | m-CN - 40,71%6,61
BAIS | moc | H|° © 40,87+1,33
BA19 |o-F 45,77+13,92
BA20 |H 20,05+2,71
BA21 | m-CN o 28,64+1,29
BA22 | moci | 3| W 18.,10£9.04
BA23 | o-F 48,66+1,98
BA24 | H 39,68+3,27
BA25 | m-CN “r:j/ iy.

CH | S N
BA26 | m-OCHj3 31,98+7,63
BA27 | o-F 46,12+2,62

%N 39,15+1,23°
SAULE S I 20,9944.76
Suramin Referans bilesikler 98,3720,25
EX-527 76,39+2,49

2100 pM konsantrasyonda % inhibisyon degerleri “ortalama deger+standart sapma” (n=3);
300 uM konsantrasyonda % inhibisyon degeri;
1.y.: inhibisyon yok (<%10 inhibisyon).



121

Cizelge 4.2. BAS bilesiginin SIRT?2 {izerindeki etkisi

[C] (uM) | % Inhibisyon | ICso Doz-yanit egrisi (normalize)
300 67,80+1,30
100 60.8742.85 3 100-
50 57,55+£6,07 §
1) 50

30 54.23+3,43 2

10,62 uM | €
10 46,93+1,15 fi 1 | |
S 30,73+4,94 5= 1 1 2 3
1 21,02+1,50 50
0,1 17,64+0,42 log[C]

% Inhibisyon degerleri “ortalama deger+standart sapma” (n=3) seklinde verilmistir.

4.2.2. Antiproliferatif etki

SIRT2 enzimini en yiiksek oranda inhibe eden BAS kodlu bilesigin (ICs50=10,62 uM), insan
MCF-7 meme kanseri ve LNCaP metastatik prostat kanseri hiicre hatlarmma kars
antiproliferatif etkileri arastirilmis, elde edilen sonuglar ile bilesigin sergiledigi SIRT2
inhibitor profili ile secilen kanser hiicrelerindeki etkisi arasindaki iliskinin incelenmesi

amaglanmistir.

Bu kapsamda, BAS bilesigi 200, 100, 50, 25, 10 ve 1 pM konsantrasyonlarda uygulanarak,
72 saat siire sonunda insan MCF-7 meme kanseri ve LNCaP metastatik prostat kanseri hiicre
hatlarinda meydana getirdigi etkiler % hiicre canliligina gore degerlendirilmistir. Elde edilen
verilerle olusturulan doz-yanit egrileri ile; BAS bilesigin ICso degeri, insan MCF-7 meme
kanseri hiicresi i¢in 85,61 uM ve insan LNCaP metastatik prostat kanseri hiicresi i¢in ise

15,82 uM olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. BAS bilesiginin insan MCF-7 ve LNCaP kanser hiicrelerindeki etkisi

(C] (M) % Hiicre canlihg1
MCF-7 LNCaP
Kontrol 100,00+4,02 99,99+3,35
200 57,75€2,22 22,18+2,77
100 75,92+6,30 26,45+3,65
50 92,96+4,31 33,51+0,78
25 96,53+0,83 37,63+7,13
10 100,71+£5,08 72,43+9,20
1 100,20+1,15 90,32+14,79
150 150
Doz-yanit é " E " é
egrisi § 507 § %
(normalize) E 0 : . . g 0 . . §I ° ¢ o,
0.5 1.0 1.5 2.0 25 _I 0.5 1.0 1.5 2.0 25
50~ log [C] =50 log [C]
ICso 85,61 uM 15,82 uM

% Hiicre canlilig1 degerleri “ortalama deger+standart sapma” olarak verilmistir (n=3).

Elde edilen sonug, BAS’in kullanilan hiicre hatlar1 iizerinde belirgin sekilde farkli etkiler
gosterdigini ortaya koymustur. MCF-7 hiicre hatti i¢in, 1-50 pM konsantrasyon araliginda
kontrol grubuna benzer hiicre canlilik orablar1 elde edilmis olup, bu degerler %92,96 ile
%100,71 hiicre canlilig1 arasinda degismistir. Ote yandan, BA5’in 100 uM konsantrasyonda
%75,92 ve 200 uM konsantrasyonda %57,75 hiicre canlilig1 ile istatistiksel olarak anlamli,
konsantrasyona bagli bir azalma gosterdigi gozlemlenmistir. LNCaP hiicreleri s6z konusu
oldugunda, BA5’in antiproliferatif etkisi, MCF-7 hiicrelerine kiyasla belirgin sekilde daha
giicli  bulunmustur. BAS, LNCaP hiicrelerinde 10 pM konsantrasyondan itibaren
konsantrasyona bagli sitotoksik bir etki gostermis ve 200 uM konsantrasyonda hiicre
canliligin1 %22,18 seviyesine kadar diistirmiistiir. Bilesigin bu hiicre hatt1 i¢in ICso degeri
15,82 uM olarak hesaplanirken, MCF-7 hiicreleri i¢in bu deger 85,61 puM olarak

belirlenmistir.
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4.3. Molekiiler Docking

Tez ¢alismasi kapsaminda hedef olarak belirlenen SIRT2 enzimini inhibe eden bilesiklerin,
enzim aktif bolgesindeki etkilesimlerini incelemek ve bu bulgulart bilesiklerin inhibitor
profilleri ile iligkilendirmek amaciyla molekiiler docking ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu
calismalar i¢in, insan SIRT2 enzimi, SirReal tipi selektif SIRT2 inhibitorii (SGN) ve NAD"
kofaktoriinii igeren X-151n1 kristal yapist (PDB: 5DY4) kullanilmstir.

Insan SIRT2-5GN-NAD" kompleksinde aktif blgede meydana gelen etkilesimlerin biiyiik
ol¢iide hidrofobik karakterde oldugu goriilmektedir. Kokristalize ligand, naftalen halkasiyla
aktif bolgenin giris kisminda F119, F131 ve F234 amino asitleri ile - etkilesimleri kurarak
substrat baglanma bolgesine yerlesmektedir. Selektivite cebinde Y139 ve F190 amino
asitleri ile inhibitoriin 4,6-dimetilpirimidin halkas1 arasinda da benzer sekilde n-m
etkilesimleri meydana gelirken, genisletilmis C-bdlgesinde yer alan P94 amino asidi ile
yapisal su (HOH549) kopriilii bir hidrojen bagt etkilesimi kuruldugu goriilmektedir (Sekil
4.35). Tim bu etkilesimlerin, giiclii bir SIRT2 inhibisyonu i¢in 6nemli oldugu
bildirilmektedir [166].

Sekil 4.35. Insan SIRT?2 aktif bolgesinde SirReal tipi kokristalize ligandin (5GN) meydana
getirdigi (A) n-r etkilesimleri (turkuaz) ve hidrojen baglari (sar1); (B) hidrofobik
etkilesimler (turuncu) (PDB: 5DY4).
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Elde edilen sonuglara gore, SIRT2 enzim aktivitesini %45 degerinden fazla oranla inhibe
eden oksadiazol (BAS, BA12, BA1S5) ve tiyadiazol (BA19, BA23, BA27) tiirevi bilesiklerin,
SIRT2 aktif bolgesinde yaptig1 etkilesimler ¢caligmalarimizin baslangi¢ noktasini olusturan
oncti bilesigin (STH3) baglanma konformasyonu ile karsilastirilmistir (Sekil 4.36). STH3
bilesigi yapisal benzerliginden kaynakli olarak kokristalize liganda benzer bir modda aktif
bolgeye yerlesmis; fenil halkasiyla substrat baglanma bolgesinde F119 ve F234 ile,
selektivite cebinde ise sadece F190 ile m-m etkilesimleri kurmustur. Genisletilmis C-
bolgesinde aktivite i¢in 6nemi vurgulanan hidrojen bagini ise P94 amino asidi ile yapisal su

molekiilii sayesinde gerceklestirmistir.

A B

F234 F190
% )
QQ?
ﬁ vP94

Sekil 4.36. Insan SIRT2 aktif bolgesinde STH3 oncii bilesiginin kurdugu (A) n-m
etkilesimleri (turkuaz) ve hidrojen baglari (sar1); (B) hidrofobik etkilesimler
(turuncu) (PDB: 5DY4).

SIRT2 inhibitdr etki gosterdigi tespit edilen bilesiklerin, molekiiler docking ¢alismalart ile
gozlemlenen aktif bolge etkilesimleri incelendiginde (Sekil 4.37); en yiiksek SIRT2
inhibisyonu gosteren BAS kodlu bilesik, selektivite cebinde F190 amino asidiyle n-n
etkilesimini gerceklestirmis, ancak substrat kanalinda STH3’e kiyasla yalnizca F131 ile
sinirl bir etkilesim gdstermistir. Ote yandan, BAS bilesiginin F96 ile -r etkilesimi ve P94

ile su koprtisii araciligiyla hidrojen bagi kurdugu gozlemlenmistir.

Diger yandan, BA12 selektivite cebinde F190 ile olan etkilesimi siirdiiriirken, Y139 ile de
n-n etkilesimi kurmustur. Ayrica, substrat kanalinda STH3’te oldugu gibi F119 ve F234 ile

n-n etkilesimlerini de korumusg olmasi, BA12’nin hedefe olan afinitesini potansiyel olarak
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destekler nitelikte bulunmustur. Ayrica, P94 ile su aracili hidrojen bag1 gozlemlenmis, bu da

bilesigin aktif bolgedeki kararliligini artirmistir.

Aktif bolgede katildiklar1 etkilesim sayisi ile gosterdikleri inhibitor etki arasinda dogru
orantili bir iliski beklense de, BAS (%60,40) bilesigi BA12’ye (%48,66) gore daha yiiksek
SIRT2 inhibitor aktivite sergilemistir. Bu aktivite farki, Sekil 4.37°de gosterildigi iizere,
oksadiazol ve tiyadiazol halkalarinin meydana getirdigi hidrofobik etkilesim yogunluguna
baglanabilecegi diisiiniilmiistiir. BAS, oksadiazol halkasi araciligiyla F96 ile daha yiiksek
yogunlukta hidrofobik etkilesim kurmus ve bu durum aktif bolgedeki stabilizasyonunu
artirarak SIRT?2 {izerindeki iistiin inhibitor profilini agiklayabilmistir. Buna karsilik, BA12
ve STH3, merkez halka iizerinden daha az yogunlukta hidrofobik etkilesim olusturmus ve

bu da daha diisiik inhibitdr potansiyelleriyle iliskilendirilmistir.

Bu bilesiklere ek olarak, SIRT2 inhibitor aktivitesi gosteren diger bilesiklere (BA15, BA19,
BA23, BA27) ait molekiiler docking analizleri de Cizelge 4.4’te 6zetlenmis olup, SIRT2

aktif bolgesindeki baglanma etkilesimlerinin daha iyi anlagilmasina katki saglamaktadir.

Buna ek olarak, genisletilmis C-bolgesinde gozlenen hidrojen bag uzunluklar
degerlendirildiginde; genel olarak daha kisa hidrojen bagi olusturan bilesiklerin (6rnegin,
BA12: 1,82 A; BA15: 1,95 A) daha yiiksek inhibisyon degerleri gosterdigi gézlemlenmistir.
Bu durum, hidrojen baglarinin giicii ile biyolojik aktivite arasinda olasi bir korelasyona isaret

etmektedir.
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Sekil 4.37. SIRT2 aktif bolgesinde (A) BAS; (B) BA12; (C) BA1S5; (D) BA19; (E) BA23;
(F) BA27 bilesiklerinin baglanma konformasyonlari. Hidrofobik etkilesimler,

hidrojen baglar1 ve n-m etkilesimleri sirastyla turuncu, sar1 ve turkuaz kesikli
cizgilerle gosterilmistir (PDB: 5DY4).



Cizelge 4.4. Bilesiklerin SIRT?2 aktif bolgesindeki molekiiler etkilesimleri
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XP Glide Gozlenen etkilesim tiirleri

Kod (kligﬂozlol) Selektivite cebi Substrat kanah Gecliilfilieltgillsliﬁs

Sl efklilgeosimi) T eFtll<i31isimi) PISZ6(I({n{)7:1gef;1( ?Zs(;nzl\l)) .
BAT | 978 1 oo eFtliiglgsimi) (nii ztll;illjezs,?ili) P94 (H bagy; 248 A)°
BAZ| 829 | (L ety | (umetilogmi) | P94 (1 bai 182 A):
BAIS | 971 | g eFtliiglgsimi) (nii ztll;illjezs,?ili) Po4 (H bags; 1,95 A)®
LS Al (m-m eFtlldglgsimi) (Tlfnl ?e,:tll;ill:ezs?ili) P94 (H bagr; 1,99 A
BA23 | 9,90 (nil igklfelsi?n) (nii ztll;illjezs,?ili) P94 (H bagi; 2,05 A)®
B0 AL (m-m eFtlldglgsimi) (nl-:n1 ?c,:tll;ill:ezs?ili) P94 (H bags; 1,91 A)®

3(amit CO---HOH549); ®(oksadiazol N3---HOH549)

Istisnai bir durum olarak, BA7, aktif bolgede énemli amino asitlerle etkilesim kurmasina

(Sekil 4.38) ve anlamli bir baglanma enerjisine sahip olmasina ragmen (-9,78 kkal/mol),

SIRT2 enzimi iizerinde belirgin sekilde diger bilesiklere gore diisiik bir inhibitor aktivite

(%38,45) gostermistir. Elde edilen baglanti modu incelendiginde, BA7 nin diger bilesiklere

kiyasla ters bir baglanma konformasyonu benimsedigi gézlenmis ve diger bilesiklerin de

elde ettigi benzer etkilesimlerin molekiiliin farkli bolgeleri {lizerinden gergeklestirildigi

gorlilmiistiir.



Sekil 4.38. insan SIRT2 aktif bolgesinde BA7 nin kurdugu (A) n-n etkilesimleri (turkuaz)
ve hidrojen baglar (sar1); (B) hidrofobik etkilesimler (turuncu) (PDB: 5DY4).
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S. TARTISMA

Arastirma ekibimiz tarafindan aminotiyazol ve aminotiyadiazol iskeletlerine sahip SirReal
analoglar1 kullanilarak olusturulan bir farmakofor modelin sanal tarama uygulamasi
sonrasinda ulasilan bilesikler arasindan STH3 [38], bu ¢alisma i¢in dncii bilesik olarak
secilmistir. STH3 ile gozlenen selektif SIRT2 inhibitor etkinin giliglendirilmesi amacrtyla,
bilesik iizerinde yapisal degisikliklere gidilmistir. Bu modifikasyonlarla (Sekil 5.1), yeni
tirevlerin SIRT2 aktif bolgesinde hedeflenen etkilesimleri saglayarak daha stabil enzim-
ligand kompleksleri olusturmasi; bdylece daha giiclii bir inhibisyon sergilemesi

hedeflenmistir.

X 0 ] s :
v N SRRL"
Z ~N H = ~N H
R J A8 | s
Ar: M 4 : H Ar: -4 ) &y <)
: N N i : N N
i R: m-CN, m-OCHs,0-F X: N, CH R: m-CN, m-OCHj, o-F
. BA1-BA15 ' BA16-BA27
SIRT2: %11,49-%60,40 (100 pM) e SIRT2: %18,10-%48,66 (100 pM)
tasssassrsserasasaneresasasarasarasasasarannns® E‘ ’ o>"NH 'Ioa Y ——————
-~ N-N Fio6A=
: o
: STH3

SIRT2: %20,99 (100 pM)
SIRTI, SIRT3, SIRTS: i.y. (100 uM)

Sekil 5.1. Oncii bilesikten hareketle ulasilan aril 1,3,4-oksadiazol/tiyadiazol asetamit tiirevi
bilesiklerin tasarimi

Yeni bilesiklerin SIRT2 aktif bolgesinde 6zellikle selektivite cebi ve substrat kanalindaki
etkilesim yeteneklerini artirmak amaciyla, STH3’iin bu bolgelerle etkilesime giren yapisal
kisimlart degistirilerek modifikasyonlar uygulanmistir. Literatlirde belirtildigi iizere, diger
SIRT izoformlarma kiyasla SIRT2 icin selektif etki, substrat baglanma kanalindaki
hidrofobik etkilesim agindan kaynaklanmakta; bu etkilesimler, SIRT1, SIRT3 ve SIRTS
izoformlarinda yer alan dongiiler tarafindan engellenmektedir [83, 133]. Dolayisiyla,

substrat baglanma bolgesinin hedeflenmesi, SIRT deagilaz aktivitesinin inhibisyonu i¢in
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akilct bir yaklasim sunmaktadir. Bununla birlikte, apo yapilara kiyasla belirgin bir
konformasyonel degisim gosteren selektivite cebi de SIRT2’nin segici inhibitdrleri igin

kritik bir baglanma bolgesidir.

Bu kapsamda, oOncelikle STH3 oncii bilesiginde yer alan 1,3,4-oksadiazol c¢ekirdegi
korunmusgtur; zira bu yapi, bilesigin polarite ve esnekliginin ayarlanmasinda degerli bir
cekirdek olarak bulunmaktadir. Aromatik o6zelligi ve diizlemsel geometrisi sayesinde
oksadiazol iskeleti; biyolojik etkilesimler i¢in uygun yonlenmeyi saglayan bir baglayici
olarak islev goriir. Ayrica, oksadiazol g¢ekirdegi tasiyan bilesiklerin antienflamatuvar,
antioksidan ve antikanser etkiler de dahil olmak {iizere genis bir biyolojik aktivite

spektrumuna sahip oldugu bilinmektedir [211, 212].

Buna ek olarak, STH3’lin fenil halkasinin 2-/3-siibstitlie fenil ve pirimidin halkalar1 ile
degistirilmesinin, substrat kanalinda 6énemli amino asitlerle hidrofobik ve n-n etkilesimler
kurarak daha giiclii baglanmay1 saglamasi dngoriilmiistiir. Diger yandan, molekiiler docking
ile elde edilen STH3-SIRT2 kompleksinde bilesigin selektivite cebine yonelen florofenil
halkas1; bu bolgede etkilesimleri giiclendirmek amaciyla 1-metil-1H-imidazol-2-il, fenil ve
4,6-dimetilpirimidin-2-il gruplar1 ile degistirilmistir. Bu strateji sonucunda, N-[5-(arilmetil)-

1,3,4-oksadiazol]-2-asetamit iskeletine sahip on bes bilesik (BA1-BA15) tasarlanmistir.

Ayrica, oksadiazol c¢ekirdegi yerine tiyadiazol ¢ekirdegi tasiyan ikinci bir bilesik serisi
(BA16-BA27) tasarlanarak, kiikiirt atomunun aktivite ve selektivite ilizerindeki etkisi
arastirilmistir.  Substrat kanalindaki baglanma afinitesini ve elektronik &zellikleri
diizenlemek amaciyla, STH3 oncii bilesiginin fenil halkasina ek olarak 2-/3-siibstitiie fenil
halkalar1 da eklenmistir. Ote yandan, oksadiazol tiirevlerinde selektivite cebini hedeflemek
icin kullanilan aril gruplari, tiyadiazol tiirevlerinde de kullanilmistir. Bu yapisal
modifikasyonlar, SIRT2 aktif bolgesindeki etkilesim profilini optimize etmeyi ve ayni

zamanda SIRT1 ile SIRT3 iizerindeki hedef dis1 etkileri en aza indirmeyi amaglamistir.

Tez ¢alismamiz kapsaminda hedeflenen BA1-BA27 kodlu bilesikler Sekil 5.2 ve 5.3’te
ozetlenen sentez yollar izlenerek ¢ok basamakli yontemlerle elde edilmistir. Ilk olarak,
etil/metil 2-aril asetatlarin (1a-1e) hidrazin hidrat ile tepkimesi sonucu 2-arilasetohidrazit
tirevleri (2a-2e) sentezlenmistir [198]. Arilasetatlar (1b-1d), karsilik gelen arilasetik

asitlerin H>SO4 varliginda etanol veya metanol ile geri ¢eviren sogutucu altinda 1sitilmasiyla
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hazirlanirken, 1a ve le kodlu bilesikler hazir olarak temin edilmistir. Devaminda 2-
arilasetohidrazit tiirevlerinin (2a-2e) siyanojen bromiir ile siklizasyon reaksiyonu sonucu 5-
(arilmetil)-1,3,4-oksadiazol-2-aminler (3a-3e) elde edilmistir [199]. Ardindan, 3a-3e’nin ilk
basamakta 2-bromoasetil bromiir ile trietilamin varliginda agilasyonu sonucu 2-bromo-N-
[(5-arilmetil)-1,3,4-oksadiazol-2-il]asetamit ara iirtinleri olusturulmus, bu bilesikler i¢in ileri
saflagtirma islemi uygulanmadan NaOH varliginda ariltiyoller ile muamele edilmis ve
gergeklesen niikleofilik yer degistirme reaksiyonu sonucu 1,3,4-oksadiazol tiirevi hedef

bilesikler (BA1-BA15) elde edilmistir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. Aril 1,3,4-oksadiazol asetamit tiirevleri i¢in izlenen sentetik yol

Hedeflenen 1,3,4-tiyadiazol tiirevlerinin sentezi i¢in, 5-arilmetil-1,3,4-tiyadiazol-2-aminler
(3f-3i), fenilasetik asit tiirevleri ile tiyosemikarbazidin POCI; varliginda gerceklesen
siklizasyon reaksiyonu ile hazirlanmistir [213]. Devaminda, 3f-3i’nin 2-bromoasetil bromiir
ile trietilamin varliginda agilasyonu sonucu N-[(5-arilmetil)-1,3,4-tiyadiazol-2-il]-2-
bromoasetamit tiirevleri (4f-4i) sentezlenmistir. Son basamakta ise, 4f-4i kodlu bilesiklerin
NaOH varliginda uygun ariltiyol tiirevleri ile gergeklestirdigi niikleofilik yer degistirme
reaksiyonu sonucunda 1,3,4-tiyadiazol tiirevi hedef bilesikler (BA16-BA27) elde edilmistir
(Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. Aril 1,3,4-tiyadiazol asetamit tiirevleri i¢in izlenen sentetik yol

Tim bilesiklerin yapilari, '"H-NMR, C-NMR ve HRMS spektrumlari ile karakterize

edilmistir.

Hedef bilesiklere ait 'H-NMR spektrumlari incelendiginde (Sekil 5.4); nonsiibstitiie veya
stibstitiie fenil tiirevlerinde fenil halkasinin hidrojenlerine ait sinyaller 6,81-7,83 ppm
araliginda multiplet olarak gdzlenmistir. Fenil halkas1 yerine pirimidin tasiyan tiirevlerde
(BAS, BA10 ve BA1S) ise, pirimidin halkasinin dordiincii ve altinci konumda yer alan
esdeger hidrojenlere ait sinyaller 8,63-8,70 ppm araliginda 2H degerinde dublet (/=4,8-4,9
Hz) olarak, besinci konumdaki hidrojene ait sinyaller ise iki tiirevde (BA10 ve BA15) 7,19-
7,22 ppm araliginda 1H degerinde triplet (J=4,8-4,9 Hz) olarak; BAS kodlu bilesikte ise,
aromatik sahada yer alan diger hidrojenlerle birlikte 7,26-7,29 ppm araliginda multiplet

olarak goriilmiistiir.

SIRT2 aktif bolgesinin girisinde konumlanan fenil halkasinda metoksi siibstitiienti tasiyan
tirevlerde (BA3, BAS, BA13, BA18, BA22 ve BA26) metoksi grubuna ait hidrojen
sinyalleri 3,72-3,81 ppm araliginda 3H degerinde singlet olarak gbzlenmistir.

Bilesiklerin oksadiazol veya tiyadiazol halkasina dogrudan bagli metilen kopriisiine ait

hidrojenler tiim tiirevlerde 4,10-4,55 ppm aralifinda 2H degerinde singlet seklinde



133

goriilmiistiir. Ayrica, asetamit yapisindaki metilen hidrojenleri tiim tiirevlerde 3,72-4,05

ppm araliginda 2H degerinde singlet olarak gozlenmistir.

Kiikdirt kopriisii komsulugunda 1-metil-1H-imidazol halkasi tastyan tiirevlerde (BA6-BA10,
BA20-BA23) imidazol halkasina bagli metil hidrojenleri 3,58-3,74 ppm araliginda 3H
degerinde singlet seklinde; halkaya ait dordiincii konumdaki hidrojenin sinyalleri dort
tirevde (BA9, BA20, BA21 ve BA22) 6,95-6,96 ppm araliginda 1H degerinde dublet (J=1,3-
1,4 Hz) olarak, dort tiirevde (BA6, BA7, BA10 ve BA23) 6,90-7,06 ppm aralifinda
yarilamayip singlet olarak, BA9 kodlu bilesik i¢in ise aromatik sahada yer alan diger
hidrojenlerle birlikte multiplet olarak; besinci konumdaki hidrojene ait sinyaller ii¢ tlirevde
(BA20, BA21 ve BA22) 7,16-7,21 ppm araliginda 1H degerinde dublet (J=1,4 Hz) olarak,
diger tiirevlerde (BA6-BA10 ve BA23) ise yarilamayip singlet veya aromatik sahada yer

alan diger hidrojenlerle birlikte multiplet olarak belirlenmistir.

Kiikiirt kopriisic komsulugunda 4,6-dimetilpirimidin yapis1 bulunan tiirevlerde (BA11-
BA1S, BA24-BA27) halkaya baglh metil gruplarmin esdeger hidrojenlerine ait sinyaller
2,48-2,58 ppm araliginda 6H degerinde singlet olarak godzlenmis, halkanin besinci
konumdaki hidrojene ait sinyaller ise bazi tiirevlerde (BA11-BA15, BA24, BA2S ve BA27)
6,84-6,94 ppm araliginda 1H degerinde singlet seklinde; BA26 kodlu bilesikte ise aromatik

sahada yer alan diger hidrojenlerle birlikte multiplet olarak gdzlenmistir.

4,10-4,55 ppm 3,58-3,74 ppm
6,81-7,83 ppm ’
et ) / 3,72-4,05 ppm / 7,16-7,21 ppm

) (LA NS ) j
8,63-8,70 ppm R N 07/”\S+: _ _,<\N\

-------

6,90-7,06 ppm
7,19-7,29 ppm U U
©,* {2\,48-2,58 ppm
N=
, O - J\\N J
3,72-3,81 ppm 6,84-6,94 ppm

Sekil 5.4. Hedef bilesiklerin 'TH-NMR spektrumlarinda gozlenen kimyasal kayma degerleri
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Hedef bilesiklere ait '3C-NMR spektrumlari incelendiginde (Sekil 5.5); SIRT2 aktif
bolgesinin substrat kanalinda konumlanan fenil halkasinda siyano siibstitiienti tasiyan
tirevlerde (BA2, BA7, BA12, BA17, BA21 ve BA25), siyano karbonuna ait sinyal 111,20-
113,20 ppm araliginda gozlenmistir. Ayn1 konumda metoksi grubu tagiyan tiirevlerde (BA3,
BAS, BA13, BA18, BA22 ve BA26) metoksi grubuna ait sinyal 54,90-55,50 ppm araliginda
gorlilmiistiir. Floro siibstitiienti tasiyan tiirevlerde ise (BA4, BA9, BA14, BA19, BA23 ve
BAZ27), florun bagli oldugu ipso karbona ait sinyalin 160,60-160,90 ppm araliginda dublete
(Jcr=243,3-246,2 Hz) yarildig1, orto konumdaki karbonlara ait sinyallerden birinin 115,60-
116,00 ppm araliginda dublete (2Jcr=21,0-21,3 Hz) yarildigi, digerinin ise oksadiazol yapili
tiirevler igin (BA4, BA9 ve BA14) 120,80-121,80 ppm araliginda dublete (2Jcr=15,1-15,4
Hz) ve tiyadiazol yapili tiirevler i¢in (BA19, BA23 ve BA27) 124,10-124,90 ppm araliginda
dublete (2Jcr=15,5-15,6 Hz) yarildig1 saptanmistir. Bunun yaninda, flor atomuna gore meta
konumda yer alan karbon sinyali 129,40-130,90 ppm araliginda dublet seklinde (*Jcr=3,6-
8,3 Hz) ve para karbon sinyali 124,40-125,3 ppm araliginda dublet seklinde (*Jcr=3,4-3,9
Hz) tespit edilmistir.

Merkez halkalarin yapisindaki karbon atomlarinin kimyasal kayma degerleri oksadiazol
yapil tiirevlerin (BA1-BA15) ikinci konumu i¢in 157,30-157,80 ppm araliginda, besinci
konumu i¢in 159,70-161,90 ppm araliginda tespit edilirken; tiyadiazol tiirevlerinde (BA16-
BAZ27) halkanin ikinci konumuna ait karbon sinyali 158,90-160,40 ppm arali§inda, besinci

konumun sinyalleri 162,70-165,10 ppm araliginda gozlenmistir.

Karbonil grubuna ait sinyaller, tiim tiirevlerde (BA1-BA27) 166,70-170,10 ppm araliinda;
asetamit yapisindaki metilen grubuna ait karbon sinyalleri 34,30-38,20 ppm araliginda
gbzlenmistir. Ayrica, bilesiklerin oksadiazol veya tiyadiazol halkasina dogrudan bagh

metilen kopriisiine ait karbon sinyali 23,10-36,40 ppm araliginda goriilmiistiir.

Yan zincirinde 1-metil-1H-imidazol halkasi tagiyan tiirevlerde (BA6-BA10, BA20-BA23)
imidazoliin tasidig1 metile ait karbonun 33,40-34,30 ppm aralifinda; yan zincirinde 4,6-
dimetilpirimidin halkasi tasiyan tiirevlerde (BA11-BA15, BA24-BA27) halkaya bagli metil

karbonlarmin 23,10-23,90 ppm araliginda sinyal verdikleri belirlenmistir.

Tiim bu sinyallerin diginda kalan aromatik halkalara ait karbon sinyalleri 112,50-170,10 ppm

araliginda gozlenmistir.
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Sekil 5.5. Hedef bilesiklerin '*C-NMR spektrumlarinda gozlenen kimyasal kayma degerleri

Tez ¢aligmamizda sentezlenip yapist kanitlanan hedef bilesiklerin (BA1-BA27), SIRT2
enzimi iizerindeki inhibitor aktivitelerini belirlemek amaciyla in vitro olarak test edilmistir.
Elde edilen sonuglar, inhibitor etkinligin bilesiklerin yapisal &zelliklerine, ozellikle de
aromatik halka (Ar) tiirline ve fenil halkasina bagh siibstitiientlerin (R gruplari) niteligine
gore Onemli farkliliklar ortaya koydugunu gostermistir. Bu nedenle, bilesiklerin yapisal

optimizasyonu i¢in bilesiklerin yapi-aktivite iliskisi detayl bir sekilde degerlendirilmistir.

Oncii bilesik STH3 yapisina ait 4-florofenil halkasinin, Ar grubu olarak gosterilen halkalarla
(fenil, 1-metil-1H-imidazol ve 4,6-dimetilpirimidin) ile degistirilmesi, selektivite cebine
yonelimi ve daha siki baglanmayi saglamak amaciyla gergeklestirilmistir. Ancak, bu
yaklagimin tek basina SIRT2 inhibisyonuna anlamli bir katki sunmadigr (BA1 ve BAG6:
inhibisyon yok, BA11: %15,05 inhibisyon) belirlenmistir. Buna karsin, bu bilesiklerin
tiyadiazol analoglarinda oncii bilesige ait inhibitor etkinin korundugu veya az da olsa arttig1

(STH3: %20,99; BA16: %33,64; BA20: %20,05; BA24: %39,68) tespit edilmistir.
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Bilesiklerden Ar grubu olarak fenil tasiyan oksadiazol tiirevleri (BA1-BA4) i¢in tespit edilen
SIRT2 inhibitor etki genel olarak zayif veya anlamli bir korelasyon goéstermeyen bir
profildeyken; bu bilesiklerin tiyadiazol analoglarinda (BA16-BA19) inhibitor aktivite %34-
46 bandina ¢ikmistir. Ar grubu yerine 1-metil-1H-imidazol (BA6-BA9 ve BA20-BA23) ve
4,6-dimetilpirimidin (BA11-BA14 ve BA24-BA27) heteroarillerini tasiyan tlirevler i¢in de
benzer durum gozlenmis; oksadiazol-tiyadiazol degisiminde (O—S) genelde inhibitor
etkinin artt1g1 belirlenmistir. Bu bulgular, oksadiazol ile tiyadiazol ¢ekirdekleri arasinda aktif
bolge etkilesimi veya fizikokimyasal 6zellikleri agisindan anlamli farkliliklar bulundugunu
ve kiikiirt atomunun varliinin bilesige hidrofobik o6zellik katarak temelde bu tip
etkilesimlerin baskin oldugu SIRT2 aktif bolgesinde van der Waals uyumunu artirip

baglanmay1 iyilestirmis olabilecegini diislindiirmustiir.

Molekiiler docking analizleri, STH3 yapisindaki nonsiibstitiie fenil halkasinin SIRT2 aktif
bolge girisindeki substrat kanalina yoneldigini géstermistir. Bu halkanin elektron ¢ekici (3-
siyano) veya elektron salici (3-metoksi, 2-floro) gruplarla siibstitiie edilmesi, SIRT2
inhibitor aktivite lizerinde farkli etkiler yaratmistir. Bulgularimiza gore, fenil halkasinda 3-
siyano slibstitiienti tasiyan tlirevler (BA2: %22,91; BA7: %38,45; BA12: %47,12; BA17:
%40,71; BA21: %28,64), nonsiibstitiie fenil analoglarina kiyasla (BA1: inhibisyon yok;
BAG: inhibisyon yok; BA11l: %15,05; BA17: %33,64; BA20: %20,05) daha yiiksek
inhibisyon sergilemistir. Bu bulgular, ekibimiz tarafindan gerceklestirilen Onceki
caligmalarimizin sonuglari ile uyumlu bulunmustur [184, 185]. Bununla birlikte, 3-metoksi
ve 2-floro siibstitlientlerinin etkisi 3-siyano grubuna ait bulgulara kiyasla daha degisken
bulunmustur. Fenil halkasinin tiglincii konumunda metoksi grubu tasiyan bilesikler
genellikle sinirlt inhibitor aktivite (BA3: inhibisyon yok; BAS8: %21,24; BA13: %]11,49;
BA22: %18,10; BA26: %31,98) gostermis, 2-floro siibstitiienti ise oksadiazol serisinde
diistik aktivite gosterirken (BA4: inhibisyon yok; BA9: inhibisyon yok; BA14: %13,80),
tiyadiazol serisinde belirgin bir artis (BA19: %45,77; BA23: %48,66; BA27: %46,12)

saglamistir.

Bir diger dikkat ¢ekici bulgu; substrat kanalinda konumlandig: diisiiniilen fenil halkasinin
oksadiazol serisinde pirimidin ile degistirilmesi, SIRT2 inhibisyonunu belirgin sekilde
artirmistir. Ozellikle BAS (%60,40), BA10 (%35,30) ve BA15 (%49,41) kodlu bilesikler bu
egilimi acik¢a yansitmaktadir. Bu durum, heteroaril halkalarin substrat kanalinda ek

etkilesimlere katki saglayarak SIRT2 baglanma afinitesini giliglendirdigini ve bilesigin



137

elektronik yapisini degistirerek bilesigin aktif bolgede daha uygun bir konformasyon

kazanmasina katki sagladigimi digiindiirmiistiir.

Sonug olarak, oncii bilesigin substrat kanalina yonelen fenil halkasinda ikinci veya iiglincli
konumlara getirilen siibstitiientler, aktif bolge amino asitleriyle dogrudan etkilesime
girmeseler de molekiiler konformasyonu etkileyerek baglanma afinitesini degistirmis gibi
gorliinmektedir. Terminal fenil halkas1 ile merkezi heterosiklik ¢ekirdek arasinda, diger bir
degisle benzil kalintis1 ile merkez halka arasinda koplanar olmayan bir diizenin aktif bolgete
baglanma i¢in uygun oldugu ve terminal fenil halkadaki orto- veya meta-siibstituentlerin bu
koplanarlig1 destekleyebilecegi One stiriilebilir. Ayrica, pirimidin-2-ilmetil grubunun
diizlemsel ve elektron agisindan fakir olma durumu, bilesigin konformasyonel kararliligin

artirarak BAS ve BA1S gibi bilesiklerde gézlenen artmis aktiviteye katkida bulunabilir.

Bilesikler arasinda en yiiksek SIRT2 inhibitor aktivite gdsteren BAS, SIRT1 ve SIRT3
enzimlerine karsi da test edilerek bilesigin izoform seciciligi incelenmis; elde edilen
sonuclara gore, SIRT1 ve SIRT3 enzim aktivitesi lizerinde hicbir etki gostermemistir. Buna
gore, BAS; 10,62 uM ICso degeri ile selektif bir SIRT?2 inhibitorii olarak tanimlanmistir. Bu
sonug, bilesigin sadece serinin en gii¢lii bilesigi degil, ayn1 zamanda Oncii bilesik STH3’e
kiyasla ¢ok daha {istiin bir aday oldugunu ve yiiksek secicilik profili sergiledigini
gostermektedir (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6. Calisma kapsaminda STH3’ten Oncii bilesik optimizasyonu ile en aktif SIRT2
inhibitorii BAS’in elde edilmesi

SIRT2 inhibisyonunun, 6zellikle meme [17, 18, 87, 108, 189, 214] ve prostat [18, 215, 216]
kanserleri olmak {izere birgok kanser tiirli i¢in terapotik dnem tasidigina dair kanitlar g6z
onlinde bulundurularak, BAS i¢in tespit edilen giiclii ve selektif SIRT2 inhibitor aktivite

nedeniyle insan MCF-7 meme kanseri ve insan LNCaP prostat kanseri hiicrelerine karst
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bilesigin antiproliferatif etkisi MTT testi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar (Sekil 5.7),
BAS’in secilen hiicre hatlarinda belirgin sekilde farkli etkiler gosterdigini ortaya koymustur.

MCF-7 hiicreleri i¢in, 1-50 uM konsantrasyonlarinda kontrol ile benzer degerler elde edilmis
olup, % hiicre canlilig1 %92,95-100,71 arasinda degismistir. Ote yandan, bilesik, 100 uM
(%75,92) ve 200 uM (%57,76) konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli, konsantrasyon bagimli bir diisiis gostermis; ICso degeri 85,61 uM olarak
hesaplanmistir. Bu bulgular, ilgili konsantrasyonlarda bilesigin sergiledigi antiproliferatif
etkinin SIRT2 inhibitér potansiyeli ile iliskili oldugunu gostermistir (100 uM
konsantrasyonda %60,40 SIRT2 inhibisyonu).

LNCaP hiicreleri s6z konusu oldugunda, BAS’in hiicreler {izerindeki antiproliferatif
etkisinin MCF-7 hiicrelerine kiyasla belirgin sekilde {istliin oldugu goriilmiistiir. Bilesik, 10
uM konsantrasyondan itibaren LNCaP hiicrelerinde hiicre canliliginda konsantrasyon
bagimli belirgin bir diisiise sebep olarak 200 uM’da hiicre canlilifini %22,18’e diisiirmiis;
ICso degeri 15,82 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.7. Insan MCF-7 ve LNCaP hiicrelerinde, 1-200 uM araligindaki tarama
konsantrasyonlarinda 72 saat boyunca BAS ile muamele sonrasi belirlenen %
hiicre canlilig1 (degerler ortalama+SS seklinde verilmistir). Her deney ii¢
tekrarla gergeklestirilmistir. Anlamli farkliliklar ****p <0.0001 ve **p=0.0076
olarak sunulmustur.

Tespit edilen bu durum, prostat kanseri hiicrelerinin SIRT2 inhibisyonuna meme kanseri
hiicrelerine kiyasla daha duyarli oldugunu gostermektedir. MCF-7 ve LNCaP hiicreleri
arasindaki BAS duyarlilik farkinin birkag faktore bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Calismalarda, SIRT2’nin mitotik kontrol noktas1 diizenleyerek tiimdr progresyonunda rol
oynadigi, ifade seviyelerinin ise kanser tiirleri arasinda degisiklik gdsterdigini One
siiriilmiistiir [34]. Ote yandan, prostat kanseri progresyonunda kritik rol oynayan androjen
reseptorlerinin sinyal mekanizmasi, SIRT2 aktivitesi ile iliskilendirilmistir [215-217]. Eger
BAS, kanser hiicrelerinin androjen reseptor bagimli hayatta kalim yolaklarini bozuyorsa, bu
durum MCF-7 hiicrelerine kiyasla LNCaP hiicrelerinde gozlenen daha giiclii antiproliferatik
etkiye katkida bulunabilecegi One siiriilebilir. Ancak, bunu tam olarak aciklayabilmek i¢in
ileri mekanistik caligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Elde edilen bulgular, SIRT2
inhibisyonunun prostat kanseri i¢in umut verici bir terapdtik strateji olabilecegini
diisiindiiriirken; meme kanserinde SIRT2 enzimini tek basina hedeflemenin MCF-7
hiicrelerinin hiicre dongiisii iizerinde tespit edilebilir bir etkisi olmayabilecegini ancak fark

edilebilir bir yanit i¢in diger yolaklarin birlikte hedeflenmesi gerektigi 6nermistir [218].

Biyolojik aktivite caligmalarinda giiclii SIRT2 inhibitorii etki gosterdigi tespit edilen BAS,
BA12, BA1S, BA19, BA23 ve BA27 kodlu bilesikler ile SIRT2 enzimiyle gerceklestirilen
molekiiler docking ¢alismalarinin sonucu, bilesiklerin selektivite cebinde Y139 ve F190 ile;
genisletilmis C-bolgesinde F96 ile; substrat kanalinda ise F119, F131 ve F234 ile n-n
etkilesimleri veya hidrofobik girisimler meydana getirdikleri goriilmiistiir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8. Molekiiler docking ile elde edilen SIRT2-bilesik komplekslerinde aromatik amino
asitlerle etkilesimlerin analizi (PDB: 5DY4).
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Yapilan ¢alismalarla SIRT2 aktif bolgesine baglanmada hidrofobik etkilesimlerin dnemi
ortaya konmustur. Ilgili bilesiklerin aktif bdlgede meydana getirdikleri hidrofobik
etkilesimler analiz edildiginde (Sekil 5.9); tiim bilesiklerin L138, P140, 1169 ve 1232 ile
etkilesime girdigi gézlenmistir. Substrat kanalina yonelen fenil halkasi iizerindeki siyano ve
floro siibstitiientlerinin de bu etkilesimlere katki sagladigi belirlenmistir. Bunun diginda
1118, L134, A135 ve L206, bilesiklerin SIRT2 ile meydana getirdikleri kompleksin
kararliligina katki saglayan etkilesimler kurdugu amino asitler olarak bulunmustur. Ayrica
tiim bilesikler, insan SIRT2 yapisilarinda korunan HOH549 su molekiilii ile hidrojen bag:
iizerinden etkilesmis, bu da genisletilmis C-bdlgesinde aktivite i¢cin dnemi vurgulanan P94
ile hidrojen bag1 olusturmak i¢in koprii gorevini iistlenmistir. Bu hidrojen baglarinin bag

uzunluklari, dolayisiyla bag giigleri; bilesiklerin inhibitor etkileri ile uyumlu bulunmustur.
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Sekil 5.9. Molekiiler docking ile elde edilen SIRT2-bilesik komplekslerinde hidrofobik
amino asitlerle etkilesimlerin analizi (PDB: 5DY4).

Bunula birlikte, kendi grubunda en etkili olmasina ragmen (%38,45 inhibisyon), diger
bilesiklere gore daha sinirli SIRT2 inhibisyonu sergileyen BA7 nin aktif bolge etkilesimleri
incelendiginde; diger bilesiklere ayni amino asitlerle etkilesim kurdugu ancak, bu
etkilesimleri aktif bolgede Ongoriilen konumlanmadan farkli bir konformasyonda
gergeklestirdigi goriilmistlir (Sekil 5.10). Bu durum, 3-siyanofenil analogu BA12 ve 1-
metil-1H-imidazol analogu BA23 ile karsilastirildiginda BA7 icin gozlenen etkilesimlerin
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etkinligini azaltabileceginden, bilesigin sergiledigi goreceli zayif SIRT2 inhibisyonunu

aciklar nitelikte bulunmustur.
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Sekil 5.10. BA7, BA12 ve BA23 kodlu bilesiklerin SIRT2 aktif bolgesinde olusturduklari
etkilesimlere ait ligand etkilesim diyagramlar1 (PDB: 5DY4).

Sonug olarak, calisma kapsamindaki bilesiklerin yapisal benzerligi nedeniyle, molekiiler
docking sonuglari tek basina sinirh diizeyde ayirt edici olsa da, elde edilen veriler biyolojik
bulgular1 destekleyen ve tamamlayan Onemli ipuglari saglamaktadir. Bu o6zellikler,
bilesiklerin aktif bolgede dogru bir sekilde konumlanarak kararli ve sergiledikleri inhibitor

aktiviteyle uyumlu bir baglanma konformasyonuna sahip oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez ¢calismamiz kapsaminda 6ncii bilesik olarak secilen STH3 yapisi tizerinde degisikliklere
gidilerek tasarlanan 1,3,4-oksadiazol/tiyadiazol asetamit tlirevlerinin (BA1-BA27) SIRT2
inhibisyon potansiyeli arastirilmis ve umut verici bilesikler belirlenmistir. Ozellikle BAS,
SIRT1 veya SIRT3 enzim aktivitesini etkilemeden 10,62 uM’lik ICso degeri ile gii¢lii ve
selektif bir SIRT2 inhibitorii olarak 6ne ¢ikmistir. Ayrica, BAS’in insan MCF-7 meme ve
LNCaP prostat kanseri hiicrelerine karsi sirasiyla 85,61 pM ve 15,82 uM’lik 1Cso

degerleriyle antiproliferatif etkiler gosterdigi belirlenmistir.

Elde edilen bulgularla olusturulan yapi-aktivite iligkileri ile, selektivite cebi ve substrat
baglanma kanalindaki etkilesimleri optimize eden azotlu heterosiklik gruplarla ve mevcut
halkaya siyano veya floro gibi siibstitiientlerin eklenmesiyle, SIRT2’ye baglanma
afinitesinin artti1 ortaya koyulmustur. Molekiiler docking ¢aligmalari ile, daha kararli bir
enzim-ligand kompleksi i¢in hidrojen baglarinin ve n-rt etkilesimlerinin yaninda hidrofobik
girisimlerin de baskin olarak 6nem tasidig1 anlasilmis, bilesiklerin sergiledigi etki profili ile

bu bulgular uyumlu bulunmustur.

Genel olarak degerlendirildiginde, tez calismamiz; oncii bilesik STH3 iin sinirl aktivitesine
karsin, uygun yapisal diizenlemelerle SIRT2 inhibitdr etkinliginin belirgin sekilde
artirlldigin1 gostermekte ve basarili bir optimizasyon siirecini tanimlamaktadir. Ayrica,
ozellikle BAS olmak iizere 1,3,4-oksadiazol/tiyadiazol asetamit tiirevleri, SIRT?2 i¢in selektif

ve giiclii inhibitdrlerin gelistirilmesinde umut vadeden bir yapisal iskelet sunmaktadir.
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Desteklenen Projeler

1. Yeni Selektif SIRT?2 Inhibitérlerinin Tasarimi, Sentezi, Biyolojik Aktivitelerinin Tayini
ve Yapi-Etki liskilerinin Incelenmesi, TUBITAK 1001 118S673, Yiiriitiicii: Gdkgen
EREN, Arastirmacilar: Yesim OZKAN, Mahmut GOZELLE, Danisman: Filiz BAKAR
ATES, Bursiyerler: Selen Gozde KAYA, Ahmet Bugra AKSEL, Habibe Beyza
GUNINDI, Selin KORKMAZ (Tamamlandi, 15.11.2018-15.05.2022).
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Oncii Bilesik Optimizasyonu ile Yeni Selektif SIRT2 Inhibitorlerinin Gelistirilmesi,
Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi TOA-2021-7165, Yiiriitiicii: Gokgen
EREN, Arastirmacilar: Yesim OZKAN, Filiz BAKAR ATES, Mahmut GOZELLE,
Selen Gozde KAYA, Fikriye OZGENCIL, Ahmet Bugra AKSEL, Erva OZKAN
(Tamamlandi, 26.08.2021-30.01.2024).

Yeni Benzimidazol Halkasi Tasiyan Karboksamit/Siilfonamit Tiirevi Bilesiklerin
Sentezi, Yapilarinin Karakterizasyonu ve Molekiiler Yerlestirme Caligmalari,
TUBITAK 2209-A 1919B012305552, Yiiriitiicii: Alperen ALEMDAR, Arastirmaci:
Yagmur YAZICI, Danisman: Ahmet Bugra AKSEL (Tamamlandi, 29.09.2023-
29.12.2024).

Yeni 3,4,5-Trimetoksifenil Halkast tasiyan Karboksamit/Siilfonamit Tiirevi
Bilesiklerinin Sentezi, Yapilarinin Karakterizasyonu ve Molekiiler Yerlestirme
Calismalar;, TUBITAK 2209-A 1919B012305574, Yiiriitiicii: Zechra IMPRAM,
Arastirmact: Ahsen POLAT, Danisman: Ahmet Bugra AKSEL (Tamamland,
29.09.2023-29.12.2024).

SIRT2 Inhibisyon Potansiyelini Gelistirmek Amaciyla Lider Molekiil Uzerinde
Gergeklestirilen Yapisal Modifikasyonlar, TUBITAK 1002-A 223S449, Yiiriitiicii:
Gokgen EREN, Arastirmacilar: Ahmet Bugra AKSEL, Yesim OZKAN (Tamamlandi,
01.11.2023-18.08.2025).

Potansiyel MAO Inhibitérii Yeni Hidrazon Bilesiklerinin Sentezi ve Biyolojik
Aktivitelerinin Degerlendirilmesi, TUBITAK 1002-A 2237157, Yiiriitiicii: Hasan
Erding SELLITEPE, Arastirmacilar: Ahmet Bugra AKSEL, Hilal ZIVALI, Ezgi
PEHLIVANLAR, Begiim Nurpelin SAGLIK, Damisman: Inci Selin DOGAN
(01.03.2024-Devam ediyor).

Olas1 Asetil/biitirilkolinesteraz Inhibitorii Hidrazon Tiirevlerinin Sentezi, Karadeniz
Teknik Universitesi Performansa Dayali Arastirma Projesi TSA-2025-16037, Yiiriitiicii:
Hasan Erding SELLITEPE, Arastirmacilar: Arzu OZEL, Inci Selin DOGAN, Ahmet
Bugra AKSEL, Didem AKKAYA, Ezgi PEHLIVANLAR, Hilal ZIVALI (10.02.2025-
Devam ediyor).

Yeni N'-(Benzo[d]oksazol-2-il)-4-slibstitiiebenzensiilfonilhidrazit Tiirevi Bilesiklerin
Sentezi, Yapilarinin Karakterizasyonu ve Molekiiler Yerlestirme Calismalari,
TUBITAK 2209-A 1919B012424643, Yiiriitiicii: Sule YURDAKUL, Arastirmaci:
Merve GEDIAGAC, Danisman: Ahmet Bugra AKSEL (08.04.2025-Devam ediyor).
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