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OZET

Sirtuinler (SIRT), bakteriden memeliye kadar tiim canh gruplarinda varligini evrimsel olarak
korumus olan nikotinamit adenin dinlkleotit (NAD*) bagimli histon deasetilaz (HDAC)
enzim ailesine mensup bir gruptur. Bu enzim grubu, NAD* kosubstratini kullanarak histon
veya histon olmayan substratlardaki lizin kalintilarini geri donlisimli olarak deasetile
etmektedir. Cok sayida galisma, sirtuinlerin anormal enzimatik aktivitesinin diyabet,
norodejeneratif hastaliklar ve kanser ile baglantili oldugunu gostermistir. Daha 6nceki
¢alismamizda yeni SIRT inhibitoru bilesiklerin kesfi amaciyla gergeklestirilen farmakofor
temelli sanal tarama c¢alismasi sonucu SIRT1/2 inhibitor etki gosteren ariloksibenzamit
yapisinda bir bilesigine (300 uM’da inhibisyon, SIRT1: %31,45; SIRT2: %42,47) ulasiimistir.
Tez galismamizda, daha etkili tirevlere ulasmak amaciyla bu bilesik tGzerinde kimyasal
modifikasyonlar yapilarak onu yeni olmak lzere on doért bilesik tasarlanmistir. Sentez
calismasi tamamlanan on dort bilesik, in vitro SIRT1-3 inhibitdr etkileri agisindan
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gére, GS01 (100 uM’da inhibisyon, SIRT1: %56,53;
SIRT2: %10,80), GS02 (100 uM’da inhibisyon, SIRT1: %48,15; SIRT2: inhibisyon yok) ve GS11
(100 puM’da inhibisyon, SIRT1: %46,04; SIRT2: inhibisyon yok) kodlu bilesiklerde selektif
SIRT1 inhibitor etki gézlenirken, seri icerisinde en yliksek SIRT2 inhibitor etki GS14 kodlu
bilesik (100 puM’da inhibisyon, SIRT1: %47,16; SIRT2: %51,61) icin gozlenmistir. Ayrica,
GS01, GS02, GS11 ve GS14 kodlu bilesiklerin, yapisal modifikasyonlarla saglanan SIRT1/2
inhibisyonundaki iyilesmenin sitotoksik 6zelliklerine etkisini belirlemek icin MCF-7 insan
meme kanseri hiicre hattina karsi in vitro sitotoksik etkileri belirlenmistir. Bilesiklerin
sitotoksik etkileri, SIRT1/2 inhibisyon degerleriyle iliskili bulunmustur. Sonu¢ olarak,
calismanin baslangi¢ noktasi olan ariloksibenzamit tiirevi bilesige gére daha etkili ve selektif
SIRT inhibitorlerine ulasiimistir.
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ABSTRACT

Sirtuins (SIRTs) are a class of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD*)-dependent protein
histone deacetylases (HDACs) that are evolutionarily conserved from bacteria to mammals.
This group of enzymes catalyses the reversible deacetylation of lysine residues in the
histones or non-histone substrates using NAD* as a cosubstrate. Numerous studies have
demonstrated that the aberrant enzymatic activity of SIRTs has been linked to various
diseases like diabetes, cancer, and neurodegenerative disorders. Previously, we performed
a pharmacophore-based virtual screening campaign and an aryloxybenzamide derivative
displaying SIRT1/2 inhibitory effect was identified as a hit compound (inh%, SIRT1: 31,45%;
SIRT2: 42,47% @300 puM). In the current study, the hit-to-lead optimization on the hit
compound was explored in order to improve the SIRT inhibition. Fourteen compounds, ten
of which were new, have been synthesized and subjected to in vitro biological evaluation
for their inhibitory activity against SIRT1-3. By the structural modifications performed, a
significant improvement was observed in selective SIRT1 inhibition for GS01, GS02, and
GS11 (inh%, SIRT1: 56,53%, 48,15%, 46,04%; SIRT2: 10,80%, no inhibition, no inhibition
@100 uM, respectively). Moreover, the highest SIRT2 inhibitory activity was observed for
GS14 (inh%, SIRT1:47,16%; SIRT2: 51,61% @100 uM). Furthermore, GS01, GS02, GS11, and
GS14 were subjected to in vitro cytotoxicity assay against MCF-7 human breast cancer cell
line to determine the influence of the improvement in SIRT1/2 inhibition along with the
structural modifications on the cytotoxic properties of the compounds. The cytotoxicity of
the compounds was found to be correlated with their SIRT inhibitory profiles. Overall, the
compounds with more potent and selective SIRT inhibition compared to that of the hit
compound were obtained.
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1. GIRIS

Nikotinamit adenin dinlkleotit (NAD*) bagimli sinif 1ll histon deasetilaz (HDAC) olarak
bilinen Sirtuin (SIRT) enzim ailesinin, transkripsiyon, hiicre sag kalimi, genom stabilitesi,
DNA hasari, DNA onarimi ve yasam sliresi gibi ¢esitli biyolojik stireclerde gérev almasindan
dolayi [1] tip Il diyabet, obezite, kanser, yaslanma ve cesitli nérodejeneratif hastaliklar ile
iliskisi oldugu duslintilmektedir. Bu nedenle, SIRT aktivitesinin modilasyonu terapotik
oneme sahiptir ve bu enzim ailesi, iliskilendirildikleri hastaliklarin tedavisi igin ilgi cekici bir

hedef haline gelmistir.

Memeli sirtuinleri igin hiicresel lokalizasyonlari ve enzimatik gorevleri acisindan farklihk
gosteren yedi izoform (SIRT1-7) aydinlatilmistir. Bu izoformlar arasinda lzerinde en ¢ok
calisma yapilan SIRT1 ve SIRT2 izoformlaridir. Glinimiize kadar kimyasal yapi olarak
cesitlilik godsteren nikotinamit, splitomisin ve tlrevleri, sirtinol, tenovin, suramin ve
turevleri, kambinol, salermit, toksoflavin, tiyobarbitiratlar gibi cesitli bilesiklerin SIRT1 ve
SIRT2 inhibitor aktivite gosterdigi bildirilmistir [2—9]. Ancak bu inhibitorlerinin hicbiri ilag
olarak onay alamamistir. Bu nedenle, SIRT enzimlerinin biyolojik fonksiyonlarini daha iyi
anlayabilmek ve potansiyel terapotik endikasyonlarini kesfedebilmek icin etkili ve tercihen

selektif SIRT inhibitorlerine ihtiyag devam etmektedir.

SIRT2 inhibitoru gelistirme ¢alismalarinda baslangi¢c noktasi olabilecek dncli molekdillerin
kesfi amaciyla baslattigimiz calismada [10], ligant ve yapi temelli yaklasimlarin birlikte
kullaniimasiyla dort Gyeli bir farmakofor model elde edilmis ve bu model kullanilarak ZINC
veri tabaninda sanal tarama galismasi gergeklestirilmistir. SIRT izoformlarina karsi etkinligi
in vitro olarak test edilen sanal tarama ciktisi bilesiklerinden (S)-3-[(6-metilpiridazin-3-
il)oksi]-N-(1-feniletil)benzamit (A), 300 uM konsantrasyonda SIRT1 enzim aktivitesini
yaklasik %32 oraninda duslrirken, SIRT2 enzimini karsi yaklasik %43 oraninda inhibe

etmistir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Sanal tarama ¢iktisi Bilesik A’nin kimyasal yapisi

insan SIRT2 aktif bolgesinde (PDB: 5DY4) [11] gerceklestirilen molekiler docking
¢alismalarina gore Bilesik A, metilpiridazin halkasi aktif bolge girisinde Phe131 ile, feniletil
grubu ile de selektivite cebine yonelerek Phel90 ile mt-rt etkilesimleri géstermistir. SIRT2
inhibitér etki icin 6nemi vurgulanan diger baglantilari da elde etmek amaciyla Bilesik A
Uzerinde “6ncli bilesik optimizasyonu” calismasi yapilmis, Sekil 1.2’de gosterilen bolgelerde
(A-D) degisikliklere gidilmistir. Bu degisikliklerin enzim-inhibitor kompleksi Gizerine etkileri

incelenerek yeni bilesiklerin tasarimi gergeklestirilmistir.

PheZI/i; @ Phe131 , Phe190

. A 2
&
/ H:
Phe119
© HOH549
\
#/ Prog4

Sekil 1.2. Bilesik A’nin insan SIRT2 aktif bolgesi ile (PDB: 5DY4) etkilesimleri ve yeni
tlrevlerin tasarimi igin degisiklik yapilan konumlar

Tez calismamiz kapsaminda, ariloksibenzamit yapi cekirdegi tasiyan A kodlu 6ncii bilesikten
hareketle onu yeni olmak Gzere toplamda on dort bilesik (GS01-14) tasarlanmis, sentez ve
yap! aydinlatma c¢alismalari tamamlanmistir. Elde edilen on dort final bilesigin, SIRT1-3
enzim aktiviteleri Gzerine etkileri in vitro olarak test edilmis, SIRT1 ve SIRT2 enzimlerine
kars! inhibitor etki gosteren bilesiklerin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattina karsi

antiproliferatif 6zellikleri belirlenmistir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Tez calismasi kapsaminda tasarlanan bilesikler
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sirtuin

Lizin deasetilazlar (KDAC), gesitli hastaliklarinin gelisimi ve ilerlemesiyle birlikte coklu
fizyolojik sureglerde rol alan 6nemli epigenetik modifikasyondan sorumlu enzimler olarak
bilinmekte; katalizi desteklemek icin bir c¢inko iyonu (Zn?*) kullanan klasik histon
deasetilazlar (HDAC) ve kofaktor olarak NAD* kullanan histon deasetilazlar yani sirtuinler

olarak siniflandirilmaktadirlar [12].

Sirtuin genleri ile ilgili ilk ¢alisma, 1979 yilinda Klar ve arkadaslari tarafindan yapilmis,
Saccharomyces cerevisiae mayasinda kisirliga neden olan bir mutasyon sayesinde
baslangicta MAR1 olarak bilinen ilk sirtuin geni Sir2 kesfedilmistir [13]. 1987 yilinda Rine
tarafindan ek mutasyonlar ve bunlardan sorumlu diger genler (Sirl-4) kesfedilerek, MAR
terminolojisi, Sir (Silent Information Regulator) olarak degistirilmistir [14,15]. Elde edilen
bu 6n verilerden on yil sonra Gottlieb ve Esposito, Sir2 geninin maya igin toksik 6zellikte
olan ekstrakromozal ribozomal DNA (rDNA) halka olusumunun baskilanmasi igin gerekli tek
Sir geni oldugunu, bu nedenle Sir2 ile yasam donglsiiniin uzamas! arasinda bir iligki
oldugunu gostermislerdir [16]. Mayadaki SIR2 homologlarina ait bulgular sonrasinda Frye,
bes adet Sir2 insan homologunu tanimlamis ve bakteriler, solucanlar, sinekler, bitkiler ve
memelilerde gozlemlenen bu blyik gen ailesi glinimiizde sirtuin olarak adlandiriimaya

baslamistir [17].

Farkli tdrlere ait sirtuinler, amino asit dizilimi benzerligi temel alinarak doért grupta
siniflandiriimaktadir. Memeli SIRT1-3 ve mayadaki tiim sirtuinler, bu siniflandirmada birinci
sinifta, memeli SIRT4 ikinci sinifta, SIRT5 Uc¢lnci sinifta, SIRT6 ve SIRT7 ise dordiinci sinifta

yer almaktadir [18].

Alt-hiicresel lokalizasyonlari ve enzimatik gorevleri acgisindan farklihk gosteren vyedi
izoformdan (SIRT1-7) olusan memeli sirtuinlerinin, katalitik aktiviteleri ve lokalizasyonlari
N- ve C-terminalleri tarafindan dizenlenmektedir [19]. SIRT1 ve SIRT2, hiicre dénglislinde

cekirdek ve sitoplazma arasinda hareket halinde bulunsa da SIRT1 birincil olarak ¢ekirdeksel



deasetilaz, hiicre déngusinin G2/M fazi siiresince cekirdekte lokalize oldugu bilinen SIRT2
ise en 6nemli sitozolik izoform olarak kabul edilmektedir. SIRT3-5, mitokondriyal sirtuinler
olarak bilinmektedirler [20]. iki formda bulunan SIRT3’lin, uzun formu (ISIRT3) ¢cekirdekte,
kisa formu (sSIRT3) ise agirlikli olarak mitokondride lokalize olmaktadir [21]. SIRT6, yalnizca
cekirdeksel izoform olarak bilinmektedir. Bugline kadar, SIRT7 igin bilinen g¢ekirdeksel kisa
formundan (sSIRT7; 45 kDa) biraz daha uzun formu (ISIRT7; 47,5 kDa) sitozolik form olarak
tanimlanmaktadir [22]. Memeli sirtuinlerinin alt-hiicresel lokalizasyonlari Sekil 2.1.'de

gosterilmistir.

SIRTS

O SIRT7

Sekil 2.1. SIRT1-7 izoformlarina ait alt-hiicresel lokalizasyonlar [23]

Memeli SIRT izoformlari, yaklasik 275 amino asitten olusan korunmus bir katalitik ¢cekirdegi
paylasirken N- ve C-terminal yan bolgelerinde uzunluk ve dizilim bakimindan degiskenlik
gostermektedir [24]. SIRT enzim yapisi [25], NAD* baglayici genis ve yapisal olarak tim
izoformlarda korunmus bir Rossmann katlanma birimi ile yapisal olarak cesitlilik gosteren
daha kuiciik bir Zn?* baglama bélgesinden ve bu iki bélgeyi birbirine baglayan birkag¢ déngi
iceren katalitik bolgeden olusmaktadir. Bu dongliler, NAD* ve asetilenmis peptit
substratlarinin ters yonden girip enzime baglanmasini saglayan uzun bir hidrofobik kanal

yaratmaktadir (Sekil 2.2) [26].
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Sekil 2.2. SIRT1-7 genel yapisini olusturan bolgeler [27]

Sirtuinler, temel olarak histonlardaki veya histon olmayan substratlardaki lizin kalintilarinin
geri donldsimli deasetilasyon reaksiyonunu katalizlemektedirler. SIRT4 ve SIRT6
izoformlari 6nemli bir deasetilasyon aktivitesi gostermezken ADP-ribosiltransferaz
aktiviteye sahiptir. SIRT5 ise, demalonilaz, deslksinilaz aktiviteleri iceren deagilasyon
reaksiyonlarini katalizlemektedir [26,28]. Sirtuinler, NAD* nin nikotinamit ribozil bagini
kirarak asetil grubunu proteinlerden kosubstratlarina aktardiklarindan, deasetilazdan daha
¢ok transasetilaz olarak dustnulmektedirler. Sirtuinlerin katalizledigi NAD* bagimh
deasetilasyon reaksiyonunun mekanizmasi tam olarak aydinlatilmistir. ilk basamagi acil lizin
substratinin NAD* yapisindaki riboza atagini iceren ADP-riboziltransferaz reaksiyonu
olusturmakta, nikotinamit ve ADP-ribozlanmis alkilamidat ara riinii meydana gelmektedir.
Sirtuin aktif boélgesinde korunmus histidin amino asitinin baz olarak alkilamidat ara
Uriiniinden proton koparmasiyla siklik bir ara tGrin olusmakta ve daha sonrasinda bu (riin

O-asetil-ADP-riboz yapisina dekompoze olmaktadir (Sekil 2.3) [29].
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Sekil 2.3. SIRT1-7 tarafindan katalizlenen reaksiyonlar [30]

Substrat cesitliliginin fazla olmasi nedeniyle sirtuinler, metabolizma, hiicre yasami,
apoptozis, gen ekspresyonu, DNA tamiri gibi fizyolojik olaylarin dizenlenmesinde rol
oynamaktadirlar. Bu nedenle bu enzimler kanser, diyabet, obezite, Alzheimer, Huntington
ve Parkinson gibi cesitli norodejeneratif hastaliklar dahil yaslanma ile iligkili gesitli

bozukluklarla iliskilendirilmistir [31].

2.2. Sirtuin 1 (SIRT1)

Sirtuin ailesinin en kapsamli olarak g¢ahlsiimis Gyesi olan SIRT1’in, gen ekspresyonunun
baskilanmasi, genomik stabilite, stres direnci, hicre bolinmesi, glukoz ve lipit
metabolizmasi, enflamasyon ve apoptozis ile iliskili oldugu cok sayida calisma ile
gosterilmistir [32]. SIRT1, DNA onarim proteinleri, hiicre sinyal molekilleri ve NF-«B,
FOXO01, p53, PPAR-y, PGC-1a, E2F1 gibi bircok transkripsiyonel diizenleyiciler dahil olmak
Uzere histon veya histon olmayan substratlarin deasetilasyon reaksiyonunu katalizleyerek

transkripsiyonu, protein stabilitesini ve aktivitesini diizenlemektedir [33].



Glukoz ve lipit metabolizmasinda 6nemli bir rol Ustlenen SIRT1, iskelet kasinda PGC-1a
Uzerinden yag asidi oksidasyonunu ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu, karacigerde
PGC-1a ve FOXO1 lizerinden glukoneogenezi ve yag asidi oksidasyonunu, pankreasta ise
UCP-2 Gzerinden insilin sekresyonunu arttirmaktadir. SIRT1, NF-kB deasetilasyonu ile
proenflamatuvar sitokinlerin baskilanmasini saglayarak enflamasyonu negatif yonde
dizenlemektedir. Ayrica, FOX0O3a deasetilasyonu ile antioksidan salinimini arttirarak
hiicreyi oksidatif strese karsi korumaktadir. SIRT1'in tiimor olusumu ile ilgili fizyolojik
fonksiyonlari arasinda, timor baskilayici 6zellige sahip p53 ve p73’e ait transkripsiyonel
fonksiyonlarin baskilayarak apoptozisi engellemenin yani sira BCL6’nin pozitif yonde
dizenlenmesi ve FOXO1 bagimh VEGF indiiksiyonu yer almaktadir [34]. Bunlar disinda
prostat, deri, meme, akciger ve kolon kanseri gibi cesitli kanser tirlerinde SIRT1

ekspresyonunun yiiksek oldugu bildirilmektedir [33].

SIRT1 izoformu, organizmada yasam sliresinin uzamasina yol agmakta ve strese dayanikliligi
arttirmaktadir. Hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalarda, aglik veya kalori kisitlamasiyla
pek cok dokuda SIRT1 seviyesinin indiklendigi ve memelilerde yasam siirecini kontrol eden
mekanizmalardan birinin sirtuin bagimh oldugu bildirilmistir. Bu veriler dogrultusunda,
SIRT1 enziminin inhibisyonu bazi kanser modellerinde imit vaad etse de aktivasyonu
yaslanmayla ilgili hastaliklarin tedavisi icin hedeflenmistir. Dogal fenolik yapida bir bilesik
olan resveratroliin yani sira Sinclair ve arkadaslari tarafindan yapilan HTS ¢alismasi sonucu
kesfedilen sentetik STAC bilesikleri, glnimize kadar etkinligi bildirilen SIRT1
aktivatorleridir (Sekil 2.4) [35].

OH §\/N %
N

SN/
Sekil 2.4. SIRT1 aktivatori resveratrol ve STAC bilesiklerinden SRT2104’(in kimyasal yapisi
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SIRT1 ile kanser arasindaki iliski tam olarak aydinlatilamamis olsa da SIRT1 enziminin hem
timor baskilayici hem de timoér olusumunu destekleyici roli oldugunu ortaya koyan
¢alismalar bulunmaktadir. Timor baskilayici etkisi NF-kB and HIF-1a gibi transkripsiyonel
faktorleri deasetile ederek baskilamasiyla TNF-a Gzerinden apoptozisin indiklenmesiyle
meydana gelebilecegi disinlilmektedir. Timo6r olusumunu destekleyici roli ise, hiicre
¢ogalmasinda 6nemli bir diizenleyici olan c-Myc seviyelerini artirmasiyla ortaya ¢cikmaktadir
[36]. Bu nedenle SIRT1 aktivasyonu disinda 6zellikle antikanser tedavide hedef olarak
belirlenen SIRT1 enzimine karsi inhibitor bilesiklerin gelistirilmesi icin pek ¢ok ¢alisma

yapiimaktadir.

inhibitér bagl insan SIRT1 x-ray kristal yapisi (PDB: 4151), ilk olarak 2013 yilinda Zhao ve
arkadaslari tarafindan aydinlatilarak selektif SIRT1 inhibitori EX-527 analogu ve NAD* bagh
SIRT1 katalitik bolgesi belirlenmistir. inhibitériin gosterdigi yiksek SIRT1 afinitesinin
kofaktor baglanmasina bagh oldugu ve bu tip inhibitorlerin NAD*'yi asetilenmis substratin
katalitik cebe girisini bloke eden inaktif konformasyona zorlayarak etkilerini gosterdikleri
bildirilmistir. SIRT1 aktif bolgesi; (i) hidrofobik 6zellik tasiyan substrat baglanma cebi, (ii)
NAD* baglanma bolgesi olmak Ulizere iki ana baglanma bdlgesinden olusmaktadir.
inhibitériin bulundugu hidrofobik cebin 1e270, Phe273, Ile279, Phe297, lle347, lle411 ve
Phe413 amino asitlerinden olustugu; inhibitor bilesigin Asp348, 1le347 ve HOH12 kristal su
aracthigiyla Ala262 ve 1le270 ile H bagi, Phe273 ile de n-nt etkilesimi meydana getirdigi
bildirilmistir [37].

2.3. Sirtuin 2 (SIRT2)

Sirtuin 2 izoformu, agirlikh olarak sitoplazmada bulunmakta fakat hiicre déngisiinin G2/M
fazi stiresince cekirdekte lokalize olmaktadir. Cekirdekte histon H3 ve H4, sitoplazmada ise
a-tubulin, p35, p65, FOX01, FOX03a gibi histon olmayan proteinlerin deasetilasyonunu
saglayarak mikrotibil stabilizasyonunda, gen ekspresyonunda ve hiicre dénglisliniin

devamliliginda rol oynayan tek sirtuin izoformu olarak bilinmektedir [38].

SIRT2, yiksek oranda beyinde eksprese edildigi icin, inhibisyonunun néroprotektif etkilere

neden olacagi dlisiinliimis ve yapilan ¢alismalar sonucu bu diisiinceyi dogrulayan bulgulara



11

ulasilmistir. Green ve arkadaslari tarafindan bildirilen sonuglara gore, SIRT2 inhibit6ri olan
nikotinamit, Azheimer hastaligina ait bir hayvan modelinde asetilenmis a-tubulin miktarini
arttirip, Thr231-fosforile tau miktarini azaltarak mental aktivitelerin geri donmesini
saglamistir [39]. Outeiro ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada ise, SIRT2
inhibisyonunun Parkinson hastaliginin hiicresel modelinde a-siniiklein toksisitesini ortadan
kaldirdig1 bildirilmistir [40]. SIRT2 inhibisyonunun, ayni zamanda noronal kolesterol
disltslini azalttigi ve Huntington hastaliginin hiicresel modellerinde noroprotektif etki
gosterdigi bildirilmistir [41,42]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, SIRT2 enziminin p53
Uzerine olan inhibitor etkisi nedeniyle timoér olusumunda rol oynadigi belirtilmis; Hela ve
MCF-7 hicrelerinde, hepatoseliiler ve pankreatik karsinomlarda hiicre proliferasyonunu
azalttigr bildirilmistir [43—46]. SIRT2 enziminin selektif inhibisyonunun C6 glioma
hiicrelerinde apoptozisi indiikledigini ve kiiglik hiicreli olmayan akciger kanser hiicrelerinde
(A549 ve H1299) p53 asetilasyonunun artmasi saglanarak hiicre proliferasyonunu
azalttigini gosteren galismalar literatiirde kayithdir [44,47]. Ayrica, SIRT2'nin hiicre igi enerji
kullanimiyla yakindan iliskili oldugu da gostermektedir [48]. Bu nedenle SIRT2, kanser ve
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde (imit vaad eden bir hedef haline gelmis, inhibitor

bilesiklerin gelistiriimesi icin ¢calismalara baslanmistir [49].

insan SIRT2 enziminin kiiciik molekiil yapisinda bir inhibitérle bagl kompleksine ait x-ray
kristal yapilari (PDB: 4RMG, 5DY4) aydinlatilarak SIRT2 aktif bolgesi ve inhibisyon icin gerekli
etkilesimler agiklanmistir [11,50]. SIRT1 enziminde oldugu gibi SIRT2 katalitik bolgesi,
Rossmann katlanma birimi ve ¢inko baglama bélgesinden olusmakta, substrat peptidin aktif
bolgeye baglanmasiyla katalitik bolgede konformasyonel degisiklikler meydana
gelmektedir. SIRT2 substrat baglanma cebinin, SIRT1’e gore daha genis oldugu, bu nedenle
daha hacimli yapilarin SIRT2 enzimini daha iyi inhibe edebilecegi de belirtilmistir [51]. Ayrica
yapilan calismalar sonunda SIRT2 aktif bélgesinde SIRT1’den farkl olarak Tyr139 ve Phe190
amino asitlerinin olusturdugu bir selektivite cebinin varligi ortaya konulmus, selektif SIRT2
inhibisyonu icin bu bolge ile uyumun ve etkilesimlerin gerekliligi bildirilmistir. Bunlara ek
olarak, aktif bolge girisinde Phell9, Phel31l ve Phe234 amino asitleriyle n-m
etkilesimlerinin ve HOH549 kristal su kdprisi ile Pro94 arasindaki H baginin aktif bolgeyle

etkilesim icin 6nemli oldugu vurgulanmistir [11].
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2.4. SIRT1/2 inhibitorleri

Literatlirde Ozellikle son on yilda ¢ok sayida SIRT modulatori bildirilmistir. Uzun yillar
boyunca, SIRT aktivatorleri (SIRTa) esas olarak kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklar gibi
yaslanmaya bagh bozukluklarin tedavisi ve 6nlenmesi icin 6nerilmisken, SIRT inhibitorleri
(SIRTi) ¢ogunlukla kanser, nérodejeneratif ve kas hastaliklarinin tedavisi icin 6nerilmistir.
Kanser de dahil olmak Gizere hemen hemen tim vyasla iliskili bozukluklarda her bir SIRT
izoformunun ¢ok yonli ve siklikla "ying-yang" roltine iliskin en son bulgular, aktivasyon veya
inhibisyon icin belirlenen hedef siniflandirmasini ciddi bir sekilde sorgulamaktadir. Bu
nedenle, izoformlara 6zel modilatorlere olan ihtiya¢ vurgulanmakta, SIRT1 ve SIRT2
izoformlarinin ¢alisma mekanizmalarini tam olarak aydinlatmak ve aktivitelerini

diizenlemek amaciyla yeni molekiillerin gelistiriimesine odaklaniimaktadir.

Sirtuinlerin endojen inhibitori olan nikotinamit, enzim aktif bdlgesine baglanarak
substratin enzime baglanmasini bloke etmekte ve NAD*'nin hem deagile hem de ADP-
ribozile olmasini engellemektedir. Nikotinamit icin belirlenen bu inhibisyon
mekanizmasindan yola cikilarak analoglari hazirlanmis ve hem SIRT1’e hem de SIRT2'ye
karsi inhibitor etkili 2-benzilbenzamit (1) (SIRT1 1Cs0=17 M) ve 2-((3-(3-

florofenetoksi)fenil)amino)benzamit (2) (SIRT2 1C50=0,57 uM) tiirevlerine ulasilmistir [38].

Hidroksinaftaldehit tiirevi sirtinol (3), mayada yapilan fenotipik tarama sonucunda
kesfedilmis, demir kelasyonu ile SIRT2 inhibisyonu (SIRT1 1C50=37-131 uM; SIRT2 1C50=38
uM) yaptigi bildirilmistir [52] Ayrica, sirtinoliin Ras/MAPK yolagini inhibe ederek MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde ve H1299 akciger kanseri hiicrelerinde yaslanmaya bagli
blyime durmasini indikledigi gosterilmistir. Diger bir hidroksinaftaldehit tirevi olan
kambinol (4), SIRT1/2 inhibitori (SIRT1 1C50=56 uM; SIRT2 1C50=59 uM) olarak bildirilmis,
fakat sfingomiyelinaz 2 gibi baska hedefleri de inhibe ettigi ve sirtinole benzer segcicilik
problemiyle karsi karsiya kaldigi gdozlenmistir [53]. Kambinol, primer néronlarda TNF-a veya

IL1 ile indliklenen seramit artisini ve hiicre 6limuin( azaltmustir [54].

Maya sirtuinleri tGzerine inhibitor etkiye sahip olmasina ragmen insan homologlarina karsi

etkisiz bulunan splitomisin (5) Uzerinde c¢esitli calismalar yapilmis, arilsplitomisin
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turevlerinde SIRT inhibitor etkinin oldugu bildirilmistir [55]. Bu ¢alisma sonunda dikkat
¢eken splitomisin tlirevi HR73’ln (6) (SIRT1 IC50<5 uM) p53 hiperasetilasyonunu indiikledigi
ve HIV transkripsiyonunu 6nemli 6lglide azalttigi gosterilmis, bu nedenle SIRT1'in HIV

enfeksiyonu icin yeni bir terapotik hedef olabilecegi bildirilmistir.

Sirtinol yapisindaki fenil halkasinin tGglincii konumunda yer alan amit yapisinin ters amit
sekline donustlrilmesiyle elde edilen salermit (7) (SIRT1 ICs0=43 uM; SIRT2 1C50=25 uM)
sirtinole gbre daha etkili bir SIRT inhibitori olarak bildirilmis, pek ¢ok kanser hiicresinde
p53 Uzerinden CASP8 ve TNF-a gibi proapoptotik genlerin aktivasyonu ile apoptozisi

indiikledigi gosterilmistir [56].

ChemBridge veri tabaninda yapilan fenotipik tarama sonucunda aralarinda Tenovin-43’{n
(8) (SIRT1 ICs50=21,5 uM; SIRT2 IC50=0,8 uM) vyer aldig1 tenovin serisi bilesikler, SIRT1/2
inhibitorleri olarak kesfedilmistir. Devaminda yapilan galismalarla SIRT2 enzimini SIRT1’e
gore daha yliksek oranda inhibe eden Tenovin-D3 (9) (SIRT1 IC50>90 uM; SIRT2 1C50=21,8

M) bilesigine ulasiimistir [57].

2005 yilinda Napper ve arkadaslari tarafindan kesfedilen EX-527 (10), selektif SIRT1
inhibisyonu (SIRT1 1C50=38 nM; SIRT2 1C50=19,6 uM) gostermistir [37,58]., Siena Biotech
tarafindan yapilan bir faz Il klinik ¢alismasi, EX-527’nin klinik olmayan Huntington hastaligi
modellerinde glivenli oldugunu ve hastalarinda iyi tolere edildigini gostermis, ancak calisma
henlz faz Il klinik denemelere ilerlememistir [59]. Su anda, EX-527 endometriozis ve ilgili
hastaliklar baglaminda degerlendirilmesi igin yeni bir klinik arastirma kurulmaktadir
(NCT04184323). Therrien ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, EX-527
yapisindaki indol halkasi pirazol iskeleti ile degistirilerek SIRT1 enzimine karsi SIRT2'ye gore
daha etkili, aralarinda BY-13a’nin da (11) (SIRT1 ICs50=0,8 uM; SIRT2 ICs0=1,7 uM) yer aldigi

bisiklik pirazol yapisinda bilesiklere ulagilmistir [2].

Tiyeno[3,2-d]pirimidin-6-karbokamit iskeletinin giicli bir sirtuin inhibitor yapisi (12) (SIRT1
ICs0=4 nM; SIRT2 ICs0=3 nM) oldugu Disch ve arkadaslari tarafindan yayinlanan bir
calismada bildirilmistir [60].
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2006 yilinda Trapp ve arkadaslari, sirtuin inhibitérlerini tanimlamak igin adenozin igeren
kofaktorleri, ligantlari baglayan enzimleri ve reseptoérleri hedefleyen bir ¢alisma yapmis,
NAD* ve ATP adenozin kalintisi tasidigi igin birgok kinaz inhibitori SIRT inhibisyon etkileri
acisindan degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, bis-indolil maleimit yapisinda
R031-8220 (13) (SIRT1 ICs50=3,5 uM; SIRT2 1C50=0,8 uM), indolinon yapisinda GW5074 (14)
(SIRT1 ICs50=42 uM; SIRT2 IC50=18 uM) ve a-siyanopropenamit yapisinda AGK2 (15) (SIRT1
IC50>40 uM; SIRT2 1C50=3,5 uM) SIRT inhibitori olarak tanimlanmistir [61].

2007 yihinda Outeiro ve arkadaslari, selektif SIRT2 inhibitorii olan AGK2 ve silfobenzamit
tlrevi AK1’in (16) (SIRT1 IC50>50 uM; SIRT2 1C50=12,5 puM), Parkinson hastaligina ait
hicresel modelde a-siniiklein toksisitesini yok ettigini bildirmislerdir [40]. Diger bir
stlfobenzamit tirevi AK7’'nin (17) ise selektif olarak SIRT2 inhibisyonu (SIRT1 1C50>100 pM;

SIRT2 IC50=15,5 uM) ile noéronal kolesterolu distrdigl yayinlanmistir [42].

Oldukga gicli ve selektif bir SIRT2 inhibitori olan SirReal2 (18) (SIRT1 IC50>100 puM; SIRT2
IC50=0,44 uM) kendine 6zgl bir inhibisyon mekanizmasi géstermekte, SIRT2 enzimini agik
bir durumda kilitleyip aktif bélgenin yeniden diizenlenmesine yol agmaktadir ve daha 6nce

kesfedilmemis bir SIRT2 selektivite cebine baglanmaktadir [50].

Tan ve arkadaslari 5-alkoksikarbonil-2-fenil benzimidazol ¢ekirdegi tasiyan bir seri bilesigi
SIRT1/2 inhibitord olarak bildirmislerdir [62]. Seri igerisinden BZD9L1’in (19) (SIRT1 IC50=19-
43 uM; SIRT2 1C50=8,8 uM) apoptozis yoluyla hem HCT116 hem de HT29 metastatik
kolorektal kanser hiicre hatlarinin canhhigini, hiicre goglinii ve koloni olusturma kabiliyetini

azalttig) gosterilmistir.

2020 yihinda Wossner ve arkadaslarn tarafindan vyapilan calisma sonucu olarak
feniltiyosiyanat grubu tasiyan tiyenopirimidon tirevlerinin (20) (SIRT1 1C50=13 uM; SIRT2
%inh=23, 50 uM konsantrasyonda) selektif SIRT1 inhibisyonu yaptigi bildirilmistir [63].

SIRT1 ve SIRT2 izoformlarina karsi inhibisyon etki gosterdigi bildirilen bilesiklerin kimyasal

yapilari Sekil 2.5’de sunulmustur.
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3. YONTEM

3.1. Kimyasal Calismalar

3.1.1. Materyal

Galismalarimizda kullanilan ¢6zlcl ve reajanlar analitik safliktadir. Kullanilan kimyasallar,
Abcr (Almanya), Sigma-Aldrich (Almanya), Merck (Almanya) ve Isolab (Almanya)

firmalarinin Grinleridir.

3.1.2. Genel sentez yontemleri

Etil 3- veya 4-ariloksibenzoat tiirevleri (2a-e)

Yontem 1 [64]: Sentezlenecek bilesige uygun aril bromr (2 ekivalan) ve etil hidroksibenzoat
(1 ekivalan) tirevleri, Cul (0,3 ekivalan), N,N-dimetilglisin (1 ekivalan) ve Cs,COs (2 ekivalan)
varliginda, 1,4-dioksan:DMF (8:2) karisimi icerisinde argon atmosferi altinda 100 °C’de 24
saat slireyle isitilir. Sire sonunda sogutulan reaksiyon karisimi etil asetat ve su ile seyreltilip
organik faz ayrilir. Sulu faz tekrar etil asetat (3x10 ml) ile ekste edilir. Birlestirilen organik
fazlar, tuzlu su (3x10 ml) ile yikanir, susuz Na;SOs ile kurutulur ve algak basing altinda
yogunlastirilir. Elde edilen kalinti, uygun solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile

saflastirihir.

Yontem 2 [65]: Pd(dba): (0,01 ekivalan), t-BuXPhos (0,015 ekivalan) ve K3PQOs (2 ekivalan)
karisimi toluen icerisinde ¢ozilerek 15 dakika boyunda oda sicakhginda karistirilir. Sire
sonunda, 2-bromopirimidin (1c, 1 ekivalan) ve etil hidroksibenzoat tiirevinin (1,2 ekivalan)
toluen icerisindeki ¢ozeltisi karisima eklenir ve 6-8 saat slireyle geri ceviren sogutucu
altinda sitilir. Slre sonunda reaksiyon ortami alcak basing altinda yogunlastirilir.
Sonrasinda kalintiya etil asetat eklenerek, %5 NaOH ¢ozeltisi (3x10 ml) ve tuzlu su (3x10 ml)

ile ekstre edilir. Organik fazlar birlestirilerek susuz Na;SOs ile kurutulur ve algak basing
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altinda yogunlastirilir. Elde edilen kalinti, uygun solvan sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflastirilr.

3- veya 4-Ariloksibenzoik asit tiirevleri (3a-e)

Uygun etil ariloksibenzoat tiirevinin (1 ekivalan) THF:Etanol (2:1) icerisindeki ¢dzeltisinin
Uzerine 1 ml 1 M NaOH c¢o6zeltisi eklenerek, 1-2 saat slreyle geri ¢ceviren sogutucu altinda
isitihr. Siire sonunda reaksiyon ortami derisik HCl ile pH=6 olacak sekilde asitlendirilir.
Devaminda etil asetat (3x10 ml) ile ekstre edilir, organik fazlar birlestirilerek susuz Na>SO4

ile kurutulur ve alcak basing altinda yogunlastirilir. Elde edilen kati kurutulur.

3- veya 4-Ariloksi benzamit tiirevleri (GS01-13)

Sentezlenecek bilesige uygun benzoik asit tirevi (1 ekivalan), EDC (1,2 ekivalan) ve DMAP
(0,2 ekivalan) karisimi DCM igerisinde ¢ozulir ve 30 dakika boyunda oda sicakliginda
karistirihr. Sonrasinda, uygun amin tirevi (1 ekivalan) eklenerek oda sicakliginda gece boyu
karistirllmaya devam edilir. Stire sonunda reaksiyon ortami DCM ile seyreltilerek, sirasiyla
1 M HCI (3x10 ml), %5 NaHCOs ¢ozeltisi (3x10 ml) ve tuzlu su (3x10 ml) ile ekstre edilir.
Birlestirilen organik fazlar, susuz Na;SOas ile kurutulur ve alcak basing altinda yogunlastirilir.
Elde edilen kalinti, uygun solvan sistemi kullanilarak kolon kromatografisi, otomatik flash

kromatografisi veya kristallendirme yéntemlerinden biri 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 olup degerler dizeltilmeden verilmistir.
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3.2.2. ince tabaka kromatografisi

Sentez calismalarinda ve bilesiklerin saflik kontrollerinde, Merck TLC Silica gel 60 Fzsq4
markali hazir aliminyum plaklar ile ¢6zlici sistemi olarak n-hekzan:etil asetat, petrol
eteri:etil asetat, DCM:etil asetat veya DCM:metanol kullanilmistir. Lekelerin
belirlenmesinde uv 1sigindan (254 ve 366 nm) ve dragendorf, ninhidrin, vanilin

belirteglerinden yararlaniimigtir.

3.2.3. Kolon kromatografisi

Sentezlenen bilesiklerin saflastirma islemlerinde, sabit faz olarak silika (Merck Silica gel 60
(0,063-0,200)) ile hareketli faz olarak cesitli oranlarda n-hekzan:etil asetat, petrol eteri:etil

asetat, DCM:etil asetat ve DCM:metanol ¢ozlicl sistemleri kullaniimistir.

3.2.4. Otomatik flash kromatografisi

Sentezlenen bilesiklerden saflastirilma islemlerinde, uv dedektorli Teledyne ISCO
Combiflash® Otomatik Flash Kromatografi Sistemi kullaniimistir. Sabit faz olarak RediSep®
silika kolonlar (12 g) ile hareketli faz olarak gesitli oranlarda n-hekzan:etil asetat, DCM:etil

asetat ve DCM:metanol ¢ozlici sistemleri kullanilmistir.

3.2.5. 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

Sentezlenen bilesiklerin 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari, Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiltesi Merkez Laboratuvari’nda Varian Mercury 400 High Performance Digital FT-NMR
ve Bruker Avance Neo 500 MHz FT-NMR Spektrometre cihazlari ile DMSO-ds veya CDCl3
icinde alinip kayma degerleri 6 (ppm) skalasinda degerlendirilmis, J degerleri Hz cinsinden

verilmistir.
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3.2.6. HRMS spektrumlari

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

alinmistir.

3.3. Molekiiler Docking Calismalari

Molekiler docking ¢alismalari, Schrédinger Small-Molecule Drug Discovery Suite 2020-2
(Schroédinger, LLC, New York, NY, 2020) yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. insan SIRT1
(PDB: 4151) [37] ve insan SIRT2 (PDB: 5DY4) [11] enzimlerinin x-ray kristal yapilari RCSB
Protein Data Bank veri tabanindan indirilmis, Schrédinger programinin Protein Preparation
Wizard modili kullanilarak hazirlanmistir. Hazirhk asamasinda aktif bolgedeki HOH702,
HOH717 (SIRT1) and HOH549 (SIRT2) harig kristal su molekdlleri silinmis, hidrojen atomlari
eklenmis, eksik veya yanlis atom tipleri dizeltilmistir. OPLS3e kuvvet alani uygulanarak
RMSD degeri en fazla 0,3 A olacak sekilde enerji minimizasyonu yapilmistir. Enzim x-ray
kristal yapisinda bulunan inhibitér molekiil secilerek, inhibitoriin cevresinde aktif bolgeyi
koordinatlariyla tanimlayan 20 A’luk bir kutu (grid), “receptor grid generation” paneli ile
olusturulmustur. Bu asamada kuvvet alani olarak yine OPLS3e kullanilmis, Van der waals
olgeklendirme faktéri 1,00 ve yik parcali kesme noktasi 0,25 olarak tanimlanmistir. Elde
edilen reseptor grid dosyalari molekiiler docking calismasinda kullanilmak (izere
kaydedilmistir. Molekiler docking calismasi icin secilen bilesikler, Schrédinger programinin
Maestro ara ylzlinde ¢izilmis ve LigPrep (Schrodinger Release 2020-2: LigPrep, Schrodinger,
LLC, New York, NY, 2020) modiili ile varsayilan degerler kullanilarak bilesiklerin tic boyutlu
yapilari hazirlanmistir. Molekiiller, 6nceden kaydedilen grid dosyasi lizerinden Schoédinger
programinin Glide modill ile enzim aktif boélgesine Extra Precision (XP) algoritmasi
kullanilarak Van der waals olceklendirme faktori 0,80 ve yiik parcali kesme noktasi 0,15
olacak sekilde yerlestirilmistir [66]. Elde edilen sonuclar GlideScore degerleri temel alinarak

incelenip, molekillere ait uygun baglanti modlari belirlenmistir.
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3.4. In vitro SIRT1, SIRT2, SIRT3 inhibisyon Testleri

Sentezlenen bilesiklerin in vitro SIRT inhibitor etkilerinin belirlenmesinde FLUOR DE LYS®
Fluorometric Drug Discovery Kiti (BML-AK555-0001 SIRT1; BML-AK556-0001 SIRT2; BML-
AK557-0001 SIRT3, Enzo Life Sciences) uretici firmanin belirledigi protokole uyularak
kullaniimistir. Referans bilesik olarak SIRT inhibitori suramin ve selektif SIRT1 inhibitori EX-
527 segilmistir. Test edilen tim bilesiklerin DMSO ve/veya SIRT test tamponundaki
cOzeltileri 100 uM konsantrasyonda taranmistir. Final konsantrasyonda DMSO miktari, en
fazla %1 olacak sekilde belirlenmistir. Enzim kitinin ¢alisma protokoll iki basamaktan
olusmaktadir. ilk basamakta, 96-kuyucuklu mikroplakada test bilesikleri (10 ul/kuyucuk) ile
insan rekombinant SIRT enziminin (BML-SE239 SIRT1; BML-SE25 SIRT2; BML-SE270 SIRT3,
15 pl/kuyucuk) 37 °C’de 1 saat stireyle inkiibasyonu, siire sonunda NAD* ve FLUOR DE LYS®
deasetilaz substrati (BML-KI177 SIRT1; BML-KI179 SIRT2 ve SIRT3) karisiminin (25
ul/kuyucuk) ilave edilmesi ve yine 37 °C’'de 1 saat sireyle inkiibasyonu sonucu maksimum
enzim aktivitesi saglanmistir. ikinci basamakta ise FLUOR DE LYS® Developer Il (BML-KI176)
ve 2 mM nikotinamit karisiminin (50 ul/kuyucuk) ilavesi ile enzim aktivitesi durdurulmus,
deasetilasyon bagiml floresan sinyalin olusmasi icin 37 °C'de 45 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Her bir kuyucuga ait floresan 1sima, eksitasyon 360 nm, emisyon 460 nm dalga
boylarinda SpectraMax i3x Multi-mode (Molecular Devices) mikroplaka okuyucu cihazi ile
Olglilmustir. Elde edilen degerler, kor kuyucuklarindan okunan floresans degerlerine gore
normalize edilmis ve bilesiklerin % inhibisyon degerleri asagida verilen esitlige (Es. 3.1) gore

hesaplanmistir. Her bir deney iki defa tekrarlanmistir.

Enzim aktivitesipjesix — KOr

% Inhibisyon = 1 — ( x100) (3.1)

Enzim aktivitesiyypiro — KOr

3.5. In vitro Sitotoksisite Calismalari

SIRT1/2 enzim aktivitesine etkili oldugu tespit edilen bilesiklerin sitotoksik etkileri insan
meme kanser hiicre hatti MCF-7 lizerinde MTT ydntemiyle [67,68] belirlenmistir. insan
meme kanseri hiicre hatti MCF-7, %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin iceren Dulbecco’s

Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde 37 °C’'de %5 CO> hiicre inkiibatori icerisinde
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buyutiulmuistir. Baslangic sayisi olarak 5x10* hiicre/ml olacak sekilde hazirlanan hiicre
stispansiyonu, 96 gozlu plakaya 180 pl/goz olacak sekilde ekilmis ve 37 °C’de %5 CO; hiicre
inklibatoriinde 24 saat sireyle inklibe edilmistir. Daha sonra, hiicreler test edilen
bilesiklerin degisik konsantrasyonlardaki (1, 10, 25, 50, 100 and 200 uM) ¢ozeltileri ile 48
ve 72 saat olmak Uzere iki inkiibasyon siliresince muamele edilmistir. Sire sonunda
hicrelere, 5 mg/ml MTT reajani ilave edilmis ve 4 saat boyunca tekrar inkibe edilmis,
devaminda ¢6zlinmis formazan kristallerine ait absorbans degerleri, 540 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucu cihazi (Thermo) ile olgllmistiir. Elde edilen degerler
kullanilarak her bir bilesik igin % hicre canhligl asagida verilen esitlige (Es. 3.2) gore
hesaplanmis, istatistiksel analizi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile gergeklestirilmigtir.
Test bilesikleriyle muamele gérmeyen hiicreler kontrol olarak alinmistir. Her bir deney (¢
defa tekrarlanmistir. Bilesiklerin ICso degerleri, doz yanit egrileri yardimiyla GraphPad Prism

6.0 programi kullanilarak hesaplanmistir.

Absorbansyjegik

% Hiicre canlihig1 = x100 (3.2)

Absorbansygntrol
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Bulgular

Etil 3-fenoksibenzoat (2a) [65]

(jﬁ@io«

632 ul (6 mmol) 1a ve 499 mg (3 mmol) etil 3-hidroksibenzoattan hareketle genel sentez

yontemi 1’e gore sentezlenmis, petrol eteri:etil asetat (30:1) solvan sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Sarimsi yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 618 mg, %85
CAS: 60677-14-7
Ci5H1403icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 243,1021; Bulunan: 243,1028

Etil 3-(4-metoksifenoksi)benzoat (2b)

(0]
~o

1122 mg (6 mmol) 1b ve 498 mg (3 mmol) etil 3-hidroksibenzoattan hareketle genel sentez

yontemi 1'e gore sentezlenmis, petrol eteri:etil asetat (30:1) solvan sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Renksiz yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 394 mg, %48
CAS: 773134-61-5
Ci6H1604icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 373,1127; Bulunan: 373,1137
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Etil 3-(pirimidin-2-iloksi)benzoat (2c)

O
_N
795 mg (5 mmol) 1c ve 997 mg (6 mmol) etil 3-hidroksibenzoattan hareketle genel sentez
yontemi 2'ye gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (80:20) solvan sistemi kullanilarak
kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Sarimsi yag seklinde bir bilesiktir.
Verim: 988 mg, %81

CAS: 1159822-51-1
Ci13H12N203 icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 245,0926; Bulunan: 245,0933

Etil 4-fenoksibenzoat (2d) [65]

@OOYOOV

632 pl (6 mmol) 1a ve 498 mg (3 mmol) etil 4-hidroksibenzoattan hareketle genel sentez

yontemi 1'e gore sentezlenmis, petrol eteri:etil asetat (30:1) solvan sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Sarimsi yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 393 mg, %54
CAS: 31994-68-0
Ci5H1403igin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 243,1021; Bulunan: 243,1019
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Etil 4-(pirimidin-2-iloksi)benzoat (2e)

@IOQ(OM

0]

79 mg (0,5 mmol) 1c ve 100 mg (0,6 mmol) etil 4-hidroksibenzoattan hareketle genel sentez
yontemi 2’ye gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (70:30) solvan sistemi kullanilarak

kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Beyaz kati bir bilesiktir.
Verim: 97 mg, %79
CAS: 1484643-26-6

Erime derecesi: 86,8-87,5 °C
C13H12N203icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 245,0926; Bulunan: 245,0920

3-Fenoksibenzoik asit (3a) [69]

Iy

606 mg (2,5 mmol) 2a’dan hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmistir. Beyaz

kati bir bilesiktir.

Verim: 503 mg, %94

CAS: 3739-38-6

Erime derecesi: 147,9-148,3 °C

Ci13H1003i¢in HRMS (m/z): [M+ACN+H]* Hesaplanan: 256,0974; Bulunan: 256,0973
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3-(4-Metoksifeniloksi)benzoik asit (3b) [64]

Weaon,

335 mg (1,23 mmol) 2b’den hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmistir. Beyaz

kati bir bilesiktir.

Verim: 267 mg, %89

CAS: 117423-75-3

Erime derecesi: 143,8-144,1°C

C14H1204i¢in HRMS (m/z): [M+ACN+H]* Hesaplanan: 286,1079; Bulunan: 286,1084

3-(Pirimidin-2-iloksi)benzoik asit (3¢) [70]

892 mg (3,65 mmol) 2c’den hareketle genel sentez yontemine gore sentezlenmistir. Beyaz

kati bir bilesiktir.

Verim: 442 mg, %56

CAS: 176034-07-4

Erime derecesi: 180,4-181,0 °C

C11HsN203 icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 217,0613; Bulunan: 217,0612
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4-Fenoksibenzoik asit (3d) [71]

Sae

0]

392 mg (1,62 mmol) 2d’den hareketle genel sentez ydontemine gore sentezlenmistir. Beyaz

kati bir bilesiktir.

Verim: 305 mg, %89

CAS: 2215-77-2

Erime derecesi: 162,7-163,2 °C

Ci13H1003 icin HRMS (m/z): [M+ACN+H]* Hesaplanan: 256,0974; Bulunan: 256,0975

4-(Pirimidin-2-iloksi)benzoik asit (3e) [71]

782 mg (3,2 mmol) 2e’den hareketle genel sentez ydontemine gore sentezlenmis, etanol ile

kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz kati bir bilesiktir.

Verim: 436 mg, %63

CAS: 855423-33-5

Erime derecesi: 167,3-167,6 °C

C11HgN203icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 217,0613; Bulunan: 217,0612
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(3,4-Dihidroizokinolin-2(1H)-il)-(3-fenoksifenil)metanon (GS01)

SASASS
171 mg (0,8 mmol) 3a ve 100 pl (0,8 mmol) 1,2,3,4-tetrahidroizokinolinden hareketle genel

sentez yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) solvan sistemi

kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Sarimsi yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 200 mg, %76
CAS: 380211-07-4
C22H19NO;z icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 330,1494; Bulunan: 330,1494

1H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 2,83 (1H, br s), 2,96 (1H, br s); 3,63 (1H, br s); 3,96 (1H, br s);
4,57 (1H, brs); 4,86 (1H, br s); 6,91-6,94 (1H, m); 7,03-7,20 (9H, m); 7,33-7,40 (3H, m) ppm.

13C-NMR (CDCl5, 100 MHz): & 29,55; 44,82; 45,27; 49,71; 116,67; 117,13; 119,40; 119,77;
121,32; 123,87; 125,89; 126,62; 128,66; 128,98; 129,92; 130,07; 132,83; 133,75; 137,74;
156,46; 157,67 ppm.



Sample Name:
Alas

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmr1l/vnmrsys/data

sample directory:
Ala5_20190716_01

FidPile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jul 16 2019

Temp. 24.0 C / 297.1 K
©Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1l, 400.1740753 MEz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

13 12 11 10 9 8 7

Sample Name:
Alas
Data Collected on:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
sample directory:
Ala5_20190716_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jul 16 2019

Temp. 24.0 € / 297.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

448 repetitions
OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 2 hr, 12 min
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Agilent Technologies

o =1 ppm
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Sekil 4.1. Bilesik GS01’in *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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(4-izopropilpiperazin-1-il)(3-fenoksifenil)metanon (GS02)

171 mg (0,8 mmol) 3a ve 115 ul (0,8 mmol) 1-izopropilpiperazinden hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, DCM:metanol (98:2) solvan sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflastiriimistir. Sarimsi yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 190 mg, %73
C20H24N,0; igin HRMS (m/2z): [M+H]* Hesaplanan: 325,1916; Bulunan: 325,1914

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 1,04 (6H, d, J=6,4 Hz); 2,44 (2H, br s); 2,57 (2H, br s); 2,71-2,75
(1H, m); 3,42 (2H, br s); 3,76 (2H, br s); 7,01-7,04 (4H, m); 7,10-7,15 (2H, m); 7,35 (3H, t,
J=8,0 Hz) ppm.

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): & 18,27; 42,31; 47,89; 48,24; 49,00; 54,64; 117,01; 119,35;
119,55; 121,54, 123,83; 129,89; 129,96; 137,51, 156,46; 157,56; 169,35 ppm.



Sample Name:

Ala7

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
Ala7_20190916_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdci3

Data collected on: Nov 7 2019
Temp. 25.0 C/298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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6
f1 (ppm)

Sample Name:
Ala7
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vamrl/vamrsys/data
Sample directory:
Ala7_20190716_01
FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (sZpul)
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jul 16 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

2000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MHz
Power 38 4B

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr, 28 min

" " P L

- Agilent Technologies
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Sekil 4.2. Bilesik GS02’nin *H-NMR ve *C-NMR spektrumlari
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(3-Fenoksifenil)(4-fenilpiperazin-1-il)metanon (GS03)

171 mg (0,8 mmol) 3a ve 122 pl (0,8 mmol) 1-fenilpiperazinden hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (60:40) solvan sistemi kullanilarak kolon

kromatografisi ile saflastiriimistir. Renksiz yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 248 mg, %92
CAS: 863761-56-2
C23H22N20; icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 359,1760; Bulunan: 359,1772

1H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 3,11 (2H, br s); 3,23 (2H, br s); 3,58 (2H, br s); 3,90 (2H, br s);
6,89-6,93 (3H, m); 7,03-7,08 (4H, m); 7,12-7,16 (2H, m); 7,26-7,30 (2H, m); 7,34-7,40 (3H,

m) ppm.

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 6 42,05; 47,45; 49,89; 116,75; 116,99; 119,40; 119,73; 120,67;
121,54;123,92; 129,26; 129,93, 130,07; 137,26, 150,91, 156,41, 157,70; 169,58 ppm.
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Agilent Technologies

Sample Name:
Alaé
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vamrl/vomrsys/data
Sample directory:
Ala6_20190714_01
FidFile: PROTON_O1

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: cdel3
Data collected om: Jul 14 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

16 repetitions
OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 1 min 0 sec

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

Agilent Technologies

Sample Name:
Alaé
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vamrsys/data
Sample directory:
Ala6_20190714_01
FidFile: CARBON_O1

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdel3
Data collected om: Jul 14 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

756 repetitions

OBSERVE €13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 30 min

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.3. Bilesik GS03’iin 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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(3-(4-Metoksifenoksi)fenil)(4-fenilpiperazin-1-il)metanon (GS04)

171 mg (0,7 mmol) 3b ve 107 pl (0,7 mmol) 1-fenilpiperazinden hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat gradient akis kullanilarak otomatik flash

kromatografisi ile saflastirilmistir. Sarimsi yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 239 mg, %88
C24H24N;03 igin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 389,1865; Bulunan: 389,1866

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 3,10 (2H, brs); 3,23 (2H, br s); 3,57 (2H, br s); 3,80 (3H, s); 3,90
(2H, br s); 6,88-6,93 (5H, m); 6,97-7,01 (4H, m); 7,08 (1H, d, J=7,6 Hz); 7,26-7,30 (2H, m);
7,34 (1H, t, J/=8,0 Hz) ppm.

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 42,12; 47,56; 49,81; 55,64; 115,02; 115,80; 116,74; 118,60;
120,65; 120,78; 121,21, 129,25; 129,93; 137,11, 149,31; 150,92; 156,32; 158,88; 169,69

ppm.



Sample Name:
ASab
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vamrl/vomrsys/data
Sample directory:
ASab_20190714_01
FidFile: PROTON_O1

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: cdel3

Data collected om: Jul 14 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Sample Name:
AS5ab
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmr1/vnmrsys/data
Sample directory:
ASab_20190714_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdell

Data collected on: Jul 14 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

320 repetitions

OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1l, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 44 min
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Agilent Technologies
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N-(4-Asetilfenil)-3-fenoksibenzamit (GS05)

cacand

107 mg (0,5 mmol) 3a ve 68 mg (0,5 mmol) 4’-aminoasetofenondan hareketle genel sentez

yontemine gore sentezlenmis, etanol ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Beyaz kati bir

bilesiktir.

Verim: 110 mg, %67

CAS: 733034-83-8

Erime derecesi: 155,0-155,4 °C

C21H17NOsicin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 332,1287; Bulunan: 332,1291

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 2,52 (3H, s); 7,04-7,07 (2H, m); 7,17 (1H, t, J=7,4 Hz); 7,23
(1H, dd, J=8,0 ve 2,4 Hz); 7,39-7,43 (2H, m); 7,55 (1H, t, J=8,0 Hz); 7,58 (1H, t, J=2,0 Hz); 7,75
(1H, dt, J=8,4 ve 1,4 Hz); 7,89-7,96 (4H, m); 10,55 (1H, br s) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 6 26,38; 117,57; 118,79; 119,45; 121,81; 122,68; 123,81;
129,17;130,12; 130,16; 132,03; 136,27; 143,27, 156,12; 156,70; 164,98; 196,51 ppm.
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Sample Name: Agilent Technologies
Ala3

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamrl/vomrsys/data

Sample directory:
Ala3_20190717_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (sZpul)
Solvent: dmso
Data collected om: Jul 17 2019

Operator: wnmri

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

wWidth 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE K1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time O min 31 sec

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

Agilent Technologies

Sample Name:
Ala3
Data Collected on:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home/vnmr1/vnmrsys/data
sample directory:
Ala3_20190717_01
FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Jul 17 2019

Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Aeq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

2000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243850 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 28 min

Lo | |

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.5. Bilesik GS05’in TH-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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(3,4-Dihidroizokinolin-2(1H)-il)(3-(pirimidin-2-iloksi)fenil)metanon (GS06)

160 mg (0,74 mmol) 3c ve 93 ul (0,74 mmol) 1,2,3,4-tetrahidroizokinolinden hareketle
genel sentez yontemine gore sentezlenmis, DCM:etil asetat (80:20) solvan sistemi

kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastirilmistir. Sarimsi yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 194 mg, %79
C20H17N30; icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 332,1399; Bulunan: 332,1403

1H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 2,88 (1H, br s); 2,96 (1H, br s); 3,70 (1H, br s); 3,97 (1H, br s);
4,64 (1H, br s); 4,87 (1H, br s); 7,06 (1H, t, J=4,6 Hz); 7,15-7,36 (7H, m); 7,49 (1H, t, J=7,8
Hz); 8,55 (2H, d, J=4,8 Hz) ppm.

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 29,68; 44,96; 45,35; 49,76; 116,50; 120,51; 123,03; 123,95;
126,64; 128,71, 129,88; 132,85; 137,43; 152,79; 159,72; 165,03 ppm.



Sample Name:
A2a5

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
A2a5_20190714_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdel3
Data collected on: Jul 14 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Agilent Technologies

13 12 11 10 9 8

Sample Name:
A2a5
Data Collected on:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home/vnmr1/vnmrsys/data
sample directory:
A2a5_20190714_01
FidFile: CARBON_01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdeld
pata collected on: Jul 14 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

2000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE K1, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr, 28 min

Agilent Technologies

180 160 140 120
L

100

Sekil 4.6. Bilesik GS06’nin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

40

20

0 ppm



40

N-(Naftalen-1-il)-3-(pirimidin-2-iloksi)benzamit (GS07)

(@)
CROLES

173 mg (0,8 mmol) 3c ve 108 mg (0,8 mmol) 1-naftilaminden hareketle genel sentez

yontemine gore sentezlenmis, 2-propanol ile kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz kati
bir bilesiktir.

Verim: 109 mg, %40

Erime derecesi: 132,0-132,5 °C

C21H15N30; icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 342,1243; Bulunan: 342,1245

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 7,29 (1H, t, J=4,8 Hz); 7,46-7,48 (1H, m); 7,52-7,65 (5H, m);
7,85 (1H, d, J=7,6 Hz); 7,90 (1H, t, J=2,0 Hz); 7,95-8,00 (3H, m); 8,67 (2H, d, J=4,4 Hz); 10,46

(1H, brs) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 116,71; 117,17; 120,86; 120,93; 124,65; 124,84; 125,12;
126,39; 127,41; 127,44; 128,15; 129,87; 130,04; 133,27; 136,41; 136,58; 152,75; 160,15;
164,63; 164,68 ppm.
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Sample Name: Agilent Technologies
A2al

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
A2al_20190717_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 17 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

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

Sample Name: - Agilent Technologies
A2al

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vamrl/vnmrsys/data

Sample directory:
A2al_20190717_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 17 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

1216 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243768 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 55 min

Lol !\W\

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.7. Bilesik GS07’nin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(Naftalen-2-il)-3-(pirimidin-2-iloksi)benzamit (GS08)

O
@?\TO\@)J\H

173 mg (0,8 mmol) 3c ve 108 mg (0,8 mmol) 2-naftilaminden hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis, 2-propanol ile kristallendirilerek saflastiriimistir. Beyaz kati

bir bilesiktir.

Verim: 166 mg, %61
Erime derecesi: 173,2-175,2 °C
C21H15N30; icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 342,1243; Bulunan: 342,1238

'H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 6 7,29 (1H, t, J=5,0 Hz); 7,39-7,49 (3H, m); 7,61 (1H, t, J=7,8
Hz); 7,79-7,92 (6H, m); 8,43 (1H, d, J=1,6 Hz); 8,67 (2H, d, J=4,8 Hz); 10,46 (1H, br s) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 116,71; 117,17; 120,86; 120,93; 124,65; 124,84; 125,12;
126,39; 127,41; 127,44; 128,15; 129,87; 130,04; 133,27; 136,41; 135,58; 152,75; 160,15;
164,63; 164,68 ppm.
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Sample Name: Agilent Technologies
A2a2

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
A2a2_20190718_01

FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 18 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

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

Sample Name: - Agilent Technologies
A2a2

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vamrl/vnmrsys/data

Sample directory:
A2a2_20190718_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 18 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

896 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243762 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 6 min

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.8. Bilesik GS08’in TH-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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(3,4-Dihidroizokinolin-2(1H)-il)(4-fenoksifenil)metanon (GS09)

000

@)

150 mg (0,7 mmol) 3d ve 88 ul (0,7 mmol) 1,2,3,4 tetrahidroizokinolinden hareketle genel
sentez yontemine gore sentezlenmis, n-hekzan:etil asetat (85:15) solvan sistemi

kullanilarak kolon kromatografisi ile saflastiriimistir. Renksiz yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 196 mg, %85
CAS: 476298-18-7
C22H19NO; icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 330,1494; Bulunan: 330,1490

1H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 2,93 (2H, br s); 3,69-3,95 (2H, m); 4,69-4,85 (2H, m); 7,01-7,07
(4H, m); 7,14-7,19 (S5H, m); 7,36-7,40 (2H, m); 7,45 (2H, d, J=8,8 Hz) ppm.

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 6 29,68; 45,69; 46,62; 118,05; 119,60; 124,03; 126,50; 126,71,
129,07; 129,93; 130,48; 133,01; 156,23, 158,98 ppm.
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Sample Name: Agilent Technologies
AlbS
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
Alb5_20190714_01
FidFile: PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdel3
Data collected on: Jul 14 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min 0 sec

‘ P~ ,‘I \ 1\ '\_LJL -

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

Sample Name: Agilent Technologies
AlbS

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vamrl/vnmrsys/data

Sample directory:
Alb5_20190714_01

FidFile: CARBON_O01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdecll
Data collected on: Jul 14 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

1000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536
Total time 44 min

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.9. Bilesik GS09’un *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-Asetilfenil)-4-fenoksibenzamit (GS10)

101mg (0,47 mmol) 3d ve 64 mg (0,47 mmol) 4’-aminoasetofenondan hareketle genel
sentez yontemine gbre sentezlenmis, aseton ile kristallendirilerek saflastirilmistir. Beyaz

kati bir bilesiktir.

Verim: 78 mg, %50

CAS: 723755-90-6

Erime derecesi: 212,4-212,8 °C

C21H17NOs3 igin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 332,1287; Bulunan: 332,1284

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 2,53 (3H, s); 7,07-7,11 (4H, m); 7,21 (1H, t, J=7,4 Hz); 7,44
(2H, t, J=8,0 Hz); 7,90-8,00 (6H, m); 10,47 (1H, s) ppm.

13C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 6 26,46; 117,40; 119,38; 119,62; 124,47; 129,04; 129,28,;
130,15; 130,30; 131,92; 143,67; 155,44, 160,07; 165,15; 196,58 ppm.
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Sample Name: Agilent Technologies
Alb3
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
Alb3_20190717_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 17 2019

Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

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

Sample Name: - Agilent Technologies
Alb3

Data Collected on:
mercury400-mercuryd00

Archive directory:
/home/vamrl/vnmrsys/data

Sample directory:
Alb3_20190717_01

FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 17 2019

Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.448 sec

Width 22624.4 Hz

128 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243751 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 4 min

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 PpPm

Sekil 4.10. Bilesik GS010’un *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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N-(4-Karbomoilfenil)-4-fenoksibenzamit (GS11)

CVOYQY

@)
o)

214 mg (1 mmol) 3d ve 136 mg (1 mmol) 4-aminobenzamitten hareketle genel sentez
yontemine gore sentezlenmis; su, DCM ve etil asetat ile yikanarak saflastirilmistir. Beyaz

kati bir bilesiktir.

Verim: 272 mg, %82
CAS: 794577-49-4
Erime derecesi: > 300 °C

C20H16N203 icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 333,1239; Bulunan: 333,1243

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 7,07-7,10 (4H, m); 7,19-7,22 (2H, m); 7,43 (2H, t, J=7,6 Hz);
7,81-7,87 (5H, m); 7,99 (2H, d, J=8,8 Hz); 10,33 (1H, br s) ppm.

13C-NMR (DMSO-de, 100 MHz): 6 117,42; 119,29; 119,59; 124,43; 128,21; 129,06; 129,24;
130,06; 130,29; 141,89; 155,49; 159,95; 164,99; 167,40 ppm.



Sample Name:
Albd
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
Alb4_20190717_01
FidFile: PROTON_O01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 17 2019

Temp. 35.0 ¢ / 308.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Agilent Technologies

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3

Sample Name:
Albd
Data Collected on:
mercury400-mercuryd00
Archive directory:
/home/vnmr1/vnmrsys/data
sample directory:
Alb4_20190717_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
pata collected on: Jul 17 2019

Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Aeq. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

320 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243742 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr, 6 min

»|

Agilent Technologies

180 160 140 120 100 80 60

Sekil 4.11. Bilesik GS011’in 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

40

20
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(4-izopropilpiperazin-1-il)(4-(pirimidin-2-iloksi)fenil)metanon (GS12)

SasUsA

179 mg (0,83 mmol) 3e ve 119 ul (0,83 mmol) 1-izopropilpiperazinden hareketle
DCM:metanol (90:10) solvan sistemiyle gradient akis kullanilarak otomatik flash

kromatografisi ile saflastiriimistir. Sarimsi yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 203 mg, %75
Ci1gH22N40; igin HRMS (m/2z): [M+H]* Hesaplanan: 327,1821; Bulunan: 327,1820

1H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 1,04 (6H, d, J=6,4 Hz); 2,50 (4H, br s); 2,69-2,76 (1H, m); 3,51
(2H, br s); 3,77 (2H, br s); 7,06 (1H, t, J=4,6 Hz); 7,22-7,26 (2H, m); 7,47-7,50 (2H, m); 8,56
(2H, d, J=5,2 Hz) ppm.

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): 6 18,35; 42,54; 48,27; 48,70; 54,54; 116,53; 121,55; 128,89;
132,79; 153,87; 159,74, 164,96; 169,46 ppm.



Sample Name:
A2b7
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
A2b7_20190714_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdel3
Data collected on: Jul 14 2019

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1740753 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Agilent Technologies

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3

Sample Name:
A2b7
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmr1/vnmrsys/data
Sample directory:
A2b7_20190714_01
FidFile: current

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: cdeld
Data collected on: Jul 14 2019

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.550 sec

Width 21141.6 Hz

960 repetitions

OBSERVE C13, 100.6238513 MHz
DECOUPLE H1, 400.1760547 MHz
Power 38 dB

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 44 min

- Agilent Technalogies

180 160 140 120 100 80 60

Sekil 4.12. Bilesik GS012’nin *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari

40 20 0 ppm
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N-(Naftalen-1-il)-4-(pirimidin-2-iloksi)benzamit (GS13)

151 mg (0,7 mmol) 3e ve 94 mg (0,7 mmol) 1-naftilaminden hareketle DCM:etil asetat

(90:10) solvan sistemiyle gradient akis kullanilarak otomatik flash kromatografisi ile

saflastirilmistir. Beyaz kati bir bilesiktir.

Verim: 164 mg, %48
Erime derecesi: 189,9-190,1 °C
C21H15N30; icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 342,1243; Bulunan: 342,1244

1H-NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 7,31 (1H, t, J=4,6 Hz); 7,38 (2H, d, J=8,4 Hz); 7,52-7,61 (4H,
m); 7,86 (1H, d, J=8,0 Hz); 7,95-8,01 (2H, m); 8,15 (2H, d, J=8,8 Hz); 8,68 (2H, d, J=4,4 Hz);
10,45 (1H, br s) ppm.

13C-NMR (DMSO-de, 100 MHz): 6 117,32; 121,58; 123,34; 123,89; 125,55; 125,98; 126,07;
126,29; 128,06; 129,20; 129,58; 131,35; 133,76; 133,82; 155,41; 160,17; 164,47; 165,48

ppm.



Sample Name:
A2b1
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
A2b1_20190717_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 17 2019

Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec
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Agilent Technologies

13 12 11 10 9 8

Sample Name:
A2b1
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vnmr1/vnmrsys/data
Sample directory:
A2b1_20190717_01
FidFile: CARBON_O1

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jul 17 2019

Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

1512 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243758 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 1 hr

h (-

[

Agilent Technologies

220 200 180 160 140

Sekil 4.13. Bilesik GS013’iin 'H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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(E/2)-(3,4-Dihidroizokinolin-2(1H)-il)(3-fenoksifenil)metanon oksim (GS14)

SRSASS

Daha once bildirilen yonteme [72] gore sentezlenen 247 mg (1 mmol) (E/Z)-N-Hidroksi-3-
fenoksibenzimidoyil klortiriin DCM igerisindeki ¢ozeltisine 0 °C’'de 126 ul (1 mmol) 1,2,3,4-
tetrahidroizokinolin ve 139 ul) (1 mmol) TEA karisiminin 10 ml DCM igerisindeki ¢ozeltisi
damla damla ilave edilmistir. Reaksiyon karisimi 0 °C'de 15 dakika, sonrasinda oda
sicakhiginda 1 saat suireyle karistirilmigtir. Stire sonunda karisim, %5 HCI ¢ozeltisi (3x15 ml)
ile yikanmistir. Birlestirilen organik fazlar, susuz Na;SOa ile kurutulmus ve algcak basing

altinda yogunlastinimistir. Kalinti, n-hekzan:etil asetat (72:28) solvan sistemi kullanilarak

preparatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirilmistir. Renksiz yag seklinde bir bilesiktir.

Verim: 248 mg, %72
C22H21N20; icin HRMS (m/z): [M+H]* Hesaplanan: 345,1603; Bulunan: 345,1591

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & 2,83 (2H, t, J=5,8 Hz); 3,28 (2H, t, J=5,9 Hz); 4,37 (2H, s); 4,76
(1H, brs); 7,00-7,23 (10H, m); 7,32-7,46 (3H, m) ppm.

13C-NMR (CDCls, 125 MHz): 6 28,89; 45,01; 48,79; 119,11; 119,18; 119,58; 123,64; 126,11;
126,33; 126,54; 128,84; 129,81, 129,85; 132,47; 133,69; 134,23; 156,74; 157,50; 159,85

ppm.
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<)
BRUKER
(. ><)

Current Data Parameters

NAME Ala5Y
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200909
Time 15.21 h
INSTRUM Avance
PROBHD 2151574_0038 (
PULPROG zg30

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 2

SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101

DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 297.9 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 1H

PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 24.04299927 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 500.1300000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz

GB 0

I »x_ QJ_‘JJ\_/\_AJ—J\%PC 1.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 ppm

C><)
BRUKER
(><)

Current Data Parameters
NAME AlaSy
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200909
Time 16.27 h
INSTRUM Avance
PROBHD Z151574_0038 (
PULPROG zgpg30
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 1024
DS 4
SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 1.0878977 sec
RG 101
DW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 298.9 K
Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
SFO1 125.7703643 MHz
NUC1 13c
PO 3.33 usec
Pl 10.00 usec
PLW1 85.18099976 W
SF02 500.1320005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[ 2 waltz65
PCPD2 80.00 usec
PLW2 24.04299927 W
PLW12 0.24043000 W
PLW13 0.12093000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 125.7577885 MHz
WDW EM
\‘ SSB 0
\‘ LB 1.00 Hz
" , Il " i " " GB 0
' ’ PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 4.14. Bilesik GS014’iGn *H-NMR ve 3C-NMR spektrumlari
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4.2. Biyolojik Bulgular

Sentez ve yap! aydinlatma calismalari tamamlanan GS01-14 kodlu bilesiklerin, SIRT1-3
enzimleri Uzerine etkileri 100 uM konsantrasyonda enzim kiti kullanilarak fluorimetrik
yontemle in vitro olarak belirlenmistir. Deneyde referans bilesik olarak SIRT inhibitori
suramin (SIRT1 IC50=297 nM; SIRT2 ICs0=1,15 uM) ve selektif SIRT1 inhibitéri EX-527 (SIRT1
IC50=38 nM; SIRT2 1C50=19,6 uM; SIRT3 1C50=48,7 uM) kullaniimistir. SIRT1-3 enzimlerine
karsi etkinligi test edilen bilesikler icin hesaplanan % inhibisyon degerleri Cizelge 4.1’'de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Test edilen molekiillerin SIRT1-3 % inhibisyon degerleri

o O
3NN 3N ON-R,
O-r “J!“J K O-r
X:< 4NF X P X 4F
N 2 3\_//x
| I}
Ry Ry
. % inhibisyon?

Kod ~ Tir Re Y Ra SIRT1 SIRT2 SIRT3
GS01 | H CH 3 3,4-dihidroizokinolin-2(1H)-il 56.5313.84 10.80+1.62 iy.
GS02 | H CH 3 4-izopropilpiperazin-1-il 48.15+3.68 iy. iy.
GS03 | H CH 3 4-fenilpiperazin-1-il iy. iy. iy.
GS04 | OCH3 CH 3 4-fenilpiperazin-1-il i.y. iy. iy.
GS05 1 H CH 3 4-(COCHs)fenil iy. 11.06+0.91 5.79+1.16
GS06 | H N 3 3,4-dihidroizokinolin-2(1H)-il iy. iy. iy.
GS07 Il H N 3 1-naftil i.y. iy. iy.
GS08 1 H N 3 2-naftil 36.08+2.74 17.12+2.05 iy.
GS09 | H CH 4 3,4-dihidroizokinolin-2(1H)-il  21.505.13 iy. iy.
GS10 Il H CH 4 4-(COCH;s)fenil 36.12+1.01 iy. iy.
Gs11 I H CH 4 4-(CONH,)fenil 46.04+7.31 iy. iy.
GS12 | H N 4 4-izopropilpiperazin-1-il iy. iy. iy.
GS13 Il H N 4 1-naftil i.y. iy. iy.

.OH
N
GS14 ©/O\©)\,\©© 47.16%1.49 51.61+0.14 iy.

(o]
Ab J‘fjoﬁuj\ﬂj 31.45+1.73  42.47+1.42  18.23+2.61
=

EX-527 97.56+2.89 76.39+2.49 44.61+3.81
Suramin 94.52+0.92 98.37+0.25 96.82+3.26

a% inhibisyon dederleri “ortalama deger+standart sapma” olarak verilmistir. n=2 olarak test edilmistir. i.y.: inhibisyon yok.
b300 uM konsantrasyonda test edilmistir.
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SIRT1/2 enzim aktivitesi Gizerine etkili olarak bulunan bilesiklerin in vitro sitotoksik etkileri
insan meme kanser hiicre hatti MCF-7 kullanilarak MTT testi ile 48 ve 72 saat olmak Uzere
iki farkli zaman dilimi igin belirlenmis, bilesiklerin % hiicre canliligina olan etkileri Sekil

4.15’te sunulmustur.

-
o
o

48 saat inkiibasyon

x

-
N
=]

120 [ -
T 1 10 I I T I Ll *
c T
S 80 7 *#
(]
§ 60 # 4
R 40 #
20 i # #
A GS01 GS02 GS11 GS14
4Kontrol “1 u10 =25 w50 =100 =200
180 72 saat inkiibasyon
160
: -
140
. i :
120
100 ]

% Hiicre Canlihgi
3 8

8 3

)
|
L

I I
I 1 L HHE Al
*
# g
#

II # #

AE A A =T
A

GSo01 GS02 GS11 GSs14
4Kontrol 41 10 w25 m50 =100 =200

Sekil 4.15. Degisik konsantrasyonlardaki bilesiklerle muamele edilen MCF-7 hiicre hattinda
tespit edilen % hiicre canhhg degerleri. *p<0.05, #p<0.0001.

4.3. Molekiiler Modelleme Bulgulari

Bilesiklerin SIRT1-3 enzimlerine karsi etkinliklerinin tayin edildigi in vitro enzim deneyleri
sonuglarina gore SIRT1 ve SIRT2 enzim diizeylerini etkileyen GS01, GS02, GS11 ve GS14
kodlu bilesiklerin, ilgili enzim aktif bdlgelerindeki baglanti modlari, aktif bdlge amino
asitleriyle meydana getirdikleri etkilesimler ve selektif SIRT2 inhibitorleri icin daha 6nce

gelistirilen farmakofor modelle uyumlari molekiiler docking ¢alismasi ile belirlenmistir.

Bilesiklerin SIRT1 enzim aktif bolgesindeki konformasyonlari, SIRT1:EX-527 analogu
kompleksinin x-ray kristali (PDB: 4151) kullanilarak belirlenmistir. Sekil 4.16-A’da goruldigi
Uzere, x-ray koligandi, SIRT1 aktif bolgesinin hidrofobik cebine, Phe273 ve Phe297 amino
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asitleriyle m-mt etkilesimi ve Ala262, 1le270, GIn345, Asp348 amino asitleriyle H bagi
olusturarak yerlesmektedir. Tez ¢alismasinda yer alan bilesiklerin tasarimi igin baslangig
noktasini olusturan Bilesik A’nin ise, EX-527 analogu ile ayni bolgeyi isgal ettigi fakat aktif

bblge amino asitlerinden sadece Phe297 ile etkilestigi gozlenmistir (Sekil 4.2-B).

SIRT1 enzim aktivitesini %46.04-56.53 arasinda degisen ylzdelerde inhibisyon yaptigi tespit
edilen GS01, GS02, GS11 ve GS14 kodlu bilesikler igin, SIRT1 aktif bolgesinde Bilesik A ile
benzer baglanti modlari elde edilmistir (Sekil 4.16). Bilesik A yapisinda bulunan ve higbir
etkilesme meydana getirmeden SIRT1 aktif bolgesinin giris kismina yonlenen metilpiridazin
grubu, fenil grubu ile degistirildiginde Arg282 ile m-katyon etkilesimi yakalanmistir. Bilesik
GS01 ve GS02'nin karbonil oksijeni, EX-527 analogundaki karboksamit yapisiyla benzerlik
gostererek 1le347 ve Asp348 amino asitleriyle H bagi Gizerinden etkilesime girmistir. Ayni
durum Bilesik GS14 icin N-hidroksil imidamit yapisinda gozlenmistir. Bilesik GS11 igin, amit
yapisina komsu fenil halkasindaki karboksamit stibstitisyonu ile Phe273 ve Phe297 amino
asitleriyle meydana gelen m-nt etkilesimlerine ek olarak Val412 ile H bag olusumu
saglanmis, boylece SIRT1 aktif bolgesinin hidrofobik cebine diger bilesiklere nazaran daha
siki baglandigi gbzlenmistir. Molekiler docking ¢calismalari yapilan bilesiklerin, koligand EX-
527 analogunun indol azotu ve karboksamit grubu ile sagladigi H bagi agini meydana
getirememesi, SIRT1 aktivitesini orta dizeyde inhibe etmelerinin gostergesi olarak

distndlmastar.
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Sekil 4.16. SIRT1 aktif bolgesi (PDB: 4I51). (A) EX-527 analogunun x-ray kristal yapisindaki
baglanti modu. (B) Bilesik A igin belirlenen baglanti modu (XP Glidescore: -6,789
kcal/mol). (C) Bilesik GSO1 icin belirlenen baglanti modu (XP Glidescore: -10,018
kcal/mol). (D) Bilesik GS02 igin belirlenen baglanti modu (XP Glidescore: -7,280
kcal/mol). (E) Bilesik GS11 icin belirlenen baglanti modu (XP Glidescore: -7,785
kcal/mol). (F) Bilesik GS14 igin belirlenen baglanti modu (XP Glidescore: -8.650
kcal/mol). H baglari, aromatik H baglari, m-katyon ve m-m etkilesimleri sirasiyla
sari, kirmizi, turuncu ve turkuaz renkte kesikli gizgilerle gdsterilmistir.
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Sentezlenen bilesiklerden sadece Bilesik GS14 icin SIRT2 inhibisyonu gozlenmigtir. Bilesik
GS14, daha onceki ¢alismamizda selektif SIRT2 inhibitorleri icin gelistirilen farmakofor
modelin sundugu veriler 15181 altinda SIRT2 enzim aktivitesi Gizerinde etkisiz bulunan Bilesik
GS01’den hareketle tasarlanmistir. Bu iki bilesik icin SIRT2 Uizerinde gozlenen etki farkliligini
actklamak adina GS01 ve GS14 kodlu bilesiklerin SIRT2 aktif bolgesindeki baglanti modlari

molekiler docking ¢alismalari ile belirlenmistir.

SIRT2 x-ray yapisinda koligant olarak yer alan SirReal analogu, aktif boélgenin substrat
kanalinda fenil halkasi ile Phell9, Phel31 ve Phe234 amino asitleri arasinda m-m
etkilesimleri, selektivite cebinde 4,6-dimetilpirimidin halkasi ile Tyr139 ve Phe190 amino
asitleri arasinda n-it etkilesimleri, karbonil oksijeni ile Pro94 amino asiti arasinda yapisal su
HOH549 kopruli H bagi meydana getirmektedir. Bilesik GS14 icin belirlenen baglanti modu
incelendiginde, koligant yapisindaki 4,6-dimetilpirimidin halkasinin yerine gecen izokinolin
kalintisinin selektivite cebine yodnlendigi ve bu bolgede beklenen m-m etkilesimleri
gerceklestirdigi gdzlenmistir. Bilesik GS01 yapisinda da izokinolin halkasi olmasina ragmen
selektivite cebinde Tyr139 ile etkilesim gostermemis, bu durum karbonil oksijeni ile Pro94
amino asiti arasinda HOH549 koprili H bagi olusmasi igin bilesigin diger bilesiklere gore
daha bukiilmus bir konformasyon almasiyla aciklanabilmektedir. Bilesik GS01’deki karbonil
oksijeninin, Bilesik GS14’de N-hidroksil grubu ile degistirilmesiyle bilesigin daha rahat bir
konformasyonla Pro94 amino asiti ile H bagina olusturmasina olanak verilmis, izokinolin
halkasinin selektivite cebinde Try139 amino asitine dogru yonelerek m-it etkilesimine

girmesi saglanmistir (Sekil 4.17).
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A Phe234 Phe131  ,Phe190
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. { {

Phe119
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| € .7/ Prog4 w4

?Phem /Phe190 D Phe234 ;!Phe131 ,Phe190
f // ﬁ \7
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ﬁ Pro94 \ ﬂ Pro94

Sekil 4.17. SIRT2 aktif bolgesi (PDB: 5DY4). (A) SirReal analogunun x-ray kristal yapisindaki
baglanti modu. (B) Bilesik A icin belirlenen baglanti modu (XP Glidescore: -9,032
kcal/mol). (C) Bilesik GSO1 icin belirlenen baglanti modu (XP Glidescore: -9,787
kcal/mol). (D) Bilesik GS14 icin belirlenen baglanti modu (XP Glidescore: -11,877
kcal/mol). H baglar, aromatik H baglari, m-katyon ve m-mt etkilesimleri sirasiyla
sari, kirmizi, turuncu ve turkuaz renkte kesikli cizgilerle gosterilmistir. Selektif
SIRT2 inhibitorleri icin gelistirilen dort Gyeli farmakofor model. R1, R2, R3:
aromatik halka, Al: H bagi akseptor.

;0 HOH549
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5. TARTISMA

Grubumuz tarafindan 2019 yilinda yayinlanan galismamizda [10], yeni selektif SIRT2
inhibitorlerinin  kesfi amaciyla aminotiyazol tirevi bir seri selektif SIRT2 inhibitori
kullanilarak gelistirilen farmakofor model ile ZINC veri tabaninda sanal tarama calismasi
yapilmistir. Sanal tarama ciktisi bilesiklerin, in vitro SIRT1, SIRT2, SIRT3 ve SIRTS aktiviteleri
test edilmis, ilgili enzimlerin aktiviteleri Gzerinde etkisi tespit edilen U¢ 6ncl bilesikten (S)-
3-[(6-metilpiridazin-3-il)oksi]-N-(1-feniletil)benzamit (A), tez ¢calismamiz kapsaminda yeni

bilesiklerin tasarimi icin baslangi¢ noktasini olusturmustur (Sekil 5.1).

Farmakofor model geligtirilmesi

Farmakofor model
20.000 molekil (modele uyum puani: 1,56-1,14)

h 1200 molekdil
0.6
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it 1030 molekil
degeri’'ne gore itli filtrel moiexu
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2-SP
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Sekil 5.1. Yeni selektif SIRT2 inhibitorlerinin kesfi amaciyla uygulanan sanal tarama yontemi
ve 6ncl bilesik A’nin in vitro SIRT aktivite sonuglari
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SIRT enzimine karsi daha etkili yeni bilesiklere ulasmak amaciyla Bilesik A Gzerinde “6nci
bilesik optimizasyonu”, molekiler docking ve farmakofor modelleme gibi yapi-temelli ilag
tasarimi tekniklerinin yardimiyla gergeklestirilmistir. Yapi Gizerinde yapilmasi planlanan
kimyasal modifikasyonlara, sentez c¢alismalarinin yapilabilirligi ve sonug bilesiklere ait
fizikokimyasal 6zelliklerin uygunlugu géz dniine alinarak karar verilmistir. Bilesik A izerinde
yapilan degisiklikler, Sekil 5.2’de sunuldugu gibi A, B, C ve D ile gosterilen dort ana bolge

Uzerinde yapilmistir.

Sekil 5.2. Bilesik A lizerinde gergeklestirilen kimyasal modifikasyonlar

ilk olarak, hedef bilesiklerin sentezini kolaylastirmak icin kiralitenin kaldiriimasi amaciyla
diger bolgeler sabit tutulurken A bolgesi ile gosterilen 1-feniletil grubu yerine 1-/2-naftil, 4-

asetilfenil ve 4-karbamoilfenil halkalari getirilmistir.

Metilpiridazin halkasi, oncli bilesikte SIRT2 aktif bolge girisine yerlesirken, bu gruplarin
gelmesiyle elde edilen yeni bilesiklerde selektivite cebine ydnelmistir. Oncii bilesikle
karsilastirildiginda tersine donen bu baglanti modu nedeniyle SIRT2 inhibisyonu icin 6nemli
oldugu wvurgulanan HOH549 araciligiyla Pro94 amino asiti ile olusturulan H bagi
kaybolmustur. Bunun yaninda, ters baglanma modu SIRT1 inhibisyonu icin gerekli olan
Asn346 amino asiti ile H baginin da olusmasini engellemistir. Bunun Gzerine, D boélgesi ile
gosterilen metilpiridazin halkasi, fenil halkasi ile yer degistirilmis ve istenen baglanma modu

elde edilmistir. D bolgesine fenil halkasinin eklenmesi ile LogP degerleri artan bazi
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turevlerde lipofilik 6zelligi azaltmak igin metilpiridazin, fenil yerine pirimidin halkasi ile

degistirilmistir.

Oncii bilesik Gizerinde gerceklestirilen diger bir modifikasyon icin, SIRT2 selektivite cebi icin
yeni fragmanlar bulmak ve vyine kiraliteyi ortadan kaldirmak amaciyla B bdlgesine
odaklanilmis ve amit azotu halka igine alinarak 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin, 4-fenilpiperazin
ve 4-izopropilpiperazin halkalariyla siklik amit yapilari tasarlanmigtir. Amit azotunun halka
icine alinmasiyla elde edilen bilesikler icin de A bdlgesinde yapilan degisiklik sonucu
karsilasilan ters baglanma modu sorunu gozlenmis, metilpiridazin halkasinin fenil veya

pirimidin halkalari ile degistirilmesiyle bu sorun ¢ozulmustir.

Tasarlanan yeni bilesiklerde ariloksibenzamit iskeleti agirlikli olarak korunsa da bazi tiirevler

icin amit yapisi merkezi fenil halkasinda meta pozisyondan para pozisyona kaydiriimistir.

Son olarak, bu asamaya kadar tasarlanan bilesikler (GS01-13) sentezlenmis ve SIRT
enzimlerine karsi etkileri belirlenmistir. Elde edilen sonuglarina dayanarak, benzamit
iskeleti, SIRT2 aktif bolgesinde inhibisyon i¢cin 6nemi vurgulanan tiim etkilesimleri saglamak
ve ayni zamanda suda ¢ozUnurliGgl iyilestirmek amaciyla N-hidroksibenzimidamit yapisina
modifiye edilmistir. Molekiler docking calismalarina gére, bu modifikasyondan sonra SIRT2
baglanmasinda 6nemli bir gelisme gosteren, dolayisiyla karsilik gelen tlreve kiyasla daha
yuksek SIRT2 inhibisyonu gdstermeyi vaat eden tek bilesik (GS14) sentezlenmis ve SIRT1-3

enzimlerine karsi etkisi degerlendirilmistir.

Tasarlanan GS01-14 kodlu bilesiklerinin sentezi icin izlenen yol Sekil 5.3’de 6zetlenmistir.
Etil arilbenzoat tlrevleri (2a, 2b, 2d), bromobenzen (1a) veya 4-bromoanisoliin (1b), etil 3-
/4-hidroksibenzoat ile Cul ve N,N-dimetilglisin varliginda verdigi kenetlenme reaksiyonu
sonucu %48-85 arasinda degisen verimlerle elde edilmistir. Diger etil arilbenzoat tiirevleri
(2¢c, 2e) icin ise, 2-bromopirimidin (1c) ile etil 3-/4-hidroksibenzoat, Pd(dba); ve t-BuXPhos
kullanilarak reaksiyona sokulmus, %79-81 verimle kenetlenme Urilnleri elde edilmistir.
Daha sonra, Bilesik 2a-e'nin bazik hidrolizi ile ariloksibenzoik asit tlrevlerine (3a-e)

ulagilmistir. Elde edilen 3a-e kodlu bilesikler sonrasinda 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
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karbodiimit (EDC) ve 4-dimetilaminopiridin (DMAP) varhginda uygun aminlerle reaksiyona
sokularak %40-92 arasinda degisen verimlerle GS01-13 kodlu final bilesikler elde edilmistir.
Bilesik GS14 icin dncelikle 3-fenoksibenzaldehit ve NH,OH.HCl arasindaki reaksiyon sonucu,
3-fenoksibenzaldehit oksim ara Grlini elde edilmis, ileri bir saflastirma islemi
uygulanmadan N-klorosuksinimit (NCS) ile reaksiyona sokularak 3-
fenoksibenzohidroksiminoil kloriir ara Grtintne ulasiimistir. Son basamakta ise, 1,2,3,4-
tetrahidroizokinolin ile 3-fenoksibenzohidroksiminoil kloririn trietilamin (TEA) varliginda

verdigi reaksiyon sonucu %72 verimle GS14 kodlu bilesik elde edilmistir.

O o} O

\|/ 3 | OEt aveyab B > OEt c 3 7 OH
Ho—, — O e O
- x=( 47 x=( 47
X X
1a (Ry:H, X:CH) g\_// g\_//

1b (R1:OCHg, X:CH) R, Ry

1c (R1:H, X:N)
2a (3-, R1:H, X:CH) 3a (3-, Ry:H, X:CH)
2b (3-, R1:OCHg, X:CH) 3b (3-, R{:OCHg3, X:CH)
2c (3-, R1:H, X:N) 3c (3-, R1:H, X:N)
2d (4-, Ry:H, X:CH) 3d (4-, R{:H, X:CH)
2e (4-, R1:H, X:N) 3e (4-, R1:H, X:N)

(0] O O

3a-e GS01-13

oot oo - oo
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Sekil 5.3. GS01-14 kodlu bilesiklerin sentez semasi. (a) 2a, 2b, 2d: Cul, Cs,COs, N,N-
dimetilglisin, 1,4-dioksan, DMF, 100 °C, 24 saat; (b) 2c, 2e: Pd(dba),, t-BuXPhos,
KsPQOg4, toluen, reflaks, 6-8 saat; (c) i. NaOH, H,0, THF, etanol, reflaks, 1-2 saat, ii.
kons. HCI; (d) uygun amin tiirevi, EDC, DMAP, DCM, oda sicakhgi, 24 saat; (e) i.
NH>OH.HCI, NaOH, H,0, etanol, oda sicakligi, 1 saat, ii. NCS, DMF, oda sicakligi, 4
saat; (f) 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin, TEA, DCM, 0 °C = oda sicakligl, 1 saat.
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Tez kapsaminda sentez ¢aligmalari tamamlanan ara drinlerin  yapi aydinlatma
calismalarinda HRMS verileri, final bilesiklerde ise *H-NMR, 3C-NMR ve HRMS verileri

kullanilmistir.

Elde edilen final bilesiklere ait *H-NMR spektrumlar incelendiginde, izokinolin halkasi
tastyan tiirevlerde (GS01, GS06 ve GS09) halkanin birinci konumunda yer alan hidrojenlere
ait sinyaller 4,57-4,87 ppm arasinda her biri 1H degerinde iki yayvan singlet veya 2H
degerinde multiplet olarak gézlenmistir. Uciincii konum hidrojenleri 3,63-3,96 ppm
arasinda; dordiincli konum hidrojenleri ise 2,83-2,96 ppm her biri 1H degerinde iki yayvan
singlet veya 2H degerinde yayvan singlet veya 2H degerinde multiplet olarak gdzlenmistir.
Yapisinda 4-izopropilpiperazin iceren bilesiklerin (GS02 ve GS12) 'H-NMR spektrumlari
incelendiginde, izopropil grubuna ait metil hidrojenlerinin sinyalleri 1,04 ppm’de 6H
degerinde dublet olarak, metil gruplarinin bagh oldugu karbon hidrojeninin ise 2,69-2,76
ppm arasinda 1H degerinde multiplet olarak gorilmustiir. Piperazin halkasina ait
hidrojenlerden ikinci konumunda yer alanlar 3,76 ppm’de 2H degerinde yayvan singlet
seklinde sinyal vermistir. Uglincii ve besinci konumdaki hidrojenler icin, GS02 kodlu
bilesikte 2,44-2,57 ppm arasinda her biri 2H degerinde iki yayvan singlet sinyali gbzlenirken
GS12icin 2,50 ppm’de 4H degerinde singlet sinyali gorilmustir. Piperazin halkasinin altinci
konumundaki hidrojenler ise 3,42-3,51 ppm arasinda 2H degerinde yayvan singlet sinyali
olusturmustur. Yapisinda 4-fenilpiperazin iceren bilesiklerin (GS03 ve GS04) H-NMR
spektrumlari incelendiginde, piperazin halkasina ait hidrojenlerin 3,11; 3,23; 3,58; 3,90
ppm’lerde 2H degerinde yayvan singlet seklinde sinyal verdikleri gézlenmistir. Yapisina 4-
asetilfenil halkasi tasiyan GS05 ve GS10 kodlu bilesiklerde asetil grubuna ait metil
hidrojenleri 2,53 ppm’de 3H degerinde singlet seklinde sinyal verirken, 4-karbamaoilfenil
grubu tasiyan GS11 kodlu bilesikteki amin hidrojenlerinin aromatik sahada sinyal vererek
yapidaki diger aromatik hidrojenlerin sinyalleriyle i¢ ice girdigi gozlenmistir. Yapisinda
pirimidin halkasi bulunduran bilesiklerin (GS06, GS07, GS08, GS012 ve GS13) 'H-NMR
spektrumlari incelendiginde, pirimidin halkasinin dordiinci ve altinci konumlarindaki
hidrojenlerin esdeger davranarak 8,55-8,68 ppm arasinda degisen skalada 2H degerinde
triplet seklinde (J=4,4-5,2 Hz), besinci konum hidrojeninin ise 7,06-7,31 ppm arasinda 1 H
degerinde triplet seklinde (/=4,6-5,0 Hz) sinyal verdigi gozlenmistir. Amit azotunun halka
icinde olmadig bilesiklerde (GS05, GS07, GS08, GS10, GS011, GS13) amit hidrojeni 10,33-
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10,55 ppm arasinda bir skalada 1H degerinde yayvan singlet olarak sinyal vermistir. GS14
kodlu bilesigin yapisinda bulunan oksim grubuna ait hidrojen sinyali 4,76 ppm’de 1H
degerinde yayvan singlet olarak tespit edilmistir. Tim final bilesiklere ait aromatik halka
hidrojenleri icin beklenildigi gibi 7,01-8,00 ppm arasinda degisen bir skalada agirlikli olarak

multiplet seklinde sinyal gozlenmistir.

Elde edilen final bilesiklere ait 3C-NMR spektrumlari incelendiginde, izokinolin halkasi
tastyan tlrevlerde (GS01, GS06 ve GS09) halkanin birinci, Gglncl ve doérdinci
konumlarinda yer alan karbonlara ait sinyaller 28,89-29,68 ppm arasinda gozlenmistir.
Yapisinda 4-izopropilpiperazin iceren bilesiklerin (GS02 ve GS12) 3C-NMR spektrumlari
incelendiginde, izopropil grubuna ait metil karbonlarinin 18,27-18,35 ppm arasinda, metil
gruplarinin bagli oldugu karbonun ise 54,54-54,64 ppm arasinda sinyal verdigi gériilmustr.
Piperazin halkasi iceren tim bilesiklerde (GS02, GS03, GS04 ve GS12) halka karbonlarina ait
sinyaller 42,05-49,89 ppm arasinda gozlenmistir. GS05 ve GS010 kodlu bilesiklerde bulunan
asetil grubuna ait karbonil karbonu 196,58 ppm’de, GS011 kodlu bilesikte bulunan
karbamoil grubuna ait karbonil karbonu ise 167,40 ppm’de sinyal vermistir. G5014 kodlu
bilesikte oksim grubunun karbonuna ait sinyal 159,85 ppm’de gdézlenmistir. Tim final
bilesiklere ait aromatik halka karbonlarina ait sinyaller beklenildigi gibi 116,53-164,96 ppm,
amit yapisinin karbonil karbonuna ait sinyal ise 157,67-169,69 ppm arasinda degisen bir

skalada gorulmastdr.

Sentez ve yapi aydinlatma calismalari tamamlanan on doért final bilesik 100 uM
konsantrasyonda SIRT1, SIRT2 ve SIRT3 enzimlerine karsi etkinliginin belirlenmesi igin test
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 6ncl bilesik yapisindaki 1-feniletil grubunun 4-
asetilfenil (GS10) ve 4-karbamoilfenil (GS11) ile degistiriimesiyle ulasilan bilesiklerde ¢ok
kuvvetli olmasa da oncli blesige kiyasla inhibisyon etkisinde artisla selektif SIRT1
inhibisyonu (%36-46) gozlenmistir. Merkezi fenil halkasindaki slibstitlisyonlarin para
pozisyonunda oldugu GS10 kodlu bilesigin meta analogu (GS05), test edilen hicbir SIRT
izoformu igin etkili bulunmamistir. Yapisinda 1-naftil ve pirimidin (GS07, GS13) iceren
bilesiklerin, test edilen tim SIRT izoformlara karsi etkisiz oldugu gozlenmistir. Bununla
birlikte, GSO07 kodlu bilesigin 2-naftil analogu (GS08), zayif da olsa SIRT1 ve SIRT2

inhibisyonu gostermistir. Yapiya 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin ve 4-izopropilpiperazinin
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eklenmesi ve boylece bir 6ncli bilesikteki sekonder amit grubunun tersiyer ve siklik bir amit
yapisina donistlrilmesiyle elde edilen bilesiklerden GS01 ve GS02 icin 6nci bilesige
kiyasla artmis selektif SIRT1 inhibiyonu (sirasiyla %56 ve %48) gézlenmistir. Bu bilesiklerin
pirimidin tasilyan GS06 ve GS12 analoglari ise SIRT enzimlerine karsi etkisiz bulunmustur.
Bununla birlikte 4-fenilpiperazin grubu tasiyan bilesikler icin de (GS03, GS04) test edilen
hicbir SIRT izoformuna karsi etki gozlenmemistir. GSO1 kodlu bilesikten tlrevlendirilen
GS14 kodlu bilesik, test edilen bilesikler igerisinde en aktif bulunan bilesik olup, dnci bilegik
icin gdzlenen inhibisyon glicii 6nemli derecede artmistir. Molekiiler modelleme sonuglari
dogrultusunda GS01 yapisindaki amit grubunun N-hidroksiimidamit yapisina cgevirilmesi,
beklenildigi gibi SIRT1 inhibisyonu korurken SIRT2 inhibisyon gicinilin artmasina neden

olmustur.

Bilesiklerin SIRT enzimlerine karsi gozlenen etkinlikleri, ilgili enzimlerin aktif bdlgesinde
bilesikler icin belirlenen baglanti modlari ve meydana getirdikleri etkilesimlerle uyumlu

bulunmustur.

SIRT1 enziminin yliksek ekspresyonu ile meme kanseri hiicrelerinin artmis yayillimi ve
metastazi arasinda onemli bir baglantinin oldugu bilinmekte [73,74], bunun yaninda selektif
SIRT2 inhibitorlerinin meme kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik etkilerini gosteren
calismalar [45,75,76] bulunmaktadir. Bu nedenle, SIRT1/2 inhibisyonu gosterdigi tespit
edilen GS01, GS02, GS11 ve GS14 kodlu bilesiklerin MCF-7 hiicre hattina karsi sitotoksik
etkileri belirlenen zaman araliklarinda doza bagimli bir sekilde test edilmistir. Elde edilen
sonuclara gore, GS14 kodlu bilesik, MCF-7 hiicrelerinin canhligini 48 saat (IC50=41,05 uM)
ve 72 saat (IC50=33,12 uM) sonra, Bilesik A'ya (ICso degerleri 48 saat icin 327,76 uM; 72 saat
icin >1 mM ) kiyasla konsantrasyona bagli bir sekilde 6nemli 6lctide azaltmis, SIRT1/2 enzim
aktivitelerini etkili bir sekilde inhibe ettigi konsantrasyonlarda hiicre canliigini da inhibe
ettigi bulunmustur. Ayni durum, GS14 kadar giiclii olmasa da 6ncii bilesige gore daha iyi bir
inhibisyon profili (ICso degerleri 48 saat icin 159,32 uM; 72 saat icin 14,54 uM) sergileyen
GSO1 icin de goOzlenmistir. GSO1 ve GS14 kodlu bilesiklerin hicre canhhgi Gzerindeki
inhibisyon oranlari karsilastirildiginda, iki bilesigin de benzer SIRT1 inhibisyon degerine
sahip oldugu icin SIRT2 inhibisyonunun varliginin sitotoksik etkiyi arttirdigi yéniinde yorum

yapilabilir. Orta diizeyde selektif SIRT1 inhibisyonu gosteren GS02 ve GS11 kodlu bilesik
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icin, 48 saat sonrasinda 6nci bilesiginkine benzer bir sitotoksik etki (ICso degerleri GS02 icin
464,94 uM; GS11 icin 523,84 uM) gozlenirken, 72 saat sonrasinda sitotoksik etkileri Bilesik
A’ya oranla biraz daha artmistir (ICso degerleri GS02 i¢in 320,98 uM; GS11 icin 356,18 uM).
Sonug olarak, elde edilen sitotoksik etki diizeyleri ile SIRT1/2 inhibisyon degerleri uyumlu

bulunmustur.



71

6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda, onci bilesige gore SIRT enzimlerine daha iyi baglanan ve dolayisiyla bu
enzimlere karsi daha glcli inhibisyon etkisi gosteren bilesiklere ulasmak amaciyla
molekiler modelleme tekniklerinin de vyardimiyla 6ncli bilesik Uzerinde kimyasal
modifikasyonlar yapilarak bir “6ncl bilesik optimizasyonu” c¢alismasi ylrittlmuastir.
Belirlenen kimyasal modifikasyonlar sonucu bir seri ariloksibenzamit tlirevi bilesik
sentezlenmis, yapilari spektroskopik yontemlerle aydinlatiimistir. SIRT1-3 enzimlerine karsi
100 pM konsantrasyonda etkinlikleri test edilen bilesikler arasinda GS01 (%56,53), GS02
(%48,15) ve GS11 (%46,04) selektif SIRT1 inhibitori olarak bulunmustur. Calismalarin
baslangi¢c noktasini olusturan 6nci bilesigin 300 uM konsantrasyonda SIRT1 enzimini
%31,45 oraninda inhibe ettigi disunulduglinde, yirutilen dncl bilesik optimizasyonunun
basarih oldugu gorulmustir. Ayrica, SIRT2 inhibisyon gliclinin artirilmasina yonelik
kimyasal modifikasyonlar da basarili bulunmus, GS01 kodlu bilesikten bu amagla tiretilen
GS14 kodlu bilesigin SIRT2 inhibisyonunu %10,80 oranindan %51,61 oranina ¢ikardig
gorulmistir. Gergeklestirilen kimyasal modifikasyonlarin SIRT1/2 enzim inhibisyonu
Uzerine etkilerinin sitotoksik etki lzerine yansimasini gorebilmek amaciyla GS01, GS02,
GS11 ve GS14 kodlu bilesiklerin MCF-7 hiicre hattina kars! sitotoksik etkileri belirlenmistir.
Elde edilen sonuclara gore, bu bilesikler icin gozlenen SIRT inhibisyon degerleri ile sitotoksik
etkileri arasinda korelasyon bulunmus, SIRT1 ve SIRT2 inhibisyonundaki artisin, hiicre

canlihgina karsi etkiden sorumlu olabilecegi sonucu gikarilmistir.

Sonug olarak, antikanser ilag gelistirilmesinde (imit vaad eden bir hedef olarak goérilen ve
gln gectikge ilgi odagi haline gelen SIRT enzimlerine karsi inhibitér etkili yeni bilesikler
kesfetmek amaciyla yapilan bu c¢alismaya ait sonuglar, yeni glcli ve selektif SIRT

inhibitorlerinin tasarlanmasi ve gelistirilmesi icin katki saglamaktadir.
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