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OZET

NOROLOJIK HASTALIKLARIN TEDAVISI ICIN PANTOTENAT TUREVLERI

Bu tarifname, norolojik hastaliklarin (dmegin, pantotenat kinaz iligkili
norodgjenerasyonun) tedavisi i¢in pantotenat tiirevlering, bu bilesikleri iceren farmasétik

5  bilesimlere ve bunlarin nérolojik hastaliklarin tedavisinde kullanimma iliskindir.
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ISTEMLER

. Asagidaki formiile sahip bir bilegik:

veya farmasotik olarak uygun bir tuzu olup, burada R, R' ve R" metildir.

Bir farmasétik bilesim olup, Istem 1'e gére bir bilesigi ve farmasétik olarak uygun

bir eksipiyani icerir.

istem 2'ye gore farmasotik bilesim olup, burada farmasétik bilesim, bir birim dozaj

formudur.

Istem 1'e gdre bir bilesik olup, bir hastada pantotenat kinaz iliskili

norodejenerasyonu tedavi etmek i¢in bir ilag olarak kullanima ydneliktir.

Istem 4'e gdre kullanima yonelik bilesik olup, burada hasta, beyinde demir birikimi

igeren ndrodejenerasyondan muzdariptir.

fstem 1'e gore bir bilesik olup, asir1 demir birikimi olan néronal hiicrelere sahip bir

hastay1 tedavi etmek igin bir ilag olarak kullanima yoneliktir.

Istem 1'e gore bir bilesik olup, bir hastada anormal néronal fonksiyon ile nitelenen
bir patolojisi olan hiicreleri veya dokuyu tedavi etmek i¢in bir ilag olarak kullamma

yoneliktir.

Istem 7'ye gore bilesik olup, burada patoloji, distoni, ekstrapiramidal etkiler, disfaji,
uzuvlarda rijidite ve/veya sertlik, koreoatetoz, titreme, demans, spastisite, kas

zayiflig1 ve felg arasindan secilir.

Istem 1'e gore bir bilesik olup, pantoten kinaz enzimi ile iliskili gen bozuklugundan
kaynaklanan islevsiz néronal hiicreler ile nitelenen bir patolojisi olan hiicrelerin

veya dokularm tedavisi igin bir ilag olarak kullanima yoneliktir.
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Istem 1'e gore bir bilesik olup, pantoten kinaz enzimi ile iliskili gen ekspresyonu
bozuklugundan kaynaklanan iglevsiz noronal hiicreler ile nitelenen bir patolojisi

olan hiicrelerin veya dokularin tedavisi i¢in bir ilag olarak kullanima yoneliktir.

Istem 4 ila 10'dan herhangi birine gdre kullamima yénelik bilesik olup, burada hasta

bir cocuktur.
Istem 11'e gore kullanima y6nelik bilesik olup, burada ¢ocuk 10 ila 15 yasindadir.

Istem 4 ila 10'dan herhangi birine gére kullanima ydnelik bilesik olup, burada hasta

bir yetiskindir.
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TARIFNAME
NOROLOJIK HASTALIKLARIN TEDAVISI ICIN PANTOTENAT TUREVLERI

Bulusun Alam

Bu bulus, nérolojik hastaliklarin (6rnegin, pantotenat kinaz iliskili nérodgjenerasyonun)
tedavisi i¢in pantotenat tiirevlerine, bu bilesikleri igeren farmasotik bilesimlere ve bunlarin

ndrolojik hastaliklarin tedavisinde kullanimina iliskindir.

Bulusla ilgili Bilinen Hususlar

Pantotenat kinaz iligkili ndrodejenerasyon (PKAN), ekstrapiramidal bozukluga (6rnegin
distoni, rijidite, koreoatetoz) neden olan, beyinde demir birikimi igeren
norodejenerasyomun (NBIA) yarisindan sorumlu oldugu diisiiniilen bir formdur (A. M.
Gregory and S. J. Haytlick, "Neurodegeneration With Brain Iron Accumulation", Orphanet
Encyclopedia, Eyliil 2004). PKAN'in, pantotenatin (vitamin B-5) 4'-fosfopantotenata
ddniisiimiinden sorumlu olan pantotenat kinaz enziminin yoklugundan kaynaklanan bir
genetik bozukluk oldugu disiiniilmektedir. 4'-Fosfopantotenat daha sonra (asagida
gosterildigi gibi) Koenzim A'ya (CoA) dontstiriiliir (R. Leonardi, Y.-M. Zhang, C. O.
Rock, and S. Jackowski, "Coenzyme A: Back In Action”, Progress in Lipid Research,
2005, 44, 125-153).
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Ozellikle pantotenat, pantotenat kinaz (PANK) enzimi vasitasiyla 4'-fosfopantotenata
déniistiiriiliir, bu ise 4'-fosfopantotenoilsistein sentaz (PPCS) enzimi vasitastyla
4'-fosfopantotenoilsisteine domniistiiriiliir ve ardindan, 4'-fosfopantotenoilsistein
dekarboksilaz (PPCDC) vasitasiyla 4'-fostopantetine dekarboksillenir. 4'-fosfopantetin
daha sonra, fosfopantetin adeniltransferazin (PPAT) etkisiyle, defosfo CoA vermek iizere
adenosine eklenir; defosfo CoA son olarak, defosfo-CoA kinaz (DPCK) vasitasiyla

koenzim A'ya (CoA) doniistiiriiliir.

Klasik PKAN genellikle, bir gocugun ilk on ila on bes yilinda kendini gdsterir; bununla
birlikte 40 yasina kadar ortaya ¢ikabilen bir atipik form da vardir. PKAN, yasam kalitesine
yikic bir etkisi olan, kas-iskelet fonksiyonunun kaybina yol acan ilerleyen bir dejeneratif

hastaliktir,

PKAN'1 tedavi etmek i¢in bir yaklagim, enzim reaksiyonunun iiriiniiniin, yani 4'-
tosfopantotenatin kullamilmasi olabilir. Bu yaklasima literatiirde deginilmis, ancak oldukga
yiikli olan molekiiliin, lipofilik hiicre membranini gegemeyecegi kabul edilmistir (C. J.
Balibar, M. F. Hollis-Symynkywicz, and J.Tao, "Pantethine Rescues
Phosphopantothenoylcysteine Synthetase And Phosphopantothenoylcysteine
Decarboxylase Deficiency In Escherichia Coli But Not In Pseudomonas Aeruginosa”, J.
Bacteriol., 2011, 193, 3304-3312).

S. I. Hayflick, Current Opinion in Paediatrics, 2003, 15, 572-577, pantotenat kinaz iliskili

ndrodejenerasyomu ve muhtemel terapileri agiklar.

Bulusun Ozeti

Bu bulus, asagidaki formiile sahip bir bilesige,

veya farmasotik olarak uygun bir tuzuna iliskindir; burada R, R' ve R" metildir.
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Asagida, su formiile sahip bir bilesik,

0 Lo
|
|

RO 4]

Formual GO

veya farmasdtik olarak uygun bir tuzu gosterilmistir; burada

R, bir amino asit yan zinciridir;

R', C;-Cq alkil, stibstitiie edilmis veya siibstitiie edilmemis C,-Cs alkil
(6rnegin siibstitiie edilmemis C,-Cs alkil), siibstitlie edilmis veya siibstitiie edilmemis
C,-C, alkenil, siibstitiie edilmis veya siibstitiie edilmemis C,-Cy alkinil, siibstitlie
edilmis veya siibstitiie edilmemis C;-Cy sikloalkil, siibstitiie edilmis veva siibstitiie
edilmemis C;-Cg sikloalkenil, slibstitlie edilmis veya siibstitiie edilmemis C;-Cy
sikloalkil{C,-Cs alkil), siibstitiie edilmis veya siibstitiie edilmemis Cs-Cy
sikloalkenil(C,-C; alkil), stibstitiie edilmis veya siibstitiie edilmemais aril, siibstitiie
edilmis veya siibstitiie edilmemis arilalkil, siibstitiie edilmis veya siibstitliie edilmemis
heterosiklil, siibstitiie edilmis veya siibstitiic edilmemis heteroaril, siibstitlie edilmis ve
siibstitiie edilmemis heterosiklilalkil ve siibstitiie edilmis ve siibstitlic edilmemis

heteroarilalkil arasindan segilir ve

R", siibstitiie edilmis veya siibstitlie edilmemis C,-Cy alkil, siibstitiie edilmis
veva slibstitiie edilmemis C,-Cg alkenil, siibstitie edilmis veya siibstitiie edilmemis Cs-
Cs alkinil, siibstitiie edilmis veya siibstitiie edilmemis C;-Cg sikloalkil, stibstitiie
edilmis veya siibstitlie edilmemis Cs;-Cs sikloalkenil, stibstitiie edilmis veya siibstitlie
edilmemis Cs-Cs sikloalkil{C,-Cs alkil), siibstitiie edilmis veya siibstitlie edilmemis Cs-
Cy sikloalkenil(C;-Cs alkil), siibstitiie edilmis veva siibstitiie edilmemis aril, stibstitiie
edilmis veya siibstitiie edilmemis arilalkil, siibstitiie edilmis veya siibstitiie edilmemis

heterosiklil, stibstitiie edilmis veya siibstitiie edilmemis heteroaril, siibstitiie edilmis ve
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siibstitlie edilmemis heterosiklilalkil ve stibstitiie edilmis ve siibstitiie edilmemis

heteroarilalkil arasindan segilir,

R'nin tammindaki amino asit yan zinciri, dogal bir amino asidinki olabilir (érnegin, dogal
bir L-amino asit). R, gdsterilen karbona, karbon R veya .S mutlak konfigiirasyonuna (D
veya L gbreli konfiglirasyonuna) sahip olacak sekilde baglanabilir. R, bir proteinojenik
amino asidin yan zinciri olabilir. R grubunun stereokimyasi, molekiil asagidaki

stereokimyaya sahip olacak sekilde olabilir:

G formiillii bilesikte R', C;-Cq alkil {(Grnegin, metil, etil, n-propil, i-propil, n-biitil, i-biitil, t-
biitil), benzil, sikloheksil ve metilsiklopropil olabilir.

G formiilli bilesikte R", C,-Cg alkil (érnegin, metil, etil, n-propil, i-propil, n-bitil, i-biitil,

t-biitil), benzil, sikloheksil ve metilsiklopropil olabilir.

Asagida, su formule sahip bir bilesik,

0 OH

Formal H
veya farmasotik olarak uygun bir tuzu gosterilmistir; burada

R, bir amino asit yan zinciridir;

4
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X halojendir (6rnegin, F);
n, 0, 1, 2, 3, 4 veya 5'tir (6rnegin, 0, 1, veya 2);

R', Ci-Cs alkil, C5-Cg alkenil, Co-Cq alkinil, C3-Cy sikloalkil, Cs-Cg
sikloalkenil, Cs-Cg sikloalkil(C,-Cg alkil), C;-Cy sikloalkenil(C,-Cs alkil), aril, arilalkil,
heterosiklil, heteroaril, heterosiklilalkil ve heteroarilalkil arasindan segilir; bunlarin her

biri, istege bagh olarak bir veya birden ¢ok halojen (6rnegin, flor) ile siibstitiie edilir ve

R", Cl-C(, a]kil, Cz-C(, a]kenil, C2'C6 alkinil, C3-C3 sikloalkil, C3-Cg
sikloalkenil, Cs-Cyg sikloalkil(C;-Cq alkil), C;3-Cy sikloalkenil(C,-Cq alkil), aril, arilalkil,
heterosiklil, heteroaril, heterosiklilalkil ve heteroarilalkil arasindan segilir; bunlarin her

biri, istege bagh olarak bir veya birden ¢ok halojen (6rnegin, flor) ile siibstitiie edilir.
Séz konusu bilesikte n, 0 olabilir. S6z konusu bilesikte n, 1 de olabilir.

So6z konusu bilesikte, R'nin tanimindaki amino asit yan zinciri, dogal bir amino asidinkidir
(0rnegin, dogal bir L-amino asit). R, gosterilen karbona, karbon R veya .S mutlak
konfigiirasyonuna (D veya L goreli konfigiirasyonuna) sahip olacak sekilde baglanabilir.
Daha ¢ok tercih edilen bir diizenlemede R, bir proteinojenik amino asidin yan zinciridir.
Tercih edilen bir diizenlemede, R grubunun stereokimyasi, molekiil asagidaki

stereokimyaya sahip olacak sekildedir:

H formiillii bilesikte R', C;-Cs alkil (6rnegin, metil, etil, n-propil, i-propil, n-biitil, i-btitil
veya t-biitil), benzil, sikloheksil veya metilsiklopropil olabilir; bunlarin her biri, istege

bagli olarak bir veva birden ¢ok halojen (6rnegin, flor) ile siibstitiie edilir.

H formiilli bilesikte R", C,-Cs alkil (6rnegin, metil, etil, n-propil, i-propil, n-biitil, i-biitil
veya t-biitil), benzil, sikloheksil veya metilsiklopropil olabilir; bunlarin her biri, istege

bagli olarak bir veya birden ¢ok halojen (6rnegin, flor) ile siibstitiie edilir.

5
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Bir diizenlemede, yukarida belirtilen bilesik asagidaki stereokimyaya sahiptir:

Baska bir diizenleme, bu bulusun bir bilesigini ve farmasdtik olarak uygun bir eksipiyani
iceren bir farmasotik bilesimdir. Bir diizenlemede farmasétik bilesim, bir nérolojik
hastalig1 tedavi etmek i¢in bilesigin etkili bir miktarini igerir. Farmasdtik bilesim, bir tablet

veya kapsiil gibi bir birim dozaj formu olabilir.

Baska bir diizenleme, bir hastada pantotenat kinaz iligkili ndrodejenerasyonun tedavisi i¢in
bir usulde kullanima yonelik bir bilesiktir. Usul, bu bulusun bir bilesiginin etkili bir
miktarinin hastaya verilmesini icerir. Hasta, beyinde demir birikimi igeren

nérodejenerasyondan muzdarip olabilir.

Bagka bir diizenleme, bir hastada anormal néronal fonksiyon ile nitelenen bir patolojisi
olan hiicreleri veya dokuyu tedavi etmeye ydnelik bir usulde kullanim i¢in bir bilesiktir.
Usul, bu bulusun bir bilesiginin etkili bir miktarmin hastaya verilmesini igerir. Patoloji
distoni, ekstrapiramidal etkiler, disfaji, uzuvlarda rijidite ve/veya sertlik, koreoatetoz,

titreme, demans, spastisite, kas zayiflig1 ve felg arasindan segilebilir.

Bagka bir diizenleme, pantoten kinaz enzimi ile iliskili gen bozuklugundan kaynaklanan
islevsiz ndronal hiicreler ile nitelenen bir patolojisi olan hiicrelerin veya dokunun tedavi
edilmesine yonelik bir usulde kullanim igin bir bilesiktir, Usul, bu bulusun bir bilesiginin

etkili bir miktarinin hastaya verilmesini igerir.

Baska bir diizenleme, bir hastada pantoten kinaz enzimi ile iligkili gen bozuklugundan
kaynaklanan islevsiz néronal hiicreler ile nitelenen bir patolojinin tedavi edilmesine
yonelik bir usulde kullanim igin bir bilesiktir. Usul, bu bulusun bir bilesiginin etkili bir

miktarinin hastaya verilmesini igerir.
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Bagka bir diizenleme, pantoten kinaz enzimi ile iliskili gen ekspresyonu bozuklugundan
kaynaklanan iglevsiz ndronal hiicreler ile nitelenen bir patolojisi olan hiicrelerin veya
dokunun tedavi edilmesine yonelik bir usulde kullamim i¢in bir bilesiktir. Usul, bu bulusun

bir bilesiginin etkili bir miktarinin hastaya verilmesini icerir,

5  Bagka bir diizenleme, asirt demir birikimi olan noronal hiicrelere sahip bir hastay: tedavi
etmeye vonelik bir usulde kullanim i¢in bir bilesiktir. Usul, bu bulusun bir bilesiginin etkili

bir miktarinin hastaya verilmesini icerir.

Yukarida belirtilen usullerde hasta, bir cocuk (6rnegin 10 ila 15 yasinda) veya bir yetiskin

olabilir.

10 G veya H formiillii bir bilesik, asagidaki gibi hazirlanabilir:
(a) pantotenik asidin her iki hidroksil grubunun korunmast;
(b) korunmus pantotenik asidin asit molekiil par¢asinin, asagidaki formiile sahip bir

bilesigi olusturmak iizere esterlestirilmesi:

. e . o . ~ T, -

IR

DRy
15 burada her Pg, bagimsiz olarak bir koruyucu grubu belirtir ve R", G veya H formiiliine
iliskin olarak yukaridaki gibi tanimlanmisgtir;
(c) hidroksil gruplarinin korumasinin kaldirilmasi;

(d) korumasi kaldirilan bilesigin, asagidaki formiile sahip bir bilesikle fosforlanmasi:

T
RO rR—Q
N7\
H L
0]
20 burada L, bir ayrilan gruptur (6rnegin, kloro gibi halojen) ve R ve R', G veya H

formiiliine iligkin olarak yukaridaki gibi tammlanmustir ve

(e) istege bagh olarak, (d) asamasinda olusan bilesigin bir tuzunun olusturulmasi.

G veya H formiillii bir bilesik, asagidaki gibi de hazirlanabilir:
(a) pantotenik asidin, asagidaki formiile sahip bir bilesigi olusturmak lizere, R"OH

25 formilli bir alkolle esterlestirilmesi:
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burada R", G veya H formiiliine iligskin olarak yukaridaki gibi tanimlanmistur;

(b) esterlestirilmig bilesigin, asagidaki formiile sahip bir bilesikle forforlanmast:
WH\ - @

5 burada L, bir ayrilan gruptur (rnegin, halojen) ve R ve R', G veya H formiiliibe
iliskin olarak yukaridaki gibi tanimlanmistir ve
(c) istege bagli olarak, (b) asamasinda olusan bilesigin bir tuzunun olusturulmasi.
Asama (a)'daki esterifikasyon, pantotenik asidin Fischer esterifikasyon kosullarina tabi

tutulmasi vasitasiyla gergeklestirilebilir.

10 Sekillere Yonelik Ozet Aciklama

Sekil 1, Omek 2, 5, 7 ve 12'nin bilesikleri ile tedavinin ardindan, insan HEK 293T
hiicrelerinde, kiitle spektrometrisi vasitasiyla dlgiilen asetil CoA seviyelerini gdsteren

bir gubuk grafiktir.

Sekil 2, tedavi gdrmemis Pank'"” farelerde (WT), tedavi gérmemis Pank'” inaktive

15 edilmis farelerde (pank1KO) ve PANK inaktive edilmis farelerde, Ornek 2'deki bilesik
uygulandiktan sonra (Pank KO + Ornek 2), mBBr CoA seviyelerini gdsteren bir gubuk
grafiktir.

Bulusun Detavh Aciklamasi

Tamimlar
20 Burada kullanildig: sekliyle, bazi 6geler asagidaki tanimlanmis anlamlara sahiptir:

Tarifnamede ve istemlerde kullanildi31 sekliyle, baglam agik¢a baska tiirlii dikte etmedigi
siirece, "bir"in tekili, cogul referanslar1 kapsar. Ornegin, "bir hiicre" terimi, hiicrelerin
karisimlari dahil, birgok hiicreyi kapsar. Benzer sekilde, ilaglarin burada tarif edildigi gibi
hazirlanmasinda tedaviye yonelik "bir bilesigin" kullanimi, baglam agik¢a bagka tiirlii dikte

8
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etmedigi siirece, bu tedavi veya hazirlama i¢in bir veya birden ¢ok bilesigin kullanimini

gerektirir,

Burada kullamldig: sekliyle, "igeren" teriminin, bilesimlerin ve usullerin, atifta bulunulan
elemanlar igerdigi, ancak baskalarini diglamadigi anlamin belirtmesi amaglamistir
Dolayisiyla, esasen burada tanimlanan elemanlardan olusan bir bilesim, ayirma ve
saflastirma usuliinden iz kontaminantlari ve fosfat tamponlu tuzlu su ¢ozeltisi, koruyucu
maddeler gibi farmasotik olarak uygun tasityict maddeleri dislamayacaktir. "Olusan" terimi,
bulusun bilesimini uygulamak icin, diger bilesenlerin iz elementlerinden ve 6nemli usul
asamalarindan fazlasinin hari¢ tutulmasi anlamina gelir. Gegig terimlerinden her biri

tarafindan tanimlanan diizenlemeler, bu bulusun kapsami i¢indedir.

"Alkil" terimi, sadece karbon ve hidrojen atomlarindan olusan, doymamuislik igermeyen bir
diiz veya dallanmis hidrokarbon zincir radikaline atifta bulunur. Farkh sekilde
belirtilmedigi siirece "alkil" terimi, bir 1la sekiz karbon atomuna (6rnegin, bir ila alt1
karbon atomuna veya bir ila dort karbon atomuna) sahip olan ve molekiiliin geri kalanina
tek bir bag ile bagli olan bir gruba atifta bulunur. Alkil gruplarinin &rnekleri, metil, etil, n-

propil, i-propil, n-biitil, t-biitil, s-biitil, n-pentil ve s-pentili igerir.

"Alkenil” terimi, bir karbon-karbon ¢ift bagini iceren ve linger veya dallanmis bir zincir
olabilen bir alifatik hidrokarbon grubuna atifta bulunur. Farkli sekilde belirtilmedigi siirece
"alkenil" terimi, 2 ila yaklasik 10 karbon atomuna sahip bir gruba, drnegin etenil, 1-
propenil, 2-propenil (alil), iso-propenil, 2-metil-1-propenil, 1- biitenil ve 2-biitenile atifta

bulunur.

"Alkinil" terimi, en az bir karbon-karbon {i¢lii bagina sahip bir diiz veya dallanmis zincir
hidrokarbil radikaline atifta bulunur, Farkl sekilde belirtilmedigi siirece "alkinil" terimi, 2
ila yaklasik 12 arasinda karbon atomuna (6rnegin, 2 ila 10 karbon atomuna) sahip bir

gruba, drnegin etinil, propinil ve biitinile atifta bulunur.

"Sikloalkil", siklopropil, siklobiitil, siklopentil ve sikloheksil gibi yaklasik 3 ila yaklagik 12
karbon atomuna sahip aromatik olmayan, mono veya multisiklik bir halka sistemini

belirtir.

"Sikloalkilalkil" terimi, bir alkil grubuna dogrudan bagh yaklagik 3'ten 8'e kadar olan

aralikta karbon atomu igeren radikali iceren bir siklik halkaya atifta bulunur; alkil grubu
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ana vapiya, alkil grubundaki herhangi bir karbonda baglanir; bunun sonucunda,

siklopropilmetil, siklobiitiletil ve siklopentiletil gibi stabil bir yap1 olusur,

"Aril" terimi, fenil, naftil, tetrahidronaftil, indanil ve bifenil gibi, 6 ila 20 arasinda karbon

atomuna sahip bir mono- veya multi-siklik aromatik radikale atifta bulunur.

"Arilalkil" terimi, yukarida tamimlanan gibi bir alkil grubuna dogrudan bagli, yukarida

tanimlanan gibi bir aril grubuna atifta bulunur; érnegin -CH2CsHs, ve -C;HsCsHs.

"Heterosiklil" terimi, karbon atomlarindan ve azot, fosfor, oksijen ve kiikiirtten segilen en
az bir heteroatomdan olugan aromatik olmayan 3 ila 15 elemanli bir halka radikale atifta
bulunur. Heterosiklik halka radikali, kaynasmis, kopriilii veya spiro halka sistemlerini
igerebilen bir mono-, bi-, tri- veya tatrasiklik halka sistemi olabilir ve heterosiklik halka
radikalindeki azot, fosfor, karbon, oksijen veya kiikiirt atomlari, istege bagh olarak farkh
oksidasyon durumlarina oksitlenebilir. Buna ek olarak, azot atomu istege bagl olarak

kuaternize edilebilir.

"Heterosiklilalkil" terimi, yukarida tanimlanan gibi bir alkil grubuna dogrudan bagl,

yukarida tanimlanan gibi bir heterosiklil grubuna atifia bulunur.

"Heteroaril" terimi, halka atomlart olarak N, O ve S'den sec¢ilen bir veya birden fazla
heteroatoma sahip, istege bagh olarak siibstitiic edilmis 5-14 elemanh bir aromatik halkaya
atifta bulunur. Heteroaril, bir mono-, bi- veya trisiklik halka sistemi olabilir. Bu gibi
hetercaril halka radikallerinin érnekleri, oksazolil, tiazolil imidazolil, pirolil, furanil,
piridinil, pirimidinil, pirazinil, benzofuranil, indolil, benzotiazolil, benzoksazolil,

karbazolil, kinolil ve izokinolili ierir.

"Heteroarilalkil" terimi, yukarida tanimlanan gibi bir alkil grubuna dogrudan bagli,
yukarida tanimlanan gibi bir aril grubuna atifia bulunur; 6rnegin -CH>CcHaN ve -

CaHsCsHaN,
"Halojen" terimi, F, C1, Br ve I'yi igerir.

"Amino asit yan zinciri" terimi, H;N-CH(R)-COOH formiillii bir alfa amino asidin yan
zincirine (R) atifta bulunur. Ornegin, metilin yan zinciri alanindir, glisinin yan zinciri
hidrojendir, valinin yan zinciri izo-propildir ve triptofanin yan zinciri (1/-indol-3-
il)metildir. Bu bulusun bilesiklerindeki uygun amino asit yan zincirleri, proteinojenik
amino asitler dahil, dogal amino asitlerin yan zincirlerini kapsar. Dogal amino asitlerin

sinirlayici olamayan 6rnekleri, standart amino asitleri veya proteinojenik amino asitleri
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icerir; bunlar alanin, arginin, asparagin, aspartik asit, sistein, glutamik asit, glutamin,
glisin, histidin, izolosin, 16sin, lisin, metiyonin, fenilalanin, prolin, pirolisin, selenosistein,

serin, treonin, triptofan, tirosin ve valini igerir.

"Siibstitiie edilmis" terimi, farkli sekilde belirtilmedigi siirece, asagidaki stbstitlientlerden
herhangi biri veya herhangi bir kombinasyonu ile siibstitiisyona atifta bulunur: hidrojen,
hidroksi, halojen, karboksil, siyano, nitro, okso (=0), tio (=S), alkil, alkoksi, alkenil,
alkinil, aril, arilalkil, sikloalkil, sikloalkenil, aril, heterosiklil, heteroaril, -COORY, -
C(O)R", -C(S)RY, -C(O)NR*R’, - C(O)ONR*R’, -NR'R?, -NR*CONR'R?, -N(R*)SOR’, -
N(R¥)SO,RY, -(=N-N(R¥RY), -NR* C(O)ORY, -NR*RY, -NR*C(O)R’-, -NR*C(S)R" -
NR*C(S)NR’R”, -SONR*R’-, -SO, NR*R’-, - OR*, -OR*C(O)NR*R’, -OR*C(O)OR’-, -
OC(O)R", -OC(O)NR'R?, - R'NR’C(O)R", -R'OR’, - R*C(0O)OR’, -RC(O)NR’R”, -
R*C(O)R”, -R*OC(O)R?, -SR", -SOR", -SO:R", ve -ONO»; burada yukaridaki gruplardan
herhangi birindeki R*, R* ve R”, hidrojen atomu, alkil, alkoksi, alkenil, alkinil, aril,
arilalkil, sikloalkil, sikloalkenil, amino, aril, heteroaril, heterosiklil olabilir veya R*, R” ve
R*den herhangi ikisi, istege bagh olarak ayni veya farkli olabilen ve O, NH veya S'den
secilen heteroatomlar igerebilen, doymus veya doymamis 3-10 elemanli bir halkay1
olusturmak uzere birlestirilebilir. Bir diizenlemede, siibstitiie edilmis terimi, bir veya

birden ¢ok halojen (&rnegin, flor) ile siibstitiisyona atifta bulunur.

"Hasta" terimi, bir evcil hayvan (6rnegin, bir kopek veya bir kedi) veya insan gibi bir

memeliye atifta bulunur. Tercihen, hasta bir insandir.

"Etkili miktar" ifadesi, bir siijeye veya hastaya bir hastalig1 tedavi etmek i¢in

uygulandiginda, hastaligin bu tedavisini etkilemeye yetecek miktara atifta bulunur.

"Tedavi" veya "tedavi etme"”, (1) bir hastaligin patolojisine veya semptomatolojisine maruz
kalan bir siijjede veya hastada, hastalifin engellenmesini (6rnegin, patolojinin ve/veya
semptomatolojinin daha da gelismesinin durdurulmasini), (2} bir hastaligin patolojisine
veya semptomatolojisine maruz kalan bir siijede veya hastada, hastaligin iyiye gitmesini
(6rnegin, patolojinin ve/veya semptomatolojinin gerilemesini) (3) bir hastaligin
patolojisine veya semptomatolojisine maruz kalan bir siijede veya hastada, hastalikta

oleiilebilir herhangi bir azalmanin gergeklesmesini igerir.
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Farmas6tik Formiilasyonlar ve Uygulama Yollart

Bu bulusun bilesikleri, agizdan ve enjeksiyon vasitasiyla (drnegin deri altindan, intraventz

ve intraperitoneal olarak) dahil, cesitli yollarla verilebilir.

Bilesikler agizdan, bir kat1 veya sivi dozaj formunda verilebilir. Her ikisinde bilesik, onu
etkisiz hale getirebilecek asitlerin etkisinden ve baska dogal kosullardan korumak igin bir
malzeme ile kaplanabilir. Bilesikler, sulu ¢ézeltiler, sivi dagilimlar, (hazmedilebilir)
tabletler, agiz i¢i tabletler, troslar, kapsiiller, eliksirler, siispansiyonlar, suruplar ve yassi
haplar olarak formiile edilebilir. Oral dozaj formlari, baglayict maddeler, pargalayici
maddeler, tat verici maddeler, antioksidanlar ve koruyucu maddeler gibi teknikte bilinen
eksipiyanlari igerebilir. S1v1 dozaj formlari, tuzlu su ¢dzeltisi veya bir sulu tampon gibi

seyreltici maddeler igerebilir.

Bilesikler ayrica, enjeksiyon vasitasiyla uygulanabilir. Enjeksiyon i¢in uygun
formiilasyonlar, (suda ¢dziiniir oldugu durumda) steril sulu ¢ozeltileri veya dagilimlari ve
steril enjektabl ¢ozeltilerin veya dagilimlarin aninda hazirlanmasi igin steril tozlar:
icerebilir. Bilesim, steril olabilir ve siringa ile kolayca uygulanabilirligin meveut oldugu
dlgiide akiskan olmalidir. Imalat ve depolama kosullari altinda stabil olabilir ve bakteriler
ve mantarlar gibi mikroorganizmalarin kontamine edici etkisine karsi korunmus olmalidir.
Tastyic1 madde, 6rnegin su, etanol, poliol (6rnegin gliserol, propilen glikol ve sivi
polietilen glkol) ve bunlarin uygun karisimlarmi igeren bir ¢dziicii madde veya dagilim
ortamu olabilir. Dogru akigskanlik, drnegin lesitin gibi bir kaplamanin kullanimi vasitasiyla,
dagilim durumunda gerekli partikiil boyutunun korunmasi vasitasiyla ve yiizey aktif
maddelerin kullanimi vasitasiyla korunabilir. Mikroorganizmalarin etkisinin énlenmesi,
cesitli antibakteriyel ve antifungal maddeler, drnegin parabenler, klorobiitanol, fenol ve
askorbik asit vasitasiyla elde edilebilir. Bir¢ok durumda, bilesime izotonik maddelerin,
ornegin sekerlerin, sodyum kloriiriin veya manitol ve sorbitol gibi polialkollerin dahil
edilmesi tercih edilecektir. Enjektabl bilesimlerin uzatilmis emilisi, bilesime emisi
geciktiren bir maddenin, érnegin aliiminyum monostearatin veya jelatinin dahil edilmesiyle

gergeklestirilebilir.

Steril enjektabl cozeltiler, terapotik bilesigin gerektiginde, yukarida belirtilen bilesenlerden
biri veya bunlarin bir kombinasyonu ile birlikte uygun bir ¢6ziicii madde igine gercken
miktarda katilmasi, ardindan filtrasyonlu sterilizasyon ile hazirlanabilir. Genellikle
dagilimlar, terapétik bilesigin, temel bir dagilim ortamini ve yukarida belirtilen gerekli
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olan bagka bilesenleri igeren bir steril tasiyict maddenin i¢ine katilmasi vasitasiyla
hazirlanir, Steril enjektabl ¢ozeltilerin hazirlanmasina yonelik steril tozlar durumunda
hazirlama usulleri, aktif bilesenin (yani terapétik bilesigin) art1 daha dnceden steril olarak
filtrelenmis ¢dzeltiden istenen ek herhangi bir bilesenin bir tozunu veren vakumlu

kurutmay1 ve dondurarak kurutmayi igerir.

Bir hastaya uygulanan bilesigin ger¢ek dozaj miktari, yas, cinsiyet, viicut agirligi,
hastaligin siddeti, tedavi edilecek hastaligin tipi, 6nceki veya es zamanli terapotik
mildahaleler, hastanin idyopatisi ve uygulama yolu gibi fiziksel ve fizyolojik faktorler
vasitasiyla belirlenebilir. Bu faktorler, teknikte uzman bir kisi tarafindan belirlenebilir.
Uygulamadan sorumlu pratisyen doktor, bilesimdeki aktif bilesenin (bilesenlerin)

konsantrasyonunu ve tekil hasta i¢in uygun dozu {dozlar1) tipik olarak belirleyecektir.

Bir diizenlemede, bir insan hastaya vaklagik 0,01 mg/kg ila yaklasik 100 mg/kg'lik giinlik

dozlar verilmektedir.

Bilesiklerin tek veya birden fazla dozlar diistiniilmiistiir. Birden ¢cok dozun verilmesi igin
istenen zaman araliklar, teknikte siradan uzmanlik sahibi kisi tarafindan sadece rutin
testler kullamlarak belirlenebilir. Ornek olarak, hastalara yaklagik 12 saat ara ile giinliik iki

doz verilebilir, Bazi1 diizenlemelerde, bilesik giinde bir kez verilir,

Bilesikler, bir rutin programa gére verilebilir. Burada kullanildig: sekliyle, rutin program,
onceden belirlenmis bir zaman periyoduna atifta bulunur. Rutin program, énceden
belirlenmis oldugu siirece, ayni olan veya uzunlugu farkli olan zaman periyodlarini
kapsayabilir. Ornegin, rutin program, giinden iki kez, her giin, iki giinde bir, ii¢ giinde bir,
dort giinde bir, bes giinde bir, alt1 giinde bir, haftalik bazda, aylik bazda veya arada kalan
belirlenmis herhangi bir giin veya hafta sayisi bazinda verilmesini igerebilir. Alternatifli
olarak, dnceden belirlenmis rutin program, birinci hafta boyunca giinde iki kez bazinda,
ardindan birkag ay boyunca giinliikk bazda verilmesini igerebilir. Bagka diizenlemelerde
bulus, maddenin (maddelerin} agizdan alinabilmesini ve zamanlamasinin gida alimina
bagimli olmamasini 6ngoriir. Dolayisiyla, 6rnegin madde, hastanin ne zaman yedigini veya

yiyecegini dikkate almadan, her sabah ve/veya her aksam almabilir.

Kombine tedavi

Bilegikler, monoterapi olarak kullanimlarina ek olarak, kombine terapilerde de kullanim

alant bulurlar. Etkili kombine tedavi, her iki maddeyi i¢eren tek bir bilesim veya
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farmakolojik formiilasyonla veya ayni1 anda uygulanan iki farkl bilesim veya
formiilasyonla ger¢eklestirilebilir; burada bir bilesim bu bulusun bir bilesigini ve digeri
ikinci maddeyi (maddeleri) icerir. Alternatifli olarak terapi, dakikalar ila aylar arasmnda

degisen araliklarla, diger madde tedavisinden Once veya sonra uygulanabilir,

Ek madde veya maddeler, bir ndrolojik hastaligi tedavi etmek i¢in yararli herhangi bir
madde veya maddelerden, 6rnegin pantotenat kinaz, 4-fosfopantotenat veya Koenzim A
eksikligini tedavi etmek igin yararli herhangi bir madde veya maddelerden secilebilir. Bir
diizenlemede, ek madde veya maddeler, biligsel fonksiyonun gelistirilmesinde yararhdur:
ornek olarak, fizostigmin, neostigmin, piridostigmin, ambenonyum, demarkaryum,
rivastigmin, galantamin, donezepil ve bunlarin kombinasyonlar1 gibi bir asetilkolinesteraz
inhibitorii sayilabilir. Bagka bir diizenlemede, ek madde veya maddeler, deferipron,
deferoksamin, deferasiroks gibi bir demir selatlastirici madde ve bunlarin

kombinasyonlaridir.

Fosfopantotenat Tiirevlerinin Sentezi

Bu bulusun bilesikleri, kolaylkla elde edilebilen pantotenik asitten (vitamin B5)
hazirlanabilir. Pantotenik asidin sentezi, érmegin 2,676,976 ve 2,870,188 sayili ABD

Patentlerinde a¢iklanmstir,

G formiillii bilesik asagidaki sekilde hazirlanabilir: (a) pantotenik asidin her iki hidroksil
grubunun korunmasi; (b) korunmus pantotenik asidin asit molekil parcasinin, asagidaki

formiile sahip bir bilesigi olusturmak tizere esterlestirilmesi:

IER I \,, . L

bt P N N e

burada Pg, bagimsiz olarak bir koruyucu grubu belirtir ve R", G formiiliine iliskin olarak
vukaridaki gibi tanimlanmustir; (¢) hidroksil gruplarinin korumasinin kaldirilmasy; (d)

korumasi kaldirilan bilesigin, asagidaki formiile sahip bir bilesikle fosforlanmasi:
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burada L, bir ayrilan gruptur (érnegin, halojen) ve R ve R', G formiiliine iligkin olarak
yukaridaki gibi tanmimlanmustir ve (e) istege bagl olarak, {(d) asamasinda olusan bilesigin

bir tuzumun olusturulmasi. Bu reaksiyon semasi agagida gdsterilmistir (burada L, CI'dir):
o~y

XY Y Q\%_‘} Ty ey

4-

Koruma agamasi (a), pantotenik asit, uygun asetali vermek lizere benzaldehit ve ¢inko

(Not: son asamadaki R' hidrojen olabilir)

kloriirle islenerek gergeklestirilebilir (T. W. Green ve P. G. M. Wuts, Protective Groups in
Organic Synthesis, Wiley-Interscience, New York, 1999, 217-224, 716-719). Pantotenik
asit ayrica, uygun asidi vermek {izere aseton ve toliien siilfonik asitle iglem gérmesi
vasitasiyla korunabilir (M. Carmack ve C. J. Kelley, "Synthesis of optically active
Cleland's reagent [(-)-1,4-dithio-L-threitol]", J. Org. Chem., 1968, 33, 2171-2173). Baska
bir érnekte, pantotenik asit, di-O-benzillenmis pantotenik asidi vermek iizere sodyum

hidriirle, ardindan benzil bromiirle islem goriir (T. W. Green ve digerleri, supra).

Hidroksil gruplarinin korumasmin kaldirilmasindan sonra, bir esterin (R") olusmasi,
ornegin, korumasi kaldirilan pantotenik asidin, uygun bir alkol ve
disikloheksildikarbodimid (DCC) veya dietilazodikarboksilat (DEAD) ve trifenilfosfinle
reaksiyona girmesi vasitasiyla gerceklestirilebilir (bir Mitsunobu reaksiyonu). Alternatifli
olarak, korunmus pantotenik asit, (6rnegin, tiyonil kloriir veya oksalil klorlirle) uygun asit

kloriire déniistiirlilebilir, ardindan uygun alkolle islem gorebilir.

Korumanin kaldirilmasi, T. W. Green ve digerleri, supra'da agiklanan gibi, teknikte bilinen

herhangi bir usulle gergeklestirilebilir.
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Asama (2) ila (¢)'ye alternatif olarak pantotenik asit, R"OH formiillii bir alkolle, 6rnegin
pantotenik asit Fischer esterifikasyon kosullarina (yani, alkol fazlas1 ve geriye akis altinda

katalitik asit) tabi tutularak esterlestirilebilir.

Asama (c)'de olusan bilesigin birincil hidroksil grubu, segici sckilde fosforlanabilir,
(Bakimiz J. D. Patrone, J. Yao, N. E. Scott, ve G. D. Dotson, "Selective Inhibitors of
Bacterial Phosphopantothenoylcysteine Synthetase"”, J. Am. Chem. Soc., 2009, 131,
16340-16341). D. M. Lehsten, D. N. Baehr, T. J. Lobl, ve A. R. Vaino, "An Improved
Procedure for the Synthesis of Nucleoside Phosphoramidates”, Organic Process Research

& Development, 2002, 6, 819-822'de tarif edilen kosullar, bu reaksiyon igin kullanilabilir.
Bu usul, fosforilasyon reaktif maddesini hazirlamak igin bir usulle birlikte, asagida

gosterilmistir.

\

KY Y

Istege bagl olarak, nihai iiriiniin veya asamalar arasinda, ara iiriinlerden birine kiral

separasyonu uygulanarak, optik olarak saf bir {iriin elde edilebilir.

Alternatif olarak, bu bulusun bilegikleri, B. S. Ross, P. G. Reddy, H.-R. Zhang, S.
Rachakonda, ve M, J. Sofia, "Synthesis of Diastereomerically Pure Nucleotide

Phosphoramidates”, J. Org. Chem., 2011, 76, 8311-8319'de aciklanan yolla hazirlanabilir.
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Bu yolla, bir nihai kiral separasyon asamasi1 uygulanmadan, optik olarak saf bir {irlin elde

edilebilir,
Ornekler

Referans Ornek 1

Etil-3-((2R)-4-((({(S)- 1 -etoksi- 1 -oksopropan-2-il)amino ){ fenoksi) fosforil)oksi)-2-

hidroksi-3,3-dimetilbiitanamido)propanoatin sentezi

L-Alanin etil ester hidrokloriir (0,50 g, 3,25 mmol}, 10 mL CH,Cl;'de slispansiyon haline
getirilmis ve -10°C'ta ve azot atmosferi altinda, fenil fosforodikloridat (0,50 mL,

3,35 mmol) ile islem gormiistiir. Iyi karistirilan karisim daha sonra, N-metilimidazol

(1,0 mL, 12,5 mmol) ile damla damla iglem gérmistiir, 1 saat sonra ve yine -10 °C'ta, 3
mL CH>Cl,'ye etil pantotenat (0,70 g, 2.8 mmol) yavas yavas ilave edilmistir. Bu karisimin
oda sicakligina 1sinmasina izin verilmis ve 3 saat sonra, 2 mL metanol ilave edilmistir.
Ekstraksiyon ardisik olarak, 1 M HCI, su, % 5 NaHCOj5 ve tuzlu su ile gerceklestirilmistir.
Organik faz kurutulmus (Na;SOy) ve ¢oziicli madde, 1,11 g berrak, renksiz bir surup
vererek buharlasmistir. Bu malzeme, 30 g silis jeli kullanilarak ve % 5 EtOH iceren 1:1
EtOAc/heksan ile ayristirilarak, ani kolon kromatografisi vasitasiyla saflastirilmistir, Islem,
1,1 g fosforamidat elde edilinceye kadar tekrarlanmistir. HPLC {irtinii, % 97 saflifa sahip,
bir 1:1 dizastereomer karigimi olarak géstermistir. 'H NMR (300 MHz, CDCl5): § 1,08 (s,
3H, CHs), 1,21 (d, 3H, J=2,7 Hz, CH3), 1,27 (m, 6H, CH3), 1,35 (t, 3H, J = 6,9 Hz, CH3),
2,53 (g, 2H, /=4,2 Hz, CHz), 3,50 (m, 2H, CH3), 3,60 (m, 1H, CH), 3,78 (d, /= 7.5 Hz,
CH), 3,9 (m, 2H, CH,), 4,10 (m, 6H, CH), 4,79 (t, 1H, /= 6,5 Hz, CH), 7,15 ve 7,40
(2Ms, 5H, Ph). Beklenen Mol Agirhgi 502,21, Gézlemlenen Mol Agirligi 503,09 [M +
H.

Ornek 2

Metil-3-((2R)-2-hidroksi-4-(({({S)- 1 -metoksi-1-oksopropan-2-il)amino )(fenoks1)
17
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fosforil)oksi)-3,3-dimetilbiitanamido)propanocatin sentezi

L-Alanin metil ester hidrokloriir (1,35 g, 9,65 mmol), diklorometanda (20 mL)
slispansiyon haline getirilmis ve -78 °C'ta argon atmosferi altinda, fenil fosforodikloridat
(1,51 mL, 10,15 mmol) ile islem goérmiistiir. Diizopropiletilamin (2,6 mL, 20,27 mmol),
damla damla ilave edilmistir, Karisim, -78°C'ta 30 dakika boyunca karistirilmug, ardindan 1
saat boyunca oda sicaklifina 1sinmasina izin verilmistir, Karigim, -5°C'a sogutulmus ve
metil pantotenat (1,6 mL, 20,27 mmol), diklorometana damla damla ilave edilmistir. N-
metilimidazol (1,6 mL, 20,27 mmol) ilave edilmis ve 30 dakika boyunca -5°C'ta ve 1 saat
boyunca oda sicakliginda karistirildiktan sonra, 2 mL metanol ilave edilmistir. Karisim,
ardisik olarak su (30 mL), % 5 sitrik asit (30 mL) ve tuzlu su (10 mL) ile yitkanmustir.
Organik faz kurutulmus (Na;SQy4) ve ¢oziicli madde, disiik basing altinda giderilmistir.
Saflagtirma, berrak renksiz bir yag halinde iirlin verecek sekilde, 1:1 EtOAc:heksan
karisim ile elde edilmistir. (1,1 g, % 24 verim). HPLC {iriinii, % 97 satliga sahip, bir 1:1
dizastereomer karigimi olarak gdstermistir. 'H NMR (300 MHz, CDCL): 1,11 (s, 3H,
CHs»), 1,27, 1,39 ve 1,40 (2 Ss, 3H, CH3), 1,41 (6rtlisen d, 3H, J = 1,2 Hz, CHCH3), 3,55
(m, 2H, CH»), 3,60 (m, 1H, CH,), 3,63 (m, 1H, CH), 3,66 ve 3,68 (2 Ss, 3H, COCHj;}, 3,70
ve 3,74 (2 Ss, 3H, COCHj5), 3,78 (m, 1H, CH), 4,03 (m, 1H, CH), 4,17 (m, 1H, CH), 7,16
ve 7,35 ve 7,40 (2 Ms, 5H, Ph). Beklenen Mol Agirlig1 474,18, Gozlemlenen Mol Agirhig
475,03 [M+H"].

Reterans Omek 3-14

Asapdaki tabloda gosterilen bilesikler, uygun baslangi¢ malzemeleri kullamlarak,

Referans Ornek 1 ve 2'de belirtilen sentetik prosediirlere gére hazirlanmustir.
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Referans R R’ R" izole Safik | Beklenen | Gozlemlenen
Ornek (Amino Edilen (%) Mol. Mol Agirhi
asit) Kiitle (2) Agirhg [M+H]
3 Me (L- n-Bu n-Bu 0.34 91 558,27 559,24
Ala)
4 Me (L- Bn Et 1,87 97 564,22 565,07
Ala)
5 Me (L- Et Bn 1,36 97 504,22 565,14
Ala)
6 Me (L- Bn Bn 1,38 98 626,24 627,32
Ala)
7 Me (L- | MeCyPr | MeCyPr 1,77 100 554,24 555,23
Ala)
8 H (Gly) Bn Et 0,44 93 550,21 551,02
9 i-Pr (L- Et Et 0,39 94 530,24 531,14
Val)
10 Melndol Me Me 1,43 95 589,22 590,16
(L-Trp}
11 Melndol Et Et 0.45 95 617,25 618,21
(L-Trp)
12 Melndol Bn Et 0.47 91 679,27 680,17
(L-Trp)
13 Melndol Et Bn 1,33 95 679,27 680,17
(L-Trp)
14 Melndol Bn Bn 0,13 90 741,28 742,24
(L-Trp)

Ornek 15: /n Vitro Bakteri Testi

SJ16 Escherichia coli'inin, ¢ogalmak icin pantotenik asit ilavesine ihtivag gésteren bir

susudur (yani, pantotenik asit gayri faal olacak sekilde bir mutasyona sahiptir). Dolayisiyla

bu test, bir bilesigin, PKAN"In nedeni olan yetersiz PANK" olan bir organizmay: kurtarip

kurtaramayacaginin belirlenmesinde yararli bir deney islevini gériir. Bu bulusun

bilesikleri, toksisite ve izin veren ve vermeyen kosullar altinda, Escherichia coli K-12
suslar1 SJ16'y1 (bakiniz érnegin, Jackowski ve digerleri, J. Bacteriol., 148, 926-932, 1981)
ve DV70'yi {bakiniz 6rnegin, Vallari ve digerleri, J. Bacteriol., 169, 5795-5800, 1987)

biiylitme kabiliyeti acisindan test edilmistir. Bir ¢coziicli maddedeki (dimetilsiilfoksit,

DMSO) test bilesigi, biiyiime ortamina, 8 pM nihai konsantrasyonda ilave edilmistir.

Bliylime ortamina, kontrol olarak, < % 0,1 uM nihai konsantrasyonda sadece ¢6ziicii

madde (DMSOQ) ilave edilmistir.
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SJ16 susu, agar (% 1,5), M9 minimum dl¢iide gerekli tuzlar (bakiniz, Miller, Experiments
in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York,
1972), glikoz (% 0,4) metiyonin (50 pg/ml) igeren ve kalsiyum pantotenat (1 pM) iceren
(izin veren) ve icermeyen (izin vermeyen) bir kati ortamda 37°C'ta 18 saat boyunca
bitytitiilmiistiir. Kalsiyum pantotenat ilavesiyle bilyiime olmamasi, toksisiteyi gostermistir.
Kalsiyum pantotenat ilavesi olmadan biiyiime, bakterilerin, pantotenat veya -alanin

verecek sekilde, bilesigi metabolize etme kabilivetini gdstermistir.

DV70 susu, agar (% 1,5), M9 minimum ol¢iide gerekli tuzlar, glikoz (% 0,4) metiyonin
(50 ng/ml) ve kalsiyum pantotenat (1 uM) igeren bir kati ortamda 30°C'ta (izin veren) veya
42°C'ta (izin vermeyen) 18 saat boyunca biiyiitiilmiistiir. 30°C'ta biiyiime olmamas,
toksisiteyi gostermistir. 42°C'ta bliylime olmasi, bakterilerin bilesigi metabolize ettigini ve

ardindan koenzim A'ya déniistiirdiigiinii gdstermigtir.

Ornek 2 ve Referans Ornek 5, 7 ve 12'nin bilesikleri i¢in SJ16 toparlanma sonuglari
asagidaki tabloda gosterilmistir. "Evet” sonucu, bakterilerin 18 saat sonra canh olduklarini
belirtir. Ornek 2 ve Referans Ornek 5, 7 ve 12'nin bilesikleri, DV70 susunun toparlanmas

ile sonuglanmamugtir.

Ornek Kullanilan DMSO | SJ16 Toparlanmasi
2 < 10% Evet
5 (Referans) > 50% Evet
7 (Referans) > 60% Evet
12 (Referans) > T10% Evet*

* test bilesigi ¢okelmistir

Ornek 16

Omek 2 ve Referans Ornek 5, 7 ve 12'nin bilesikleri, 8liimsiizlestirilmis insan hiicrelerinde
(HEK 293T) test edilmistir. Ornek 2 ve Referans Omek 5, 7 ve 12'in bilesiklerinin
uygulanmasindan sonra, asetil-CoA miktar1 (PANK"in islem sonrasi sonucu), kiitle

spektrometrisi vasitastyla dlgiilmiistiir. Sonuglar Sekil 1'de gosterilmistir.

Sekil 1'den goriilebilecegi gibi, HEK 293T hiicrelerinin, Ornek 2'nin bilesiginden 200 pM
ile islem gérmesi, asetil CoA'nin referans degeri tizerinde % 42'lik bir artis vermistir (p <
0,0005). HEK 293T hiicrelerinin, Referans Ornek 7nin bilesiginden 20 pM ile islem

gdrmesi, asetil CoA'nin referans degeri iizerinde % 38'lik bir artis vermistir (p < 0,005).
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Ornek 17: fn Vivo Test

Bulusun bilesikleri etkinlik agisindan, yaslan eslesen Pankl ™ (sus 129Sv) x C57BL/6J)
yavrularla kiyaslanan 8-12 hafta yasinda Pankl” farelerde (sug 129SvJ x C57BL/6J
arkaplan} test edilmistir. Her fare, kodlu bir kulak kiinyesi ile tamimlanmis ve testin birinci
giiniinde kodlanmustir. Her bilesik, bes giin boyunca giinde bir kez, 5 pL dimetilsiilfoksit
icinde 1,2 umol/ g viicut agirligi dozunda, intraperitoneal enjeksivon vasitasiyla 4-5 fareye
5 giin boyunca verilmis ve fareler daha sonra gece boyunca a¢ birakilmig, tartilmis ve
otenazi uygulanmistir. Tedavi gdrmeyen fareler, 5 giin boyunca giinde bir kez 5 L
dimetilsiilfoksit almig ve ardindan gece boyunca a¢ birakilarak tartilmig ve 6tenazi
uygulanmistir. Karacigerler her fareden kesilip ¢ikarilmis, alikuotlar sivi azotta soklanarak
dondurulmus ve -80° C'ta depolanmustir. 7 giin iginde karaciger numuneleri buz iizerinde
¢ozdiriilmiis, tartilmis ve asagida aciklandigi gibi, koenzim A i¢in analiz edilmistir.
Etkinlik, islem gérmeyen Pank!™" farelerinin karacigerleri ile kiyaslandiginda, Pankl™”
tarelerin karacigerlerinde Koenzim A seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artigla ve
islem gormeyen Pank!™™" farelerinde Koenzim A seviyelerine kiyasla esdegerlilik

vasitasiyla belirtilmistir.

CoA Olciimleri; Fibroblastlarin ve Karacigerin Ekstraksivonu ve Yiksek Basicli S1vi

Kromatografisinden (HPLC) dnce Koenzim A'nin Tiirevlendirilmesi

Fibroblastlarin veya karacigerin ekstraksiyonu, daha 6nce agiklanan bir usuliin
modifikasyonu ile gergeklestirilmistir (bakiniz, Minkler ve digerleri, Anal. Biochem., 376,
275-276, 2008). Koenzim A'nin tiirevlendirilmesi, daha dnce a¢iklanan bir usuliin
modifikasyonu ile gergeklestirilmistir (bakiniz, Shimada ve digerleri, J. Chromatogr. B
Biomed. Appl., 659, 227-241, 1994).

Karaciger (20-50 mg), 2 mL 1 mM KOH i¢inde homojenlestirilmis ve pH, 0,25 M KOH ile
12'yve ayarlanmistir. Fibroblastlar kiiltiir kabindan kazinmis ve 1 mL suda toplanmis, bu ise
200 pL 0,25 M NaOH'a aktarilmistir. Karaciger homojenati daha sonra, 55°C'ta 2 saat
boyunca inkiibe edilmis ve fibroblast hiicreleri, 55°C'ta 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
pH, | M Trizma-HCl ile pH 8'e ayarlanmis ve 100 mM monobromobimandan (mBBr, Life
Technologies, NY) 10 pL, 2 saat boyunca karanlikta ilave edilmistir. Reaksiyon asetik asit
ile asitlestirilmis ve 15 dakika boyunca 500 g'da santrifiijlenmistir. Siipernatant daha sonra,
I mL % 50 metanol/% 2 asetik asitle dengelenen, bir 2-(2-piridiljetil kolonuna (Supelco)
ilave edilmistir. Kolon, 2 x 1 mL % 50 metanol/% 2 asetik asit ve 1 mL su ile yikanmistir.
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Numuneler, % 95 etanolde 2 x | mL 50 mM amonyum formatla ayristirilmistir.
Numuneler, nitrojen altinda buharlastirilmis ve 300 pl. suda yeniden siispansiyon haline
getirilmistir. Ornekler, HPLC'den 6nce herhangi bir ¢okeltici maddeyi gidermek igin, bir
Spin-X Santrifiij Boru Filtrede (0,22 pm Sclilloz Asetat, Costar) dondiriilmiistiir,

Koenzim A Miktarimin HPLC ile Belirlenmesi

Koenzim A'nin mBBr tlirevi, Phenomenex (Torrance, CA) {irtint bir Gemini C;g 3 um
kolon (150 x 4,60 mm) kullanilarak, ters faz HPLC vasitasiyla ayrilmistir. Kullanilan
kromatografi sistemi, bir UV/Vis dedektdrli bir Waters €2695 separasyon modiiliidiir ve
Empower 3 yazilimi vasitasiyla kumanda edilmektedir. Coziici madde A, 50 mM
potasyum fosfat pH 4,6'dir ve ¢oziicii madde B, % 100 asetonitrildir. 20 pL numune kolona
enjekte edilmistir ve debi 0,5 mL/dakikadw. HPLC program asagidaki gibidir:

% 90 A/% 10 B ¢dziicl madde karisimi ile baglanmasi; 0'dan 2 dakikaya kadar % 10 B ile
1zokratik, 2'den ve 9 dakikaya kadar % 10 B'den % 25 B'ye lineer gradyent, 9'dan 23
dakikaya kadar % 25 B'den % 40 B'ye i¢biikey gradyent, 23'ten 25 dakikaya kadar

% 40'tan % 10'a lineer gradyent ve 25'ten 30 dakikaya kadar % 10 B ile izokratik.
Dedektor, X393 nm'ye ayarlanmistir. mBBr'den tiirevine déntisen Koenzim A pikinin
altindaki alanm integrali ahnms ve ticari Koenzim A'dan hazirlanan mBBr-Koenzim A

standart konsantrasyon egrisi ile kiyvaslanmustir.

Sekil 2, PANK inaktive edilmis farelerde, Ornek 2'deki bilesik uygulandiktan sonra mBBr
CoA seviyelerini gostermektedir. Sekil 2'den goriilebilecegi gibi, Ornek 2'nin bilesigi, CoA
seviyelerini normal farelerde goriilen sevivelere geri dondiirmiistiir. Bu, agagidaki tabloda

da goriilmektedir.

pmol mBBR-CoA / mg Karaciger
Ortalama SEM n
AGIRLIK 522.545 | 18.279 4
pank 1 KO 339.560 11.496 5
pank | KO + Ornek 2 563.358 | 44.959 5
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