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OZET
OZGUN HUCRE GEGIRGEN SUKSINAT BILESIKLERI

Mevcut bulug 6zgun hucre gegirgen suksinatlar ve mitokondride ATP Uretimini arttirma

amach hlcre gegirgen suksinat dnculleri saglar.
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ISTEMLER
1. Mevcut bulusa gore bir bilesik, Formul I'e gore
g
A)'L Z° B

veya bunun farmasétik olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, 6zellidi; icerisinde A ve B
arasindaki noktali bagin bir kapali halka yapisi olusturmak Gzere istege bagh bir bagi

belirtmesi ve icerisinde
Z ifadesinin -CH2-CH2- veya >CH{CHz3) arasindan segilmesi,
A ifadesinin -SR, -OR ve NHR arasindan segilmesi, ve R ifadesinin asagdidaki gibi

olmasi:

O

R1)LNH

XSML XGM
Ras Ris

R eva

B ifadesinin -O-R', -NHR", -SR," veya -OH arasindan secilmesi; ve R' ifadesinin

asagidaki formdil Il ila IX arasindan secilmesi:
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Rf

joL\%
Rh (IX)

R’, R" ve R™ ifadelerinin bagimsiz olarak farkli veya 6zdes olmasi ve asagidaki Formiil

IV-VIII arasindan sec¢ilmesi:

o 0
R1)J\NH X?)LX

oA AN

™ RHR% (VI ’ R1.@‘1)4

veya

R R”sz

R(;.’N\[%x’
O (VI

R1 ve Rj ifadelerinin bagimsiz olarak farkli veya ayni olmasi ve H, Me, Et, propil, i-propil,
bitil, iso-bitil, t-batil, O-asil, O-alkil, N-asil, N-alkil, X-asil, CH2X-alkil, CH2X-asil, F,
CH2COOH, CH2COqalkil arasindan segilmesi,

X ifadesinin O, NH, NRg, S arasindan segilmesi,

10 R:ifadesinin Me, Et, propil, i-propil, butil, iso-butil, t-butil, C{(O)CHs, C(O)CH2C(O)CHs,
C(O)CH2CH(OH)CH3 arasindan segilmesi,

p ifadesinin bir tamsayl olmasi ve 1 veya 2 olmasi
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Rs ifadesinin H, Me, Et, propil, i-propil, butil, iso-butil, t-bltil, asetil, asil, propiyonil,

benzoil veya formul Il veya formul VIl arasindan segilmesi

Xs ifadesinin -H, Me, Et, propil, i-propil, bitil, iso-bitil, t-bitil, -COOH, - C(=0)XRs,

CONR1R3 arasindan segilmesi veya asagidaki formule gore olmasi:

H
-N, 0

N O O
[ ,IN N\
‘-“L)\N ’ ‘_LLL)LE’S\R‘

X7 ifadesinin R4, -NR1R3 arasindan segilmesi,
Ro ifadesinin H, Me, Et veya O.CCH2CH>-COXRs arasindan sec¢ilmesi
R0 ifadesinin Oasil, NHalkil, NHasil, veya O2CCH2CH2COXsRg arasindan segilmesi

Xs ifadesinin O, NRs, NRsRs arasindan secilmesi, icerisinde Rs ve Rgifadelerinin
bagimsiz olarak farkh veya ayni olmasi ve H, alkil, Me, Et, propil, i-propil, butil, iso-butil,
t-bdtil, asetil, asil, propiyonil, benzoil arasindan segilmesi veya formdl Il veya formdil

Vlil'e gore olmasi,

R11 ve Ry ifadelerinin bagimsiz olarak farkh veya ayni olmasi ve H, Me, Et, propil, i-
propil, bitil, iso-butil, t-biitil, asetil, propiyonil, benzoil, -CH2X-alkil, - CH2X-asil arasindan

secilmesi, burada X ifadesinin O, NRs veya S olmasi,

R: ve Rgqifadelerinin bagimsiz olarak farkl veya ayni olmasi ve CHzX-alkil, CH2X-asil

arasindan segilmesi, burada X = O, NRg veya S olmasi,

R13, Ris ve Rys ifadelerinin bagimsiz olarak farkli veya ayni olmasi ve H, Me, Et, propil,
i-propil, batil, iso-batil, t-batil, -COOH, O-asil, O-alkil, N-asil, N-alkil, X-asil, CH2X-alkil

arasindan segilmesi;

R13 ve Ria veya Riz ve Ris Uzerindeki ornatiklarin kopri olusturarak bir halkal sistem

olusturmasi,

Rr, Rq ve Ry ifadelerinin bagimsiz olarak farkh veya ayni olmasi ve X-asil, - CH2X-alkil, -

CH2X-asil ve Rg arasindan secilmesi,

alkilin Me, Et, propil, i-propil, batil, iso-bdtil, t-batil arasindan segilmesi,
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asilin formil, asetil, propiyonil, isopropiyonil, bdtiril, tert-bdtiril, pentanocil, benzoil

arasindan segilmesi,
asil ve/veya alkilin istege bagh olarak ornatiimis olabilmesi, ve

A ve B arasinda noktall bag mevcut oldugunda, formdl I'e gore bilesik asadidaki gibi

olup:

0 S\er.lo
~

o Ri

icerisinde X4 ifadesinin -COOH, -C{=0)XRs arasindan sec¢ilmesi,

H
-N
N O oo
| LN N
‘ RN
H)\N | “LLL)LQ Ry

bilesigin asagidakilerden biri olmamasi kosulu bulunmasidir:

O 0
H C
veya
NHAc 0 NH, Q
HO S
HO\H)\/S\'_(\)"\OH WH\/ NOH
O O
© © veya
2. Istem 1'e gore, Formiil 1A'ya uygun bir bilesik
o 0O

ENPN

A7 B(|A)
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veya bunun farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, dzelligi; icerisinde
Z ifadesinin -CH2-CH3- olmasi,

A ifadesinin -SR, -OR ve NHR arasindan segilmesi, ve R ifadesinin asagidaki gibi

olmasi:

O *
R1)LNH XT X
X XGM‘L
R1%~(>%L'1 R4 p
R@E},‘ ALY
.veya

B ifadesinin -O-R’, -NHR", -SR," veya -OH arasindan sec¢ilmesi; ve

R', R" ve R" ifadelerinin bagimsiz olarak farkli veya ¢0zdes olmasi ve asagidaki

formdllerden biri arasindan secilmesi:

gy i
Ry “NH X7 X
g7 A
15 R/
R11RRs (vl " R,
veya

R1 ve Rs ifadelerinin bagimsiz olarak farkh veya 6zdes olmasi ve H, Me, Et, propil, O-

Me, O-Et, O-propil arasindan secilmesi,

X ifadesinin O, NH, S arasindan secilmesi,

p ifadesinin bir tamsay! olmasi ve 1 olmasi,

Rs ifadesinin H, Me, Et arasindan secilmesi,

Xs ifadesinin -H, Me, Et, -COOH, -C(=0)XRs, CONR4R3 arasindan sec¢ilmesi
X7 ifadesinin R4, -NR1R3 arasindan secilmesi,

R13, R14 ve Ris ifadelerinin bagimsiz olarak farkli veya ayni olmasi ve H, Me, Et, propil,
i-propil, butil, iso-butil, t-batil, -COOH, O-asil, O-alkil, N-asil, N-alkil, X-asil, CH2X-alkil

arasindan secilmesi; igerisinde alkil ve asilin yukarida tanimlandigi gibi olmasidir.
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3. istem 1 veya 2'ye gére, Formiil |1A'ya uygun bir bilesik

o O

JO A

K727 7B (1A)

veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, 6zelligi; icerisinde
Z ifadesinin -CH»>-CHa2- olmasi,

5 A ifadesinin -SR, -OR ve NHR arasindan sec¢ilmesi, ve R ifadesinin asadidaki gibi

olmasi:

R; NH
Xs
AN RM
' R1RF1)4 RiR%4

.veya
B ifadesinin -O-R’, -NHR", -SR," veya -OH arasindan secilmesi; ve

R', R" ve R" ifadelerinin bagimsiz olarak farkl veya ozdes olmasi ve asagidaki

10  formullerden biri arasindan secilmesi:

O

R1)LNH X?)LX
Xs
éff?t(?()}" ngk

R19RY (v
' _veya

R1 ve Rs ifadelerinin bagimsiz olarak farkl veya 6zdes olmasi ve H, Me, Et, propil, O-

Me, O-Et, O-propil arasindan segilmesi,

X ifadesinin O, NH, S arasindan secilmesi,
15 p ifadesinin bir tamsay! olmasi ve 1 olmasi,

Re ifadesinin H, Me, Et arasindan sec¢ilmesi,

Xs ifadesinin -H, Me, Et, -COCH, -C(=0)ORs, CONRR3 arasindan segcilmesi,
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X7 ifadesinin R4, -NR1R3 arasindan segilmesi,

R13, R14 ve Rys ifadelerinin badimsiz olarak farkh veya ayni olmasi ve H, Me, Et, -COOH

arasindan segilmesidir.

4, Yukaridaki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, dzellidi; icerisinde Z
ifadesinin -CH2CH>- ve A ifadesinin -SR olmasidir.

5. Yukarndaki istemlerden herhangi birine gore bir bilegik olup, 6zelligi; icerisinde Z
ifadesinin -CH2CHz-, A ifadesinin -SR ve B ifadesinin OH veya SR™ olmasidir.

6. Yukaridaki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, 6zelligi; icerisinde Z
ifadesinin -CH2CHa-, A ifadesinin -SR, B ifadesinin OH veya SR"™ olmasi, burada R™

ifadesinin asagidaki gibi olmasidir:

0

PN

Ry 'NH
Xs Pe
Ris
13R%4
7. Yukandaki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, 6zelligi; icerisinde Z

ifadesinin -CH>CHa2- ve A ifadesinin SR ve B ifadesinin OH olmasidir.

8. istem 1 ila 3'ten herhangi birine gdre bir bilesik olup, dzelligi; icerisinde Z
ifadesinin -CH2CHz-, A ifadesinin NR, B ifadesinin OH ve R ifadesinin asagidaki gibi

olmasi:

ve X ifadesinin S olmasidir.

9. Yukaridaki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, 6zelligi; icerisinde R

ve/veya R" ifadesinin agsagidaki gibi olmasi:
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O
)LNH

X5 .
Ris
R1f‘]R‘l4

R,

ve p=1 ve Xs ifadesinin -H olmasi, formul VII'nin asadidaki gibi olmasidir:

O

N

Ry TNH

R4 /S(%LL

2 p
RisRa (v

10. Istem 1 ila 8'den herhangi birine gore bir bilesik olup, 6zelligi; icerisinde R

5 vel/veya R" ifadesinin asagidaki gibi olmasi:

O

N

Ry NH
X o,
Ris
13RY4

ve p=1 ve Xs ifadesinin COXRs olmasi, formul VII'nin asagidaki gibi olmasidir;

@)
Rl)(J)\NH
Rﬁ_xwﬁk
Ris P
Ri3RYa (vl
11. Istem 1 ila 8'den herhangi birine gére bir bilesik olup, &zelligi; icerisinde R

10  ve/veya R"™ ifadesinin asagidaki gibi olmasi:
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O

A

Ry NH
Xs LY

Ris D
RiaRia (v

ve p=1 ve Xs ifadesinin CONR1R3 olmasi, formul VII'nin asagdidaki gibi olmasidir:

A

Ry G NH
R4+—N “LLL
AL p
3 RysRYa (Vi)

12.  Yukarndaki istemlerden herhangi birine gore bir bilesik olup, &zelligi; icerisinde

bilesigin asagidakilerin arasindan seg¢ilmesidir;

O

0] HNJK/
g -

Mo

0

O

N o) (0] @]
OH
\)J\ﬁ/\/SNOH )Lu/\/SY\)LOH
0]

0 L8]
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0 o) 0 0 o) I,H
\KLE/\/S I OH %E*SW\OH HONS \g/

OMeO * O CO,HD
0 o} 0
)LN SNOH /LLN/\(S OH )LN > OH
60 O H  omeo H O NH O
T °
0 @ 0
).LN SNOH )LE/YSNOH )j\u/\[/SNOH
H N_ O

13. Istem 1 ila 12'den herhangi birine goére bir bilesik olup, ézelligi; tip alaninda

kullamma yonelik olmasidir.

14.  [stem 1 ila 12'den herhangi birine gore bir bilesik olup, dzelligi; kozmetik alaninda

kullanima yonelik olmasidir.
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15. Istem 1 ila 12'den herhangi birine gére tamimlanan sekilde Formdil Iin bir
bilesigini ve farmasotik olarak veya kozmetik olarak kabul edilebilir eksipiyanlari i¢eren

bir bilesimdir.



10

15

20

25

TARIFNAME
0ZGUN HUCRE GECIRGEN SUKSINAT BILESIKLERI
Bulugsun Alani

Mevcut bulug 6zgln hucre gegirgen suksinatlar ve mitokondride ATP Uretimini arttirma
amach hiicre gecirgen siksinat énciilleri saglar. Okaryotik hiicrede Uretilen ve kullanilan
ATP'nin buyuk kismi, yuksek enerjili elektronlarin Kreb dongusuyle saglandigi
mitokondriyal oksidatif fosforilasyondan kaynaklanir. Kreb dongisi ara Urdnlerinin
tamami hucre zarindan kolaylikla gegmemekte olup, bunlardan birisi suksinattir. Yeni
hlcre gecirgen slksinatlarin saglanmasi, hlcresel zar Uzerinde gegisi saglamak igin
tasarlanmistir ve boylece hucre gegirgen siksinatlar, mitokondriyal ATP c¢iktisini

arttirmak igin kullanilabilir.

Ayrica mevcut bulug, hicre gegirgen suksinatlar veya suksinat esdegerlerini saglamakta
olup, bunlar hiicre gegirgen olmalarinin ve sitozolde siiksinat salimi yapmalarinin yani
sira suksinat turevlerinin kimyasal veya enzimatik hidrolizinden kaynaklanan hidrolitik

urinler tarafindan organizmaya potansiyel olarak ilave enerji saglayabilir.

Mevcut bulus ayrica, mevcut bulusun tip velveya kozmetik alaninda kullanim igin
gelismis ozelliklere sahip olan bilesiklerinin hazirlanmasina yoénelik metotlar sadlar.
Ozellikle, bulusun bilesikleri, mitokondriye bagli bozukluklarin énlenmesinde veya
tedavisinde, mitokondriyal fonksiyonun muhafaza edilmesinde, mitokondriyal
fonksiyonun gugclendiriimesinde, yani normalden daha fazla ATP Uretilmesinde veya

mitokondriyal solunum sistemindeki kusurlarin dizeltimesinde yararhdir.
Bulusun Arka Plani

Mitokondriler okaryotik hucrede organellerdir. Hucrenin, bir enerji kaynadi olarak
kullanilan adenozin trifosfat (ATP) kaynaginin cogunu dretirler. Bdylece, mitokondri,
Okaryotik hucrelerin hayatta kalmasi ve dogru hucresel fonksiyon amaciyla enerji uretimi
icin vazgecilmezdir. Enerji saglamaya ek olarak, mitokondriler, hlicre sinyallemesi,
hucre farklilasmasi, hucre 6lumu ayni zamanda hucre dongusu ve hucre blyumesinin

kontrolil gibi g¢esitli bagka proseslerde de rol oynar. Ozellikle mitokondriler, hiicre
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apoptozunun kritik dizenleyicileridir ve ayni zamanda nekroz gibi apoptotik olmayan

hiicre 8limunun ¢esitli formlarinda da énemli bir rol oynarlar.

Son yillarda cesitli hastaliklara mitokondriyal katkilan agiklayan birgok makale
vayinlanmistir. Bazi hastaliklar mitokondriyal veya nlkleer genomdaki mutasyonlar
veya silinmelerden kaynaklanabilirken, digerleri mitokondriyal solunum sisteminin primer
veya sekonder bozuklugundan veya mitokondriyal disfonksiyona bagll diger
mekanizmalardan kaynaklanabilir. GUndmdzde mitokondriyal hastaliklar

ivilestirebilecek herhangi bir tedavi mevcut degildir.

Normal bir mitokondriyal fonksiyonun muhafaza edilmesinin veya restore edilmesinin
veya hdcrenin enerji tretiminin (ATP) arttinimasinin kabul edilmis énemi géz éninde
bulunduruldugunda, asagidaki o6zelliklere sahip olan bilesiklerin gelistirimesine ihtiyag
duyulmaktadir: Ana hicrenin hlcre gegirgenlidi, hicre igi siuksinat veya siksinatin bir
onculind serbest birakma yetenedi, ana bilesigin ve salgilanan Grdnlerin dlsUk

toksisitesi ve bir hastaya verilise uygun fizikokimyasal 6zellikler.

Suksinat bilesikleri, diger aktif maddelerin én ilaglar olarak hazirlanmig olup, érnegin
WO 2002/28345 belgesinde, suksinik asit bis (2,2-dimetilpropiyoniloksimetil) ester,
suksinik asit dibutiriloksimetil ester ve suksinik asit bis-(1-butiriloksietil}ester tarif edilir.
Bu bilesikler, formaldehit vermek icin maddeler olarak hazirlanir ve mevcut bilesiklere
farkh tibbi kullanimlar amaglanir. Formaldehit, WO 2002/28345'e ait bilesiklere maruz
kalan hucrelerdeki hem niikleer hem de mitokondriyal DNA icin tespit edilebilen DNA'h

eklenme arunleri olusturabilir. Bu, bilesigin mitokondriye teslimini belgelemektedir.

Onceki teknik bilesikleri arasinda bir dizi poliol siksinati tarif eden W09747584
bulunmaktadir.
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Y OR1
O
O
R2

o)

Burada verilen drnekte, Y ifadesi bir H veya alkil grubudur. Her bir siksinat bilesigi
C(Y)-C(Q) yapisina sahip bir grup ile baglanan ¢ok sayida suksinat pargasi igerir ve her
bir ester asidi bu nedenle bir O-C-C etil grubu biciminde en az iki karbon atomu igeren
bir pargaya dogrudan baglanir. Agiklanan her bir bilesik birden fazla sayida slksinat
pargasi icerir ve suksinat pargasi O-C-X tipi bir par¢a ile korunmamakta olup, burada X

ifadesi bir heteroatomdur.

Cesitli sUksinat ester bilegikleri teknikte bilinmektedir. Dietil silksinat, monometil
suksinat ve dimetil suksinatin, asagida orneklenen analizlerde etkisiz oldugu ve bulugun

kapsaminin disinda kaldigi gosterilmistir.

Ayrica, US 5,871,755 belgesi, oksidatif strese karsl ajanlar olarak ve kozmetik amagli

olarak kullanim igin suksinamidlerin dehidroalanin tirevleri ile ilgilidir.
Bulusun Acgiklamasi

Mevcut bulusa gore bir bilesik Form(l I'de verilmis

veya bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, 6zelligi; icerisinde A ve B
arasindaki noktali bagin bir kapali halka yapisi olusturmak Uzere istege bagh bir bag

belirtmesi ve igerisinde
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Z ifadesinin -CH2-CH»- veya >CH(CH3) arasindan secilmesi,

A ifadesinin -SR, -OR ve NHR arasindan seg¢ilmesi, ve R ifadesinin asadidaki gibi

olmasi:

i 1
R1)LNH X7 X
AN AN
R 15
R RiRY4

M4
veya

B ifadesinin -O-R', -NHR", -SR,™ veya -OH arasindan secilmesi; ve R’ ifadesinin

asagidaki formal Il ila IX arasindan secilmesi:

O R,
A

3 ()

9 Ry Ry
0 (V)

Rf

Rg~}-—-§
RN (IX)

R', R" ve R"™ ifadelerinin badimsiz olarak farkli veya 6zdes olmasi ve asagidaki Formul

IV-VIIl arasindan segilmesi:

Xq#&)}& XF)M"L

Ris Ras

R1sR%: (v R1RPs
veya
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R1 ve Rz ifadelerinin bagimsiz olarak farkl veya ayni olmasi ve H, Me, Et, propil, i-propil,
batil, iso-butil, t-butil, O-asil, O-alkil, N-asil, N-alkil, X-asil, CHzX-alkil, CH2X-asil, F,
CH2COOH, CH2COqalkil arasindan secilmesi,

X ifadesinin O, NH, NRs, S arasindan secilmesi,
R2 ifadesinin Me, Et, propil, i-propil, bitil, iso-b(til, t-bitil, C{O)CHz, C(O)CH2C(O)CHs,
C(O)CH2CH(OH)CHj3 arasindan segilmesi,

p ifadesinin bir tamsayl olmasi ve 1 veya 2 olmasi

Rs ifadesinin H, Me, Et, propil, i-propil, bitil, iso-butil, t-bitil, asetil, asil, propiyonil,
benzoil veya formul |l veya formul VIII arasindan segilmesi

Xs ifadesinin -H, Me, Et, propil, i-propil, butil, iso-butil, t-butil, -COOH, - C(=0)XRs,

CONR1R3; arasindan segilmesi veya asagidaki formule gore olmasi:

H
-N
N7 O 0 0
| N N
E/LN ‘x)J\N’S‘R,

H
X7 ifadesinin R1, -NR1R3 arasindan segilmesi,
Ro ifadesinin H, Me, Et veya O.CCH>CH2COXRsg arasindan secilmesi
R1¢ ifadesinin Oasil, NHalkil, NHasil, veya O2CCH2CH2COXgRg arasindan sec¢ilmesi

Xs ifadesinin O, NRs, NResRs arasindan secilmesi, igerisinde Rs ve Rgifadelerinin
bagimsiz olarak farkh veya ayni olmasi ve H, alkil, Me, Et, propil, i-propil, butil, iso-biitil,
t-butil, asetil, asil, propiyonil, benzoil arasindan segilmesi veya formul Il veya formul

Vlll'e gbre olmasi,
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R11 ve Ry ifadelerinin bagimsiz olarak farkh veya ayni olmasi ve H, Me, Et, propil, i-
propil, butil, iso-butil, t-bitil, asetil, propiyonil, benzoil, -CH>X-alkil, - CH2X-asil arasindan

secilmesi, burada X ifadesinin O, NRg veya S olmasi,

R: ve Ry ifadelerinin bagimsiz olarak farkl veya ayni olmasi ve CHzX-alkil, CH2X-asil

arasindan secilmesi, burada X = O, NRg veya S olmasi,

R13, R14 ve Rys ifadelerinin bagimsiz olarak farkli veya ayni olmasi ve H, Me, Et, propil,
i-propil, bitil, iso-butil, t-bitil, -COOH, O-asil, O-alkil, N-asil, N-alkil, X-asil, CH2X-alkil

arasindan seg¢ilmesi;

R13 ve R14 veya R13 ve R15 Uzerindeki ornatiklarin kopru olusturarak bir siklik sistem

olusturmasi ve boylece sikloalkil, heterosikloalkil, lakton veya laktamlar olusturmasidir.

Rf, Rg ve Ry ifadelerinin bagimsiz olarak farkh veya ayni olmasi ve X-asil, - CH2X-alkill, -

CHzX-asil ve Rg arasindan segilmesi,
alkilin Me, Et, propil, i-propil, batil, iso-batil, +-batil arasindan segilmesi,

asilin formil, asetil, propiyonil, isopropiyonil, batiril, tert-batiril, pentanoil, benzoil, stksinil

arasindan segilmesi,
asil ve/veya alkilin istege badlh olarak ornatiimig olabilmesi, ve

A ve B arasinda noktali bag mevcut oldugunda, formdl I'e gore bilesigin asagidaki gibi

olmasi:

0 SN/ X4
NYO

o R

igerisinde X4 ifadesinin -COOH, -C(=0)XRs arasindan segilmesi,
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bilesigin asagidakilerden biri olmamasi kosulu bulunmasidir:

O O
)Lu/\/S\(\)\OH
0]
.veya
NHAC o) NH, 0
Hom)\/s\n/\)\OH Ho\n)\/s\[(\)LOH
O O O O
_veya

Formdl I'in bilesikleri {ve bunlarnn farmasotik olarak kabul edilebilir tuzlar) buradan

itibaren "bulusun bilesikleri", "bulusun bilesigi" veya "mevcut bulusun bilesikleri" olarak
adlandirilacaktir.

Mevcut bulusun 6zellikle ilgi gosterilen bilesikleri, icerisinde Z ifadesinin - CH2CHz2- ve A

ifadesinin -SR oldugu bilegiklerdir.

Mevcut bulusun ézellikle ilgi gdsterilen bilesikleri, icerisinde Z ifadesinin - CH2CHz-, A

ifadesinin SR, ve B ifadesinin OH veya B ifadesinin SR" oldugu bilesiklerdir.

Mevcut bulusun &zellikle ilgi gdsterilen bilesikleri, igerisinde Z ifadesinin - CH>CH»-, A
ifadesinin SR, B ifadesinin OH veya B ifadesinin SR™ oldugu, icerisinde R" ifadesinin

asagidaki gibi oldugu bilesiklerdir:

O

PN

Ry "NH
Xs 2
R15 p

Ry3RY4

Mevcut bulusun ozellikle ilgi gosterilen bilesikleri, icerisinde Z ifadesinin - CH2CHz2- ve A

ifadesinin -SR ve B ifadesinin OH oldugu bilesiklerdir.



Mevcut bulusun 6zellikle ilgi gdsterilen bilesikleri, icerisinde Z ifadesinin - CH2CH2-, A
ifadesinin SR, B ifadesinin OH veya B ifadesinin SR oldugu, i¢erisinde R ifadesinin

asagidaki gibi oldugu bilesiklerdir:

O

PN

R “NH
X57l(7<)‘}"-
Rys

13Rb,

5  Mevcut bulugun dzellikle ilgi gosterilen bilesikleri, icerisinde Z ifadesinin -CH2CHz-, A
ifadesinin NR, B ifadesinin OH ve R ifadesinin asagidaki gibi oldugu:

X7 X

X57L(><)"L
Ris

R1R%,

ve X ifadesinin S oldugu bilesiklerdir.

Tercihen ve formdl II'ye gore, Ry ve R3 ifadelerinden en az biri -H olup, boylece formdl Il

10  asagidaki gibi olur:

I
R; x+ :

Ra iy

Tercihen ve formul Vlil'ye gbore, p=1 ve Xs ifadesi -H olup, bdylece formul VIl asagidaki
gibidir:

R1)LNH

Ris

S,
R13RRs (Vi)



Tercihen ve formal Vil'ye gdre, p=1 ve Xsifadesi COXRs olup, bdylece formil VI
asagidaki gibidir:
0O
R1)OL NH
Rs—X o

R15 p
R1aRY¥a (vIN)

Tercihen ve formdl Vlil'yve gore, p=1 ve Xsifadesi CONR1R3 olup, bdylece formul VI
5 asagidaki gibidir:

R, O NH
Ri—N S
R, Ris p
3 RisRYa (vl

Formul I'e gbre bir bilegik agsadidaki gibi olabilmekte olup, dzelligi;

O 84\/x4
N
0 Ri

icerisinde X4 ifadesinin -COOH, -C(=0)XRs arasindan segilmesi,

H
/N\

0O o0 0
| N Ny
10

Ozellikle, mevcut bulusa gére bir bilesik Formiil 1A ile verilmekte:
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O O
A)LZ)I\B
(IA)

ya da bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, 6zelligi; icerisinde
Z ifadesinin -CH2-CHz- olmasi,

A ifadesinin -SR, -OR ve NHR arasindan segilmesi, ve R ifadesinin asadidaki gibi

5 olmasi:

Pt X7 X
R1 NH XRMLL
X5M‘1 R15

RiBl eva

B ifadesinin -O-R', -NHR", -SR," veya -OH arasindan secilmesi; ve

R', R" ve R" ifadelerinin bagimsiz olarak farkli veya ©zdeg olmasi ve agadidaki

formullerden biri arasindan secilmesi:

X i
Ry “NH M
X X
AP XA P
R15 R Rp R;5
1304 (VII) R-]R?d
10 veya )

R1 ve Raifadelerinin bagimsiz olarak farkll veya 6zdes olmasi ve H, Me, Et, propil, O-

Me, O-Et, O-propil arasindan segilmesi,
X ifadesinin O, NH, S arasindan segilmesi,
p ifadesinin bir tamsay! olmasi ve 1 olmasi,

15 Rs ifadesinin H, Me, Et arasindan segilmesi,
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Xs ifadesinin -H, Me, Et, -COOH, -C(=0)XRs, CONRR3 arasindan segilmesi
X7 ifadesinin R1, -NR1R3 arasindan segilmesi,

R13, R14 ve Rs ifadelerinin bagimsiz olarak farkli veya ayni olmasi ve H, Me, Et, propil,
i-propil, butil, iso-botil, t-bdtil, -COOH, O-asil, O-alkil, N-asil, N-alkil, X-asil, CHzX-alkil

arasindan segcilmesi; igerisinde alkil ve asilin yukanda tanimlandigi gibi olmasidir.

Ozellikle ilgi cekici olan bir bilesik Formiil IA ile verilmekte:

o O

NN

AT TZTTB (IA)

ya da bunun farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzu olup, 6zelligi; i¢erisinde
Z ifadesinin -CH2-CH2- olmasi,

A ifadesinin -SR, -OR ve NHR arasindan segilmesi, ve R ifadesinin asadidaki gibi

olmasi:

veya
B ifadesinin -O-R’, -NHR", -SR," veya -OH arasindan sec¢ilmesi; ve

R, R" ve R"™ ifadelerinin badimsiz olarak farkli veya 6zdes olmasi ve asadidaki

formillerden biri arasindan segilmesi:

X i
R NH xr)kx
Xﬁ%{x}}"{- X57L&>‘v.
R1s Ris
Ri3RTs (vl voya RR%,

R1 ve Rs ifadelerinin bagimsiz olarak farkl veya 6zdes olmasi ve H, Me, Et, propil, O-

Me, O-Et, O-propil arasindan secilmesi,
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X ifadesinin O, NH, S arasindan segilmesi,

p ifadesinin bir tamsay! olmasi ve 1 olmasi,

Rs ifadesinin H, Me, Et arasindan segilmesi,

Xs ifadesinin -H, Me, Et, -COOH, -C(=0)0ORs, CONR1R3 arasindan segilmesi,
X7 ifadesinin R1, -NR1R3 arasindan segilmesi,

R13, R14 ve Rys ifadelerinin bagimsiz olarak farkh veya ayni olmasi ve H, Me, Et, -COOH

arasindan segilmesidir.

Asagidaki bilesik Moore ve ark., J. Biol. Chem., 1982, 257, ss. 10882-10892
belgesinden bilinmektedir.

0 0
H 0
NHAC 0 NH, o
Hom)\,SNOH HOWKL\/SY\)\OH
0 s 0 0

Bununla birlikte, mevcut bulus burada tartisilan mitokondrilerle iliskili hastaliklarin
tedavisinde kullanima yonelik olan veya burada tartisilan mitokondrilerle iligkili
hastaliklar igin veya bunlarin tedavi igin bir ilacin Gretimine yonelik olan bu bilegikleri

icerebilir veya icermeyebilir.

Mevcut bulusa gore spesifik bilesikler sunlardir:
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OMeC 0] H O DI{ CO,P‘O
O (0] O
o:ro 0 " OMeO S:‘,NH 0
o @ 0
)I\N/\/SNOH )LH SY\*OH )LN SYVLOH
H _NH O NSO 5 0

o Q HO O
/U\N/YSNOH
S‘Ts 0

Genel Kimya Metotlari

Teknikte uzman Kisi, mevcut bulusun bilesiklerinin herhangi bir bilinen sekilde, c¢esitli
yollarla hazirlanabilecegini takdir edecektir. Asagidaki yollar sadece formdl (l)
bilesiklerinin sentezi i¢in kullanilabilecek bazi metotlan gostermektedir. Meveut bulusun

bilesikleri suksinik asit, bir mono-korumali suksinik asit, bir mono-aktiflestiriimis
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metilmalonik asit, bir mono-korumali metilmalonik asit veya bir mono-aktiflestirilmis

metilmalonik asit ile baslanarak yapilabilir,

Koruyucu gruplar arasinda, sinirlandirma olmaksizin benzil ve tert-batil bulunur.
Karboniller i¢in dider koruyucu gruplar ve bunlarin kaldinimasi 'Greene's Protective
Groups in Organic Synthesis' (Wuts and Greene, Wiley, 2006) belgesinde ayrintil
olarak aciklanmaktadir. Koruyucu gruplar, benzil esterleri i¢in heterojen bir katalizor
varhginda hidrojenasyon ve tert-butil esterler icin organik veya mineral asitler, tercihen
trifloroasetik asit veya seyreltik HCI ile isleme dahil olmak (zere teknikte uzman bir kisi

tarafindan bilinen metotlar ile kaldirlabilir.

Aktiflegtirici gruplarin arasinda sinirlandirma olmaksizin karigtinlmig anhidritler ve asil

klordrler bulunur.

Bu nedenle, Formul I'in bilegikleri simetriktir ve dolayisiyla simetrik bir baslangig
malzemesi segilir. Ya bir simetrik dikarboksilik asit secilir ya da bir di-aktiflestirilmig

karboksilik asit secilir. Tercihen segcilen bilesik suksinik asit veya suksinil klortrdur.

Formul I'in bilesigi asimetrik oldugunda, secilen baslangi¢c malzemesi asimetriktir. Bu,
"asitle korumal asit", "asitle aktiflestirilmis asit" ve "korumali asitle aktiflestiriimis asit"i
icerir. Tercihen bu, suksinik asit mono-benzil ester, suksinik asit mono-tert butil ester, 4-

kloro-4-oksobdtirik asidi igerir.

Alternatif olarak, formul I'in asimetrik bir bilesigi icin, simetrik bir baslangic malzemesi,
tercih edilen suksinik asit segilir ve daha az turevlendirici bir baglangic malzemesi
kullanilir. Asagidaki genel metotlar kapsayici degildir ve meveut bulusun bilesiklerinin
uretilmesi icin baska metotlarin kullanilabilecedi teknikte uzman kigiler tarafindan takdir

edilecektir. Bu metotlar birlikte veya ayri ayri kullanilabilir.

Formul I'in formul IlI'yi iceren bilesikleri bir karboksilik asidin uygun bir alkil halojenur

(formiil X) ile tepkimeye sokulmasiyla yapilabilir. Orn.

Q Ry Ry © Ry O
E)J\OH ' A A, — ‘,L)CJ)\R)QR,U\

Hal”” X~ "R,

Forml X
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icerisinde Hal ifadesi bir halojendir (6. F, Cl, Br veya |I) ve R1, R2 ve R3 ifadeleri
formul llI'de tanimlandigi gibidir. Tepkime, uygun s$ekilde bir ¢dzucu, oOrnegin
diklorometan, aseton, asetonitril veya N,N-dimetilformamit i¢inde, uygun bir baz, érnegin
trietilamin, diizopropiletiiamin veya sezyum karbonat ile, ornegin -10°C ila 80°C
arasindaki bir sicaklikta, Ozellikle oda sicakhdinda gergeklestirilir. Tepkime, sodyum
iyodur veya tetraalkil amonyum halojenarler (orn. tetrabutil amonyum iyoddr) gibi istege

bagh katki maddeleri ile gerceklestirilebilir.

Formul X'in bilesikleri ya ticari olarak temin edilebilir ya da Journal of the American
Chemical Society, 43, 660-7; 1921 veya Journal of medicinal chemistry (1992), 35(4),

687-94 belgelerinde belirtilenler gibi literatur yontemleri ile uygun sekilde hazirlanabilir.

Formul I'in, formual VIl'yi iceren bilesikleri, aktiflestiriimis bir karboksilik asidin formdil
XIV'Un bir bilegigiyle, istege bagh olarak aktiflestirici tirler mevcutken tepkimeye

sokulmasiyla yapilabilir.

O

@]
o Py o anlr

A o — PIs

+

Rt xs)\H’\XH ™ ﬁ/}/)*x‘%
Formul XIV

icerisinde Xs ve Ry ifadeleri formdl VIlI'de tanimlandidi gibidir ve X7 ifadesi Hal (Cl, F, Br)
veya karisik anhidrittir. Tercihen X7 = Cl'dir. Tepkime, uygun sekilde bir ¢ozucu, ornegin
diklorometan, aseton, THF, asetonitril veya N,N-dimetilformamit iginde, uygun bir baz,
ornegin trietilamin, diizopropiletilamin veya sezyum karbonat ile, drnegin -10°C ila 80°C

arasindaki bir sicaklikta, o6zellikle oda sicakliginda gergeklestirilir.

Formul I'in, formdl VIl igeren bilesikleri, aktiflestirilmis bir karboksilik asidin formiil
XIV'Un bir bilesidiyle, istege bagh olarak aktiflestirici turler mevcutken tepkimeye

sokulmasiyla yapilabilir.
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O
0O Ha}%‘\ R @] R,, R4
Ry R 1
'ILL)J\ * R, N \-,_LL/U\ 12 N.

XH 2 Ry Il?d
Formul XV

icerisinde Hal ifadesi bir halojendir (6rn. F, Cl, Br veya |) ve R11, R1z ve R¢ ve Ry ifadeleri
formidl VIlI'de tanimlandigr gibidir. Tepkime, uygun sekilde bir ¢ozicu, ornegin
diklorometan, aseton, asetonitril veya N,N-dimetilformamit iginde, uygun bir baz, érnegin
trictilamin, diizopropiletiiamin veya sezyum karbonat ile, 6rnegin -10°C ila 80°C
arasindaki bir sicaklikta, d6zellikle 80 °C'de ger¢eklestirilir. Tepkime, sodyum iyodur veya
tetraalkil amonyum halojentirler (orn. tetrabutil amonyum iyodur) gibi istege bagh katki

maddeleri ile gerceklestirilebilir.

Formul X'un bilesikleri ya ticari olarak temin edilebilir ya da bir aminin bir asil klorur ile

tepkimeye sokuldudu literatiire uygun metotlarla uygun sekilde hazirlanabilir.

Formul I'in, Formudl IX'u iceren bilesikleri, yukarida tarif edilen metotlar ve teknikte

uzman bir kigi tarafindan bilinen diger metotlarin birlestirimesiyle yapilabilir.
Mevcut bulusun bilegiklerinin genel kullammi

Burada tarif edilen bilesikler tipta veya kozmetikte veya boyle bir kullanima uygun bir
bilesimin (iretiminde kullanilabilir. ilaglar gelismis veya korunan bir enerji tiretimi (ATP)
istendigi herhangi bir durumda, d6rnedin metabolik hastaliklarin tedavisinde veya
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu hastaliklari veya rahatsizliklarinin tedavisinde,
mitokondriyal bozukluklarin tedavisinde veya bastinlmasinda kullanilabilir. Bilesikler,
mitokondriyal enerji Gretiminin uyariimasinda ve ornegin, sensdérindral isitme kaybi veya
kulak ¢inlamasi (mitokondrival toksisiteye bagdli bazi antibiyotiklerin yan etkisi) veya
laktik asidoz gibi ilaca badh mitokondriyal disfonksiyonun restorasyonunda kullamilabilir.
Bilesikler kanser, diyabet, akut aglik, endotoksemi, septisemi, sistemik inflamatuvar
yanit sendromu, ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu sendromunun tedavisinde ve hipoksi,
iskemi, inme, miyokart enfarktusu, akut anjin, bir akut bobrek yaralanmasi, koroner

okliizyon ve atriyal fibrilasyon sonrasinda veya reperflizyon yaralanmalarinin onlenmesi
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veya bunlara karsi konulmasinda kullanilabilir. Aynca, mevcut bulusun bilegiklerinin
erkekte kisirligin tedavisinde yararl olabilecedi éngérulmektedir.

Bulusun bilegiklerinin Kreb donglustnin bilesenlerini ve istege bagh olarak glikoliz
yollarinin hilcre gegirgen oncullerini sagdlayacagl dngoridimektedir. Hlcre igine girdikten
sonra, enzimatik veya kimyasal hidrolizin, istege bagh olarak asetat ve glikoz gibi diger
enerji saglayici malzemeler ile birlikte suksinat veya metil malonati serbest birakacad

dusinilmektedir.

Mevcut bulusun bilesikleri mitokondrilerde enerji Uretimini gelistirmede veya geri
kazanmada kullanilabilir. Agikga, bilesikler tip veya kozmetik alaninda kullanilabilir.
Bilesikler mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve/veya bir enerji (ATP) eksikligi bileseniyle
ilgili bir bilesene sahip olan bozukluklar veya hastaliklarin onlenmesi ya da tedavisinde

kullanilabilir.

Enerji Uretiminin arttinlmasi, 6érnegin  bir mitokondriyal eksiklik, bozukluk veya
hastaliktan muzdarip olan kisilerle ilgilidir. Mitokondriyal hastaliklar, alyuvarlar disinda
vucudun her hucresinde bulunan dzel bélumler olan mitokondrinin islev bozuklugundan
kaynaklanir. Mitokondriyal fonksiyon azaldidinda, hiicre icinde dretilen enerji azalr ve
hucre hasar veya hicre dlumu takip eder. Bu islem vucutta tekrarlanirsa, kisinin yagsami
ciddi sekilde tehlikeye girer.

Mitokondri hastaliklar genellikle retina, koklea, beyin, kalp, karaciger, iskelet kaslari,

bdbrek ve endokrin ve solunum sistemi gibi gok enerji gerektiren organlarda gérulur.

Bir mitokondriyal hastahgin belirtileri motor kontrol kaybi, kas zayifli§ ve adn, nébetler,
gbrme/isitme  sorunlari, kalp hastaliklar, karaciger hastaliklan, gastrointestinal

bozukluklar, yutma glglUkleri ve daha fazlasini igerebilir.

Bir mitokondriyal hastalik kalitsal olabilir veya normalde mitokondride ikamet eden
proteinlerin veya RNA molekullerinin iglevlerinde degisime yol acan kendiliginden

mutasyonlara bagli olabilir.

Kompleks I, Il, Il veya IV eksikligi veya érnedin piruvat dehidrojenaz eksikligi gibi bir
enzim eksikligi benzeri birgok hastalidin bir mitokondriyal eksiklik icerdigi bulunmustur.

Bununla birlikte, durum karmasiktir ve hastaliklarda birgok faktér bulunabilir.
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Ginlmize kadar, iyilestirici tedaviler bulunmamistir. Mevcut olan tek tedavi gesidi,
semptomlan hafifletebilen ve hastaliin ilerlemesini geciktirebilen tedavilerdir. Buna
gbre, mevcut bulus sahiplerinin bulgulari ve burada tarif edilenler, mitokondriyadaki
enerji uretimi Uzerindeki siksinik asit hoacre gecirgen bilesiklerinin yararli etkisini

gostermeleri bakimindan ¢gok énemlidir.

Ek olarak, bilinen suksinat on ilaglariyla karsilastirldidinda (érnegin, WO 97/47584'te
bahsedilen), bunlar bu ve iligkili hastaliklarin tedavisi icin gelismis 6zellikler gostermekte
olup, érnedin daha iyi hicre gegirgenlidi, daha uzun plazma yari dmri, disik toksisite,
mitokondrilere enerji saliminda artis ve gelismis formulasyonu (¢ozundrlik artisi gibi
gelismis ozelliklerden kaynakh) icerir. Bazi durumlarda bilegiklerin ayrica oral yoldan

biyolojik olarak kullanimi mumkun olup, bu da daha kolay uygulamaya izin verir.

Bu nedenle, mevcut bulusun bilesiginin avantajli ozellikleri asagidakilerden bir ya da

daha fazlasini icerebilir:

) Arttinlmis hiicre gecirgenligi

o Plazmada daha uzun yari dmur

o Azaltilmis toksisite

o Mitokondrilere arttinlmis enerji salimi
o Geligmis formulasyon

) Arttinllmis ¢ozanarl ik

o Arttinlmis oral biyoyararlanim

Mevcut bulug, bir farmasotik olarak, oOzellikle hicresel enerji (ATP) eksikliginin

tedavisinde kullaniimak lzere mevcut bulusun bilesigini saglar.

Mevcut bulugun bir bilesigi kompleks | bozuklugunun tedavisinde, kompleksin kendisinin
fonksiyon bozuklugunun veya Kompleks I'e NADH teminini kisitlayan herhangi bir
rahatsizlik ya da hastaligin, érn. Krebs dongusd, glikoliz, beta-oksidasyon, piruvat
metabolizmasi ve hatta glukoz veya diger Kompleks-l ile iligkili substratiarin

tasinmasindaki fonksiyon bozuklugunun tedavisinde kullanilabilir.
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Mevcut bulusun bilesikleri mitokondriyal kompleks | ile iligkili bozukluklarin, &rnedin
sinirlandirma  olmaksizin, Leigh Sendromu, Leber kalitsal optik néropati (LHON),
MELAS (mitokondriyal ensefalomiyopati, laktik asidoz ve inme benzeri nébetler) ve
MERRF (duzensiz kirmizi lifli miyoklonik epilepsi) tedavisinde kullanilabilmekte olup,
ihtiyaci olan bir hastaya, mevcut bulugun bilesiginin etkili bir miktarinin uygulanmasini
icerir.

Mevcut bulus ayrica, mevcut bulusun bilegiginin, ilaca bagli olarak gelisen laktik

asidozun tedavisine yonelik bir ilacin Uretiminde kullanimini saglar.

Bulusun bir bilesigi, ayrica, uzun sureli cerrahi ve yogun bakim gibi, ancak bunlarla
sinirh olmamak Uzere, ekstra enerji Uretiminin potansiyel olarak yararli olabilecegi her

durumda yararli olabilir.
Mitokondriler

Mitokondriler dkaryotik hiicrede organeller olup, populer olarak hlcrenin "enerji santrali”
olarak adlandinlir. Birincil fonksiyonlarindan biri oksidatif fosforilasyondur. Adenozin
trifosfat (ATP) molekull, bir enerji "para birimi" veya hicre i¢inde enerji tasiyicisi olarak
islev gorlr ve okaryotik hicreler, ATP'lerinin ¢ogunu, mitokondri ile gerceklestirilen
biyokimyasal islemlerden alirlar. Bu biyokimyasal prosesler, oksitlenmis nikotinamit
adenin dinUklectitten (NAD*) indirgenmis nikotinamit adenin dindkleotit (NADH) ve
oksitlenmis flavin adenin diniikleotitten (FAD) indirgenmis flavin adenin dinikleotit
(FADH2) dreten sitrik asit donglstn( (trikarboksilik asit donglsl veya Kreb donglisi)
ve ayni zamanda NADH ve FADH2'nin yeniden NAD<*> ve FAD'ye oksitlendigi oksidatif

fosforilasyonu igerir.

NADH'nin oksidasyonuyla aci§a ¢ikan elektronlar, solunum zinciri olarak bilinen bir dizi
protein kompleksleri (Kompleks I, Kompleks Il, Kompleks |l ve Kompleks |V} ile indirilir.
Suksinatin oksidasyonu, kompleks Il'de (siksinat dehidrojenaz kompleksi) meydana
gelir ve FAD, enzim kompleksi sUksinat dehidrojenazda (kompleks I} bir prostetik
gruptur. Solunum kompleksleri mitokondriyonun i¢ zarina gomuludur. Zincirin sonundaki
kompleks 1V, elektronlari oksijene aktarnr ve bu da suya indirgenir. Bu elektronlar
kompleksleri gecerken salinan enerji, mitokondriyonun i¢ membrani boyunca bir proton

gradyani olusturmak igin kullaniimakta olup, bu i¢ membran boyunca bir elektrokimyasal
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potansiyel olusturur. Baska bir protein kompleksi olan Kompleks V (Kompleks I, II, 1l ve
IV ile dogrudan iligkili degildir), ADP'yi ATP'ye dénlstirmek icin elektrokimyasal

gradyan tarafindan depolanan enerijiyi kullanir.

Sitrik asit donglsU ve oksidatif fosforilasyon, bir gliikoz molekulinin glikoz molekdl
bagina iki ATP molekld ile birlikte iki molekdllh pirlivata ayrildigi glikolizden 6nce gelir.
Piruvat molekdlleri daha mitokondrilere girer, burada oksidatif fosforilasyon vasitasiyla
tamamiyla CO- ve H2O'ya oksitlenir (genel proses aerobik respirasyon olarak bilinir). ki
piruvat molekdlinun karbondioksit ve suya tam oksidasyonu, glikozun iki piruvat
molekulune donusturualmesiyle uretilen 2 ATP molekulune ek olarak en az 28-29 ATP
molekill verir. Oksijen mevcut dedilse, piruvat molekili mitokondrilere girmeyip, daha

ziyade anaerobik solunum surecinde laktata donusur.

Glukoz molekill bagina toplam net verim yaklagik olarak en az 30-31 ATP molekultdir.
ATP, hicredeki hemen hemen her diger biyokimyasal reaksiyona dogrudan veya dolayli
olarak enerji saglamak icin kullanilir. Bu nedenle, aerobik solunum sirasinda oksidatif
fosforilasyonun katkida bulundugu en az (yaklasik) 28 veya 29 adet ekstra ATP
molekuld, hicrenin dlzgln ¢aligmasi igin kritik Sheme sahiptir. Oksijen eksikligi aerobik
solunumu onler ve neredeyse tum aerobik organizmalarin 6lumune neden olmakta olup;
mayalar gibi birka¢ organizma, aerobik veya anaerobik solunumu kullanarak hayatta

kalabilmektedir.

Bir organizmadaki hicreler gecici olarak oksijenden yoksun kaldiginda, oksijen tekrar
mevcut hale gelene veya hucre 6lunceye kadar anaerobik solunum kullanilir. Glikoliz
sirasinda uretilen piruvat, anaerobik solunum sirasinda laktata donustaralur. Laktik asit
birikiminin, kas hicrelerine oksijen saglanamadiginda, yogun aktivite donemlerinde kas
yorgunlugundan sorumlu oldugu disundlmektedir. Oksijen tekrar mevcut oldugunda,

laktat oksidatif fosforilasyonda kullanilmak Gzere tekrar piruvat haline donGsturulur.

Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu gesitli hastalik durumlarina katkida bulunur. Bazi
mitokondriyal hastaliklar mitokondrival genom veya nukleer mutasyonlar veya
delesyonlardan kaynaklanir. Hucredeki mitokondri esik de@eri kusurlu ise ve bir doku

icindeki bu tor hicrelerin esik orani bozuk mitokondrileri varsa, doku veya organ
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fonksiyon bozuklugu semptomlan gérllebilir. Pratikte, herhangi bir doku etkilenebilir ve
farkh dokularin katkisina bagh olarak ¢ok ¢esitli semptomlar bulunabilir.

Mevcut bulugun bilegiklerinin kullanim

Mevcut bulugun bilesikleri gelismis veya korunan bir enerji dretimi (ATP) istendigi
herhangi bir durumda kullanilabilir. Orneklerin tamami érnedin  mitokondriyal ATP
dretiminin artiginda veya mitokondriyal fonksiyonun restorasyonunda potansiyel bir
yarar oldugu, érnegdin ilaca bagh olarak gelisen mitokondriyal fonksiyon bozuklugu veya
laktik asidozun restorasyonunda ve kanser, diyabet, akut aclik, endotoksemi, septisemi,
isitme kaybi, gorsel keskinlik kaybi, sistemik inflamatuvar yanit sendromu ve ¢oklu
organ fonksiyon bozuklugu sendromu durumlarinda tamamiyla klinik kosullar altindadir.
Bilesikler ayrica hipoksi, iskemi, inme, miyokard enfarktlsu, akut anjina, akut bobrek
hasari, koroner okllzyon, atriyal fibrilasyon ve reperfizyon hasarlarinin énlenmesinde

veya sinirlandiriimasinda da yararl olabilir.

Ozellikle, mevcut bulusun bilesikleri tip alaninda, ézellikle mitokondrilerle iligkili bir
rahatsizlik, hastalik ya da bozuklugun tedavisinde ya da onlenmesinde veya kozmetik

alaninda kullanilabilir.

Mitokondri fonksiyon bozuklugu ayrica renal tUbUler asidoz; motor néron hastalid); diger
norolojik hastaliklar; epilepsi; genetik hastaliklar, Huntington hastald); duygudurum
bozukluklari; sizofreni; bipolar rahatsizlik; yasla iliskili hastaliklar;, serebral vaskuler

kazalar, makUler dejenerasyon; diyabet; ve kanserle iligkili olarak da tarif edilir.

Mevcut bulusun mitokondriyle iliskili bozukluklar veya hastaliklarda kullanima ydnelik
bilegikleri Mevcut  bulusa gotre bilesikler asa@idakilerin  arasindan segilen bir

mitokondriyle iligkili hastalidin dnlenmesi ya da tedavisinde kullanilabilir:

o Alpers Hastalidi (Progresif Infantil Poliyodistrofi)

o Amiyotrofik lateral skleroz (ALS)

o Otizm

o Barth sendromu (Olimcul infantil kardiyomiyopati)

o Beta oksidasyon bozukluklar
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Biyoenerji metabolizmasi eksikligi
Karnitin-Asil-Karnitin Eksikligi
Karnitin eksikligi

Kreatin Eksikligi Sendromlan (Serebral Kreatin Eksikligi Sendromlari

(CCDS) sunlarn igerir: Guanidinoaseteat Metiltransferaz eksikligi (GAMT Eksikligi), L-
Arjinin:Glisin Amidinotransferaz eksikligi (AGAT Eksikligi) ve SLC6AS ile iliskili kreatin
tasiyici eksikligi (SLC6A8 Eksikligdi).

Q

O

Ko-enzim Q10 eksikligi

Kompleks | Eksikligi (NADH dehidrojenaz (NADH-CoQ redlktaz) eksikligi}
Kompleks Il Eksikligi (Suksinat dehidrojenaz eksikligi)

Kompleks Ill Eksikligi (Ubikinon-sitokrom koksiidorediiktaz eksikligi)

Kompleks IV Eksikligi/COX Eksiklidi (Sitokrom koksidaz eksikligi, solunum

zincirinin kompleks 1V'Undeki bir bozukluktan kaynaklanir)

o}

Kompleks V eksikligi (ATP sentaz eksikligi)

COX eksikligi

CPEO (Kronik Progresif Dis Oftalmopleji Sendromuy)
CPT | Eksikligi

CPT Il Eksikligi

Friedreich ataksisi (FRDA veya FA)

Glutarik Asidari Tip Il

KSS (Kearns-Sayre Sendromuy)

Laktik asidoz

LCAD (Uzun Zincirli Asil-CoA Dehidrojenaz Eksikligi)
LCHAD

Leigh Hastaligi veya Sendromu (Subakut Nekrotizan Ensefalomiyelopati)
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LHON (Leber kalitsal optik néropatisi)
Luft Hastahg
MCAD (Orta-Zincirli Asil-CoA Dehidrojenaz Eksikligi}

MELAS (Mitokondriyal Ensefalomiyopati Laktik asidoz ve inme benzeri

MERRF (Miyoklonik Epilepsi ve Duzensiz Kirmizi Lif Hastahgr)
MIRAS (Mitokondriyal Resesif Ataksi Sendromu)

Mitokondriyal Sitopati

Mitokondriyal DNA Tuketimi

Mitokondriyal Ensefalopati sunlari igerir: Ensefalomiyopati,

Ensefalomiyelopati

O

O

hastaliklar

O

Mitokondriyal miyopati
MNGIE (Miyoneurogastrointestinal Bozukluk ve Ensefalopati)
NARP (Noropati, Ataksi ve Retinitis Pigmentosa)

Parkinson, Alzheimer veya Huntington hastaligi ile iliskili nbrodejeneratif

Pearson sendromu

Piruvat Karboksilaz Eksikligi

Piruvat Dehidrojenaz Eksikligi

POLG mutasyonlari

Solunum Zinciri Eksiklikleri

SCAD (Kisa Zinciri Asil-CoA Dehidrojenaz Eksikligi)

SCHAD (Kisa Zincirli L-3-Hidroksiasil-CoA Dehidrojenaz (SCHAD)

Eksikligi, ayrica 3-Hidroksi Asil CoA Dehidrojenaz Eksikligi HADH olarak da adlandirilir

O

VLCAD (Cok Uzun Zincirli Asil-CoA Dehidrojenaz Eksiklidi)
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o Diyabet

o Akut aglik

o Endotoksemi

o Septisemi

o Sistemik inflamasyon yanit sendromu (SIRS)
o Coklu organ yetmezIidi

Birlesik Mitokondriyal Hastaliklar Vakfi'nin (www.umdf.org) web sayfasindan alinan
bilgilere istinaden, yukanda bahsedilen hastaliklarin bazilarn asagida daha ayrintih

olarak ele alinmigtir;

Kompleks | eksikligi: Mitokondriyonun iginde dort zincir reaksiyonu (Kompleks I-1V)
boyunca elektronlari tasiyan ve enerji uretimi ile sonuglanan bir grup protein bulunur. Bu
zincir, Elektron Tasima Zinciri olarak bilinir. Besinci bir grup (Kompleks V) ATP'yi seri
olarak uretir. Birlikte, elektron tasima zinciri ve ATP sentaz respiratuvar zinciri olugturur

ve tlm slreg oksidatif fosforilasyon veya OXPHOS olarak bilinir.

Bu zincirdeki ilk adim olan Kompleks |, respiratuvar zincir eksikliklerinin Ugte birini temsil
eden mitokondriyal anormalliklerin en yaygin bélgesidir. Genellikle dogumda veya erken
cocukluk doneminde ortaya c¢ikan Kompleks | eksikligi genellikle ilerleyici bir
norodejeneratif bozukluktur ve &zellikle beyin, kalp, karaciger ve iskelet kaslar gibi
yuksek enerji seviyelerine ihtiyag duyan organlarda ve dokularda gesitli klinik
semptomlardan sorumludur. Belirli bazi mitokondriyal bozukluklar, agagidakileri iceren
Kompleks | eksiklidi ile iligkilendirilmistir: Leber'in kalitsal optik noropatisi (LHON}),
MELAS, MERRF ve Leigh Sendromu (LS). MELAS, (mitokondriyal ensefalomyopati,
laktik asidoz ve inme benzeri nobetler) ve duzensiz kirmizi lifli miyoklonik epilepsi igin
MERRF standini temsil eder.

LHON, ortalama 27 ila 34 yas arasinda gorilen korluk ile karakterize edilmekte olup;
kérlik, her iki géze ayni anda veya ardisik olarak gelisebilir (bir goz korlik gelistirir,
ardindan diger gozde ortalama olarak iki ay sonra gorultr). Kardiyak anomalileri ve

norolojik komplikasyonlar gibi baska semptomlar da gdrulebilir.
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Kompleks | eksikliginin U¢ ana formu vardir:

i) Zayif kas tonusu, gelisimsel gecikme, kalp hastalidi, laktik asidoz ve solunum

yetmezlidi ile karakterize edilen dlimcdl infantil multisistem bozuklugu.

ii) Cocukluk veya yetigkinlik doneminden baslayarak zayiflik veya egzersiz intoleransi ile
karakterize edilen miyopati (kas hastaligi).

iii) Cocukluk veya yetigkinlik déneminden basglayarak, géz kasi felci, pigmenter retinopati
{(gorme kaybi ile retinal renk dedgisiklikleri), isitme kaybi, duyusal ndéropati (duyu
organlarini iceren sinir hasari), nobetler, bunama, ataksi {anormal kas koordinasyonu)
ve istemsiz hareketleri igerebilen gesiti semptom kombinasyonlarini igeren
mitokondriyal ensefalomiyopati (beyin ve kas hastaligi). Kompleks | eksikliginin bu

formu Leigh Sendromuna ve MELAS'a neden olabilir.

Cogu Kompleks | eksikligi vakasi otozomal resesif kalitimin (hem anne hem de
babadan gelen hatali nlkleer genlerin kombinasyonu) sonucudur. Daha seyrek olarak,

hastalik maternal kalitsal veya sporadiktir ve genetik bozukluk mitokondriyal DNA'dadir.

Tedavi: Tum mitokondriyal hastaliklarda oldugu gibi, su anda Kompleks | eksikligi igin
iyilestirici bir tedavi yoktur. Etkili olabilen veya olmayabilen cesitli tedaviler érnegin
riboflavin, tiyamin, biyotin, ko-enzim Q10, karnitin ve ketojenik diyet gibi metabolik

terapileri igerebilir. Infantil cok sistemli form igin terapiler basarisiz olmustur.

Kompleks | hastalan igin klinik seyir ve prognoz oldukga degiskendir ve spesifik genetik

bozuklugu, baslangi¢ yasina, dahil olan organlara ve diger faktorlere badh olabilir.
Kompleks Il Eksikligi: Semptomlar dért ana formu icerir:

iy Oliimciil infantil ensefalomiyopati, konjenital laktik asidoz, hipotoni, distrofik durus,

nobetler ve koma. Kas dokusunda duzensiz kirmizi lifler yaygindir.

i) Daha sonra baslangigh ensefalomiyopatiler (gocukluktan yetiskinlige). kuvvetsizlik,
kisa boy, ataksi, bunama, isitme kaybi, duyusal ndéropati, pigmenter retinopati ve
piramidal isaretlerin ¢esitli kombinasyonlari. Dizensiz kirmizi lifler yaygindir. Olasi laktik

asidoz.
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iii) Miyopati, egzersiz intoleransi ile birlikte sabit kuvvetsizlije donUgsmektedir. Dizensiz
kirmizi lifler yaygindir. Olasi laktik asidoz.

iv) infantil histiositoid kardiyomiyopati.

Kompleks 1V EksikligiifCOX Eksikligi: Semptomlar iki ana formu igerir:

1. Ensefalomiyopati: Tipik olarak yasamin ilk 6 ila 12 aylik sureci i¢in normaldir ve daha
sonra gelisimsel regresyon, ataksi, laktik asidoz, optik atrofi, oftalmopleji, nistagmus,

distoni, piramidal isaretler ve solunum problemleri gbsterir. Sik nébetler. Leigh

Sendromuna neden olabilir
2. Miyopati: Iki ana varyant bulunur:

1. Olimcdl infantil miyopati: dogumdan hemen sonra baslayabilir ve hipotoni,
kuvvetsizlik, laktik asidoz, dizensiz kirmizi lifler, solunum yetmezIligi ve bdbrek

problemleri eslik edebilir.

2. Benign infantil miyopati: dogumdan hemen sonra baglayabilir ve hipotoni,
kuvvetsizlik, laktik asidoz, dizensiz kirmizi lifler, solunum problemleri eslik edebilir,

ancak (eger ¢ocuk hayatta kalirsa) spontan iyilesme ile devam edebilir.

KSS (Kearns-Sayre Sendromu): KSS, siklikla g6z kapaklarinin sarkmasiyla (ptozis)
baslayan, yavas ilerleyen bircok sistemli mitokondriyal hastaliktir. Diger g6z kaslar da
nihai olarak dahil olur ve gbz hareketinin felce ugramasina neden olur. Retina

dejenerasyonu genellikle los 151kl ortamlarda gérme zorluguna neden olur.
KSS (¢ ana dzellik ile karakterize edilir:

. tipik olarak 20 yasindan once baslangi¢, ancak bebeklik veya yetiskinlikte de
ortaya cikabilir

. Spesifik goz kaslarinin felci (kronik progresif dig oftalmopleji - CPEO olarak

adlandinihir)

. retinanin dejenerasyonu ve bunun sonucunda pigmentli {renkli) malzemenin

anormal birikmesi (pigmenter retinopati).

Ayrica, asagidaki kosullardan bir ya da daha fazlasi bulunur:
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. kalpte elektrik sinyallerinin bloke edilmesi (kalp iletim bozukluklarr)
. yuksek serebrospinal sivi proteini
. hareketlerin koordinasyonsuzlugu {(ataksi).

KSS'li hastalarda ayrica sadirhk, bunama, bodbrek fonksiyon bozuklugu ve kas
gucstzIlugl gibi sorunlar da olabilir. Blylme geriligi, kisa boy veya diyabet dahil olmak
Uzere endokrin anomalileri de belli olabilir.
KS8S nadir gorilen bir hastaliktir. Genellikle, hlcre c¢ekirdedinin DNA'sindan ¢ok,
mitokondriya (mtDNA) DNA'sindaki genetik materyalin tek bir blylik delesyonundan
(kaybindan) kaynaklanir. 150'den fazla turd olan bu delesyonlar genellikle kendiliginden

ortaya cikar. Daha az siklikla, mutasyon anne tarafindan bulasir.
Tum mitokondriyal hastaliklarda oldugu gibi KSS igin de iyilestirici tedavi yoktur.

Tedaviler, dahil olan semptom ve organ tiplerine dayanir ve sunlar igerebilir: Koenzim
Q10, diyabet insiilini, kalp ilaglan ve hayat kurtarici olabilen kalp pili. Géz kapaklarinin
sarkmasi icin cerrahi midahale dusundlebilir, ancak oftalmik cerrahi merkezlerindeki

uzmanlar tarafindan yapilmalidir.

KSS yavas ilerler ve prognoz siddete bagh olarak degisir. Olim Gg¢lincl veya dordinct

on yilda yaygindir ve organ sistemi yetmezliklerinden kaynaklanabilir.

Leigh Hastaligi veya Sendromu (Subakut Nekrotizan Ensefalomiyelopati): Semptomlar:
Nobetler, hipotoni, yorgunluk, nistagmus, zayif refleksler, yeme ve yutma guglugd,

solunum problemleri, zayif motor fonksiyonu, ataksi.

Nedenler: Piruvat Dehidrogenaz Eksikligi, Kompleks | Eksikligi, Kompleks Il Eksikligi,
Kompleks IV / COX Eksiklidi, NARP.

Leigh Hastalidi, genellikle bir viral enfeksiyondan sonra bebeklik veya ¢ocukluk caginda
genel bir baslangici olan ilerleyen bir nérometabolik rahatsizliktir, ancak ayni zamanda
gencler ve yetigskinlerde de ortaya ¢ikabilir. MRI'da beyin Ozerinde, ézellikle orta beyin
ve beyin sapinda goérulen nekrotizan (6l veya &lmekte olan doku) lezyonlan ile

karakterize edilir.
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Cocuk dogumda genellikle normal gériiniir, ancak zamanlama daha erken veya daha
ge¢ olsa da genellikle birka¢ aydan iki yasina kadar semptomlar ortaya c¢ikarmaya
baglar. ilk belirtiler emme, kafa kontrolii, yiirime ve konusma gibi temel becerilerin
kaybolmasini icerebilir. Bunlar, sinirlilik, istah kaybi, kusma ve nobetler gibi baska
problemler ile birlikte olabilir. Bazi fonksiyonlarda ani diglis veya bazi iglevlerin gegcici
olarak geri gelmesi gorulebilir. Sonug olarak, ¢cocuk ayrica kalp, bobrek, gorme ve nefes

alma komplikasyonlarina da sahip olabilir.

Leigh Hastaligina neden olan birden fazla kusur vardir. Bunlar bir piruvat dehidrojenaz
(PDHC) eksikligini ve solunum zinciri enzim defektlerini (Kompleks |, I, IV ve V) igerir.
Defektine bagh olarak, kahtim bicimi X'e badli dominant olabilir (X kromozomunda
bozukluk ve genellikle hastalik sadece erkeklerde gorulur), otozomal resesif (hem anne
hem de babadan alinan genler) ve maternal (sadece anneden) olabilir. Kalitimsal

olmayan spontan vakalar da olabilir.

Leigh hastaligi icin iyilestirici tedavi yoktur. Tedaviler genellikle vitamin ve takviye
terapilerinin varyasyonlarini, genellikle "kokteyl" kombinasyonunda igerir ve sadece
kismen etkilidir. Cesitli kaynak alanlari tiyamin, koenzim Q10, riboflavin, biyotin, kreatin,
suksinat ve idebenonun olasi kullanimini igerir. Bazi kliniklerde dikloroasetat (DCA) gibi
deneysel ilaglar da denenmektedir. Bazl durumlarda, 6zel bir diyet verilebilir ve
metabolik bozukluklar konusunda bilgili bir diyetisyen tarafindan izlenmesi gerekebilir.

Leigh Hastahdi'nin prognozu zayiftir. Kusura bagh olarak, bireyler tipik olarak birkag
yildan onlu yaslarinin ortalarina kadar yasarlar. Leigh benzeri sendrom tanisi olan veya

yetigkinlie kadar semptom gostermeyenler daha uzun yasama egilimindedir.

MELAS (Mitokondrival Ensefalomiyopati Laktik Asidoz ve inme Benzeri Nébetler):
Semptomlar: Kisa boy, nobetler, inme benzeri norolojik eksiklikler, tekrarlayan bas

agrilari, bilissel regresyon, hastalik progresyonu, dizensiz kirmizi lifler.
Neden: Mitokondriyal DNA nokta mutasyonlari: A3243G (en yaygin)

MELAS - Mitokondriyal miyopati (kas glgsuzlugu), Ensefalopati (beyin ve merkezi sinir
sistemi hastaldi), Laktik Asidoz (anaerobik solunumu olusturan bir Granin birikimi) ve

inme benzeri ataklar (kismi felg, kismi gérme kaybi veya diger nérolojik anomaliler).
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MELAS, 2 ve 15 yaslar arasinda tipik baslangigli, ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir,
ancak bebeklik doneminde veya yetiskinlik dénemlerinde ortaya ¢ikabilir. ik belirtiler
arasinda inme benzeri ataklar, ndébetler, migren bag agrilan ve tekrarlayan kusma

sayllabilir.

Genellikle, boy kisaligi yaygin olmasina ragmen, hasta bebeklik doneminde normal
gorinmektedir. Daha az yaygin olan, gelisimsel gecikme, ddrenme glclugl veya dikkat
eksikligi bozuklugunu icerebilen erken bebeklik belirtileridir. Egzersiz intoleransi,
ekstremite zayifid, isitme kaybi ve diyabet, inme benzeri ataklarin ortaya ¢ikmasindan

once de olabhilir.

Siklikla nébetlerin eglik ettigi inme benzeri ataklar MELAS'In belirleyici semptomudur ve
kismi felg, gorme kaybi ve fokal norolojik defektlere neden olur. Bu bélimlerin asamal
kimuilatif etkileri, genellikle motor becerilerin (konusma, hareket ve yeme) kaybi, duyu
bozuklugu (gérme kaybi ve vicut duyularinin kaybi} ve zihinsel bozukluk {demans) gibi
degisken kombinasyonlarla sonuglanir. MELAS hastalari ayrica kas glgsUuzIugu,
periferik sinir disfonksiyonu, diyabet, isitme kaybi, kalp ve bdbrek problemleri ve sindirim
bozukluklar gibi ek semptomlara da maruz kalabilir. Laktik asit genellikle kanda, beyin

omurilik sivisinda veya her ikisinde yuksek seviyelerde birikmektedir.

MELAS, mitokondri icindeki DNA'daki bir kusur nedeniyle maternal olarak kalitilir.
MELAS'a neden olabilecek en az 17 farkh mutasyon vardir. Simdiye kadar en yaygin

olani, vakalarin yaklasik %80'inden sorumlu olan A3243G mutasyonudur.

MELAS icin iyilestirici tedavi veya spesifik tedavi yoktur. Klinik ¢alismalarin etkinlidi
kanittanmamis olsa da, genel tedaviler su gibi metabolik tedavileri icerebilir. CoQ10,
kreatin, fillokinon ve diger vitaminler ve takviyeler. Ek semptom yonetimi icin ndbet
ilaglar ve insulin gibi ilaclar gerekebilir. Kas disfonksiyonu olan bazi hastalar hafif
gozetimli egzersizden yararlanabilir. Bazi durumlarda, recgete edilebilecek diger tedaviler
arasinda, diklorasetat (DCA) ve menadion bulunur; ancak bunlar, zararli yan etkilere

sahip olma potansiyellerinden dolay rutin olarak kullanmilmaz.

MELAS'In prognozu zayiftir. Tipik olarak, bazi hastalar daha uzun yasayabilmesine

ragmen 6lim yasi 10 ila 35 arasindadir. Olim, ilerleyici demans ve kas gugsiizIigi
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veya kalp ya da bobrek gibi diger etkilenmis organlarin komplikasyonlari nedeniyle
genel vicut tikenmesi sonucu ortaya ¢ikabilir.

MERRF, genellikle gocukluk déneminde baslayan, ancak eriskin donemde ortaya
cikabilen ilerleyici bir cok sistemli sendromdur. ilerleme orani gok cesitli olarak degisir.

Etkilenen kardesler arasinda semptomlarin baslangic ve kapsami farkli olabilir.

MERRF'nin klasik ¢zellikleri sunlar igerir:

Miyoklonus {kisa, ani, kas spazmi sedirmesi) - en karakteristik semptom

Epileptik nobetler

Ataksi (bozulmusg koordinasyon)

. Duzensiz kirmizi lifler (MERRF ve dider mitokondriyal rahatsizliklan olan
hastalarin kas biyopsisinde gézlenen karakteristik bir mikroskobik anomali) Ek
semptomlar sunlarn igerebilir; isitme kaybi, laktik asidoz (kanda ylikselmis laktik asit
seviyesi), kisa boy, egzersiz intoleransi, demans, kardiyak defektler, géz anomalileri ve

konusma bozuklugu.

Her ne kadar birkag MERRF vakasi sporadik olsa da, ¢ogu vaka, mitokondri i¢inde bir
mutasyona bagl olarak maternal olarak kalitilmaktadir. En yaygin MERRF mutasyonu,
vakalarin %80'inden fazlasini olusturan A8344G'dir. Dort adet bagka mitokondriyal DNA
mutasyonun MERRF'ye neden oldugu bildirilmistir. Bir anne MERRF mutasyonunu tiim

yavrularina iletirken, bazilar higbir zaman semptom gostermeyebilir.

Tum mitokondriyal bozukluklarda oldugu gibi, MERREF igin bir iyilestirici tedavi yoktur.
Terapiler, genellikle "kokteyl" kombinasyonunda koenzim Q10, L-karnitin ve cesitli
vitaminleri igerebilir. Nobetlerin yonetimi genellikle antikonvilsan ilaglar gerektirir. Diger

semptomlarin kontrolu igin ilaglar da gerekli olabilir.

MERRF igin prognoz, baslangi¢c yaslarina, semptomlarin tipine ve siddetine, ilgili

organlara ve diger faktdrlere bagh olarak buylk ol¢lide degisir.

Mitokondriyal DNA Tiikenmesi: Semptomlar ug ana formu igerir:
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1. Konjenital miyopati: Yenidogan glgsizltigd, destekli ventilasyon gerektiren hipotoni,
olasi bébrek fonksiyon bozuklugu. Siddetli laktik asidoz. One ¢ikan diizensiz kirmizi

lifler. Solunum yetmezligine bagh 6l1im genellikle bir yagindan énce gerceklesir.

2. infantil miyopati: Bir yasina kadar normal erken gelisimi takiben, kuvvetsizlik ortaya
cikar ve hizla artar, solunum yetmezligine ve genellikle birka¢ yil icinde 6lime neden

olur.

3. Hepatopati: BuyumuUs karaciger ve inatgl karaciger yetmezligi, miyopati. Siddetli laktik

asidoz. OlUm tipik olarak ilk yil iginde gergeklesir.
Friedreich ataksisi

Friedreich ataksisi (FRDA veya FA), protein frataksinin dusuk duzeylerinden
kaynaklanan otozomal resesif nérodejeneratif ve kardiyovenjeneratif bir hastaliktir.
Frataksin mitokondriyal respiratuvar zincir komplekslerinde demir-kuktrt kimelerinin bir
araya getirilmesi icin dnemlidir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki FRDA'nin yayginligina
iliskin tahminler, her 22.000-29.000 kisiden 1'i ila 50.000 kisiden 1'i arasidir (bkz.
www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/article/001411.htm).  Hastahk, istemli  motor
koordinasyonunun progresif olarak kaybina (ataksi) ve kardiyak komplikasyonlarina
neden olur. Semptomlar tipik olarak ¢ocukluk doneminde baslar ve hasta buyudukge
hastalik giderek artmakta olup; hastalar sonunda hareket yetmezliklerinden dolayi

tekerlekli sandalye kullanmak zorunda kalirlar.

Kalitsal kusurlu mitokondrileri igeren konjenital bozukluklara ek olarak, edinilmis
mitokondriyal disfonksiyonun, ézellikle Parkinson, Alzheimer ve Huntington Hastaliklar
gibi yaslanma ile iligkili norodejeneratif hastaliklar olmak Uzere hastaliklara katkida
bulunmasi énerilmistir. Mitokondriyal DNA'daki somatik mutasyonlann insidansi, yasla
birlikte Ustel olarak yukselmekte olup; azalmis solunum zinciri aktivitesi yaslanan
insanlarda evrensel olarak bulunur. Mitokondriyal disfonksiyon, eksitotoksisite, ndronal
hasar, ndbetler, inme ve iskemi ile iligskili olan serebral vaskiler kazalarda da rol

oynamaktadir.

Mevcut bulusun bir bilesidini iceren farmasdétik bilesimler
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Mevcut bulus ayrica, mevcut bulusun bilesidini, bir ya da daha fazla farmasétik olarak
kabul edilebilir seyreltici veya tasiyici ile birlikte iceren bir farmasaotik bilesim saglar.

Mevcut bulusun bilesigi veya bunun bir formilasyonu herhangi bir konvansiyonel
metotla, ornedin, siniMandirma olmaksizin, parenteral olarak, oral olarak, topikal olarak
(6rnegin bukal, sublingual veya transdermal), bir tibbi cihaz vasitasiyla (6rn. bir stent),
inhalasyon yoluyla veya enjeksiyon vyoluyla (subkitandz veya intramuskiler)

uygulanabilir. Tedavi, tek bir doz veya bir stre boyunca ¢ok sayida dozdan olusabilir.

Tedavi, glinde bir kez, gunde iki kez, ginde G¢ kez, guinde dort kez vb. sikhkla
yapilabilir. Tedavi ayrica, ornegin damlatma yoluyla intraventz uygulama gibi surekli

uygulama ile de olabilir.

Bulusa ait bilegigin tek basina uygulanabilmesi mumkun olmakla birlikte, bir veya daha
fazla kabul edilebilir tasiyici ile birlikte bir farmasétik formulasyon olarak sunulmasi
tercih edilir. Tasiyicilar, mevcut bulusun bilesigiyle uyumlu olacak ve alicilanina zarar
vermeyecek sekilde "kabul edilebilir® olmalidir. Uygun tasiyicilarin érnekleri asagida

ayrintil olarak verilmektedir.

Formulasyonlar, uygun sekilde, bir birim dozaj bigiminde sunulabilir ve eczacilik
teknidinde iyi bilinen metotlarla hazirlanabilir. Bu tlr metotlar, aktif bilesenin (mevcut
bulusun bilesidi) bir ya da daha fazla yardimci igerik maddesi barindiran tasiyiciyla
iliskiye sokulmasi adimini igerir. Genel olarak, bu formulasyonlar, aktif bilesenin, sivi
tasiyicilar veya ince pargalanmis kati tasiyicilarla ya da her ikisi ile homojen olarak ve
yakin temasla bir araya getiriimesi ve sonra, gerektigi takdirde, urunun sekillendirilmesi

yoluyla hazirlanir.

Mevcut bulusun bilesidi normalde intravendz olarak, oral olarak veya herhangi bir
parenteral yolla, aktif bileseni, istege bagdli olarak bir toksik olmayan organik ya da
inorganik asit veya baz katilma tuzu bigiminde, farmasdtik olarak kabul edilebilir bir
dozaj bigimi iginde igeren bir farmasotik formulasyon bigiminde uygulanir. Bozukluga ve
tedavi edilecek olan hastaya ve ayni zamanda uygulama yoluna baglh olarak, bilegimler

degisen dozlarda uygulanabilir.
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Farmasdtik bilesimler, Gretim ve depolama kosullar altinda stabil olmalidir; bu nedenle,
tercihen bakteri ve mantarlar gibi mikroorganizmalann kirletici etkisine kars!
korunmalidir. Taslyici, érnegdin, su, etanol, poliol (&rn. gliserol, propilen glikol ve sivi
polietilen glikol), bitkisel yaglar ve bunlann uygun karisimlarini igeren bir ¢ozlcu veya

dispersiyon ortami olabilir.

Ornedin, mevcut bulusun bilesigi ayrica oral olarak, bukal olarak veya sublingual olarak,
tabletler, kapsuller, ovdller, iksirler, solisyonlar veya slspansiyonlar bigiminde
uygulanabilmekte olup, bunlar aninda, gecikmeli veya kontrolll salimli uygulamalar igin

tatlandirici veya renk verici ajanlar i¢erebilir.

Oral uygulama icin uygun olan mevcut buluga gére formilasyonlar ayr birimler halinde,
ornegin kapsdller, kaseler veya tabletler halinde sunulabilmekte olup, bunlarin her biri
onceden belirlenmis miktarda aktif bileseni; bir toz veya granul bigiminde; bir ¢ozelti
veya slspansiyon bigiminde, sulu veya susuz bir sivi iginde; veya bir su iginde yag sivi
emulsiyonu veya bir yag icinde su sivi emulsiyonu bigiminde igerir. Aktif bilegen ayrica

bir bolus, elektuar ya da macun bi¢iminde de sunulabilir.

Mevcut bulusun bilesiginin oral uygulama igin uygun olan c¢oOzeltileri veya
suspansiyonlari ayrica, orn. N,N-dimetilasetamit, dagitici maddeler, 6rn. polisorbat 80,
yuzey aktif maddeler ve c¢ozinduriciler, orn. polietilen glikol, Phosal 50 PG
(fosfatidilkolin, soya vag asitleri, etanol, mono/digliseritler, propilen glikol ve askorbil
palmitattan olusur} igerebilir. Mevcut bulugsa gére olan formuilasyonlar, ayni zamanda,
Formul I'e gbre olan bir bilesigin, bir sulu yag emulsiyonunda mevcut olabildigi
emdulsiyonlar formunda da olabilir. Yag, érnedin, soya fasulyesi yadi veya aspur yagi,
orta zincirli trigliserit (MCT yagdi), ornegin hindistancevizi yagi, hurma yagi vb. veya

bunlarin kombinasyonlari gibi herhangi bir yag benzeri madde olabilir.

Tabletler érnegin mikrokristalli sellloz, laktoz (6rn. laktoz monohidrat veya susuz laktoz),
sodyum sitrat, kalsiyum karbonat, dibazik kalsiyum fosfat ve glisin, butillenmis
hidroksitolien (E321), krospovidon, hipermeloz, bozundurucular, 6rnedin nisasta
(tercihen misir, patates veya tapyoka nisastasi), sodyum nisasta glikolat, kroskarmeloz
sodyum ve belirli kompleks silikatlar ve granldlasyon badlayicilar, &rnedin

polivinilpirolidon, hidroksipropilmetilseliloz (HPMC), hidroksi-propilseliiloz (HPC),
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makrogol 8000, sukroz, jelatin ve akasya gibi eksipiyanlari icerebilir. Ayrica,
kayganlastinci ajanlar, drnedin magnezyum stearat, stearik asit, gliseril behenat ve talk
da dahil edilebilir.

Bir tablet sikistirma ya da kaliplama ile, istede badh olarak bir ya da daha fazla yardimci
bilesenle birlikte hazirlanabilir. Sikistirilmis tabletler uygun bir makina icinde, aktif
bilesenin bir serbest akis formu, dérnedin bir toz veya granlller igine, istede bagh olarak
bir baglayici (6rn. povidon, jelatin, hidroksipropilmetil seliloz), kayganlastirici, inert
seyreltici, koruyucu, dagitici (&rn. sodyum nisasta glikolat, ¢apraz bagl povidon, ¢apraz
bagl sodyum karboksimetil selililoz), yuzey-aktif veya dispersan ajanla kanstinimis
halde sikigtinimasiyla hazirlanabilir. Kaliplanan tabletler, uygun bir makine iginde, toz
haline getirilmis bilesigin, inert bir sivi seyreltici ile nemlendirilerek kaliplanmasiyla
hazirlanabilir. Tabletler, iste§e baglh olarak kapl ya da c¢entikli olabilir ve iglerinde
bulunan aktif bilesenin yavas ya da kontrolli salimini saglayacak sekilde, 6rnegin
istenen salim profilini sadlamak Uzere cesilli oranlarda hidroksipropilmetilseltloz

kullanilarak formtle edilebilir.

Benzer tlrde kati bilesimler de ayrica jelatin kapstllerin icinde dolgular olarak
kullanilabilir. Bu baglamda tercih edilen eksipiyanlar arasinda laktoz, nisasta, bir seluloz,
sut sekeri veya yluksek molekuler adirlikli polietilen glikol bulunur. Sulu stspansiyonlar
ve/veya iksirler icin, mevcut bulusun bilesikleri ¢esitli tatlandinct veya lezzet verici
ajanlar, renklendirici madde veya boyalarla, emilgator ve/veya suspanse edici ajanlarla
ve seyrelticiler, ornegin su, etanol, propilen glikol ve gliserinle ve bunlarin

kombinasyonlariyla birlestirilebilir.

Agdizdan topikal uygulamaya uygun formulasyonlar arasinda, aktif bileseni ¢esnili olarak
iceren, genellikle sukroz ve akasya veya kitreyle iceren pastiller; aktif bileseni inert
olarak, oérnegin jelatin ve gliserin veya sukroz ve akasya iginde igeren pastiller; ve aktif

bileseni uygun bir sivi tagiyici iginde iceren gargaralar bulunur.

Topikal uygulama icin uyarlanmis farmasotik bilesimler, merhemler, kremler,
suspansiyonlar, losyonlar, tozlar, ¢ézeltiler, macunlar, jeller, emdirilmis sargilar, spreyler,
aerosoller veya vyadlar, transdermal cihazlar, tozlama tozlar ve benzerleri olarak

formile edilebilir. Bu bilesimler, aktif maddeyi iceren geleneksel yodntemlerle
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hazirlanabilir. Bdylelikle, koruyucu maddeler, ila¢ penetrasyonuna yardimci olan
¢ozlcller, krem veya merhemlerde yumusaticl ve losyonlar igin etanol veya oleil alkol
gibi uygun geleneksel tasiyicilar ve katki maddeleri de icerebilirler. Bu gibi tasiyicilar,
bilesimin yaklasik %1 ila yaklasik %28'i kadar mevcut olabilir. Daha genel olarak,
bilesimin yaklasik %80'ine kadarini olugturacaklardir. Yalnizca bir drnek olarak, bir krem
veya merhem, arzu edilen kivama sahip bir krem veya merhem uretmek igin yeterli
miktarlarda bilesigin agirhk¢a yaklasik %5-10'unu igeren yeterli miktarda hidrofilik

malzeme ve suyun karistinlmasiyla hazirlanir.

Transdermal uygulama igin uyarlanan farmasétik bilesimler, uzun bir stre boyunca
alicinin epidermisi ile yakin temas halinde kalmasi amaclanan ayri yamalar olarak

sunulabilir. Ornegin, aktif ajan yamadan iyontoforez ile dagitilabilir.

Dis dokulara, ornegin adiz ve deriye uygulamalarda, bilegsimler tercihen bir topikal
merhem veya krem olarak uygulanir. Bir merhem iginde formile edildiginde, aktif madde

bir parafinikle veya suyla karigabilir bir merhem bazi ile birlikte kullanilabilir.

Alternatif olarak, aktif ajan, bir su icinde yad krem bazl olarak veya bir yad i¢inde su

bazli olarak bir krem i¢inde form(le edilebilir.

Parenteral uygulama i¢in, sivi dozaj bigimleri aktif bilesen ve steril bir vehikul, érnedin,
sinirlandirma olmaksizin, su, alkoller, polioller, gliserin ve bitkisel yadlar kullanilarak
hazirlanmakta olup, su tercih edilir. Aktif ajan, kullanilan vehikiil ve konsantrasyona
dayali olarak, vehikll icinde kolloidal olabilir, askiya alinabilir ya da ¢ézUndurdlebilir.
Cozeltilerin hazirlanmasinda aktif bilesen enjeksiyon igin suda ¢ézilebilir ve uygun bir
sise veya ampule doldurulmadan ve sizdirmaz hale getiriimeden 6nce filtreyle sterilize

edilebilir.

Avantajll olarak, lokal anestezikler, koruyucular ve tampon maddeleri gibi maddeler
vehikdl iginde ¢dzulebilir. Stabiliteyi arttirmak igin, bilesim sise icine doldurulduktan
sonra dondurulabilir ve su vakum altinda gikarilabilir. Kuru liyofilize toz daha sonra viyal
icinde kapatilir ve kullanimdan once siviyt yeniden olusturmak i¢in enjeksiyon icin bir

sise su temin edilebilir.
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Mevcut bulusun, enjekte edilebilir kullanima uygun farmasdtik bilegimleri steril sulu
cozeltiler ve dispersiyonlart igerir. Ayrica, bilesimler bu tlr c¢ozeltiler veya
dispersiyonlarin ekstamporane hazirlanigi igin steril tozlar biciminde olabilir. Her
durumda, nihai enjekte edilebilir form steril olmali ve kolay sirnngalama igin etkili bir

sekilde akigkan olmalidir.

Parenteral sUspansiyonlar, esas olarak ¢ozelti ile ayni sekilde hazirlanir, ancak aktif
bilesen, ¢bzllmek yerine arac¢ icinde suspansiyon haline getirilir ve sterilizasyon,
filtrasyon ile gerceklestirilemez. Aktif bilesen, steril vehikdl iginde suspansiyon haline
getirilmeden once etilen okside maruz birakilarak sterilize edilebilir. Avantajli bir sekilde,
aktif bilesenin homojen dagihmini kolaylagtirmak igin bilesime bir ylzey aktif madde

veya islatici madde eklenir.

Yukarida oOzellikle bahsedilen icerik maddelerine ek olarak, mevcut bulusun
formUlasyonlarinin, s6z konusu formulasyonun tipine iliskin olarak sanayide geleneksel
olarak bilinen baska maddeleri de igerebilecegi, érnegin oral uygulama igin uygun
olanlarin, tatlandinci maddeler igerebilecedi anlasiimalidir. Teknikte uzman bir kisi,
uygun bir formilasyonun nasil secilecedini ve nasil hazirlanacadini bilecektir (bkz.
Ornegin Remington's Pharmaceutical Sciences 18. baski veya sonrasi). Teknikte
uzman bir Kisi, ¢esitli uygulama yollan i¢in uygun formulasyonlarin nasil hazirlanacadini
bilecektir.

Teknikte uzman bir kisi tarafindan, mevcut bulusun bir bilesi§inin en uygun miktari ve
ayrik dozajlarin aralklandirimasinin, tedavi edilen rahatsizligin yapisi ve kapsami,
uygulama bigimi, yolu ve bolgesi ve tedavi edilen hastanin yasi ve durumuna bagh
olarak belirenebilecegi ve kullanilacak olan uygun dozajlarn nihai olarak bir doktorun
belirleyecegi takdir edilecektir. Bu dozaj, uygun oldugu kadar siklikla tekrarlanabilir. Yan
etkiler gelisirse, dozajin miktari ve/veya sikligr normal klinik uygulamaya uygun olarak

degistirilebilir veya azaltilabilir.
Baglam aksini gerektirmedikce, burada belirtilen tum %dederler Y%agirhk/agirhktir,

Bulusa ait bilesiklerin hepsi, suksinik asit, suksinil kcenzim A'vi veya bunun kanonik
formlarini serbest birakmak i¢in bir biyolojik matriste donusturulebilir. Bunu asagidaki
gibi yapabilirler.
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R ', R" veya R"™ ifadeleri formil II'nin bir bilesigi oldugunda, R>'yi iceren asil grubu,
uygun bir enzimle, tercihen bir esteraz ile yarilabilir. Bu, bir karbonil, imin veya
tiyokarbonil gruba ve bir serbest karboksilik aside kendiliginden kaplanabilen bir
hidroksimetil ester, bir aminometil ester veya bir tiyol metil ester agiga cikarir. Ornek
olarak, Formul I'de, A ifadesi OR' oldugunda, R' ifadesi formdl |l ve B ifadesi H ve Z
ifadesi -CH2CHz-"dir.

O R1 R3 O O R\] R:g

Rz)J\ XXO)K/WOH )k )QOJ\/\W

O
R,” ~OH OH
O 0
O
H
oY
O

B ifadesi -SR™ oldugunda bir tiyol grubu salinir. Bu, tiyol grubunun indirgeyici dzellikleri

-X
R1WR3
X
oldudu igin dzellikle avantajli olarak kabul edilir. Birgok hastaliin hiicre yapisina ve
hucre islevine zarar verebilecek istenmeyen bir oksidatif stres bileseni vardir. Buna goére,
bir anti-oksidan olarak hareket edebilen ve serbest radikalleri kaziyan veya oksijen-

reaktif tlrleri azaltabilen bir bilesenin saliminin, tibbi veya kozmetik kullanimda ekstra

fayda saglamasi beklenir.

R', R" veya R" ifadeleri formil V'in bir bilesigi oldugu durumda, R1o grubu Gzerindeki
ornatik, uygun bir enzimin etkisi veya in vivo kimyasal hidroliz yoluyla uzaklastirilabilir.
Ornek olarak, Formil I'de, A ifadesi OR' oldugunda ve R’ ifadesi formil Il ve B ifadesi H
ve Z ifadesi -CH2CH2- oldugunda, X ifadesi O ve R8 ifadesi H, R9 ifadesi Me ve R10

ifadesi O-asetildir.
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O Me O C Me O

HO OH H H
g e S S T
o) 4\< 0 0 0
i |
2 x suksinat + 1 x AcOH
R', R" veya R" ifadeleri formul VII'nin bir bilesigi oldugu durumda, grup, siiksinik asidi
serbest birakmak uzere uygun bir enzimin etkisiyle veya in vivo kimyasal hidroliz yoluyla

5 uzaklastirilabilir. Ornek olarak, Formiil I'de, A ifadesi SR oldugunda R ifadesi formiil VII
ve B ifadesi OH ve Z ifadesi -CH2CHz- oldugunda, Xs ifadesi COzH ve Rq ifadesi Et'dir;

O

H T . \)'k i
N ‘MOH INH * HO)K/YOH
S
/\[[) E;H A sk

O HO,C 0

Alternatif olarak, formul VIlI've ait bilesikler igin, entite kendi icinde, suksinil-CoA'nin

yerine dogrudan Krebs dongusune alinabilir. Formul | agsagidaki gibi oldugunda:

0 S\rx.f;
N\(O

o R
10

bilesik, asadidaki semaya ve X4 ifadesinin -COOH oldugu duruma goére bir bilesigi

vermek Uzere hidrolize olabilir.

O S—\(x“ 7 /\H?\
N o HO\’(‘\)J\OH + HS | gH
\( o) \f

R
O 1 R,

Bulusun diger yonleri
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Mevcut bulug aynca formdl I'in bir bilesigi veya bunun yukarida tanimlanms olan
farmasdétik olarak kabul edilebilir bir bigimi ve asadidakilerin arasindan bagimsiz olarak
secilen bir ya da daha fazla ajanin bir kombinasyonunu {(&6rnedin, mitokondriyal

fonksiyon bozuklugunun tedavisi igin) saglar:
. Kinon tlrevleri, drnegin ubikinon, idebenon, MitoQ

. Vitaminler, érnegdin Tokoferoller, Tokotrienoller ve Troloks (Vitamin E), Askorbat
(C), Tiamin (B1), Riboflavin {B2), Nikotinamid (B3), Menadion (K3),

. Vitaminlere ek olarak antioksidanlar, &rnegin, TPP-bilegikleri (MitoQ), Sk-

bilesikleri, Epikatekin, Katekin, Lipoik asit, Urik asit, Melatonin

. Dikloroasetat

. Metilen Mavisi

. [-arjinin

. Szeto-Schiller peptitleri
. Kreatin

. Benzodiazepinler

. PGC-1a modulatorleri

. Ketojenik diyet

Mevcut bulusun bir baska ydnine gdre, burada agiklanan bilesiklerden herhangi biri
herhangi bir baska bilegikle, érnegin sodyum bikarbonatla (bir bolus (6rn., 1 mekv/kg) ve
ardindan bir surekli infuzyon olarak), burada ag¢iklanan bilesiklere eslik eden ilag olarak

uygulanabilir.

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun kompleks | ile iliskili bozukluguna bagh laktik

asidoz veya ilaca bagli yan etkiler

Mevcut bulug ayrica laktik asidozun ve mitokondriyal iligkili ilacin neden oldugu yan
etkilerin 6nlenmesi veya tedavisi ile ilgilidir. Ozellikle, mevcut bulusa gére bilesikler,
Kompleks I'de veya bunun akis yukarisinda mitokondriyal iligkili ilaca bagh olarak

gelisen yan etkilerin dnlenmesi ya da tedavisinde kullanihr, ya da baska tirlG ifade
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etmek gerekirse, mevcut bulus Kompleks I'in ilaca baglh olarak gelisen dogdrudan
inhibisyonunun veya Kompleks I'e NADH teminini kisitlayan herhangi bir ilaca bagl
olarak gelisen etkinin (6rnegin, sinirlandirma olmaksizin, Krebs ddngusu, glikoliz, beta-
oksidasyon, piruvat metabolizmasi ve hatta glikoz veya diger kompleks [ ile iligkili
substratlarin taginmasini veya dlzeylerini etkileyen ilaglar tizerindeki etkinin) énlenmesi

ya da tedavisi igin mevcut bulusa gore bilesikler saglar.

ilaclar tarafindan indiiklenen mitokondriyal toksisite istenen terapétik etkinin bir parcasi
olabilir (drnegin, kanser ilaglar tarafindan tetiklenen mitokondriyal toksisite), fakat ¢odu
durumda ilaglarin neden oldugu mitokondriyal toksisite istenmeyen bir etkidir.
Mitokondrival toksisite, oksidatif fosforilasyon ile mitokondriyal ATP olusumunun
hicresel kaybini telafi etmek igin glikolizi belirgin olarak artirabilir. Bu, laktik plazma
seviyelerinde artisa neden olabilir ve bu artisin asir olmasi halinde, 6lumcil olabilecek
olan laktik asidozla sonuglanir. Tip A laktik asidoz, esas olarak doku hipoksisi ile iligkili
iken, tip B aerobik laktik asidoz, ilaclar, toksin veya Karaciger hastaliklan, diyabet,
kanser ve dogustan gelen metabolizma hatalar (érnegin mitokondriyal genetik defektler)

gibi sistemik bozukluklarla iligkilidir.

Bilinen birgok ilag, mitokondriyal solunumu (6rnegin antipsikotikler, lokal anestezikler ve
anti-diyvabetikler) olumsuz etkilemektedir ve buna goére, bdyle bir ilag maddesi
kullaniminin neden oldugu negatif mitokondriyal etkilerin ortadan kaldirlmasi veya

azaltilmasi i¢in kullanilabilen araglarin tanimlanmasi veya geligtiriimesi gerekmektedir.

Mevcut bulus laktik asidozun ve mitokondriyal iligkili ilacin neden oldugu yan etkilerin
onlenmesi veya tedavisinde kullanima yénelik olarak bilesikler saglar. Ozellikle, siksinat
on ilaglar, Kompleks I'de veya bunun akis yukarisinda mitokondriyal iligkili ilaca bagl
olarak gelisen yan etkilerin onlenmesi ya da tedavisinde kullanilir, ya da baska turld
ifade etmek gerekirse, mevcut bulus Kompleks I'in ilaca bagli olarak gelisen dogrudan
inhibisyonunun veya Kompleks I'e NADH teminini kisittayan herhangi bir ilaca bagh
olarak gelisen etkinin (6rnegin, sinirlandirma olmaksizin, Krebs donglsd, glikoliz, beta-
oksidasyon, piruvat metabolizmasi ve hatta glikoz veya diger kompleks [ ile iligkili
substratlarin taginmasini veya dlzeylerini etkileyen ilaglar Gzerindeki etkinin) dnlenmesi

ya da tedavisi igin slksinat on ilaglar saglar.
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Yukarida belirtildigi gibi, mitokondriyal iligkili yan etkilere sahip olabilen ilaclarla tedavi
edilen hastalarda artmis laktat plazma seviyeleri gérilir. Bu bulug, metforminin (tip 2
diyabet igin birinci basamak tedavisi ve nadir gorilen bir yan etki olarak laktik asidozla
iliskilendirilmistir) Kompleks I'de insan periferal kan hacrelerinin mitokondriyal
fonksiyonunu zamana ve doza bagimh bir sekilde, metformin intoksikasyonu igin iligkili
konsantrasyonlarda inhibe ettigini gosteren deneysel sonuglara dayanir. Metformin
ayrica, zamanla bozulmamis tromboaositler tarafindan laktat Gretiminde dnemli bir artisa
neden olur. Buluga gére bilesiklerin kullanimi, metformine maruz kalmis saglam
trombositlerde laktat uretimini dnemli odlgide azaltmistir. Ekzojen olarak uygulanan

suksinat, yani substratin kendisi, metforminin indikledidi laktat Gretimini azaltmamistir.

Bagka bir ¢alismada, laktat tretimi, rotenon ile inhibe olan trombositlerde birka¢ saat
boyunca gozlemlenmistir (yani, kompleks I'in fonksiyonunun bozuldugu bir durumdur).
Bulusa gore olan bilesiklerin (ancak siUksinat degil) kullanimi, saglam insan
trombositlerinin rotenon-induklt laktat uretimini zayiflatmigtir. Respirometrik deneyler
insan fibroblastlarinda ve insan kalp kas liflerinde tekrarlanmis ve kan hicrelerinde

gorulen bulgulan dogrulamistir.

Buna gore, mevcut bulug, laktik asidozun onlenmesinde veya tedavisinde kullaniimak
Uzere FormUl I'e uygun bilesikler sadlar. Bununla birlikte, burada rapor edilen sonuglar
Kompleks I'in dogrudan inhibisyonuyla iligkili laktik asidoza dayali oldugundan veya
Kompleks I'de veya bunun akinti yukarisindaki bir arizayla iliskili oldugundan dolay,
mevcut bulugsa gore bilesiklerin, Kompleks I'de veya bunun akinti yukarnsinda
mitokondriyal iligkili ilaca bagh olarak gelisen yan etkilerin dnlenmesi ya da tedavisinde
kullanima uygun oldugu dusunulmektedir. Mevcut bulusa gore bilesikler ayrica
Kompleks I'in akig yukarisindaki metabolizmayl bozan ilag etkilerine karg! da etki eder
(Kompleks I'e NADH teminini kisitlayacak olan herhangi bir ilag etkisini kapsayacak olan
Kompleks l'in dolayli inhibisyonu, 6émegin Krebs déngulsii, glikoliz, beta-oksidasyon,
piruvat metabolizmasi (zerindeki etkiler ve hatta glikoz ve diger kompleks | ile iligkili

substratlarin dizeylerini etkileyen ilaglar).

Bulusa gore bilegiklerin, endUstriyel uygulamalarda, 6rnegin laktat olusumunu azaltmak

veya inhibe etmek veya ticari veya endustriyel hiicre hatlarinin ATP mevcudiyetini
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arttirmak igin in vitro olarak kullanilabilecedi dlslnilmektedir. Ornekler hiicre

kultarlinde, organ korunmasinda vb. kullanimlari igerir.

Bulusa gore bilesikler, ilaca bagh mitokondriyal iliskili yan etkilerin tedavisinde veya
onlenmesinde veya tedavide hlcresel enerji ddzeylerinin {ATP) arttirilmasinda veya geri
getirilmesinde kullanilir. Ozellikle, dogrudan veya dolayl olarak ilag kaynakli Kompleks |
mitokondriyal iliskili yan etkilerin tedavisinde veya énlenmesinde kullanihrlar. Ozellikle,
bir ilag maddesinin neden oldudu laktik asidoz gibi laktik asidozun tedavisinde veya

onlenmesinde kullanilirlar.

Mevcut bulus ayrica formul I'in bir bilesigi ve mitokondriyal iliskili bir yan etkiyi, 6zellikle
ilag maddesi tarafindan Kompleks I'in dodrudan ya da dolayli olarak bozulmasindan
kaynaklanan bir yan etkiyi indikleyebilecek olan bir ilag maddesinin bir kombinasyonu
ile ilgilidir. Bu kombinasyon, mitokondriyal iligkili bir yan etkinin profilaktik olarak
onlenmesi veya yan etkinin ortaya cikmasi durumunda, mitokondriyal yan etkilerin

hafifletimesinde ve/veya tedavi edilmesinde kullanilabilir.

Asagida tarif edildidi gibi bilesiklerin, 6zellikle kompleks I'in dodrudan veya dolayl
inhibisyonuna bagh vyan etkilerde, ilaca bagll yan etkilerin tedavisinde veya

onlenmesinde etkili olacag dustnulmektedir.

Kompleks | arizalarina, sorunlarina veya bozulmasina yol actigi bilinen ve/veya yan etki

olarak laktik asidoza yol a¢tigi bilinen ila¢ maddeleri sunlardir:

. Asetaminofen, kapsaisin de dahil olmak Uzere analjezikler

. Amiodaron, perhekzilin dahil antianjinaller

. Linezolid, trovafloksasin, gentamisin dahil olmak izere antibiyotikler

. Mitomisin C, adriamisin dahil olmak uzere kinonlari igeren antikanser ilaclar

. Valproik asit dahil anti-konvulsant ilaglar

. Metformin, fenformin, butilbiguanid, troglitazon ve rosiglitazon, pioglitazon dahil

olmak Uzere anti-diyabetikler
. Fialuridin dahil Anti-Hepatit B maddeleri

. Antihistaminler
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. Tolkapon dahil Anti-Parkinson maddeleri

. Anti-psikotikler Risperidon,

. Anti-sizofreni zotepin, klozapin

. Antiseptikler, kuaterner amonyum bilesikleri (QAC)

. Izoniazit dahil olmak (zere anti-tiberkiiloz maddeleri

. Klofibrat, siprofibrat, simvastatin dahil olmak tzere fibratlar
. Propofol dahil hipnotikler

. imminosiipresif hastali§l modifiye edici antiromatizmal ilag (DMARD) Leflunomid
lokal anestetikler, ornegin bupivakain, diklofenak, indometasin ve lidokain Kas gevsetici,

ornegdin dantrolen

. Klorpromazin, flufenazin ve haloperidol gibi antipsikotik néroleptikler dahil olmak

uzere noroleptikler

. Efavirenz, tenofovir, emtrisitabin, zidovudin, lamivudin, rilpivirin, abakavir,
didanozin dahil olmak Gzere NRTI (nikleotit ters transkriptaz inhibitdrleri) NSAID'ler,

ornegdin nimesilfit, mefenamik asit, sulindak
. Barbiturik asitler.

Yan etkiler olarak laktik asidozu oldugu bilinen diger ilag maddeleri arasinda beta2-
agonistleri, epinefrin, teofilin veya diger herbisitler bulunur. Alkoller ve kokain de laktik

asidozla sonuclanabilir.

Ayrica, bulusun bilesiklerinin, bir kompleks | kusuruyla iligkili olmasa bile, laktik asidozun

tedavisinde veya 6nlenmesinde de etkili olabilecegi duginilmektedir.
ilaclar ve meveut bulusun bilesiklerinin kombinasyonu

Mevcut bulug ayni zamanda bir laktik asidozdan ve bir kompleks | kusuru, inhibisyonu
veya arizasina bagh yan etkiden segilen ilaca bagh bir yan etkinin tedavisinde ve/veya
onlenmesinde kullaniom i¢in  bir ilag maddesinin  ve bulusun bir bilesiginin

kombinasyonuna iligkin olup, icerisinde

i) ilag maddesi, ila¢ maddesinin endike oldugu bir hastaligin tedavisi icin kullantlir ve
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i) bulusa ait bilesik, ilag maddesi tarafindan indlklenen veya indliklenebilen yan
etkilerin dnlenmesi veya hafifletiimesi icin kullanilmakta olup; burada yan etkiler, laktik
asidozdan ve Kompleks | kusuru, inhibisyonu veya islev bozukluguna bagh yan etkiler

arasindan segilir.

Bu tOr bir ilag maddesinin mevcut bulusun herhangi bir bilesigiyle herhangi bir
kombinasyonu mevcut bulusun kapsami dahilindedir. Buna goére, buradaki agiklamaya
dayanarak, teknikte uzman bir kigi, bulusun 6zlnln, burada tarif edilen yan etkilerin
onlenmesi veya azaltlmasi igin bulusun bilesiklerinin degderli dzelliklerinin bulgular
oldugunu anlayacaktir. Bu nedenle, bu bulusa ait bilegiklerin, hucrelerin igine girme ve
burada tarif edilen yan etkilere sahip olan ya da potansiyel olarak yan etkileri olan
herhangi bir ilag maddesi ile kombinasyon halinde suksinat ve muhtemelen diger aktif

maddeleri iletme potansiyeli olan kullanimi, bu tarifnamede acik¢a gorilmektedir.
Mevcut bulus ayrica:

i) bir ilagc maddesini ve bulusun bir bilesigini igceren bir bilesim olup, icerisinde ilag
maddesi, laktik asidoz ve Kompleks | kusuru, inhibisyonu ya da iglev bozukluguna bagh

yan etkilerden segilen potansiyel olarak ilag kaynakli bir yan etkiye sahiptir;

ii) yukarida madde i'de tarif edilen sekilde bir bilesim olup, icerisinde bulusa ait bilesik,
ilag maddesi tarafindan indiiklenen veya indiklenebilen yan etkilerin énlenmesi veya
hafifletiimesi icin kullaniimakta olup; burada yan etkiler, laktik asidozdan ve Kompleks |

kusuru, inhibisyonu veya islev bozukluguna bagh yan etkiler arasindan segilir.

Bilesim iki ayn paket bigiminde olabilir:

. llag maddesini veya ila¢ maddesini igeren bir bilesimi barindiran bir birinci paket
ve
. mevcut bulusun bilesidini veya mevcut bulusun bilesigini iceren bir bilesimi

barindiran bir ikinci paket. Bilesim ayrica, hem ilag maddesini hem de bulusun bilesigini

iceren tek bir bilesim olabilir.

Bilesimin iki ayri paket icermesi durumunda, ilag maddesi ve mevcut bulusun bilesigi
farkh uygulama yollarindan uygulanabilir (Orn., ilag maddesi oral uygulama yoluyla ve

mevcut bulusun bilesigi parenteral veya mukozal uygulama yoluyla) ve/veya esas olarak
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ayni zamanda uygulanabilir veya ilag maddesi mevcut bulugun bilesiginden dnce veya
tam tersi sekilde uygulanabilir.

Kitler
Mevcut bulus ayrica asagidakileri iceren bir kit sadlar:

i) laktik asidoz ve bir Kompleks | bozuklugu, inhibisyonu veya arzasiyla iligkili yan
etkiler arasindan segilen bir potansiyel ilaca bagli olarak gelisen yan etkiye sahip bir ilag

maddesi i¢eren bir birinci kap, ve

ii) ilag maddesi tarafindan induklenen veya induklenebilen yan etkilerin onlenmesi veya
hafifletimesi igin potansiyele sahip olan; icerisinde yan etkilerin, laktik asidoz ve
Kompleks | kusuru, inhibisyonu veya iglev bozukluguna bagli yan etkiler arasindan

secildigi bir bilesik iceren ikinci bir kap.
Yan etkilerin tedavisi/énienmesi igin metot

Mevcut bulusg ayrica laktik asidoz ve bir Kompleks | bozuklugu, inhibisyonu veya arizasi
ile iligkili yan etki arasindan secilen bir ilaca bagh olarak gelisen yan etkisi olan bir
hastanin tedavisine yénelik bir metotla ilgili olup, bu metot, hastaya mevcut bulusun bir
bilesiginin etkili bir miktarinin uygulanmasini igerir, ve laktik asidoz ve bir Kompleks |
bozuklugu, inhibisyonu veya arizasi ile iligkili yan etki arasindan secilen bir yan etkiyi
potansiyel olarak indikleyen bir ilag maddesi ile tedavi edilen bir hastali§i olan bir
hastada, laktik asidoz ve bir Kompleks | bozuklugu, inhibisyonu veya arizasi ile iligkili
yan etki arasindan secilen bir ilaca bagh olarak gelisen yan etkinin énlenmesi veya
hafifletiimesine yonelik bir metotla ilgili olup, bu metot, hastaya, bahsedilen ila¢ maddesi
ile tedaviden dnce, tedavi sirasinda veya sonrasinda mevcut bulugun bir bilesiginin etkili

bir miktarinin uygulanmasini igerir.
Metformin

Metformin biguanidler sinifina ait bir anti-diyabetik ilagtir. ABD'de diyabet vakalarinin
yaklasik %90'ini olusturan tip 2 diyabet igin ilk basamak tedavisidir. Anti-diyabetik etki,
hepatik glikoz Uretiminin azalmasina, periferal dokularda artan glikoz alimiyla insulinin
biyolojik etkisini artirmaya ve bagirsakta glukoz alimini azaltmaya atfedilmigtir, ancak

tam etki mekanizmalar tam olarak agiklanmamistir. Diger anti-diyabetiklere gore
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avantajlarina ragmen, nadir gérillen laktik asidoz vakalarn (LA} yan etki olarak
tanimlanmigtir. LA, artmis anyon boslugu, 5 mM'in (zerinde bir arteriyel kan laktat
seviyesi ve pH < 7.35 olarak tanimlanmaktadir. Metformin ile iligkili LA'nin kesin
patojenezi hala tam olarak ortaya gikmamakla birlikte, glukoneojenezin bir inhibisyonu
ve bunun sonucunda alanin, piruvat ve laktat gibi glukoneojenik onculerin birikmesi
onerilmistir. Bununla birlikte, digerleri, ilacin, hem birincil terapdtik hem de glikoz
disdrica etkinin yani sira metformin ile iligkili LA'nin gelisimi i¢cin anahtar faktor olan
mitokondriyal fonksiyonla etkilesimini énermektedir. Mitokondriyal inhibisyonun bir
sonucu olarak, hiicre kismen ylkseltiimis laktat seviyeleri ile glikolizi tesvik ederek,
aerobikten anaerobik metabolizmaya kismen degisecektir. Metformin ile ayni ilag
sinifinin bagka bir anti-diyabetik maddesi olan feniformin, yUksek oranda LA (10000
tedavi yili basina 4 vaka) nedeniyle ¢codu Ulkede piyasadan ¢ekilmistir. Buna karsilik,
metformin igin LA insidansi, fenformin i¢in bunun yaklagik onda biridir ve bu nedenle,
olduk¢ca guvenli bir terapdtik madde olarak kabul edilir. Metforminle iligkili LA,
cogunlukla kardiyovaskiiler sistemi, karacigeri veya bdbrekleri etkileyen ek predispozan
durumlar olan hastalarda goéralur. Bu kosullar altinda, vucuttan gelen ilag klirensi
bozulmakta, bu da zamanla tespit edilmezse, metforminin artan kan
konsantrasyonlarina yol agmaktadir. Metformin kullaniminin tip 2 diyabet prevalansinin
artmasina bagl olarak artmasi beklendigi igin metformin kaynakli mitokondriyal toksisite
ve LA ile ilgili arastirma glincel ve acil bir konudur. Metformin mitokondriyal toksisitesi
Uzerine yapilan arastirmalar tutarsiz sonuglara igaret etmektedir. Kane ve ark., (2010),
sicanlarin iskelet kaslarinda in vivo olarak metformin ile bazal respirasyon ve maksimal
respiratuvar kapasitelerin inhibisyonunu saptamamig ve ayni sekilde metforminle isleme
tabi tutulmus tip 2 diyabet hastalarinin kas biyopsilerinde de bunu saptamamistir.
Bunun aksine, digerleri metformin ve fenforminin toksik etkilerini mitokondriya ve bunun
LA ile hayvan dokulari ile olan iliskisi (izerine tarif etmislerdir. Insan dokusu ile ilgili
veriler, 6zellikle ex vivo veya in vivo olarak az sayidadir. Metformin ve LA Uzerindeki
¢ogu insan verileri, insan doku o&rneklerinin elde edilmesinin zorlugu nedeniyle
retrospektif ¢calismalara dayanmaktadir. Ancak, Protti ve ark. (2010), biguanidle iligkili
LA olan hastalarda sistemik oksijen tUketiminde azalma bildirmis ve hem Protti ve ark.

(2012b) hem de Larsen ve ark. (2012) sirasiyla insan iskelet kas ve trombositlerinde <
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10 mM metformin ekspozir(ne yanit olarak in vitro mitokondriyal fonksiyon bozuklugu
tarif etmistir. Protti ve ark., (2012b) ayrica, 1 mM'de metformin maruziyetine yanit olarak
insan trombositlerinde artan laktat salinimi rapor etmistir. Her ne kadar metformin bu
konsantrasyonda terapotik kosullarda bulunmasa da, bunun intoksikasyon sirasinda
kanda bu duzeylere erigtigi gosterilmistir ve plazmaya kiyasla gastrointestinal yol,
bobrek, karaciger, tukurik bezleri, akciger, dalak ve kaslarda 7 ila 10 kata kadar biriktigi

bilinmektedir.

Burada bildirilen g¢alismada amag, yluksek ¢ozUnUrldkla respirometri kullanilarak insan
kan hucrelerinde metformin ve fenforminin mitokondriyal toksisitesini degerlendirmek
olmustur. Benzer sekilde yapilandinimis iki ilacin aktivitesini karsilagtirmak ve
mitokondriyal toksisite ile insan hastalarda tarif edilen LA insidansi arasindaki iligkiyi
incelemek ic¢in fenformin dahil edilmistir. Membran gecirgenligini ve bu biguanitlerin
spesifik toksisitesini arastirmak igin, ilag toksisitesini test etmek icin bir model, hem
komplike hem de permeabilize edilmis kan hiicreleri kullanilarak, solunum kompleksine

spesifik substratlar ve inhibitérlerin ardisik olarak eklenmesiyle uygulanmistir.

Diger yonler ekteki istemlerden anlagilacaktir. Tam detaylar ve bilgiler, gerekli

degisikliklerin yapilmasi kosuluyla bu yonlere uygular.
Tanimlar

"Bir" ifadesi, burada, makalenin dilbilgisel nesnelerini bir veya birden fazla (yani en az
bir) olacak sekilde ifade etmek icin kullanilmistir. Ornek olarak "bir analog” ifadesi bir

analog veya birden fazla analog anlamina gelir.

Burada kullanildidr  sekliyle, "hicre gegirgen suksinatlar", “"mevcut bulusun
bilesigi/bilesikleri", "hiicre gecirgen siksinat tlrevieri” ve "sUksinatin hlicre gegirgen

onculleri” ifadeleri birbirlerinin yerine kullanilir ve formul I'in bilesiklerini belirtir.

Burada kullanildi§i sekliyle "biyoyararlanim” terimi, bir ilacin veya baska bir maddenin
tatbik edildikten sonra biyolojik aktivite alaninda emildigi veya mevcut oldugu dereceyi
ifade eder. Bu &zellik bilesigin ¢dzundrliigd, bagirsakta emilim orani, protein baglanma

ve metabolizma derecesi gibi bir dizi faktére baghdir. Teknikte uzman bir kisi tarafindan
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bilinen biyoyararlanim igin ¢esitli testler burada tarif edilmistir (aynca bakiniz Trepanier
ve ark., 1998, Gallant-Haidner ve ark., 2000).

Burada kullanildigr sekliyle, "bozukluk", “inhibisyon", "ariza" terimleri, respiratuvar
zincirin Kompleks l'iyle iligkili olarak kullanildiginda, belirli bir ila¢ maddesinin Kompleks
| Gzerinde veya Kompleks I'in akis yukarisindaki mitokondriyal metabolizma Gzerinde
negatif bir etkiye sahip oldugunu belirtmekte icin kullaniimakta olup, bu etki Kompleks
I'e NADH teminini kisitlayan herhangi bir ilag etkisini, érm. Krebs déngusu, glikoliz, beta-
oksidasyon, piruvat metabolizmasi ve hatta glikoz veya diger kompleks | ile iligkili
substratlarin tasinmasini veya duzeylerini etkileyen ilaglar uzerindeki etkiyi kapsar.
Burada tarif edilen sekilde, bir hastada laktat genellikle Kompleks | dahil olmak Gzere

aerobik respirasyon uzerinde negatif bir etkinin gostergesidir.

Burada kullanildigi sekliyle, "yan etki" ifadesi, respiratuvar zincirin Kompleks ['inin
fonksiyonu ile iliskili olarak kullanildiginda, laktik asidoza iligkin bir yan etki olabilir veya
idiyosenkratik ilag organ toksisitesiyle oOrn. hepatotoksisite, ndrotoksisite,
kardiyotoksisite, renal toksisite ve kas toksisitesiyle iliskili bir yan etki, érnegin, bunlarla
sinirh olmamak kaydiyla, oftalmopleji, miyopati, sensorinéral igitme bozuklugu, nébetler,
inme, inme benzeri olaylar, ataksi, ptoz, biligsel yetersizlik, dedisen bilin¢g durumlari,
ndropatik agn, polinéropati, néropatik gastrointestinal sorunlar (gastrodzofageal refly,
kabizlik, bagirsak psodo tikanmasi), proksimal renal tubuler fonksiyon bozuklugu,
kardiyak ileti defektileri (kalp bloklan), kardiyomiyopati, hipoglisemi, gliikoneojenik
bozukluklar, alkole bagl olmayan karaciger yetmezligi, optik noropati, gorsel kayp,
diyabet ve ekzokrin pankreatik yetmezIligi, bitkinlik, solunumla ilgili problemler, drnedin

fasilal nefes achgr bulunur.

Burada kullanildigi sekliyle, "ilaca badlh olarak geligen” terimi, "yan etki" terimiyle iligkili
olarak kullamldiginda genis anlamda anlasiimahdir. Dolayisiyla, sadece ilag maddelerini
dedil, ayni zamanda istenmeyen laktat varigina yol acabilecek diger maddeleri de

kapsar. Ornekler herbisitler, toksik mantarlar, meyveler vs.'dir.

Mevcut bulusun farmasdtik olarak kabul edilebilir tuzlan, farmasoétik olarak kabul
edilebilir inorganik veya organik asitlerden veya organik asitler veya bazlardan ve ayni

zamanda kuaterner amonyum asit katilma tuzlarindan olusan konvansiyonel tuzlar
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icerir. Uygun asit tuzlarinin daha spesifik drnekleri arasinda hidroklorik, hidrobromik,
sulfurik, fosforik, nitrik, perklorik, fumarik, asetik, propiyonik, siksinik, glikolik, formik,
laktik, maleik, tartarik, sitrik, palmoik, malonik, hidroksimaleik, fenilasetik, glutamik,
benzoik, salisilikk, fumarik, tolienstllfonik, metansilfonik, naftalin-2-stlfonik,
benzensiilfonik hidroksinaftoik, hidroiyodik, malik, steroik, tanik ve benzerleri bulunur.
Oksalik gibi diger asitler, kendi i¢lerinde farmasotik olarak kabul edilebilir olmamakla
birlikte, mevcut bulusun bilegiklerinin ve bunlarin farmasoétik olarak kabul edilebilir
tuzlarinin elde edilmesinde ara urunler olarak kullamish olan tuzlarin hazirlanisinda
kullanigh olabilir. Uygun bazik tuzlarin daha spesifik érnekleri arasinda sodyum, lityum,
potasyum, magnezyum, aluminyum, Kkalsiyum, ¢inko, N,N'-dibenziletilendiamin,
kloroprokain, kolin, dietanolamin, etilendiamin, N-metilglukamin ve prokain tuzlan

bulunur.

Burada kullanildigi sekliyle, "alkil" terimi yalnizca sp3 karbon atomlarindan olusan,
hidrojen atomlariyla tamamiyla doymus olan, ornegin duz zincirli alkiller igin -
CnHan+1 seklinde olan, igerisinde n ifadesinin 1 ile 10 arasinda oldugu herhangi bir diz
ya da dallanmig zinciri belirtmekte olup, 6rnegin metil, etil, propil, isopropil, n-butil,
isobutil, sec-bdtil, tert-butil, n-pentil, neopentil, isopentil, hekzil, isohekzil, heptil, oktil,

nonil veya desildir. Burada kullanildidi sekliyle alkil ayrica ornatilabilir.

Burada kullanildigi sekliyle, "sikloalkil" terimi -CnHzn1 genel formuline sahip olan ve
icerisinde n ifadesinin 3-10 arasinda oldugu siklik/halkali yapida karbon zincirlerini
belitmekte olup, 6rnegin siklopropil, siklobdutil, siklopentil, siklohekzil, sikloheptil veya
siklooktil, bisikl[3.2.1]oktil, spiro[4,5]desil, norpinil, norbonil, norkapril, adamantil ve

benzeridir.

Burada kullanildigi sekliyle, "alken" terimi, karbon ve hidrojen atomlarindan olusan bir
diz ya da dallanmig zinciri belirtmekte olup, igerisinde en az iki karbon atomu bir ¢ift
bag ile, érnedin iki ila on adet karbon atomuna ve en az bir ¢ift baga sahip olan Cz-
10 alkenil doymamig hidrokarbon zinciriyle baglanir. Cxs alkenil gruplarinin drnekleri
arasinda, sinirlandirma olmaksizin vinil, 1-propenil, alil, iso-propenil, n-butenil, n-

pentenil, n-hekzenil ve benzeri bulunur.
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Mevcut badlamda "C1.10 alkoksi” terimi, tek basina veya kombinasyon halinde kullanilan
bir -O-C-1.6 alkil grubunu belirtmekte olup, icerisinde Ci.19 alkil yukarida tanimlandii
gibidir. Dogrusal alkoksi gruplarinin érnekleri arasinda metoksi, etoksi, propoksi, butoksi,
pentoksi ve hekzoksi bulunur. Dallanmis alkoksi ornekleri arasinda iso-propoksi, sec-
bitoksi, tert-biitoksi, iso-pentoksi ve iso-hekzoksi bulunur. Siklik alkoksi o6rnekleri

arasinda siklopropiloksi, siklobutiloksi, siklopentiloksi ve siklonksioksi bulunur.

"Cs.7 heterosikloalkil" terimi, burada kullanildigi sekliyle, halkadan bagimsiz olarak azot,
oksijen ve kukurt arasindan segilen bir ya da daha fazla heteroatom igeren bir siklik
hidrokarbon gibi tamamiyla doymus bir heterohalkanin bir radikalini belirtir.
Heterohalkalarin &érnekleri arasinda, sinirlandirma olmaksizin pirolidin (1-pirolidin, 2-
pirolidin, 3-pirolidin, 4-pirolidin, 5-pirolidin), pirazolidin (1-pirazolidin, 2-pirazolidin, 3-
pirazolidin, 4-pirazolidin, 5-pirazolidin), imidazolidin (1-imidazolidin, 2-imidazolidin, 3-
imidazolidin, 4-imidazolidin, 5-imidazolidin), zolidin (2-tiyazolidin, 3-tiyazolidin, 4-
tiyazolidin, 5-tiyazolidin), piperidin (1-piperidin, 2-piperidin, 3-piperidin, 4-piperidin, 5-
piperidin, 6-piperidin}, piperazin (1-piperazin, 2-piperazin, 3-piperazin, 4-piperazin, 5-
piperazin, 6-piperazin), morfolin (2-morfolin, 3-morfolin, 4-morfolin, 5-morfolin, 6-
morfolin}, tiyomorfolin (2-tiyomorfolin, 3-tiyomorfolin, 4-tiyomorfolin, 5-tiyomorfolin, 6-
tiyomorfolin),  1,2-oksatiyolan  (3-(1,2-oksatiyolan),  4-(1,2-oksatiyolan), 5-(1,2-
oksatiyolan)), 1,3-dioksolan (2-(1,3-dioksolan), 3-(1,3-dioksolan), 4-(1,3-dioksolan)),
tetrahidropiran (2-tetrahidropiran, 3-tetrahidropiran, 4-tetrahidropiran, 5-tetrahidropiran,
6-tetrahidropiran), hekzahidropiradizin, (1-(hekzahidropiradizin), 2-(hekzahidropiradizin),
3-(hekzahidropiradizin), 4-(hekzahidropiradizin), 5-(hekzahidropiradizin), 6-

{hekzahidropiradizin}) bulunur.

Burada kullanilan gekliyle "Cq.10alkil-Cs-1gsikloalkil” terimi, yukarida tanimlandigr gibi
belirtilen sayida karbon atomuna sahip olan bir alkil grubu vasitasiyla baglanan

yukarida tanimlandidi gibi bir sikloalkil grubunu belirtir.

Burada kullanilan sekliyle "C+.10alkil-Cs-7heterosikloalkil” terimi, yukarida tanimlandigi
gibi belirtilen sayida karbon atomuna sahip olan bir alkil grubu vasitasiyla baglanan

yukarida tanimlandigi gibi bir heterosikloalkil grubunu belirtir.
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Burada kullanilan "aril" teriminin karbosiklik aromatik halka sistemlerini i¢ermesi
amaclanmistir.  Aril ayrica, asagida siralanan karbosiklik sistemlerin  Kismen

hidrojenlenmis tlrevlerini de kapsamaktadir.

Burada kullaniididi sekliyle "heteroaril” terimi, azot, oksijen ve kilkdrt arasindan secilen
bir veya daha fazla heteroatom iceren, furil, tiyenil, pirrolil gibi heterosiklik doymamis
halka sistemlerini kapsamaktadir ve ayrica asagida sayillan heterosiklik sistemlerin

kismen hidrojene edilmis tlrevlerini kapsamasi| amaclannmistir.

Burada kullanildigr gekliyle "aril" ve "heteroaril” terimleri istege bagh olarak ornatiimamig
veya mono-, di- veya tri-ornatilmis olabilen bir arili veya istege bagh olarak ornatiimamis
veya mono-, di- veya tri-ornatiimis olabilen bir heteroarili belirtir. "Aril" ve "heteroaril”
ornekleri arasinda, sinirlandirma olmaksizin, fenil, bifenil, indenil, naftil (1-naftil, 2-naftil),
N-hidroksitetrazolil, N-hidroksitriazolil, N-hidroksiimidazolil, antrasenil {1-antrasenil, 2-
antrasenil, 3-antrasenil), fenantrenil, florenil, pentalenil, azulenil, bifenilenil, tiyofenil (1-
tivenil, 2-tiyenil), furil (1-furil, 2-furil), furanil, tiyofenil, isoksazolil, isotiyazolil, 1,2,3-
triazolil, 1,2,4-triazolil, piranil, piridazinil, pirazinil, 1,2 ,3-triazinil, 1,2,4-triazinil, 1,3,5-
triazinil, 1,2,3-oksadiazolil, 1,2,4-oksadiazolil, 1,2,5-oksadiazolil, 1,3,4-oksadiazolil,
1,2,3-tiyadiazolil, 1,2 4-tiyadiazolil, 1,2,5-tiyadiazolil, 1,3,4-tivadiazolil, tetrazolil,
tivadiazinil, indolil, isoindolil, benzofuranil, benzotiyofenil (tiyanaftenil), indolil,
oksadiazolil, isoksazolil, kinazolinil, florenil, ksantenil, isoindanil, benzhidril, akridinil,
benzisoksazolil, purinil, kinazolinil, kinolizinil, kinolinil, isokinclinil, kinoksalinil, naftiridinil,
fteridinil, azepinil, diazepinil, pirolil (2-pirolil}), pirazolil (3-pirazolil), 5-tiyofen-2-il-2H-
pirazol-3-il, imidazolil (1-imidazolil, 2-imidazolil, 4-imidazolil, 5-imidazolil), triazolil (1,2,3-
triazol-1-il, 1,2,3-triazol-2-il, 1,2,3-triazol-4-il, 1,2,4-triazol-3-il), oksazolil (2-oksazolil, 4-
oksazolil, 5-oksazolil), tiyazolil (2-tiyazolil, 4-tiyazolil, 5-tiyazalil), piridil (2-piridil, 3-piridil,
4-piridil), pirimidinil  (2-pirimidinil, 4-pirimidinil, 5-pirimidinil, 6-pirimidinil), pirazinil,
piridazinil (3-piridazinil, 4-piridazinil, 5-piridazinil), isokinolil (1-isokinolil, 3-isokinolil, 4-
isokinolil, 5-isokinolil, 6-isokinolil, 7-isokinolil, 8-isokinolil), kinolil (2-kinolil, 3-kinolil, 4-
kinolil, 5-kinolil, 6-kinolil, 7-kinolil, 8-kinolil), benzo[b]furanil (2-benzo[b]furanil, 3-
benzo[b]furanil, 4-benzo[b]furanil, 5-benzo[b]furanil, 6-benzo[b]furanil, 7-benzo[b]furanil),
2,3-dihidro-benzo[b]furanil (2-(2,3-dihidro-benzo[b]furanil), 3-(2,3-dihidro-
benzo[blfuranil), 4-(2,3-dihidro-benzo[b]furanil), 5-(2,3-dihidro-benzo[b]furanil), 6-(2,3-
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dihidro-benzo[b]furanil), 7-(2,3-dihidro-benzo[b]furanil)), benzol[bltiyofenil (2-
benzo[bltiyofenil,  3-benzo[bltiyofenil, 4-benzo[bltiyofenil, 5-benzo[bltiyofenil, 6-
benzo[bltiyofenil, 7-benzo[b]tiyofenil), 2,3-dihidro-benzao[bltiyofenil (2-(2,3-dihidro-
benzo[bltiyofenil), 3-(2,3-dihidro-benzo[bltiyofenil), 4-(2,3-dihidro-benzo[bltiyofenil), 5-
(2,3-dihidro-benzo[b]tiyofenil), 6-(2,3-dihidro-benzo[b]tiyofenil), 7-(2,3-dihidro-
benzo[bltiyofenil)), indolil (1 -indolil, 2-indolil, 3-indolil, 4-indolil, 5-indolil, 6-indolil, 7-
indolil}, indazolil {1-indazolil, 2-indazolil, 3-indazolil, 4-indazolil, 5-indazolil, 6-indazolil, 7-
indazolil), benzimidazolil, (1-benzimidazolil, 2-benzimidazolil, 4-benzimidazolil, 5-
benzimidazolil, 6-benzimidazolil, 7-benzimidazolil, 8-benzimidazolil), benzoksazolil (1-
benzoksazolil, 2-benzoksazolil), benzotiyazolil (1-benzotiyazolil, 2-benzotiyazolil, 4-
benzotiyazolil, 5-benzotiyazolil, 6-benzotiyazolil, 7-benzotiyazolil), karbazolil (1-
karbazolil, 2-karbazolil, 3-karbazolil, 4-karbazolil} bulunur. Kismen hidrojenlenmis
trevlerin kisitlayici olmayan ornekleri 1,2,3,4-tetrahidronaftil, 1,4-dihidronaftil, pirolinil,

pirazolinil, indolinil, oksazolidinil, oksazolinil, oksazepinil ve benzeridir.

Burada kullanilan "asil" terimi, bir -C(=0) R karbonil grubunu belirtmekte olup, igerisinde
R grubu yukarnida tanimlanan gruplardan herhangi biridir. Spesifik 6rnekler formil, asetil,
propiyonil, butiril, pentancil, hekzanoil, heptanoil, octanoil, nonanoil, dekanoil, benzoil ve

benzerleridir.

“Istege bagl olarak ornatilmis” ifadesi, herhangi bir gruba uygulandiginda, bahsedilen
grubun, istendigi takdirde, ayni ya da farkli olabilen bir ya da daha fazla ornatikla
ornatilabilecegi anlamina gelir. "iste§e bagl olarak ormatilmig alkil" hem "alkil" hem de

"ornatilmig alkili" igerir.

"Ornatilmig” ve "istege bagl olarak ornatiimis” pargalarin uygun ornatiklarinin érnekleri
arasinda halo (floro, kloro, bromo veya iyodo), alkil, Cs.e sikloalkil, hidroksi, C1.s alkoksi,
sivano, amino, nitro, C1.¢ alkilamino, C2. alkenilamino, di-C+.salkilamino, C1.s asilamino,
di-C1.5 asilamino, Ci.s aril, C16 arilamino, Cisaroilamino, benzilamino, Ci arilamido,
karboksi, C1.6 alkoksikarbonil veya (C1.¢ aril}(C1-10 alkoksi)karbonil, karbamoil, mono-Ci.-
s karbamoil, di-Ci.6 karbamoil veya yukaridakilerin iginden bir hidrokarbil pargasinin
kendisinin halo, siyano, hidroksi, C1-2 alkoksi, amino, nitro, karbamoil, karboksi veya Ci.

2 alkoksikarbonil ile ornatildigi herhangi birisi bulunur. Bir oksijen atomu igeren hidroksi
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ve alkoksi gibi gruplarda oksijen atomu kikdrt ile degistirilerek drnegin tiyo (SH) ve tiyo-
alkil (S-alkil) gibi gruplar yapilabilir. istege bagh ornatiklar bu nedenle érnegin S-metil
gibi gruplari igerir. Tiyo-alkil gruplarinda, kikirt atomu bir silfoksit veya sulfonun
yaplimasi igin ayrica oksitlenebilir ve bu nedenle istege bagh ornatiklar S(O)-alkil ve

S(O)q-alkil gibi gruplari icerir.

Ornatim ¢ift bag bigimini alabilir ve heteroatomlar igerebilir. Dolayisiyla bir CHz2 yerine

bir karbonili (C=0) olan bir alkil grubu, ornatilmis bir alkil grubu olarak digunulebilir.

Bu nedenle, ornatilmig gruplar, érmedin CFH2, CFzH, CF3, CH2NH2, CH20H, CH2CN,
CH2SCHs, CH2OCH3;, OMe, OEt, Me, Et, -OCH:0-, CO:Me, C(O)Me, i-Pr, SCFs3,
SO:Me, NMez, CONH>, CONMe; ve benzerlerini igerir. Aril gruplarn durumunda,
ornatimlar, aril halkasindaki bitisik karbon atomlarindan, érnegin O-CH2-O gibi siklik

asetallerden gelen halka formunda olabilir.
Mevcut bulus agsagdidaki sekillerde orneklendirilmigtir:

. Sekil 1. Kompleks | inhibe edilmis hlicrelerde mitokondriyal enerji tretim
fonksiyonunun gelistiriimesine yonelik sematik degerlendirme deneyi
sekli.Mevcut bulusa gére bilesiklerin degerlendirilmesi igin protokol. Deneyde, saglam
hicrelerde mitokondriyal fonksiyon respiratuvar kompleks | inhibitéri rotenon ile
bastinlir. ilag adaylari, biyoenerjetik artisi veya inhibisyonu degerlendirmek igin plazma
membraninin gegirgen hale getirimesinden 6nce ve sonra endojen (hiicre gecirgen

olmayan) substratlarla karsilastirilir.

. Sekil 2. Saglam hiicrelerde mitokondriyal enerji (iretim fonksiyonunun
gelistiriimesine ve inhibisyonuna yodnelik deneyin sematik sekli. Mevcut bulusa
gore bilesiklerin etkinliginin degerlendiriimesi icin protokol. Deneyde, mitokondrival
aktivite, protonofor FCCP ile mitokondrileri ayristirarak uyarilir. ilag adaylari, maksimum
yakinsak (kompleks | ve kompleks Il'den turetilmig) respirasyon seviyesini elde etmek
igin titre edilir. Rotenon ilavesinden sonra, kompleks II've bagimli stimulasyon elde edilir.
Kompleks [l inhibitdoril Antimisin eklenerek mitokondriyal olmayan oksijen tuketimi

degerlendirilir.
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. Sekil 3. Bir mitokondriyal kompleks | inhibitériine maruz kalan hiicrelerde
laktat birikmesinin onlenmesine yonelik deneyin sematik sekli.Mevcut bulusa gore
bilesiklerin etkinliginin degerlendiriimesi igin protokol. Deneyde, saglam hicrelerde
mitokondriyal fonksiyon respiratuvar kompleks | inhibitort rotenon ile bastinlir. Hacreler,
glikoliz laktatina kaydikca ortamda birikmektedir. ila¢ adaylar endojen (hiicre gecirgen
olmayan) substratlarla karsilastinlir ve azalan laktat birikim orani, mitokondriyal ATP

uretiminin restorasyonunu gosterir.

. Sekil 4. Domuzda bir akut metabolik kriz modelinde laktat birikimi sekli.
Domuzda bir akut metabolik kriz modelinde laktat birikimi. Hayvan modelinde,
mitokondriyal fonksiyon respiratuvar kompleks | inhibitéra rotenonun infuzyonu yoluyla
baskilanir. Hucreler, glikoliz laktatina kaydik¢a vucutta birikmektedir. Ortalama arteriyel
laktat konsantrasyonlari, belirtilen inflzyon hizlarinda rotenon ve vehikul ile tedavi
edilen hayvanlarda gésterilmistir. llag adaylari rotenonla isleme tabi tutulan hayvanlarda
degerlendirilmistir ve laktat birikimi oraninin azalmasi mitokondrival ATP dretiminin

restorasyonunu belirtir.

. Sekil 5 Gegirgenlestiriimis insan periferal kan tek c¢ekirdekli hiicreleri (PBMC'ler)
ve trombositlerde mitokondriyal respirasyon uzerine metformin etkisi. (a) Eszamanh
olarak dlgulen metformin (1 mM siyah iz) veya vehikdl ile isleme tabi tutulan (H20, gri iz)
gecirgenlestiriimis PBMC'lerin  O2 tuketimi, belirtilen respiratuvar komplekse 06zgu
substratlar ve inhibitérlerin art arda eklenmesiyle degerlendirilmistir. izlerin stabilizasyon
fazi, haznenin yeniden oksijenlenmesinden ve kompleks |V substrat uygulamasindan
kaynaklanan bozukluklar atlanmistir (kesikli gizgiler). izlerin altindaki kutular, verilen
substratlarin, kompleks | (Cl), kompleks Il (Cll) veya her ikisinin (Cl + I} oksidasyonu
sirasinda respirasyon icin kullanilan respiratuvar kompleksleri ve ayni zamanda
protokoliin  belirtilen bolimlerindeki respiratuvar durumlarini  belirtir.  Ug  farkli
respiratuvar durum ve substrat kombinasyonu i¢in respiratuvar oranlar kontrol (H20) ve
belittilen metformin konsantrasyonlan igin goésterilmis olup; kompleks | substratlari
tarafindan desteklenen oksidatif fosforilasyon kapasitesi (OXPHOSc¢), protonofor
FCCP'nin titrasyonunun ardindan elektron tagsima sistemi (ETScn) iginden kompleks
II've bad@imh maksimal aki ve kompleks IV (CIV) kapasitesi godsterilmistir. Degerler
ortalama + SEM olarak gosterilmistir. *= P < 0.05,**= P < 0.01 ve ***= P < 0.001; Holm-
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Sidak coklu karsilastirma metoduyla birlikte tek yonli ANOVA kullanilarak, n = 5.
OXPHOS = oksidatif fosforilasyon. ETS = elektron tagima sistemi. ROX = artik oksijen

konsantrasyonu.

. Sekil 6 Metformin ve fenformin tarafindan goériintilenen toksisitenin,
permeabilize edilmis insan trombositlerinde kompleks I'e bagl substratlarin (OXPHOSc)
destekledidi oksidatif fosforilasyon sirasinda mitokondriyal solunum kapasitesine gore
karsilastinlmasi. Solunum hizlan ortalama = SEM olarak sunulmus ve metformin ve
fenformin i¢in yari maksimum inhibitér konsantrasyon (ICsg) degerlerini elde etmek igin
standart lineer olmayan egri uydurma uygulanmistir. *= P < 0.05, **= P < 0.01 ve **= P
< 0.001; Holm-Sidak c¢oklu karsilagstirma metoduyla birlikte tek yonld ANOVA

kullanilarak kontrolle karsilagtiriimistir, n = 5.

. Sekil 7 Metforminin saglam insan trombositlerinde mitokondriyal respirasyon
Uzerindeki zamana ve doza badimh etkileri. {(a) trombositlerin rutin respirasyonu, yani,
hiicrelerin endojentz substrat temini ve ATP talepleriyle respirasyonu, belirtilen
konsantrasyonlardaki metformin veya vehikilin (H20) 60 dakikalik ink{ibasyon
sirasinda goruntilenmis ve bunun ardindan (b) protonofor FCCP'nin titrasyonu ile
induklenen maksimal respiratuvar kapasite izlenerek saglam hucrelerin elektron tasima
sistemi (ETS) lizerinden maksimal aki belirlenmistir. Veriler ortalama + SEM olarak
ifade edilmistir, n = 5. *= P < 0.05, **= P < 0.01 ve **= P < 0.001; tek yénli ANOVA (b)
ve iki yonli ANOVA (a) ve Holm-Sidak post-hoc testi kullaniimigtir.

. Sekil 8 Metformin ve fenforminin laktat Uretimi ve bozulmamis insan trombosit
suspansiyonlarinin pH't Uzerindeki etkisi Trombositler glukoz (10 mM) iceren fosfat
tamponlu salin i¢inde 8 saat boyunca metformin (10 mM, 1 mM), fenformin (0.5 mM),
kompleks | inhibitérii rotenon (2 pM) veya vehikil (DMSO, kontrol) ile inkiibe
edilmigtir. (a) laktat dluzeyleri her 2 saatte bir belirlenmis (n = 5), ve (b) pH dizeyi her 4
saatte bir dlgUlmustlr (n = 4). Veriler ortalama + SEM olarak ifade edilmigtir. *= P < 0.05,
= P < 0.01 ve *™= P < 0.001; iki yonli ANOVA ve Holm-Sidak post-hoc testi

kullaniimigtir.

. Sekil 2 10 mM gliikoz iceren PBS iginde inkiibe edilmis saglam trombositler
{200+10%/ml). (A) 10 mM metformin ile inkiibe edilen hiicreler, her 30 dakikada bir 250
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MM'hk arcisik eklemelerde siksinat veya NV118 ile muamele edilmigtir. NV118'in 0
saatte ilave edilmesinden dnce, hlcreler esit ilk laktat seviyelerini olusturmak igin
sadece metformin veya vehikil ile 1 saat inkibe edilmistir (veriler gosterilmemistir).
Laktat konsantrasyonlarn 30 dakikada bir érneklenmistir. (B} Laktat Uretimi dogrusal
olmayan uygun bir regresyon ile hesaplanmig ve zaman laktat egrileri icin %95 guven
araliklar hesaplanmistir. Metformin ile inkibe edilen hdcreler kontrole gdre onemli
Olgude daha vyuksek laktat udretimine sahip olmus ve suksinat ilaveleri bunu
degistirmemistir. Metformin ile inkibe edilen hlcrelere NV118 eklendiginde laktat
dretimi dnemli dlglide azalmistir. (C) Rotenon tarafindan indiklenen laktat Gretimi

benzer sekilde tekrarlanan NV 118 ilaveleri ile zayiflatilabilir.

. Sekil 10 10 mM glikoz igeren PBS icinde inkube edilmis saglam trombositler
{200+108/ml). (A) 10 mM metformin ile inkiibe edilen hiicreler, her 30 dakikada bir 250
UMk ardisik eklemelerde suksinat veya NV189 ile muamele edilmistir. NV119'un O
saatte ilave edilmesinden once, hlcreler esit ilk laktat seviyelerini olusturmak igin
sadece metformin veya vehikil ile 1 saat inkibe edilmistir (veriler gosterilmemistir).
Laktat konsantrasyonlan 30 dakikada bir drneklenmistir. (B} Laktat Gretimi dogrusal
olmayan uygun bir regresyon ile hesaplanmig ve zaman laktat egrileri icin %95 guven
araliklari hesaplanmistir. Metformin ile inkibe edilen hiicreler kontrole gdre dnemli
Olcide daha yuksek laktat Gretimine sahip olmus ve siksinat ilaveleri bunu
degistirmemistir. Metformin ile inkibe edilen hlcrelere NV189 eklendiginde laktat
uretimi onemli olgude azalmigtir. (C) Rotenon tarafindan induklenen laktat Gretimi
benzer sekilde tekrarlanan NV189 ilaveleri ile zayiflatilabilir. Antimisin de eklendiginde,
NV189'un kompleks 2 Uzerindeki etkisi, antimisin'in kompleks Il tzerindeki inhibitor

etkisi ile ortadan kaldiriimistir.

. Sekil 11 10 mM glikoz igeren PBS icinde inkube edilmis saglam trombositler
(200+108/ml). (A) 10 mM metformin ile inkiibe edilen hiicreler, her 30 dakikada bir 250
MMk ardisik eklemelerde sliksinat veya NV241 ile muamele edilmistir. NV241'in O
saatte ilave edilmesinden once, hlcreler esit ilk laktat seviyelerini olusturmak igin
sadece metformin veya vehikll ile 1 saat inkUbe edilmistir (veriler gosteriimemistir).
Laktat konsantrasyonlan 30 dakikada bir drneklenmistir. (B} Laktat Gretimi dogrusal

olmayan uygun bir regresyon ile hesaplanmis ve zaman laktat egrileri igin %985 glven
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araliklar hesaplanmigtir. Metformin ile ink(be edilen hlcreler kontrole gdre dnemli
Olcide daha yuksek laktat Gretimine sahip olmus ve siksinat ilaveleri bunu
degistirmemistir. Metformin ile inkiibe edilen hlcrelere NV241 eklendiginde laktat
dretimi dnemli dlglide azalmistir. (C) Rotenon tarafindan indiklenen laktat Gretimi

benzer sekilde tekrarlanan NV241 ilaveleri ile zayiflatilabilir.

. Sekil 12 10 mM glikoz igceren PBS iginde, her 30 dakikada bir laktat
konsantrasyonlarinin - numunesi  alinarak inkllbe edilmis olan trombositler
(200e13%/ml). {A) 3 saatlik inkiilbasyon sirasinda, zaman iginde ortamdaki laktat
konsantrasyonundaki degisimi gérmek igin hucreler rotenon (2 pM) ya da bunun
vehiklld ile igleme tabi tutularak izlenmistir. Ayrica, hucreler, NV189 ile birlikte rotenon
ile inkibe edilmis ve rotenon, NV189 ve kompleks Il inhibitéru antimisin (1 pg/mL)
iceren hicreler izlenmistir. NV189'un O saatte ilave edilmesinden dénce, hicreler esit ilk
laktat seviyelerini olusturmak igin sadece rotenon veya vehikdl ile 1 saat inklbe
edilmistir (veriler gdsterilmemistir). Rotenon, hiicrelerin laktat Gretimini arttinir, ancak bu,
NV189 ile birlikte (her 30 dakikada bir 250 uM ardisik eklemeler) inkiibasyonla normale
(ayni egri egimi} geri getirilir. Antimisin de mevcut oldugunda, NV189, kompleks I
seviyesinde calisgamaz ve laktat Uretimi, sadece mevcut rotenon ile ayni seviyeye
yukseltilir. (B) Rotenon ile oldudu gibi benzer bir laktat dretim hizi 10 mM

konsantrasyonda metformin ile inkiibasyon ile indiklenebilir.
Deneysel
Genel Biyoloji Yontemleri

Teknikte uzman bir kisi, teknikte uzman kisilerce bilinen in vivo ve in vitro metotlari,
ornedin, sinirlandirma  olmaksizin, asagida ve Gallant-Haidner ve ark., 2000 ve
Trepanier ve ark., 1998 belgelerinde ve bunlarin referanslarinda tarif edilen metotlar
kullanarak mevcut bulusun bilesiginin  farmakokinetigini  ve  biyoyararlanimini
belirleyebilir. Bir bilesigin biyoyararlanimi gesitli faktorlerle (orn., suda ¢ozundrluk, hicre
membrani gecirgenlidi, protein baglanma kapsami ve metabolizma ve stabilite)
belirlenmekte olup, bunlarin her biri buradaki orneklerde tarif edilen sekilde in vitro
testlerle belirlenebilir. Teknikte uzman bir kisi tarafindan takdir edilecedi lUzere, bu

faktorlerden bir ya da daha fazlasindaki bir gelisim bir bilesigin biyoyararlaniminda bir
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gelisim saglayacaktir. Alternatif olarak, mevcut bulusun bilesiginin biyoyararlanimi,
asagida veya buradaki orneklerde daha ayrintii olarak tarif edilen sekilde in vivo

metotlar kullanilarak dlgilebilir.

in vivo biyoyararlanimi élgcmek igin, bir bilesik bir test hayvanina (érn., fare veya sican)
intraperitoneal olarak (i.p.) veya intraventz olarak (i.v.) ve oral olarak (p.o.) uygulanabilir
ve dlzenli araliklarla kan érnekleri alinarak ilacin plazma konsantrasyonunun zamana
bagli olarak nasil degistigi incelenebilir. Plazma konsantrasyonunun zamana bagh seyri,
standart modeller kullanilarak bilesigin mutlak biyoyararhligint bir ylzde olarak

hesaplamak icin kullanilabilir. Tipik bir protokol érnegi asagida aciklanmistir.

Ornegin, fareler veya siganlar, mevcut bulusun bilesiginin 1 veya 3 mg/kg' ile
intravenoz olarak veya mevcut bulusun bilesiginin 1, 5 veya 10 mg/kg'l ile oral olarak
dozlanmigtir. Kan ornekleri 5 dakika, 15 dakika, 1 saat, 4 saat ve 24 saat araliklarla
alinmistir ve érnekte bulusa ait bilesigin konsantrasyonu, LCMS-MS ile belirlenmistir.
Plazma sUreci veya tam kan konsantrasyonlan kullanilarak daha sonra plazma altindaki
alan veya kan konsantrasyonu-zaman egrisi (AUC - sistemik dolasima erigen
degismemis ilacin toplam miktan ile dogru orantilidir), maksimum (pik) plazma veya kan
ilag konsantrasyonu, maksimum plazma veya kan ila¢g konsantrasyonunun meydana
geldidi zaman (pik zaman} gibi kilit parametreler ve biyoyararlanimin hassas bir sekilde
belirlenmesinde kullanilan ilave faktorler, ornegin bilesigin yan omru, toplam vicut
klerensi, dagihmin duragan hal hacmi ve %F belirlenebilir. Bu parametreler daha sonra
hesaplanan bir yuzdelik biyoyararlanimi elde etmek icin bolumsel olmayan veya
bolumsel yontemlerle analiz edilir ve bu tip bir yonteme 6rnek olarak Gallant-Haidner ve

ark., 2000 ve Trepanier ve arkadaslar, 1998 ve burada verilen referanslar verilebilir.

Mevcut bulusun bilesiginin etkinligi asagida tarif edilen metotlardan bir ya da daha

fazlasi kullanilarak test edilebilir:

I. Saglam hiicrelerde mitokondriyal enerji tretim fonksiyonunun gelistirilmesi ve
inhibisyonunun degerlendirilmesine yonelik deneyler Yiksek ¢oziinirliiklii

Respirometri - A- genel metot

Mitokondriyal respirasyonun élcumu yuksek ¢6zunirlakla bir oksigraf icinde (Oksigraph-

2k, Oroboros Instruments, Innsbruck, Avusturya), 37 °C'lik sabit bir sicaklikta
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gergeklestirilir. izole edilmis insan trombositleri, akyuvarlar, fibroblastlar, insan kalp kasi
lifleri veya canli mitokondrileri iceren dider hicre tipleri 2 mL'lik bir cam hazne icinde,
ortamda = 10 pmol Oz2s'mL"lik bir oksijen tlketimini vermeye vyetecek bir

konsantrasyonda askiya alinmistir.
Yiiksek ¢Oziinlirl(iklli respirometri- B (laktat ¢alismalarinda kullaniiir)

Gergek zamanl respirometrik dlgUmler yliksek ¢ozunurlCkll oksigraflar (Oksigraph-2k,
Oroboros Instruments, Innsbruck, Avusturya) kullanilarak yapilmistir.  Olglimler
sirasinda deney kosullan asagidaki gibi olmustur: 37 ° C, 2 mL aktif hazne hacmi ve
750 rpm kanstinct hizi. Oz hazne konsantrasyonlari, deneyler sirasinda odadaki
reoksijenasyon ile 200-50 uM arasinda tutulmustur (Sjovall ve ark., 2013a). Veri kaydi
igin DatLab yazilimi siriom 4 ve 5 kullaniimistir (Oroboros Instruments, Innsbruck,
Avusturya). Ayarlar, gunlik kalibrasyon ve enstrimantal arka plan duzeltmeleri
dreticinin talimatlarina gére yapiimistir. Respiratuvar dlgimler, 0.5 mM EGTA, 3 mM
MgClz, 60 mM K-laktobiyonat, 20 mM Taurin, 10 mM KHzPO4, 20 mM HEPES, 110 mM
sukroz ve 1 g/L bovin serum albumin (MiR05) veya glikoz (5 mM) ve EGTA (5 mM)
iceren fosfat tamponlu salin (PBS) igeren bir tampon iginde, iliskin bélumlerde belirtilen
sekilde gerceklestiriimigtir. Solunum degerleri, her iki ortamda (0.92) oksijen ¢ozunurluk
faktorl icin dozeltiimigtir (Pesta ve Gnaiger, 2012). Bozulmamis insan trombositlerinin
laktat uretimi 10 mM glUkoz igeren PBS iginde belirlenmigtir. Tum olgumler, mL basina
200x108 hiicre trombosit konsantrasyonunda veya mL basina 5x10°% hicre PBMC

konsantrasyonunda gerceklestirilmistir.
Bilesiklerin dederlendirilmesi
Bozulmamis hacrelerde dort tipik degerlendirme protokolu kullanilir,

(1) inhibe edilmis respiratuvar kompleks I'i hiicrelerde mitokondriyal enerji (iretme

fonksiyonunun geligtirimesine yénelik deney

Hucreler 110 mM sukroz, HEPES 20 mM, taurin 20 mM, K-laktobiyonat 60 mM, MgClz 3
mM, KH2PO410 mM, EGTA 0.5 mM, BSA 1 g/, pH 7.1 igeren bir tampon igine
yerlestiriimistir. Endojendz substratlarla referans hatti respirasyon belirlendikten sonra,

kompleks | Rotenon 2 pM ile inhibe edilmigtir. Bilesikler DMSO iginde ¢dzindirdimus 10
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MM ila 10 mM son konsantrasyon araliinda titre edilmigtir. Ardindan hilcre zarlan,
hiicre dig! olarak salinan enerji substratinin veya hlicre gegirimsiz enerji substratlarinin
girisine izin vermek Ulzere digitonin (1mg/1*108 plt) ile gegirgen hale getirilmigtir.
Stabilize respirasyondan sonra, kompleks |'in akis asagisinda solunumu saglamak igin
bir referans olarak Suksinat 10 mM eklenir. Solunum stabilize edildikten sonra deney, 1
ug/mL nihai konsantrasyonda Antimisin ilavesiyle sonlandirihr ve herhangi bir artik
mitokondriyal olmayan oksijen tiketimi olctlar. Tarif edilen protokolde solunum
hizindaki bir artig, hiicreler ayriimadik¢a (yani ATP Gretimi olmaksizin proton sizintisi)
oksidatif fosforilasyon ile ATP sentezine siki sikiya baghdir. Ayirma, bir protokolde ATP
sentaz inhibitérl oligomisin (1-2 ug mL-"} eklenerek test edilmekte olup, burada ayrilma

derecesi oligomisin ilavesini takiben solunum hizina kargilik gelir.

(2) Saglam hicrelerde mitokondriyal enerji lretim fonksiyonunun geligtiriimesine ve

inhibisyonuna yotnelik deney

ikinci protokolde, yukarida tarif edildigi gibi ayni tampon kullanilir. Bazal solunum
saglandiktan sonra, mitokondriyal ayirici FCCP, metabolik talebi arttirmak i¢in 2 nM'lik
bir konsantrasyonda eklenir. DMSO icinde ¢dzlinddrilmis olan bilesikler birkag adimda
10 uM ila 10 mM son konsantrasyona titre edilerek respirasyonun gelisme ve/veya
inhibisyonunun Konsantrasyon araliginin degerlendiriimesi saglanir. Deney, solunum
kompleksinin asag akisinda kalan substrat kullanimini ortaya ¢ikarmak Uzere kompleks
Il inhibe etmek icin 2 uM Rotenon eklenmesiyle ve mitokondriyal olmayan oksijen
tuketimini 6lgmek Uzere 1 pg/mL kompleks Ill inhibitoru Antimisin eklenmesiyle sona

erdirilir.
(3) Bozulmamis hiicrelerde ayriimay: degeriendirmek i¢in deney

Uclincti protokolde, yukarida tarif edilenle aym tampon kullanihr. Bazal solunum
kurulduktan sonra, DMSO i¢inde ¢dzulmus 1 mM bilesik ilave edilir. Daha sonra, ATP-
sentaz inhibitdord Oligomisin ilave edilir. Solunumda bir azalma ATP sentezine ne kadar
oksijen tuketiminin baglandigimin bir élgumunu verir. Hi¢ azalma olmamasi ya da
sadece hafif bir azalma olmasi, bilesigin i¢c mitokondriyal membran Gzerinde bir proton
sizintis) indUkledigini gosterir. Ayirict FCCP daha sonra maksimum ayriimis solunumun

inddklenmesi icin titre edilir. Daha sonra bu solunum kompleksinin akis asagdisinda
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kalan substrat kullanimini ortaya ¢ikararak kompleks I'i inhibe etmek izere Rotenon (2
uM) eklenir. Deney, mitokondriyal olmayan oksijen tlketimini dlgmek igin 1 pg/mL

kompleks Ill inhibitora Antimisin ilavesi ile sona erdirilir.

(4) Insan plazmasinda inhibe edilmis respiratuvar kompleks I'li hiicrelerde mitokondriyal

enerfi tiretme fonksiyonunun geligtiriimesine ybnelik deney

Bozulmamis insan kan hlcreleri, ayni dondrden plazma iginde inkibe edilmistir.
Endojendz substratlarla referans hatti respirasyon belirlendikten sonra, kompleks |
Rotenone 2 uM ile inhibe edilmistir. Bilegikler DMSQ iginde ¢dzindiraimus 10 uM ila 10
mM son konsantrasyon araliginda titre edilmigtir. Deney, 1 pg/mL nihai
konsantrasyonda Antimisin ilavesiyle sonlandiriimis ve herhangi bir artik mitokondriyal

olmayan oksijen tuketimi dlgllmustar.
Solunum analizlerinde istenen bilesigin 6zellikleri

ideal bilesik, protokol 1'deki gecirgenlestirmenin ardindan slksinat ile stimile edilmis
respirasyon Uzerinde veya protokol 2'de endojenoz respirasyon uzerinde inhibitor etki
olmaksizin duslk konsantrasyonda sadlam hicrelerde tarif edilen protokollerde
respirasyonu stimile eder. Maksimum wuyarici etki ve inhibisyon arasindaki
konsantrasyon mumkun oldugunca genis olmalidir. Kompleks llII'un altinda veya
sonunda mitokondriyal toksinlerle solunumun inhibisyonundan sonra solunum

durmalidir. Lutfen Sekil 1'e ve asadidaki listeye bakiniz.
Bilegiklerin istenen dzellikleri:
. maksimum a degeri diisiik ilag konsantrasyonunda erisilir.
. a blyuk dlclde (a')'dan fazladir
. a (b'}'ye yaklagir
. ¢ (c')'ve yaklasir
. d (d'Yye yaklasir
Hucresel membrana nufuz etmeyen bilesikler, tahlilde agsadidaki gibi tammlanir;

. a (a')ya yaklasir
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ilag adayinin neden oldugu mitokondriyal olmayan oksijen tilketimi asagida durumda

tanimlanir:
. d (d'}den fazladir

ll. Bir mitokondriyal kompleks [ inhibitbriine maruz kalan hticrelerde laktat birikmesinin

Onlenmesine ybnelik deney

Bozulmamis insan trombositleri, beyaz kan hiicreleri, fibroblastlar veya canli mitokondri
iceren diger hiicre tipleri, 8 saat boyunca 10 mM glukoz iceren fosfat tamponlu salin
icinde, kompleks | inhibitor ilaglar olan metformin (10 mM), fenformin (0.5 mM) veya
rotenon (2 pM) ile inkibe edilmistir. Bu bilesikler tarafindan oksidatif fosforilasyon
yoluyla mitokondriyal ATP Uretiminin inhibisyonu, glikoliz ile laktat birikimini arttirir.
Laktat seviyeleri, Lactate Pro™ 2 kan laktat test cihazi (Arkray, Alere AB, Lidingd, isveg)
veya benzer tipteki olgimler kullanilarak her 2 saatte bir (veya daha sik, érn. her 30
dakikada bir) belirlenir. inkibasyon 37 °C'de gerceklestirilir. pH dederi, baslangigta, 4 ve
8 saat inkibasyondan sonra (veya daha sik), standart pH metre, drnegin PHM210
(Radiometer, Copenhagen, Danimarka) kullanilarak élgiilir. ilag adaylari, 10 uM - 5 uM
araligindaki konsantrasyonlarda 30-60 dakika veya sonrasinda baglayarak analize
eklenir. Laktat birikiminin dnlenmesi, sadece DMSO olmak lzere bilesik vehikullyle
yapilan paralel deneylerle karsilastirilir. ilag adayinin spesifikligini degerlendirmek icin,
ayni zamanda, ilag adayinin etkisini ortadan kaldiracak ve laktat uretimini geri
kazandiracak olan 1 pg/mL'de kompleks Il inhibitéri Antimisin gibi bir akis asagi
inhibitoru ile birlikte de test edilir. Bu nedenle antimisin kullanimi, ayni zamanda, ilag
adaylarinin testte kullanilan hicrelerin laktat Gretme kabiliyeti Uzerindeki gereksiz

etkilerinin kontrolUddr. (Bkz., ., Sekil 9, 10 ve 11).
Veri analizi

istatistiksel analiz, Graph Pad PRISM yazilimi (GraphPad Software versiyon 6.03, La
Jolla, Kaliforniya, ABD) kullanilarak yapilmistir. Tum respiratuvar, laktat ve pH verileri
ortalama + SEM olarak ifade edilmigtir. Oranlar bireyler ve ortalamalar olarak gizilmigtir.
Uc veya daha fazla grubun (ilag konsantrasyonu) tek faktdrli karsilastirmasi icin tek
yonli ANOVA ve (¢ veya daha fazla grubun iki faktorli karsilagstirmasi (ilac/tedavi

suresi ve konsantrasyonu) icin iki yonli karma model ANOVA kullamimistir. Coklu
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karsilagtirmalarin telafi edilmesi icin post-hoc testler Holm-Sidak'a gore yapilmigtir.
Korelasyonlar r2 ve P degerleri olarak ifade edilmistir. Yari maksimal inhibitor
konsantrasyon (ICsg) degerlerini hesaplamak icin standart lineer olmayan egri oturtma

uygulanmistir. Sonuglar P <0.05 icin istatistiksel olarak anlamh kabul edilmistir.
Hiicresel laktat biriktirme deneyinde istenen bilesigin ézellikleri

(1) Ideal bilesik, kompleks | inhibisyonu ile olusan laktat birikimini énler, yani laktat
birikimi, kompleks | ile inhibe edilmemis hucrelerdekine benzer bir orana yaklagir. (2)

Laktat bhirikiminin dnlenmesi, Antimisin gibi bir akis asag! solunum inhibitériyle kaldirihr.

1. Domuzlarda bir akut metabolik kriz modelinde laktat birikimi ve enerjetik inhibisyonun

onlenmesine ybnelik deney

Kursun ilag adaylari, kompleks I'de mitokondriyal disfonksiyona bagh metabolik krizin in
viva modelinde bir kavram kaniti olarak test edilecektir. Model, mitokondriyal kompleks
I'de genetik mutasyonlari olan ¢ocuklarda veya hucre ve dokularin iginde biriktiginde
kompleks I'l inhibe eden klinik olarak kullamlan drnegin metformin gibi ilaglarla tedavi

edilen ve asir doz alan hastalarda meydana gelebilecek olan ciddi durumlan taklit eder.

Cahsmada disi landrace domuzlar kullanilmistir. Anestezi uygulanmig, ameliyata
alinmis ve inflizyon ve izleme aktiviteleri icin kateterler yerlestiriimistir. Metabolik bir kriz,
mitokondriyal kompleks | inhibitdr rotenonun 3 saat boyunca 0.25 mg/kg/saat hizinda
inflzyonu ve ardindan bir saat icinde 0.5 mg/kg/saat infizyonu ile induklenmigtir
(vehikll %25 NMP/%4 polisorbat 80/%71 sudan olusur). Arteriyel kan basinci gibi
kardiyovaskdller parametreler, femoral artere yerlestirilen bir kateter ile slirekli olarak
olctulmustur. Kardiyak debisi (CO) her 15 dakikada bir termo-seyreltim ile dlgulmus ve
kaydedilmig, pulmoner arter basinci (PA, sistolik ve diyastolik), santral venéz basing
(CVP) ve SvO2 her 15 dakikada bir kaydedilmis ve pulmoner ve¢ basinci (PCWP)
Swan-Ganz kateterinden her 30 dakikada bir kaydedilmigtir. Dolayli kalorimetri, érnegin
bir Quark RMR ICU segenegi (Cosmed, Roma, italya) ekipmani vasitasiyla
gerceklestiriimistir. Kan gazlan ve elekirolitler, femoral arter ve Swan-Ganz
kateterlerinden toplanan arteryel ve ventz kanda belirlenmis ve ABL725 kan gazi
analizérl (Radiometer Medical Aps, Bregnshgj, Danimarka) kullanilarak analiz edilmistir.
Analizler pH, BE, Hemoglobin, HCO3 pO2, pCO2, K*, Na*, Glikoz ve Laktati icerir.
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in vivo metabolik kriz modelinde kavram kaniti olarak istenen bilesigin Szellikleri

ideal bilesik, kompleks | inhibisyonu ile olusan metabolik kriz ile domuzlarda laktat
birikimini ve pH ddstsund azaltmalidir. Kompleks | inhibisyonunu takiben enerji
tiketimindeki azalma hafifletiimelidir. Bilesik, kan ve hemodinamik analizlerle dlgilen

herhangi bir asikar negatif etki olusturmamalidir.
Metabolomik metot

Beyaz kan hlcreleri veya trombositler standart metotlarla toplanmis ve 110 mM sukroz,
HEPES 20 mM, taurin 20 mM, K-laktobiyonat 60 mM, MgClz 3 mM, KH2PO4 10 mM,
EGTA 0.5 mM, BSA 1 g/l ve istege bagh olarak 5 mM glukoz iceren pH 7.1 olan bir
tampon olan MiR05 iginde askiya alinmistir. Numune, 37 °C'de sabit bir sicaklikta
yuksek c¢ozunuarlukla bir oksigraf (Oksigraph-2k, Oroboros Instruments, Innsbruck,

Avusturya) icinde kansgtinlarak inkiibe edilmistir.

10 dakika sonra DMSO icinde rotenon ilave edilmis (2 pM) ve inklbasyon devam
ettiriimistir. 5 Dakika daha gegtikten sonra DMSO iginde test bilesigi eklenmis, istede
badl olarak daha sonra bir bagka test bilesidi eklenmis ve bir stire daha inkibasyon

yapilmistir. inkilbasyon sirasinda O- tilketimi gergek zamanli olarak dlgllmistir.

inkiibasyonun sonunda hiicreler santrifiijleme ile toplanmis ve %5 mannitol sollisyonu
icinde yilkanmis ve metanol icine ekstrakte edilmistir. i¢ standardi igeren bir sulu ¢ézelti
ilave edilmis ve elde edilen ¢ozelti, bir filtre ile uygun bir mikrofiij tipdnde santrifljleme

ile islenmistir.

Elde edilen siiz(intl, Qoga ve arkadaglari (2011) ve Ohashi ve arkadaslarinin (2008)
metoduyla c¢esitli primer metabolitleri élgmek icin CE-MS analizinden énce vakum

altinda kurutulmustur.
Ozellikle, TCA ddnglsi ve glikolizdeki metabolit seviyeleri bulusun bilesiklerinin etkisi
icin degerlendirilmistir.

Qoga ve ark., Metabolomic anatomy of an animal model revealing homeostatic
imbalances in dyslipidaemia, Molecular Biosystems, 2011, 7, 1217-1223 Ohashi ve ark.,
Molecular Biosystems, 2008, 4, 135-147
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Malzemeler

Aksi belirtimedikge, asadidaki ormeklerde kullanilan tim reaktifler ticari kaynaklardan

elde edilir.
Ornekler
Ornek 1
O
Oy OH
NH

O

Suksinil klordr (0.1 mol) ve trietilamin (0.4 mol) bilesikleri DCM iginde ¢ozundUrilmus ve
sistein eklenmistir. Tepkime oda sicakliginda kanstinlmistir. Tepkime sulu seyreltik
hidroklorik asit icine eklenmis ve ardindan su ve salamura ile yikanmistir. Organik
katmanlar magnezyum sulfat Uzerinde kurutulmusg ve vakum iginde indirgenmigtir. Hedef

bilesik silika jel kromatografi ile saflastirnlmistir,

Ornek 2 - S,S-bis(2-propiyonamidoetil) biitanbis (tiyoat) (NV038, 01-038) sentezi

HCI (Boc),O H

HS o~ N
NH- » P
2 Et,N, MeOH HS Boc

Sisteamin hidroklorir (5.0 g, 44 mmoal) bilegidinin CH3OH (50 mL) igindeki bir ¢dzeltisine
EtsN (4.4 g, 44 mmol} ve ardindan (Boc).O (10.5 g, 48.4 mmol) eklenmis ve karnisim 1
saat boyunca oda sicakliinda kanstinlmigtir. Reaksiyon karigimi vakum altinda
konsantre edilir. Elde edilen artik madde CHzClz iginde ¢ozundirulmis, 2M HCI sulu
¢ozeltisi ve salamura ile yikanmig, NaxSO4 Uzerinde kurutulmusg, filtrelenmis ve
buharlastinlarak tert-bdtil 2-merkaptoetilkarbamat bilesigini renksiz bir yagd bigiminde

vermis ve bu da bir sonraki adimda daha fazla saflastirimadan kullaniimistir.
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@)

O

H O H
N. MNeo~ )J\/XS\/\ -Boc
HS™ ™~"""Boc EtN. CHyCly Boc S I N

tert-Butil 2-merkaptoetilkarbamat (9.8 g, 55.0 mmol} ve EtsN (5.6 g, 55.0 mmol)
bilesikleri CH2Cl2 (100 mL)} i¢inde ¢ozundurilmusg, kansim 0 °C'ye sodutulmus, stksinil
klorlr (2.1 g, 13.8 mmol) damlatilarak eklenmistir. Ardindan, karigsim oda sicakhginda 2
saat karnistinlmistir. Tepkime karigimi konsantre edilmig ve artik madde kolon
kromatografiyle saflagtinimigtir (petrol eter/EtOAc = 1/10 ila 1/1). S,5-bis(2-(tert-
butoksikarbonilamino)etil) butanbis(tiyoat) bilesigini beyaz bir kati madde bigiminde

vermistir.

O O

H S B TFA, CH2C|2 S NH
Plglel .
Boe” \/\S)K/Y \/\u C HZN/\/ Y\)I\S/\/ 2

O O

S,S-bis(2-(tert-bltoksikarbonilamino)etil) bltanbis(tiyoat) (2.0 g, 4.58 mmol) ve TFA (10
mL) bilesiklerinin CH2Cl2 (10 mL) i¢indeki bir karigsimi oda sicakliinda 4 saat boyunca
karistinlmistir. Tepkime karisimi konsantre edilerek S,5-bis(2-aminoetil) butanbis(tiyoat)
bilesigini san bir yag biciminde vermis ve bu da bir sonraki adimda daha fazla

saflastinimadan kullanilmistir.

O

o \)LCI y o )Ok/
' /VSN /\/NHg N\/\ J\/\r/s\/\
HN S EN. CH,Cl, Y s N

0O 0 O
NV-038

S,S-bis(2-aminoetil) butanbis(tiyoat) (1.1 g, 4.58 mmol) ve EtzN (1.4 g, 13.74 mmol)
bilesikleri CH2Clz (15 mL)} icinde ¢ozlUnduriimis, karisim 0 °C'ye sogutulmus, propiyonil
Klor(r (0.9 g, 10.07 mmol) damlatilarak eklenmisgtir. Ardindan, karigsim oda sicakhginda
3 saat kanistinlmistir. Tepkime kangimi konsantre edilmis ve artik madde hazirlayici
TLC ile  saflastinimistr  (CH2Clz/MeQH=15/1). S,5-bis(2-Propiyonamidoetil)

bltanbis({tiyoat) bilesigini beyaz bir kati madde bigciminde vermigtir.
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Ornek 3 - (R)-4-{2-karboksi-2-propiyonamidoetiltiyo)-4-oksobiitanoik asit (NV-041,
01-041) sentezi

0
NH, Y j\/
Hs\/ﬁrorl © 0o - e H o
: H
AcONa. THF/H;0 ~Ny

O

L-sistein

L-sistein (2.00 g, 16.5 mmol) bilesiginin THF/H20 (8 mL/2 mL) igindeki bir karisimina
NaOAc (2.70 g, 33.0 mmol) eklenmistir. Karisim oda sicakliginda 20 dakika boyunca
karistinlmistir. Tepkime 5 °C'ye sogutulmus ve ardindan propiyonik anhidrit (2.30 g,
17.6 mmol) damlatilarak eklenmistir. Tepkime karisimi oda sicakliginda gece boyunca
karistinlmis ve ardindan 4 saat boyunca geri akisa i1sitiimistir. Tepkime karigimi
sogutulmus ve 4N HCI eklenerek asitlestiriimistir. Elde edilen ¢ozelti disuk basing
altinda buharlagtinlarak THF uzaklagtinlmistir. Artik madde hazirlayici HPLC ile
saflastinlarak (H20 (%0.05 TFA} ve CH3CN ile aynstinlarak) 1.00 g (R)-3-merkapto-2-

propiyonamidopropanoik asit bilesigini renksiz yag bi¢iminde vermistir.

1 AN i
HSWOH EtsN, THF, HOJ\/\WS\/:\WOH

o) geri akis. gece boyunca o) o

.||z

(R)-3-merkapto-2-propiyonamidopropanoik asit (1.00 g, 5.65 mmol), suksinik anhidrit
(565 mg, 5.65 mmol) ve EtsN (572 mg, 5.65 mmol} bilesiklerinin 10 mL THF icindeki bir
¢ozeltisi gece boyunca geri akig altinda isitilmistir. Tepkime karisimi konsantre edilmis
ve artik madde hazirlayici HPLC ile saflastirilarak (H2O (%0.05 TFA) ve CH3zCN ile
ayristirilarak) (R)-4-(2-karboksi-2-propiyonamidoetiltiyo)-4-oksobutanoik asit bilesigini

renksiz bir yag bigiminde vermistir.
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Ornek 4

TH\/\SWOTOE{

Adim 1

Trietilamin (0.24 mol) bilesigi N-asetilsisteamin (0.2 mol) bilegiginin DCM igindeki bir
cozeltisine eklenmistir. 4-Kloro-4-oksobutanoik asit (0.1 mol) damlatilarak eklenmig ve
tepkime karisimi oda sicakhginda kanstirnilmistir. Kansim sulu seyreltik hidroklorik asit
icine eklenmig ve etil asetatla ekstrakte edilmis ve ardindan su ve salamura ile
yikanmistir. Organik katmanlar magnezyum sulfat tdzerinde kurutulmus ve vakum iginde

indirgenmigtir.
Adim 2

Adim 3'0On urtnu (0.1 mol), asetik asit 1-bromoetil ester (0.1 mol) ve sezyum karbonat
(0.12 mol) bilesikleri DMF i¢inde askiya alinmig ve 60 °C'de inert bir atmosfer altinda
kanstinlmistir. Stispansiyon oda sicakligina sogumaya birakilmis ve etil asetat eklenmis
ve sirasiyla sulu seyreltik hidroklorik asit ve suyla yikanmistir. Organik maddeler
magnezyum sulfat Uzerinde kurutulmus ve vakum iginde indirgenmistir. Artik madde

kolon kromatografiyle saflagtinimisgtir.

Ornek 5
| )] O
/NTH\OMS\/\NJK
O @] H
Adim 1

Trietilamin (0.24 mol) bilesigi N-asetilsisteamin (0.2 mol) bilesiginin DCM igindeki bir
¢ozeltisine eklenmistir. 4-Kloro-4-oksobdltanoik asit (0.1 mol) damlatilarak eklenmis ve
tepkime karisimi oda sicakhginda kanstirnilmistir. Kansim sulu seyreltik hidroklorik asit

icine eklenmis ve etil asetatla ekstrakte edilmis ve ardindan su ve salamura ile
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yikanmisgtir. Organik katmanlar magnezyum sdlfat (izerinde kurutulmus ve vakum iginde

indirgenmistir.
Adim 2

Dimetilamin (0.1 mol) ve trietilamin (0.1 mol} bilesikleri diklorometan iginde seyreltilmig,
¢ozelti 0 °C'ye sogutulmus ve DCM iginde 2-kloropropiyonil klorur (0.1 mol) eklenmis ve
¢Ozelti oda sicakhdina isinmaya birakilmis ve inert bir atmosfer altinda karismaya
birakilmistir. Cozelti suyla yikanmistir. Organik maddeler birlestiriimis ve ugucu
maddeler vakum iginde uzaklastinlmigtir. Artik madde silika jel kromatografiyle

saflagtinimistir.
Adim 3

2-Kloro-N,N-dimetil-propiyonamit (0.1 mol), Adim 1'in drdnid (0.1 mol), sezyum karbonat
(0.1 mol) ve sodyum iyodir (0.01 mol) bilesikleri DMF icinde askiya alinmis ve
sUspansiyon 80 °C'de inert bir atmosfer altinda kanstirilmistir. Suspansiyon oda
sicakligina sogutulmus, etil asetat ile seyreltimis ve suyla ylkanmigtir. Organik
maddeler vakum i¢inde indirgenmistir. Artik madde silika jel kromatografiyle

saflastinlarak hedef bilesigi vermistir.

Ornek 6 - 4-okso-4-(2-propiyonamidoetiltiyo)biitanoik asit (NV114, 01-114) sentezi

HCl 1) propiyonik anhidrit.

O
KOH, H-0, 1 sa
HS -~ -
NH- - SH
z 2) KOH, 50 dk. \)\ﬁ/\/

Propiyonik anhidrit (11.7 g, 89.7 mmol) ve sulu KOH (8 M, pH=8'de tutmak igin)
bilesikleri karigtinlmakta olan 24 mL su igindeki bir sisteamin hidroklorir (3.40 g, 30.0
mmol) ¢ozeltisine damlatilarak eklenmistir. Karisim 2 N HCI ile ndtralize edilmis ve 1
saat boyunca oda sicakhginda kanstinimistir. Coézelti bir buz banyosu ile sogutulmus ve
kati KOH (6.00 g, 105 mmol) yavasc¢a eklenmistir. Karisim 50 dakika oda sicakliginda
karistinlmistir. NaCl ile doyurulduktan ve 6N HCI ile nétralize edildikten sonra, karisim
CH2Cl2 (4 x 30 mL) ile ekstrakte edilmistir. Birlegtirilen CH2Cl2 ekstraktlart kurutulmus

{NaxS04) ve vakum icinde konsantre edilerek N-(2-merkaptoetil)propiyonamit bilesigini
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renksiz yag biciminde vermis ve bu da bir sonraki adimda daha fazla saflagtiriimadan

kullaniimigtir.

A N 0 0
s T s A,
N Et;N, THF, geri akis

H 0

N-(2-merkaptoetil)propiyonamit (2.00 g, 15.0 mmol), sitksinik anhidrit (1.50 g, 15.0
mmol) ve EtsN (1.50 g, 15.0 mmol) bilesiklerinin 20 mL THF i¢indeki bir ¢cozeltisi geri
akis altinda gece boyunca isitilmistir. Tepkime kansimi konsantre edilmis ve artik
madde hazirlayici HPLC ile saflastinlarak (H20 {%0.05 TFA) ve CH3CN ile aynistinlarak)
4-okso-4-(2-propiyonamidoetiltiyo)butanoik asit bilesigini renksiz bir yad bi¢iminde

vermistir.

Ornek 7 - 4-(2-asetamidoetiltiyo)-4-oksobiitanoik asit (NV108, 01-108) sentezi

Bu drnek mevcut buluga gore degildir.

HCI
1) Ac,0, KOH, H,0, 1 sa
2) KOH., 50 dk. H

Asetik anhidrit (8.48 g, 90.0 mmol) ve sulu KOH (8 M, pH=8'de tutmak icin) bilesikleri
karistinimakta olan 24 mL su igindeki bir sisteamin hidroklorir (3.40 g, 30.0 mmol)
¢cOzeltisine damlatilarak eklenmistir. pH degeri daha sonra 2 N HCI eklenerek 7'ye
getirilmistir. Kangim oda sicakhginda 1 saat boyunca kanstinimis ve ardindan ¢ézelti bir
buz banyosu ile sogutulmustur. Yukaridaki cozeltiye kati KOH (6.0 g, 105 mmol)
yavasca eklenmis ve elde edilen kansim 50 dakika boyunca oda sicakliginda
kanstinimistir. NaCl ile doyurulduktan ve 6N HCI ile nétralize edildikten sonra, karisim
CH2Cl2 (4 x 30 mL) ile ekstrakte edilmistir. Birlestirilen CH2Cl2 ekstraktlar kurutulmus
{(Na:S04) ve vakum iginde konsantre edilerek N-(2-merkaptoetil)asetamit bilesigini
renksiz yagd biciminde vermis ve bu da bir sonraki adimda daha fazla saflastinimadan

kullaniimigtir.



73

> AO o) O

0
H O
H EtyN, THF, geri akis H

O

N-(2-merkaptoetil)asetamit (1.50 g, 12.7 mmol), suksinik anhidrit (1.3 g, 12.7 mmol) ve
EtsN (1.3 g, 12.7 mmol) bilesiklerinin 20 mL THF i¢inde