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OZET

PROTEIN AGREGASYONU ILE BAGLANTILI
HASTALIKLARDA VE/VEYA NORODEJENERATIF
HASTALIKLARDA ROL OYNAYAN PROTEINLERIN
AGREGASYONUNU INHIBE ETMEYE YONELIK ILACLAR

Mevcut bulus, formill (E) ile temsil edilen bir bilesik ile ilgilidir.
Mevcut bulus ayrica protein agregasyonu ile baglantili hastaliklarin
ve/veya norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde veya dnlenmesinde
kullanilmaya yonelik, formul (E) ile temsil edilen bir bilesik ile
ilgilidir. Ek olarak mevcut bulus, bulusa ait bilesigi iceren farmasotik
ve tanm1 amagh kompozisyonlar ve ayrica bir kit ile ilgilidir. Ek olarak
mevcut bulus, agrege olmus protein birikintilerini goriintulemeye
yonelik bir yontem ile ilgilidir. Mevcut bulusa ait, saptanabilir sekilde

etiketlenmis bir bilesigin hazirlanmasi amagli bir kit de agiklanir.
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ISTEMLER

1. Asagidaki formill (E) ile temsil edilen bir bilesik:

burada:

R, hidrojen; C, 4 alkil; ve -C, 4 alkilen-halojen arasmdan secilir; ve
Hal, F, Cl, Br ve I arasindan segilir;

R™, H veya C4 alkildir; ve

R™° H veya C, . alkildir;

veya bu bilesiklerin bir solvati veya tuzu.

2. Istem 1'e gore bilesik olup, burada bilesik soyledir:

buradaki Hal, C1 veya Br'dir;

veya bu bilesiklerin bir solvati1 veya tuzu.

3.Istem 1 veya 2've gore bilesik olup, burada bilesik, saptanabilir
sekilde etiketlenir, burada saptanabilir etiket, '°F, ''C, 'L, 'L, 'l

77 76 -1
Br ve "Br arasindan segilir.
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4. Istem 3'e gore bilesik olup, burada saptanabilir etiket, °F ve ''C

arasindan secilir.

5. Istem 1 ila 4'ten herhangi birinde tanimlanan bir bilesik veya bunun
bir solvat1 veya tuzunu ve istege bagli olarak farmasotik agidan kabul
edilebilir bir tasiyict igeren farmasotik veya tami amag¢li bir

kompozisyon.

6. Protein agregasyonu 1ile baglantili bir hastaligin ve/veya bir
norodejeneratif  hastaligm  tedavisinde  veya  dnlenmesinde
kullanilmaya yonelik, istem 1 ila 4'ten herhangi birine gore bir bilesik

veya bunun bir solvat1 veya tuzu.

7.1stem 6'ya gore bilesik olup, burada protein agregasyonu ile
baglantili hastalik, en az bir proteinin veya bunun bir fragmaninin
veya tlirevinin agrege olmus bir formunun varhif ile karakterize edilir,
burada protein, prion proteini, amiloid oncti protein (APP), alfa-
siniiklein, superoksid dismutaz, tau, immunoglobulin, amiloid-A,
transtiretin, beta 2-mikroglobulin, sistatin C, apolipoprotein Al, TDP-
43, islet amiloid polipeptit, ANF, gelsolin, insulin, lizozim, fibrinojen,
huntingtin ve ataksin ve bir Poly-Q kiimesine sahip diger

proteinlerden olusan gruptan segilir.

8. Istem 6'va gore bilesik olup, burada hastalik, Parkinson hastalig,
prion hastaligi, Alzheimer hastaligi, ¢oklu sistem atrofisi, Diflize
Lewy cisimi hastalifi, frontotemporal demans, amiyotrofik lateral
skleroz, Huntington hastaligi, spinosercbellar ataksi ve diger Poli-Q

hastaliklari, kalitsal serebral amiloid anjiyopati, ailevi amiloid
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polindropati, primer sistemik amiloidoz (AL amiloidoz), reaktif
sistemik amiloidoz (AA amiloidoz), tip 11 diyabet, enjeksiyon-lokalize
amiloidoz, beta-2 mikroglobulin amiloidoz, kalitsal ndropatik
olmayan amiloidoz ve Finlandiya kalitsal sistemik amiloidozdan

olusan gruptan seg¢ilir.

9. Istem 8'e gore bilesik olup, burada prion hastaligi, Creutzfeldt-
Jakob hastaligi, varyant Creutzfeldt-Jakob hastaligi, genetik insan
prion hastaligi, Sigir Spongiform Ensefalopati (BSE) ve Scrapie

arasindan segilir.

10. Istem 1 ila 4'ten herhangi birine gbre bir bilesigin veya bunun bir
solvatinm veya tuzunun, protein agregasyonu ile baglantili bir
hastaligin  ve/veya bir norodejeneratif hastaligm tedavisi veya
onlenmesi amag¢l farmasotik bir kompozisyonun hazirlanmasinda

kullanilmasa.

11, istem 10'a gore kullanim olup, burada protein agregasyonu ile
baglantili hastalik, en az bir proteinin veya bunun bir fragmanimnin
veya tirevinin agrege olmus bir formunun varhig ile karakterize edilir,
burada protein, prion proteini, amiloid oncli protein (APP), alfa-
sinitklein, superoksid dismutaz, tau, 1mmimoglobulin, amiloid-A,
transtiretin, beta 2-mikroglobulin, sistatin C, apolipoprotein Al, TDP-
43, 1slet amiloid polipeptit, ANF, gelsolin, insulin, lizozim, fibrinojen,
huntingtin ve ataksin ve bir Poly-Q kiimesine sahip diger

proteinlerden olusan gruptan segilir.
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12. istem 10'a gore kullanom olup, burada hastalik, Parkinson
hastaligi, prion hastaligi, Alzheimer hastaligi, coklu sistem atrofisi,
Difiize Lewy cisimi hastaligi, frontotemporal demans, amiyotrofik
lateral skleroz, Huntington hastaligi, spinoserebellar ataksi ve diger
Poli-Q) hastaliklari, kalitsal sercbral amiloid anjiyopati, ailevi amiloid
polinoropati, primer sistemik amiloidoz (AL amiloidoz), reaktif
sistemik amiloidoz (AA amiloidoz), tip II diyabet, enjeksiyon-lokalize
amiloidoz, beta-2 mikroglobulin amiloidoz, kalitsal noropatik
olmayan amiloidoz ve Finlandiya kalitsal sistemik amiloidozdan

olusan gruptan segilir.

13. Istem 10'a gore bilesik olup, burada prion hastah@, Creutzfeldt-
Jakob hastaligi, varyant Creutzfeldt-Jakob hastaligl, genetik insan
prion hastaligi, SiZir Spongiform Ensefalopati (BSE) ve Scrapie

arasindan secilir.

14. Istem 1 ila 4'ten herhangi birinde tanimlanan bir bilesigin veya
bunun bir solvatinin veya tuzunun, in vitro veya ex vivo protein

agregasyonunun inhibe edilmesinde kullanilmasi.

15. Istem 3 veya 4'te tanimlanan bilesigi veya bunun bir solvatini veya
tuzunu ve ek olarak bilesige spesifik olarak baglanan bir antikor veya
antikor fragmani; ve/veya istem 11'de tamimlandig1 gibi monomerik
veya agrege olmus bir protein; ve/veya istege bagl olarak bilesik ile
kompleks haline getirilmis, istem 11'de tanimlandig1 gibi monomerik
veya agrege olmus bir protein ve kullanma talimatlari igeren, bir veya

daha fazla kap iginde bir kit.
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16. Agrege olmus protein birikintilerinin goriintulenmesine yonelik bir
yontemde kullanilma amach, istem 3 veya 4'e gore bir bilesik veya
bunun bir solvat1 veya tuzu olup, yontem asagidaki adimlari igerir:

(1) 1stem 3 veya 4'te tamimlandig1 gibi saptanabilir sekilde etiketlenmig
bir bilesik veya bunun bir solvatini veya tuzunu igeren bir
kompozisyondan saptanabilir bir nmuktarin, bir sijjeye sokulmasi,
burada saptanabilir etiket, I8p Ml 1257 1331 Bl1 7By ve "°Br arasimdan
secilir;

(11) bilesigin agrege olmug protein ile birlesmesi igin yeterli bir siire
tamnmasi; ve

(111) agrege olmus protein ile birlesen bilesigin saptanmas.

17.Istem 16'ya gore kullamilmaya yonelik bilesik olup, burada

saptanabilir etiket, "°F ve ''C arasindan segilir.

18. Istem 3 veya 4'te tamimlandifi gibi saptanabilir sekilde
etiketlenmis bir bilesigin veya bunun bir solvatinin veya tuzunun
hazirlanmasina yonelik bir kit, burada kit, reaksiyon tizerine istem 3
veya 4'te tamimlanan bilesigi veya bunun bir solvatim veya tuzunu

1231 l3lI

olusturan en az iki Oncii bilesik igerir, burada R, ) RO , L

"Br ve "Br arasmdan segilen saptanabilir bir etiket igerir.

19. istem 18'¢ gore kit olup, burada saptanabilir etiket, '°F ve ''C

arasmdan se¢ilir.
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TARIFNAME

PROTEIN AGREGASYONU ILE BAGLANTILI
HASTALIKLARDA VE/VEYA NORODEJENERATIF
HASTALIKLARDA ROL OYNAYAN PROTEINLERIN
AGREGASYONUNU iNHIBE ETMEYE YONELIK iILACLAR

BULUSUN OZETI

Mevcut bulus, formiill (E) ile temsil edilen bir bilesik ile ilgilidir.
Mevcut bulus ayrica protein agregasyonu ile baglantili hastaliklarm
ve/veya norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde veya Onlenmesinde
kullamlmaya yonelik, formiill (E) ile temsil edilen bir bilesik ile
ilgilidir. Ek olarak mevcut bulus, bulusa ait bilesigi i¢ceren farmasotik
ve tan1 amagli kompozisyonlar ve ayrica bir kit ile ilgilidir. Ek olarak
mevcut bulug, agrege olmus protemn birikintilerini gorintilemeye
yonelik bir yontem ile 1lgilidir. Mevcut bulusa ait, saptanabilir sekilde

etiketlenmis bir bilesigin hazirlanmasi amagl bir kit de agiklanir,

Bu spesifikasyonun metni  boyunca birgok belgeye atifta
bulunulmustur. Burada atifta bulunulan dokiimanlarin (firetici
sartnameleri, talimatlar, vb. dahil) agiklanan igerigi buraya referans

olarak dahil edilmistir.

BULUSUN ALT YAPISI
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M. Ono ve arkadaslan (Bioorganic & Medicinal Chemistry 16 (2008)
6867-6872), 3,5-difenil-1,2,4-oksadiazoller bazli bazi beta-amiloid

sondalarini tarif eder.

US 2007/0276034, smikleinopatilerin tedavisi i¢in uygun olduklar:
1ddia edilen bazi bis- ve tris-dihidroksiaril bilesiklerini ve bunlarm
metilendioksi analoglarmi ve farmasotik agidan kabul edilebilir

esterlerini agiklar.

WO 2008/131148, spesifik difenil-heteroaril tirevlerini ve bunlarin,
amiloild  plaklarinin - baglanmasi  ve  goruntilenmesi  amagh

kullanimlarm tarif eder.

NURR-1 aktivatorleri olarak faydali heterosiklik bilesikler, WO
2004/072050'de aciklanir.

Radyo-etiketli etilen glikol veya polietilen glikol, dokularin
gorintilenmest 1¢in  faydali olabilecek bilesikler tizerinde bir
ctiketleme grubu olarak WO 2007/002540'ta kullanilir.

WO 98/17652, ndrodejeneratif bozukluklarin ve serebral iskeminin
tedavisi 1¢in uygun oldugu belirtilen bazi oksadiazol turevlerini tarif

eder.

Cok sayida norolojik ve norodejeneratif hastalik bilinmektedir ve
bunlarin birgogu hali hazirda tedavi edilebilir degildir. Bu hastaliklar
arasinda Parkinson hastaligi, Chorea Huntington, Hallervorden-Spatz

hastalig1, Alzheimer hastaligi, senil demans, Creutzfeldt-Jakob
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hastalig1, arteriyosklerotik demans, serebral trombanjit obliterans,
Lewy cisimli demans (DLB), ¢oklu sistem atrofisi (MSA) ve bircok

baskalar1 gibi tibbi durumlar bulunur.

Aralarinda Creutzfeldt-Jakob hastaligi (CID), scrapic ve buyukbas
spongiform ensetalopati (BSE) gib1 hastaliklarin da bulundugu prion
hastaliklari, patolojik olarak beynin bir spongiform dejenerasyonu ile
karakterize edilir. Prion hastaliklarina, asil olarak membran
glikoprotein PrPC'nin yanlis katlannus, agrege olmus, beta yapragi
agisindan zengin PrPSc izoformundan olusan, vaygimn olmayan

enfeksiyoz bir ajan neden olur.

Prion hastaliklan, BSEmin ortaya c¢ikmasina bagh olarak kamu
sagliginda dnemli bir endiseye neden oldu. Bilimsel kanitlar, BSE'nin
insanlara gecerek Creutzfeldt-Jakob hastaliZmin yeni bir varyanta
(vCID) neden oldugunu ortaya koyar (Will ve arkadaslar: 1996, Bruce
ve arkadaslann 1997). Su anda ka¢ kisinin hastaligin  kulugka
doneminde  oldugu ve  gelecekte vCID'den  etkilenecedl
bilinmemektedir. Meveut kanitlar, gok sayida hastanin etkilenecegi bir
salginin yaklasmasi ihtimalini ortadan kaldirmamaktadir (Andrews ve
arkadaslar1 2000). Bu, hastalhigin daha fazla yayilmasim Onleyen
onlemlerin uygulanmasina ek olarak etkili terapotiklerin geligtirilmesi
thtiyacint vurgular. Ek olarak en son kamtlar, kan transfizyonu
yoluyla sekonder bulasmanin meydana gelebilecegini  ortaya

koymaktadir (LLewelyn ve arkadaslar, 2004),

Prion hastaliklarinin patojenezindeki temel olay, hiicresel prion

proteini PrPC'min biiyitkk protein agregatlari halinde agrege olan
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patolopk PrPSc izoformuna doniigsmesidir. PrPSc agregatlarmim bu
olusumu, prion hastaliklanmin patojenezinin isaretidir. Mevcut
kamtlar, PrPSc'nin hem bu doniisiim i¢in bir sablon hem de noronal
fonksiyon bozuklugu ve hiicre olimiine neden olan bir norotoksik ajan
gorevi gordugini  ortaya koyar (Prusiner 1998, Giese and
Kretzschmar 2001). Bu nedenle prion hastaliklarma kars1 en umut
veren terapotik yaklasim, PrPSc amplifikasyonuna midahaledir.
Hiicre kultiniinden ve in vivo g¢alismalardan elde edilen kanitlar,
PrPSc olusumu inhibe edildiginde PrPSc'min temizlenmesinin
meydana gelebilecegini ortaya koyar (Mallucei 2003). Boylelikle bu
terapotik strateji ayrica kulugka siiresinde ge¢ oldugunda ve hastaligin
klimk belirtiler1 tezahiir ettikten sonra bile etkili olabilir, bunun da

insan prion hastaliginin ele almmasinda kullanmlmasi elzemdir.

PrPSc amplifikasyonuna mildahalede etkili olduklar1 in vitro
gosterilmis, akridin tirevleri, Kongo Kirmizisi,

porfirinler/ftalosiyaninler, Cp-60, beta yaprak kirici peptitler ve PrP
varyantlart gibi bir dizi bilesik vardir (Caughey ve arkadaglari, 1998,
Chabry ve arkadaslari, 1998, Demaimay ve arkadaslari, 2000,
Horiuchi ve arkadaslari, 2000, Perrier ve arkadaglari, 2000, Rudyk ve
arkadaslar1, 2000, Soto ve arkadaglari, 2000). Bununla birlikte bu
bilesiklerin higbiri bugiine kadar hastaligin tedavisi i¢in  veya
arttinlmig  terapotik potansa ve farmakolojik 0Ozelliklere sahip
bilesiklerin  gelistirilmesinde ©oncii  bilesikler olarak basanyla

kullanilmanmustir,

Bugiine kadar potansiyel terapotikler olarak tanimlanmis maddeler

asil olarak sans eSERY kesfedilmistir. Potansiyel anti-prion ilaglar
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icin buyitk bilesik kutiphanelermin yiksek randimanli taranmasma
uygun birka¢ in vitro deney, bugine kadar olusturulmustur. Son
zamanlarda yavinlanan ¢alismalarda sistematik tarama i¢in iki farkh
vaklasim Onerilmistir: biri maya bazlidir (Bach ve arkadaslari, 2003)
ve digerinde, enfekte edilmis ScN2a hiicre kulturlert kullanilir
(Kocisko ve arkadaslan, 2004, Kocisko ve arkadaslari, 2003).
Bununla birlikte bu yaklasimlar, sirasiyla 2500 ve 2000 bilesigin

taranmasina izin verdi ve zaman israfi1 olduklar: anlasildi.

Diigik molekiiler agirlikli maddelere ek olarak baska ii¢ potansiyel
yaklasim su anda test edilmektedir. ilk olarak PrP'ye yonelik
antikorlar, PrPSc olusumunu baskilamak i¢in kullamilmaktadir. Bu
yontem, hiicre kulturinde ve ayrica intraperitonel yoldan enjeksiyon
yapilmis farelerde basariyla kullanilmistir (Enari ve arkadaslari, 2001;
White ve arkadaslari, 2003). Bir baska yaklasim, scrapie ile enfekte
edilmis farclerde kulugka stiresini  arttirdidi  bulunan  CpG
oligoniikleotitlerinin uygulanmasidir (Seth1 ve arkadaslan, 2002).
Bununla birlikte bu yontemin tesir mekanizmasi su ana kadar
aydmlanmamigtir. Son olarak enfekte olmus hayvanlarim  veya
insanlarin noronlarinda PrPC ekspresyonunun siRNA ile baskilanmasi
tartigilmaktadir. Bu ydontemin hiicre killtirlerinde PrPSc olusumunu
inhibe ettigi gosterilmistir (Daude ve arkadaslar, 2003). Bu g
yontemin tamami, ayni problemle yliz yiizedir, yani molekiillerin kan-
beyin bariyerinden gecmesi. Bu handikap nedeniyle bu yaklasimlar
sadece periferal organlarda maruz kalma sonrasi1 profilaks i¢in
uygundur, ancak hastaligin merkezi sinir sisteminde terapisi i¢in

uygun degildir.
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Bir bagka norodejeneratif hastalilk smifi olan, bilmen adiyla
sinitkkleinopatiler, asil olarak a-sintiklein ihtiva eden protein
agregatlarinm, oligomerlerin, protofibrillerin ve fibrillerin hucre
iginde birikmesi ile karakterize edilir. Sintikleinopatiler soz konusu
oldugunda sinir hiicreleri Uizerindeki patolojik etkilerin, a-siniiklein
oligomerik  agregatlarimn  olugsmas1 ve ardindan membran
gozeneklerinin olusmasi ile indiklenir. Sintuklemopatilerin ornekler,
Parkinson hastalig1 (PD), Lewy cisimli demans (DLB) ve ¢oklu sistem
atrofisidir (MSA). Bugiine kadar a-sintikleinin agregasyonunun inhibe

edilmesi i¢in terapotik stratejiler meveut degildir.

Boylelikle prion hastaliklar1 ve siniikleinopatiler gibi agrege olan
proteinlerle baglantih  hastaliklarimn  tedavisi i¢in  uygun yeni

bilesiklerin tanimlanmasina ihtiyag¢ vardir.

Bu nedenle mevcut bulusun temelinde vatan teknik problem, prion
hastaliklarimin, sintkleinopatilerin ve agrege olan proteinler ile
karakterize edilen diger hastaliklarin, 6zellikle Parkinson hastaliginin
tedavisine yonelik bilesiklerin saglanmasidir. Ek olarak yukarida
bahsedilen bozukluklarda agrege olmus protein birikintilerinin
goriintillenmesine uygun sondalar olan bilesiklerin saglanmasima da
thtiya¢ vardir.

SEKILLERIN TARIFi

Sekil 1: 2D-SIFT ile ve hiicre killtiiriinde taranan, DIVERSet 1 ve 2
i¢in uretilen SAR Haritasi. Harita, DIVERSet 1 ve 2'nin birincil hiicre
kultarl taramasina ait 837 sonug bilesiginden olusturulmus, vapisal

olarak benzer bilesiklerin (yildizlar veya kutular ile temsil edilir)
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kiimelerin1 gosterir. Kumeler 1se benzer kumeler birbirine yakm
olacak sekilde diuizenlenir. Kiimeleri temsil eden semboller, harita
agiklamalarinda aciklandigr gibi SIFT aktiflerin ve hicre kultira
aktiflerinin ebatlarina ve oranlarina ayri ayri olgeklenir, sekillendirilir
ve renklendirilir. Boylelikle SIFT ve huicre killturti aktiflerini yuksek
oranlarda thtiva eden buyuk kumeler, buyuk kirmizi yildizlar ile
sembolize edilir. DPP_1'den DPP_5'e kadar adlandinlnus bes kiime
secilir ve bu kiitmeleri temsil eden prototipik bilesikler gosterilir.

Sekil 2: Tanimlanan kiimeler halinde smiflandirilan tim bilesikler
(Sekil 1), Sekil 2 A ila F'de ¢esitli deneylerdeki aktiviteleri ile birlikte
gosterilir. Bunlarmm tamami, 3,5-Difenil-pirazol (DPP) turevlen
kimyasal bilesik smifina aittir (bakimz Sekil 1'de gosterilen DPP
motifi). Sekil 2F'de, Sekil 1'in SAR haritasinda bulunmayan ve pirazol
halkasina eklenmis bir N atomu ile tek hiicre kultirinde aktif bir
bilesik ihtiva eden bagka bir kiitme, DPP_6 gosterilir. Sekil 2F'de ek
olarak DIVERSet 1 ve 2'den 33 DPP bilesiginin 4t gosterilir, bunlarin
1se huicre kullturiinde eylemsiz oldugu bulunmustur ve DM programm
tarafindan bunlarm altt DPP simifima benzemedigine karar verilmigtir.
Bu bilesikleri, DPP motifinin kutiphane arastirmas: yoluyla
tammladik.

Sekil 3: Ornek 2'de tarif edilen yontemlere gore, ilk tarama sonuglari
ve 1lag kimyasi konular1 bazinda sentezlenmis bilesiklerin listesi. Bu
bilesikler, gesithi test deneyleri (yani SIFT, prion hastaliklarinin hiicre
kultirii modellerinde deneyler, in vivo hayvan testleri veya a-sintiklein
agregasyonunun biyokimyasal deneyleri) kullanilarak analiz edildi.
Sekil 4: Tedavinin, RML scrapie ile intraserebral enfeksiyvonu
sonrasinda farelerin hayatta kalma stiresi fizerindeki etkileri.

Bilesikler, enfeksiyondan 80 giin sonra baslanarak 14 gin slireyle
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giinluk olarak uyguland: (50 pL 10 mM bilesik). (A) 10353 F11
bilesigi ile tedavi, intraserebral yoldan enfekte edilmis farelerin
hayatta kalmasim1 uzatir (p < 0,05). (B)'de farkli bilesikler ile tedavi
sonrasinda ortalama hayatta kalma stireleri gosterilir. Anle138b ve
SERY 149 bilesikleri ile gunlik intraperitonel enjeksiyon, RML
scrapie ile tehdit sonrasinda hayatta kalma surelerimi anlamh dizeyde
uzatir (anlel38b: p < 0,01; SERY149: p < 0,05). ortalama hayatta
kalma stireleri, giin =+ standart sapma cinsinden ifade edilir.

Sekil 5: Tedavinin, RML scrapie ile intraperitonel yoldan enfekte
edilmis farelerin splenik PrPSc diizeyi Uzerindeki etkisi. (A) Scrapie
prionlari ile inokiilasyon sonrasinda fareler, bilesik (intraperitonel igin
25 pL 100 mM bilesik ve oral uygulama i¢cin 50 mg/kg) ile gunde bir
kez tedavi edildi. (B) Splenik PrPSc duzeylerinin bir nokta blot
deneyinde dansitometrik analizi. Anlel38b ile tedavi, PrPSc
diuzeylerinde kontrole kiyasla giicli bir azalmayi indikledi (p =
0,001). (C) Scrapie 1ile enfekte edilmis farelerin dalaklarinin
immiinohistolojik analizi. Anlel138&b ile tedavi sonrasinda dusiik PrPSc
birikintilerine sahip dalaklarin yuzdesi artar (derece +) ve guglin PrPSc
birmkileri ortadan kalkar (derece +++). (D) dalaklarda PrPSc boyali
birikintilerin (oklar) iki drnegini gosterir. soldaki resim, giglit PrPSc
boyamas1 gosterirken (derece +++), sagdaki resim, diisik PrPSc
boyamasi1 gosterir (derece +). g¢ubuklar, ortalama PrPSc diizeyr +
standart hatay1 gosterir.

Sekil 6: Fare beyninin immunoblot ve histolojik analizi. (A) Farelere
RML scrapienin intraserebral inokulasyonundan sonra farelerin
tedavisine enfeksiyondan 80 gin sonra baslandi. Bilesikler, belirtilen
zaman noktalarinda verildi (25 pL 100 mM bilesik, i.p. uygulamasi

igin ve 50 mg/kg, oral uygulama i¢in). (B) Prion inokille edilmis
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farelerm beymn homojenatlarmda farkll zaman noktalarinda PrPSc
duzeylerinin nicelendirilmesi. Anle138b ile tedavi, beyinde PrPSc
birikmesini tamamen bloke eder. 106. ginde PrPSc miktar1 hala 80.
gin duzevindedir. Anlel86b ile tedavi. fare beyinlerinde PrPSc
birikmesinde bir azalmaya yol acar (C) bilesikler ile tedavi sonrasinda
80. ginde tedavi edilmemis kontrole kiyasla nispi PrPSc duzeylerinde
degisim. (D) apoptotik hiicrelerin ((E)de ok) H&E boyali beyin
dilimlerinde belirtilen zaman noktalarinda histolojik incelemesi.
Cizgili ¢izim, ortalama apoptotik hilcre sayis1 + standart hatayi
gosterir. (E), bir apoptotik hiicreli H&E boyali bir kesiti gosterir (ok).

Sekil 7: Bulusa ait bilesiklerin gunlik uygulanmas ile hayatta kalma
stiresinin  uzatilmas1. Intraserebral yoldan RML scrapie susu ile
enfekte edilmis fareler, scrapie enfeksiyonunun son agamasina
ulasilana kadar uzatilmis bir hayatta kalma stiresi gosterir.

Sekil 8: o-siniiklein agregasyonunun bulusa ait bilesikler ile
baskilanmasi. (A) DPP bilesigi 351F11, multimerik o-sintiklein
komplekslerinin olusumunu doza bagimli sekilde inhibe edebilir. (B)
(C) o-siniiklein agregasyonu tizerinde diger DPP ile iliskili bilesikler
1¢in saptanan doza bagimh inhibitor etki.

Sekil 9: Prion enfekte edilmis hiicre kutiirleri, bulusa ait DPP ile
ihiskili bilesikler ile isleme tabi tutuldu. DPP ile iligkili bilesikler,
hiicre kiulturinde diisik mikromolar ve hatta mikromolar alti
konsantrasyonlarda bile giglil bir PrPSc azaltmas: sergiledi.

Sekil 10: Anlel138b ile yapilan gunluk tedavinin, RML scrapie ile
enfekte edilmis farelerde PrP™ birikmesi ve prion patolojisi tizerindeki
etkisi. (A) PrP* i¢cin boyanmis beyin kesitleri (iist sira: korteks ve
hipokampus, alt swra: serebellum), anlel38b tedavisinin, DMSO ile

tedavi edilen hayvanlara kiyasla PrP> birikmesini azalttigim gosterir.
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(B) Prion mokile edilmis farelerin beyin homojenatlarinda belirtilen
zaman noktalarinda PrP® diizeylerinin nicelendirilmesi, anle138b ile
tedavi edilen farelerde PrP*° birikmesinin, tedavi hastahgn ge¢ bir
asamasinda (120 dp1) baslatildiktan sonra bile guglil sekilde azaldigim
gosterir. (C) Sercbellumdaki apoptotik hiicrelerin, H&E boyalt beyin
dilimlerinde  histolojik  nicelendirmesi, PrP*  birikmesinin
inhibisyonunun, noronal hucre olumunun inhibe edilmesi ile
sonuglandigini gosterir. (D) Bilesik olmadan DMSO+fistik yagi ile
tedavi edilen kontrol fareleri, ilerleyen kilo kaybi gosterir. 80 dpi'den
itibaren anle138b ile tedavi, ~100 gun sureyle kilo kaybini onler. 120
dpi'den itibaren tedavi, ~70 giin stireyle kilo kaybini inhibe eder. B ve
C'de hata ¢ubuklari, standart hatay1 gosterir (n = 4 fare). Sekil B'de
gosterilen sekil agiklamalar, sekil C ve D i¢in de gegerlidir.

Sekil 11: Farklh tedavi protokollerinin karsilastirmasi. Sekilde
gosterilen farkli zamanlarda ve programlarda anlel38b ile yapilan
tedavi, RML scrapie ile tehdit sonrasinda hayatta kalma strelerini
anlamli diizeyde uzatti (p < 0,01). Ortalama hayatta kalma sureleri,
gun =+ standart sapma cinsinden ifade edilir,

Sekil 12: Anlel38b uygulamasinin beyinde PrPSc dizeyleri
tzerindeki doza bagiml etkisi. C57BL/6 farelerine, intraserebral (i.c.)
voldan 30 pL %] beyin homojenati (RML scrapie) inokille edildi.
Tedavi, enfeksiyondan &0 gin sonra, DMSO-+fistik yagi ile
kanistimlarak oral yoldan uygulanan farkli miktarlarda anlel38b
(Sekilde gosterilmistir) ile baslatildi. Enfeksiyondan 120 giin sonra
hayvanlar dldirildo ve beyinde PrP® miktar1, enfeksiyondan 80 gim
sonra Oldurillen hayvanlarla karsilastirilarak nicelendirildi. Hata

cubuklari, standart hatay1 gosterir (n = 4 fare).
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Sekil 13: 1 hafta siireyle DMSO+fistik yag 1le kanistinlnis anle138b
ile glinde 1 mg ile tedavi edilen, enfekte edilmemis farelerden alinan
beyin  dokusunun  immuno-blotlanmast  yoluyla  PrP“'nin
nicelendirilmesi. Her ¢cubuk, her gruptaki dort fareyi temsil eder.

Sekil 14: Anlel38bmin farmakokinetik analizi. Tek bir anlel38b
dozu, gosterildigi gibi enfekte edilmemis C57BL/6 farelerine
uygulandi. Uygulamadan sonra farkli zaman noktalarmda beyin ve
serum i¢indeki bilesik miktari, zaman noktasi1 ve deney grubu basina 2
hayvan i¢in LC-MS ile 6l¢uldi.

Sekil 15: o-siniiklein agregatlarmin olusumunun farkli bilesikler
tarafindan 1nhibisyonu. Tablo 2'de test edilen bilesiklerin yapilan
gosterilir.

Sekil 16: Bir anti-TH antikoru ile immuno-boyanmis 50 pm'lik
kesitlerde tirosin hidroksilaz (TH) pozitif substantia nigra pars
compacta (SNpc) hiicrelerinin belirlenmesi suretiyle degerlendirilen,
MPTP ile tedavi edilmis farelerde MPTP ile tedavi edilmemis farclere
kiyasla noron kaybimn nicelendirilmesi. SNpc'de her iki kesitten biri,
Stereo arastirmaci yazilimi (MicroBrightfield, Colchester, VT, ABD)
kullanilarak analiz edildi. Immiino-boyanmis hiicreler, 20x objektif
kullanilarak optik fraksiyonlastirma yontemi ile sayildi. Stereolojik
sayimlar, iki bagimsiz arastirmaci tarafindan kor sekilde yapildu.

Sekil 17: Anle138C'nin ABeta agregasyonu Uzerindeki etkisi. ABeta
agregasyonu, dimamik 151k sa¢ilimi yoluyla analiz edildi. Anlel138C
yoklugunda (ust panel) ve varhgmda (orta panel) monomerik ve
oligomerik Abeta40. Alttaki panel, 0rnegin santrifiijlenmesinden sonra
olgilen, amiloid fibrillar Abeta40 durumuna yonelik ebat dagilimini

gosterir.
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BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Bulus, istemlerde siralanan diizenekler ile dzetlenir. Asagida ve
istemlerde  siralanan, tercih edilen diizeneklerin  tamaminin
kombinasyonlarinin, meveut agiklamanin kapsami dahilinde seklinde

ongoruldugn anlasilir.

Mevcut agiklama, genel formil (E) ile temsil edilen bir bilesik ile
ilgilidir
Hal

RE2 X=Y ,
oy
N Dy N
(REs)m 7 \L/ — (RE4
(E)

AY
n

D halkasmda X, Y ve L, -CR"HNRY)-, -C(R')=, -N(RY-, -N=, -
N'(R”)=, -O- ve -S- arasinda birbirinden bagimsiz olarak yonsiz
sekilde secilir;

M ve Z, asagidakiler arasinda birbirinden bagimsiz olarak yonsiz
sekilde segilir

~CRY)- L=

N*(R')~ ve —N-.
i I

- - - - 1stege bagli bir ¢ift bagi temsil eder.

X, Y, Z, L ve Mhin, valans ve stabilitenin izin verdigi sekilde

secilecedi kendiliginden bellidir.
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R', R% R, RY, R?, R® ve R’ birbirinden bagimsiz olarak hidrojen; C 4
alkil; -C,_4 alkilen-halojen; -C,_, alkilen-OH; -C, 4 alkilen-C,_; alkoksi;
-C(0)-C,4 alkil ve Cq. o aril arasindan segilir, burada aril halksi, C 4
alkil veya halojen ile istege baglh olarak ikame edilebilir. Cg o aril
grubu oOzellikle smmirli degildir ve orn. fenil ve naftil arasindan
secilebilir. Halojen atomu, F, CI, Br veya I olabilir ve tipik olarak F

veya Cl'dir.

Tercihen R', R?, R®, R*, R®, R® ve R’ birbirinden bagimsiz olarak
hidrojen; C,4 alkil; -C,4 alkilen-halojen; -C,, alkilen-OH; -C,4
alkilen-C,_; alkoksi ve -C(0)-C,, alkil arasindan secilir. Daha fazla
tercihen R, R%, R’, R*, R®, R® ve R/, hidrojen; C,4 alkil ve -C4

alkilen-halojen arasindan secilir.

Ikame edici se¢imi, formil (E)'ye ait bilesiklerin amaglanan
kullanimina bagli olabilir. Tercih edilen bir diizenekte R', R’ R’ RY,
R’, R® ve R"den en az biri (daha fazla tercihen R*, R’ ve R"'den en az
biri), -C,4 alkilen-halojendir. Bilesikler, agrege olmus proteinlerin
birikintilerinin  goruntulenmesine  yonelik  bir  sonda  olarak
kullanilacaksa bu, ozellikle faydalidir, ¢uinkit bu sayede bunlarin
saptanabilen bir halojen 1zotopu gibi saptanabilen bir etiket 1le hizli ve
verimli sekilde etiketlenmesi mumkin olur. Saptanabilen halojen
izotoplarinin  dmekleri arasinda S S '231, 13119 "Br ve "Br,
ozellikle '°F bulunur. Saptanabilen bir halojen izotopunun, formiil
(E)'ye ait bilesiklerde bulunan diger halojen atomlarindan biri, 0rnegin
fenil halkasina eklenmis halojen atomlari olarak kullanilmasi da

stiphesiz miimkiindir.
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Alternatif olarak ''C, formiil (E)'ye ait bilesikleri saptanabilir sekilde
etiketlemek icin kullamlabilir. ''C, R', R*, R?, R*, R®, R® ve R''den en

az birinde (daha fazla tercihen R*, R® ve R™den en az birinde) veya

formill (E)'ye ait bilesigin bagka bir bolumiinde bulunabilir.

Tercith edilen alternatif bir diizenekte R', RZ, R3, R4, RS, R® ve R’

birbirinden bagimsiz olarak hidrojen ve C, alkil arasindan segilir,

tercihen hidro jendir.

10 D halkast ozellikle sinirli degildir. Bunun tipik ornekleri arasinda

sunlar bulunur

R® R} RR R®
N—N pVY \ N
I [ B Joy
~ S Sy N
LS pe
N N N—O 0N
R N poy [\
N N N N7
l8 !8
R R
15
N—O —N
4\ )
AN 2
D halkasimin  ozellikle tercih  edilen  ornekleri  soyledir
8 8
ROR
Nm\ &
//\K \I/
R® e
20

Yukaridaki formilllerde R®, hidro jen; C,4 alkil; -C,_4 alkilen-halojen; -
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C,4 alkilen-OH; -C) 4 alkilen-C|_4 alkoksi; -C(O)-C 4 alkil ve Cq_ ) aril
arasindan secilir, burada aril halkasi, C, 4 alkil veya halojen ile istege
bagl olarak ikame edilebilir. Tercihen R, hidrojen; C,4 alkil; -C4
alkilen-halojen; -C,_4 alkilen-OH; -C,4 alkilen-C,_4 alkoksi ve -C(O)-
C .4 alkal arasindan segilir. Daha fazla tercihen R®, hidro jen; C,4 alkil;
-C,.4 alkilen-halojen arasindan secilir. Bir diizenekte RS, hidrojen ve
C|4 alkil arasindan secilir, daha fazla tercihen hidrojendir. Alternatif
bir diizenekte R®, -C,; alkilen-halojendir. Yukarida aciklandigi gibi

R®, arzu edilirse saptanabilir sekilde etiketlenebilir.

Yukaridaki formullerde Rg, hidrojen; C, 4 alkil; -C,_ alkilen-halojen; -
C,4 alkilen-OH; -C, 4 alkilen-C, 4 alkoksi; -C(O)-C,_4 alkil ve Cq_ ¢ aril
arasindan secilir, burada aril halkasi, C, 4 alkil veya halojen ile istege
bagl olarak ikame edilebilir. Tercihen Rg, hidrojen; C,4 alkil; -C, 4
alkilen-halojen; -C,_; alkilen-OH; -C,, alkilen-C, 4 alkoksi ve -C(QO)-
C,.4 alkil arasindan segilir. Daha fazla tercihen R’, hidro jen; C 4 alkil;
-C,.4 alkilen-halojen arasindan secilir. Bir diizenekte Rg, hidrojen ve
C,.4 alkil arasindan segilir, daha fazla tercihen hidrojendir. Alternatif
bir dizenekte R’, -C4 alkilen-halojendir. Yukarida agiklandigi gibi

R’, arzu edilirse saptanabilir sekilde etiketlenebilir.

Baska bir diizenekte R® ve R’ hidrojendir. Yine baska bir diizenekte
RS, -C, 4 alkilen-halojendir ve Rg, hidrojendir.

Hal, F, Cl, Br ve I arasindan segilir ve tercihen F, Cl veya Br, daha

fazla tercihen Cl veya Br, en fazla tercihen Br'dir.

R"!, hidroksi, C, alkoksi ve -NR¥R"® arasindan seeilir.
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R", hidrojen, halojen, hidroksi, C,, alkoksi ve -NR®R™ arasmdan
secilir, tercihen R™, hidrojen, hidroksi, €, alkoksi ve -NR™R"™

arasimdan segilir.

Alternatif bir diizenekte R®' ve R™ birlikte bir -T-(CR*'R™),-V-
yapisiun yam sira komsu karbon atomlarina eklenmis iseler bir ikili
bagm bulundugu karsilik gelen yapilart yonsuz sekilde olusturabilir.
Bu yapida T, CR™R"®, NH ve O arasindan secilir ve V, CR¥R"™,
NH ve O arasindan segilir. Tercithen T ve V'den en az biri, NH veya
O'dur. Bu yapilarin drnekleri arasinda -O-(CH,),-O-, -O-(CF;),-O-, -
0-(CH,),-CH,-, -NH-(CH,),-NH- -NH-(CF,),-NH-, -NH-(CH,),-CH>-
veya bir 1kili bagim bulundugu karsilik gelen bir yap1 bulunur. Ormegin
n = 1 ise -N=CH-NH-, bir ikili bagin bulundugu ve -NH-CH,-NH-'ye
karsilik gelen bir yapidir. Tercihen R"' ve R™ birlikte bir -O-(CH,),-
O- yapis1 olusturur. Bu grubun ayrica karsiik gelen hidroksi

gruplarina in vivo hidrolize olabildigi varsayilir.

n, 1 ila 3'tur; tercihen n, 1 veya 2'dir, daha fazla tercihen n, 1'dir.

R" ve R™ birbirinden bagimsiz olarak hidrojen ve C, alkil arasindan
secilir; tercihen R™ ve R"® birbirinden bagimsiz olarak hidrojen ve C;_
4 alkil arasindan segilir.

R"” ve R birbirinden bagimsiz olarak H veya F'dir ve tercihen H'dir.

R" ve R*' birbirinden bagimsiz olarak H veya F'dir ve tercihen H'dir.
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R* ve R"™mnin fenil halkasma eklendigi pozisyon degisiklik

gosterebilir.

Bir dizenekte R”' ve R™ birbirinden bagimsiz olarak hidroksi veya
alkoksidir ve fenil halkasin1 D halkasma baglayan karbon atomuna

kiyasla meta ve para eklenir.

Bir ikinci diizenekte R®' ve R™, bir -T-(CR"'R™),-V- yapisi veya bir
ikili bagin bulundugu karsilik gelen bir yapidir ve fenil halkasini D
halkasina baglayan karbon atomuna kiyasla meta ve para eklenir. -T-
(CRFR™),-V- yapist i¢in yukandaki tercih edilen tammlar, benzer
sekilde bu diizenek i¢in de gecerlidir.

Bir iigiinct ditizenekte R™', -NR"”R™'dir ve fenil halkasmi D halkasmna

baglayan karbon atomuna kivasla meta ve para eklenir.

Bagka R™ ikame edicileri, R" ve R™ye ek olarak fenil halkas:
iizerinde istege bagh olarak bulunabilir. R®, bir C, alkil grubu veya
bir Cs_j aril grubu (6rnegin bir fenil veya naftil grubu), tercihen bir
C\, alkil grubu, daha fazla tercihen bir C, alkil grubu olabilir. m
ikame edicilerinin sayisi 6zellikle sinirl degildir ve tipik olarak 0 ila 2

araliginda, tercihen O veya 1, tipik olarak 0'dur.

Baska R"™ ikame edicileri de bulunabilir. Bunlar tipik olarak bir
halojen atomu, bir C, alkil grubu veya bir Cs_j¢ aril grubu (6rnegin
bir fenil veya naftil grubu), tercihen bir halojen atomu veya bir C 4
alkil grubu, daha fazla tercihen bir C,4 alkil grubu, en fazla tercihen

bir C,4 alkil grubudur. p itkame edicilerinin sayist dzellikle smirl
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degildir ve tipik olarak O 1la 2 arahiginda, tercithen O veya 1, tipik
olarak 0'dir.

Bazi diizencklerde asagidaki bilesikler harigtir:
3(5)-(2-hidroksi-5-metilfenil)-5(3)-(4-klorofenil) pirazol (DE 41 26
543: Tablo 1'de bilesik 26);

orto-hidroksifenil-5 dikloro-3'-4' fenil-3 metil-2 pirazol (FR
2.104.932: Ornek 1V);

orto-hidroksifenil-5 dikloro-3'-4' fenil-3 fenil-2 pirazol (FR 2.104.932:
Ornek 1V);

Bu bilesikler, WO 2004/080972'de 1A-44, 1A-47, 1A-81, 1A-106 ve
IA-115 bilesikleri olarak agiklanir.

Ag¢iklamanin diger diizeneklerinde bu bilesikler dahil degildir.
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Formiil (E) ile temsil edilen bilesiklerin tercih edilen ornekleri

arasinda formill (A) ile temsil edilen bilesikler bulunur.

RA Hal
=
R¥— M2 Z 73 e
— (R )p
R
(A)

Yukarida formil (E) ile ilgili olarak verilen X, Y, Z, M, L, D halkas,

m, p ve Hal tamimlari, benzer sekilde formul (A) i¢in de gegerlidir.

R* ve R*nin her biri birbirinden bagimsiz olarak hidrojen, halojen,
hidroksi, C, alkoksi ve -NR*R** arasindan secilir; ancak R*' ve
R**den en az biri, hidroksi, C,.¢ alkoksi veya -NR*R*"dir. Tercihen
R*' ve R™ birbirinden bagimsiz olarak hidrojen, hidroksi, C,.¢ alkoksi

ASp A6 1:
ve -NR*R™® arasindan secilir.

Alternatif olarak R*' ve R** birlikte yonsiiz sekilde bir -T-(CR*'R™), -
V- vapis: olusturabilir. Yukarida boyle bir yap: olusturan R"' ve R™
baglaminda verilen agiklamalar ve dzellikle R¥, R™, T, n ve V'nin
yukaridaki tammlary, bu yapiy1 olusturan R*' ve R™ icin de benzer

sekilde gecerlidir.

Bir duzenekte R*' ve R* birbirinden bagimsiz olarak hidroksi veya

alkoksidir.
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Bir ikinci diizenekte R*' ve R, bir -T-(CR"'R"®),-V- yapis1 veya bir
ikili bagm bulundugu karsilik gelen bir yapidir. -T-(CR"R"),-V-
yapist igin yukaridaki tercih edilen tamimlar, benzer sekilde bu

duzenek i¢in de gegerlidir.
Bir iciincii diizenekte RAI, NRMRMdir ve RAZ, hidrojendir.

Baska R™ ikame edicileri, R* ve R*'ye ek olarak fenil halkas
iizerinde istege bagl olarak bulunabilir. R*, bir C, alkil grubu veya
bir Cs_j¢ aril grubu (6rnegin bir fenil veya naftil grubu), tercihen bir

C alkil grubu, daha fazla tercihen bir C,_, alkil grubu olabilir.

Baska R™ ikame edicileri de bulunabilir. Bunlar tipik olarak bir
halojen atomu, bir C, alkil grubu veya bir Cs_jy aril grubu (6rnegin
bir fenil veya naftil grubu), tercihen bir halojen atomu veya bir Ci
alkil grubu, daha fazla tercihen bir C,4 alkil grubu, en fazla tercihen

bir C,_4 alkil grubudur.

R™ ve R*® birbirinden bagimsiz olarak hidrojen ve C) alkil arasindan
secilir; tercihen R™ ve R*® birbirinden bagimsiz olarak hidrojen ve C,.

4 alkil arasindan segilir,

Formiil (E) 1le temsil edilen bilesiklerin tercih edilen ornekler

arasida formiil (B) ile temsil edilen bilesikler bulunur.
B3y

A Fiti]
L
?L—&/—M'\? —< > g
iRI—I ‘\p

RBZ/
(B)
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Yukarida formill (E) 1le 1lgili olarak verilen X, Y, Z, M, L, D halkasa,

m, p ve Hal tamimlari, benzer sekilde formul (B) i¢cin de gecerlidir.

RB', hidroksi, C,.4 alkoksi ve NR®R"® arasindan secilir. Tercihen

RP l, hidroksi veya C,_ alkoksidir.

RB2, hidrojen, halojen, hidroksi, C,. alkoksi ve -NR®R" ¢ arasindan
secilir, tercihen R™, hidrojen, hidroksi, C,, alkoksi ve -NR®R"

arasindan segilir.
Bir diizenekte R®', hidroksi veya C; ¢ alkoksidir ve R®*, hidrojendir.

R" ve R" birbirinden bagimsiz olarak hidrojen ve C,_ alkil arasindan
secilir; tercihen R™ ve R"® birbirinden bagimsiz olarak hidrojen ve C,.

4 alkil arasindan segilir.

Bagka R™ ikame edicileri, R®' ve R®Yye ek olarak fenil halkas:
iizerinde istege bagh olarak bulunabilir. R®, bir C, 4 alkil grubu veya
bir Cs_j aril grubu (6rnegin bir fenil veya naftil grubu), tercihen bir

C alkil grubu, daha fazla tercihen bir C,_ alkil grubu olabilir.

Baska R™ ikame edicileri de bulunabilir. Bunlar tipik olarak bir
halojen atomu, bir C, 4 alkil grubu veya bir Cs_y aril grubu (6rnegin
bir fenil veya naftil grubu), tercihen bir halojen atomu veya bir C 4
alkil grubu, daha fazla tercihen bir C, 4 alkil grubu, en fazla tercihen

bir C,_4 alkil grubudur.

Mevcut bulusa ait bilesikler sunlardir:
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Mevcut bulusa ait tercih edilen bilesikler arasinda sunlar bulunur

E?
RA/ A N N’R ral RO N N’R e
RS o = -
X <:> P </_\S Rmo_@ o=

OR® R Hal

Yukarida R™, R™ ve Hal ile ilgili olarak verilen tanimlar, benzer

sekilde bu bilesikler i¢in de gecerlidir.

R, hidrojen; C, alkil; -C,_4 alkilen-halojen; ve Cs. ) aril (0rnegin fenil
ve naftil) arasindan segilir, burada aril halkas: istege bagh olarak C, 4
alkil veya halojen 1ile ikame edilebilir. Tercihen R, hidrojen; C, 4 alkil;
-C,4 alkilen-halojen arasindan secilir, Bir duzenckte R, hidrojen ve
C,4 alkil arasindan segilir, daha fazla tercihen hidrojendir. Alternatif
bir diizenekte R, -C,_4 alkilen-halojendir. Yukarida agiklandigi gibi R,
arzu edilirse saptanabilir sekilde etiketlenebilir.

RY, H veya C, alkil, tercihen H veya C,_, alkildir.

R* H veya C 4 alkil, tercihen H veya Cy_4 alkildir.

R™ H veya C ¢ alkil, tercihen H veya C,_4 alkildir.

R’ H veya C alkil, tercihen H veya C, ., alkildir.

RY H veya C alkil, tercihen H veya C, 4 alkildir.
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Mevcut bulusa ait asagidaki bilesikler, proteinlerin agregasyonunu
inhibe etmede veya agrege olmus proteinleri gorimtilemede yuksek

bir verimlilige sahip olduklar: bulundugundan 6zellikle tercih edilir:

buradaki Hal, Cl veya Br'dir, tercihen Hal, Br'dir.

Mevcut bulusa ait en fazla tercih edilen bilesik su anda asagidaki

10  bilesiktir,

—, N=N

Bu acgiklamaya ait asagidaki bilesikler, proteinlerin agregasyonunu
15 1nhibe etmede veya agrege olmus proteinleri gorintulemede yuksek

bir verimlilige sahip olduklar1 bulundugundan 6zellikle tercih edilir:

V,o H Ha!
—— . \X F
DA U ,
\ r'{ i N\ \
HO ,’H Ha | - O . ) . "{al
\ ; - MN-—-N o
_— N N X /= o N
[ o— L =<0
HC— <\ / \\.,5’ N / N_ ¥ T
Hr,CO H Hai
’P'._
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burada Hal, Cl veya Br'dir, tercthen Hal, Br'dir.

Bu ag¢iklamaya ait en fazla tercih edilen bilesikler su anda asagidaki
bilesiklerdir

8] ,H Br
( _ —N
o (A F
N/ S
HO, ;H Br /o B:
» Doy
WSy -0
H.CO, fa Br
— —N —

Formul (E)'ye ait bilesikler ayrica bunlarin 6n ilaglari, esterleri,

solvatlart veya tuzlar1 formunda bulunabilir,

Formiuil (E)'ye ait bilesikler, yine bu bulusun kapsami dahilindeki
tuzlar1 olusturur. Burada formiil (E)'ye ait bir bilesige yapilan atif, aksi
belirtilmedikge bunun tuzlarma yapilan atfi da kapsayacak sekilde
anlagilacaktir, Burada kullamldigi gibi "tuz(lar)" terimi, inorganik
ve/veya organik asitler ve bazlar ile olusturulan asidik ve/veya bazik
tuzlar: gosterir. Ek olarak bir bilesik, hem bir bazik yarim hem de bir
asidik  yarim ihtiva ettiginde zwitteriyonlar ("dahili  tuzlar")
olusturulabilir ve burada kullanilan “tuz(lar)” teriminin kapsam
dahilindedir. Farmasotik agidan kabul edilebilir (yani toksik olmayan,
fizyolojik agidan kabul edilebilir) tuzlar tercih edilmekle birlikte diger

tuzlar da orn. hazirhik sirasinda kullanilabilen izolasyon ve saflastirma
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adimlarinda faydahdir. Mevcut bulusa ait bilesiklerm tuzlar, dmegin
bir bilesigin, denk miktar gibi bir miktar asit veya baz ile, icinde tuzun
cokeldigi ortam gibi bir ortam veya sulu bir ortam iginde reaksiyona

sokulmasi ve ardindan liyofilizasyon yoluyla olusturulabilir.

Bazik bir yarim ihtiva eden bilesikler, ¢esitli organik ve inorganik
asitler 1le tuzlar olusturabilir. Omek asit ilaveli tuzlar arasinda
asetatlar (ornegin asetik asit veya ftrihaloasetik asit, Ornegin
trifloroasetik asit ile olusturulanlar), adipatlar, alginatlar, askorbatlar,
aspartatlar, benzoatlar, benzensillfonatlar, bistilfatlar, boratlar,
butiratlar, sitratlar, kamforatlar, kamforsulfonatlar,
siklopentanpropiyonatlar, diglikonatlar, dodesilsulfatlar,
etansiilfonatlar, fumaratlar, glikoheptanoatlar, gliserofosfatlar,
hemisiilfatlar, heptanoatlar, heksanoatlar, hidrokloridler,
hidrobromidler, hidroiyodidler, hidroksietansiilfonatlar (6rn., 2-
hidroksietansiilfonatlar), laktatlar, maleatlar, metansiilfonatlar,
naftalenstlfonatlar (6rn., 2-naftalensiilfonatlar), nikotinatlar, nitratlar,
oksalatlar, pektinatlar, persulfatlar, fenilpropiyonatlar (6m., 3-
fenilpropiyonatlar), fosfatlar, pikratlar, pivalatlar, propiyonatlar,
salisilatlar, sukinatlar, sulfatlar (stilfurik asit ile olusturulanlar gibi),
silfonatlar (burada bahsedilenler gibi), tartratlar, tiyosiyanatlar,

tosilatlar gibi toliiensiilfonatlar, undekanoatlar ve benzeri bulunur.

Asidik bir yarnim ihtiva eden bilesikler, cesitli organik ve inorganik
bazlar ile tuzlar olusturabilir. Omek bazik tuzlar arasinda amonyum
tuzlari, sodyum, lityum ve potasyum tuzlari gibi alkali metal tuzlan,
kalsiyum ve magnezyum tuzlari gibi alkalin toprak metal tuzlari,

benzatinler, disikloheksilaminler, hidrabaminler (N,N-
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bis(dehidroabietil)etilendiamin ile olusturulur), N-metil-D-
glukaminler, N-metil-D-glikamidler, t-butil aminler gibi organik
bazlarla tuzlar (0rn. organik aminler) ve arginin, lizin gibi amino
asitler ile tuzlar ve benzeri bulunur. Bazik nitrojen ihtiva eden gruplar,
alt alkil halidler (6rn. metil, etil, propil ve butil kloridler, bromidler ve
iyodidler), dialkil sulfatlar (6rn. dimetil, dietil, dibutil ve diamil
sulfatlar), uzun zincirli halidler (6. desil, lauril, miristil ve stearil
kloridler, bromidler ve iyodidler), arilalkil halidler (6rn. benzil ve

fenetil bromidler) ve bagkalar1 gibi ajanlar ile dortlir hale getirilebilir,

Formill (E)'yve ait bilesiklerin on ilaglan (referans) ve solvatlar da
burada ongorulir. Burada kullamldigr gibi "on ilag" terimi, bir sijjeye
uygulandiginda metabolik veya kimyasal proseslerle kimyasal
doniisime ugrayarak formul (E)'ye ait bir bilesigi veya bunun bir

tuzunu ve/veya solvatini veren bir bilesigi gosterir.

Formul (E)'ve ait bilesiklerin solvatlari arasinda ornegin hidratlar

bulunur,

Formul (E)'ye ait bilesiklerin esterleri arasinda C,_, tercihen C,_4 alkil

esterler bulunur.

Formiil (E)'ye ait bilesikler, bunlarin tautomerik formlarinda (6rn., bir
amid veya imino eter olarak) bulunabilir. Bu gibi tim tautomerik
formlar, burada mevcut bulusun veya agiklamanin bir pargas: olarak

ongorulur.

Meveut bilesiklerin tiim stercoizomerler: (orn. ¢esitli ikame ediciler
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Uzerinde asimetrik karbonlara bagh olarak var olabilenler),
enantiyomerik formlar ve diastereomerik formlar dahil olmak tizere,
ayrt ayr1 bu bulusun veya a¢iklamanin kapsami dahilinde ongoriliir,
Formill (E)'ye ait bilesiklerin tek tek stercoizomerleri 0rnegin dnemli
olcude diger 1izomerlerden arinmus (0., belirtilen aktiviteye sahip, saf
veya onemli dlgide saf bir optik 1izomer halinde) olabilir veya drmegin
rasematlar halinde veya tim diger veya secilen diger stereoizomerler
ile karistirilabilir. Formull (E)ye ait bilesiklerin kiral merkezleri,
[UPAC 1974 Tavsiyeleri ile tanimlandigi gibi S veya R

konfigiirasyonuna sahip olabilir.

Rasemik formlar, fraksiyonel kristallestirme, diastereomerik tiirevlerin
ayrilmasi veya kristallestirilmesi veya kiral kolon kromatografisi ile
ayirma gibi fiziksel yontemlerle ¢oziomlenebilir. Tek tek optik
izomerler, rasematlardan, bunlarla sinirli olmamakla birlikte, optik
olarak aktif bir asit ile tuz olusumu, ardindan kristallestirme dahil,

herhangi bir geleneksel yontemle elde edilebilir.

Formil (E)'ye ait bilesiklerin tim konfigirasyonel izomerleri, ister
karistm halinde ister saf veya onemli Olcide saf formda olsun,
ongdrillmustir. Formill (E)'ye ait bilesiklerin tanimi, cis (Z) ve trans
(E) alken i1zomerlerinin her ikisini, ayrica siklik hidrokarbon veya

heterosiklo halkalarinin cis ve trans 1izomerlerini kapsar.

Tum spesifikasyonda gruplar ve bunlarin ikame edicileri, stabil

yarimlar ve bilesikler verecek sekilde segilebilir.

Formil (E)'ye ait bilesikler, istege bagli olarak farmasdtik agidan
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kabul edilebilir bir tasiyic1 iceren farmasotik veya tam amagh bir

kompozisyon formunda sunulabilir.

Prion hastaliklarimin hitcre kiulltirin modellerinde hiicre deneyleri ile
kombinasyon halinde "yogun sckilde fliioresan hedeflerin taranmasi
(SIFT)" teknigine dayali bir biyokimyasal deney sistemi uygulayarak
mevcut kasifler, sentetik bilesiklerin butyuik kuttiphanelerini in vitro
norodejeneratif hastaliklara ve ©Ozellikle prion hastaliklarina ve
siniikleinopatilere molekiller diizeyde eslik eden agregasyon
proseslerinin inhibitorleri ag¢isindan taradilar. Bu inhibitorler, bu

hastaliklar i¢in yeni terapotikler olma potansiyeline sahiptir.

Bu deney sistemi, otomasyon derecesi, dl¢iim hiz1 (drmek basma 75
saniye), kimyasal bilesiklerin miktar1 (birincil deney i¢in sadece 200
pikomol) ve ayrica gerekli kullanilan ajan (6rn. deney basma bir CID
vakasindan sadece 0.2 mg beyin dengi) agilarindan protein
agregasyonunun inhibisyonu i¢in  yeni ilaclarin  taranmasinda
kullamlmaya yoOnelik tim deney sistemlerini agik ara geride birakar.
Sadece bu nispeten dusitk kaynak ve sure gereklilikler:, bu tir yuksek
(vani 20.000) bilesik sayilarinin taranmasina izin verir. Ek olarak tiim
tarama verilerinin merkezi bir veritabani fizerine haritalandirilmasi ve
bunlarin  otomatik analizi, yapi-aktivite iliskilerinin - veriml
degerlendirilmesine ve analizine 1zin verir. Mevcut bulusa dahil edilen
hiicre kultiril tarama prosedurleri 1le kombinasyon, hem biyokimyasal
hem hiicre bazli deneylerde aktif olan bilesiklerin tanimlanmasina izin
verir. Boylelikle sadece in vitro degil, ayrica huicresel baglamda aktif

olan bilesikler tanumlanir, 6rn. in vivo uygulamalar ig¢in ayrica
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gelistirilecek olan tanimlannig  bilesiklerin  uygun stabilitesi ve

reaktivitesi saglanir.

Boylelikle mevcut kasifler, bu birincil taramada aktif olan bir dizi
bilesik tanimladi, bunlar daha sonra scyreltme SERYlerinde
gecerlenerek cok dusuk konsantrasyonlarda bile aktif olan bilesikler
tammimland1, Birincil taramada "aktif" seklinde karakterize edilen
bilesikler, bir kiime analizine tabi tutuldu, bu ise 3,5-difenil-pirazol
(DPP) turevleri kimyasal bilesik simifina (bakiniz Sekil 1'de gosterilen
DPP motit1) ait, yitksek oranda aktif bilesikler iceren bes komsu
kiimeden (DPP 1'den DPP S5'e kadar; Sekil 1) olusan bir grup ortaya
cikardi.

Mevcut kasifler ayrica norodejeneratif hastaliklara ve 6zellikle prion
hastaliklarma ve siniikleinopatilere molekiiller diizeyde eslik eden
agregasyon proseslerinin inhibitorleri olmaya uygun ilgili bilesikleri
tanimlamak amaciyla, tamimlanan bilesik smfimin ¢esitli ikame
edicilerimi ikame etti. Bu ilag-kimya yaklasimi kullamlarak bir dizi
ilave bilesik sentezlendi. Bu bilesikler, i1k taramadan se¢ilen maddeler
ile birlikte, SIFT deneyleri, hiicre kulturli bazli deneyler, fareler
iizerinde in vivo deneyler dahil iler1 testlerin yani sira o-siiiklein
agregasyonuna yonelik biyokimyasal deneylere tabi tutuldu (bakiniz
Omekler). Bu sckilde bu bilesiklerin hem in vitro hem in wvivo
aktivitesi gecerlendi. Bu bilesiklerin ayrica sinukleinopatilerde
bulunan bu patolojik protein agregasyonuna yonelik in vitro
modellerde dusik mikro molar konsantrasyonlarda a-sinukleinin
multimer olusumunu etkili sekilde inhibe edebildigi bulgusu,

tantmlanan bilesiklerin sadece anti-prion bilesikleri olarak gorev
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yapmakla kalmayip ayrica molekiller diizeyde patolojik mekanizmayi
hedef alarak Parkinson Hastaligi, DLB ve MSA gibi siniikleinopatiler
i¢in terapodtik potansiyele sahip olduguna dair net bir gostergedir. Ek
olarak bu bilesiklerin hem prion proteini hem de a-sinuklein
agregasyonu uzerinde in vitro inhibitdr aktivitesi, proteinin baskin
sekilde [-yaprak konformasyonlar1 halinde yanlis katlanmasinin,
akabinde amiloid fibriller halinde protein agregasyonu i¢in temel
olusturdugu daha genis yelpazede protein agregasyonu hastaliklarina
kars1 bunlarin genel anti-agregator aktivitesini yansitabilir. Bu nedenle
bu bilesikler ve DPP madde smifimin tyeleri ile iliskili bilesikler,
bunlarla sinirh olmamakla birlikte Parkinson hastaligi, prion hastaligi,
Alzheimer hastahi@1, ¢oklu sistem atrofisi, Difuze Lewy cisimi
hastalig, frontotemporal demans, amiyotrofik lateral skleroz,
Huntington hastaligi, spinoserebellar ataksi ve diger Poli-Q
hastaliklar, kalitsal serebral amiloid anjiyopati, ailevi amiloid
polindropati, primer sistemik amiloidoz (AL amiloidoz), reaktif
sistemik amiloidoz (AA amiloidoz), tip II diyabet, enjeksiyon-lokalize
amiloidoz, beta-2 mikroglobulin  amiloidoz, kalitsal ndropatik
olmayan amiloidoz, Finlandiya kalitsal sistemik amiloidoz dahil
(norodejeneratif) protein agregasyonu hastaliklarinin tim panelinin
nedensel tedavisi i¢in terapdtik olarak faydali olma potansiyeline

sahiptir.

Mevcut bulus ayrica protein agregasyonu ile baglantili bir hastalig
ve/veya bir ndorodejeneratif hastaligim tedavisinde veya dnlenmesinde
kullanilmaya yonelik, mevcut bulusa ait bilesik ve ayrica bunun bir
esteri, solvati veya tuzu ile ilgilidir. Diger diizenekler, mevcut bulusa

ait bir bilesigin, protein agregasyonu ile baglantili bir hastaligin
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ve/veya bir norodejeneratif hastaligin tedavisi veya onlenmesi amacl

farmasotik bir kompozisyonun hazirlanmasinda kullanilmasidir.

Mevcut bulusa gore "agregasyon” terimi, tipik olarak bir veya daha
fazla proteinin oligomerik veya multimerik  komplekslerinin
olusmasina karsilik gelir, bunlara ise karbohidratlar, nukleik asitler ve
lipitler gib1 1lave biyo-molekilllerin komplekslere dahil olmas: eslik
edebilir.

Burada kullanildigi gibi "protein agregasyonu ile baglantih bir
hastalikta ve/veya bir norodejeneratif hastalikta rol oynayan protemn"
terimi, agrege olmus proteinlerin varh@ ile karakterize edilen bu
hastaliklara karsihk gelir. Bu agrege olmus proteinler, spesifik
dokuda, daha fazla tercihen sinir dokusunda veya beyin dokusunda

birikintiler olusturabilir. Agregasyon derecesi, ilgili hastaliga baghdir.

Mevcut bulus ayrica yukarida tamimlandigr gibi mevcut bulusa ait bir
bilesigin, protein agregasyonu ile baglantili bir hastaligin ve/veya bir
norodejeneratif hastaligin tedavisi veya onlenmesi amagh farmasotik

bir kompozisyonun hazirlanmasinda kullanilmasi ile ilgilidir.

Mevcut bulusa gore "farmasotik kompozisyon" terimi, bir hastaya,
tercihen bir insan hastaya uygulanmaya yonelik bir kompozisyon ile
ilgilidir. Bulusa ait farmasodtik kompozisyon, yukarida belirtilen
bilesikleri ve istege bagh olarak bulusa ait bilesiklerin
karakteristiklerini degistirebilen, ©Ornegin bunlarin fonksiyonunu
stabilize edebilen, modile edebilen ve/veya aktiflestirebilen baska

molekiiller igerir. Kompozisyon, kati, s1vi veya gaz halinde olabilir ve
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digerlerimin yaninda (bir) toz(lar), (bir) tablet(ler), (bir) ¢ozelti(ler)
veya (bir) aerosol(ler) formunda olabilir. Mevcut bulusa ait farmasotik
kompozisyon istege bagh ve ek olarak farmasotik agidan kabul
edilebilir bir tasiyict igerebilir. Uygun farmasotik tasiyicilarin
ornekleri, teknikte i1yi bilinir ve bunlar arasinda fosfat tamponlu tuz
cozeltileri, su, emulsiyonlar, Ornegin yag/su emillsiyonlar, c¢esitli
tiplerde nemlendirici ajanlar, steril ¢ozeltiler, DMSO dahil organik
solventler vb. bulunur. Bu tiir tasiyicilan igeren kompozisyonlar, iyi

bilinen geleneksel yontemlerle formille edilebilir.

Farmasotik kompozisyon, bireysel hastanin klinik durumu, farmasotik
kompozisyonu verme sahasi, uygulama yontemi, uygulama program
ve doktorlarin bildigi diger faktorler hesaba katilarak 1y1 tip
uygulamalar ile tutarh bir sekilde formille edilecek ve dozlanacaktir,
Buradaki amaclar dogrultusunda farmasotik kompozisyonun "etkili
miktar" bu sekilde bu konular dikkate alinarak belirlenir. Uzman
kigiler, bir kisiye uygulanan farmasotik kompozisyonlarin etkili
nmuktarinin, digerlerinin yani sira bilesigin dogasma bagh olacagini

bilir.

Bulusa veya agiklamaya ait farmasodtik kompozisyonlar, oral, rektal,
parenteral, intrasisternal, intravajinal, intraperitonel, topik yoldan
(tozlar, merhemler, damlalar veya transdermal yama yoluyla oldugu
gibi), bukal yolla veya bir oral veya nazal sprey ile uygulanabilir.
"Farmasotik agidan kabul edilebilir tasiyic1”, toksik olmayan kati, yar
kat1 veya sivi dolgu maddesi, seyreltici, kapsill haline getirme
materyali veya herhangi bir tipte formiilasyon yardimcist anlamina

gelir. Burada kullanildigi gibi  "parenteral” terimi, intravendz,
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intramiskiller, intraperitonel, intrasternal, subkiitan ve intraartikiller

enjeksiyon ve infuzyonu iceren uygulama modlarma karsilik gelir.

Farmasotik kompozisyon ayrica uygun sekilde stirekli salim sistemleri
ile uygulanir. Surekli salim kompozisyonlarinin uygun ornekleri
arasinda sekilli mamuller, . filmler veya mikrokapsiiller formunda
yari-gegirgen polimer matrislert bulunur. Surekli salim matrislert
arasinda polilaktidler (ABD Pat. No. 3,773,919, EP 58 481), L-
glutamik asit ve gamma-etil-L-glutamat kopolimerleri (Sidman. U. ve
arkadaglari, Biopolymers 22:547-556 (1983)), poli (2- hidroksietil
metakrilat) (R. Langer ve arkadaslar, J. Biomed. Mater. Res. 15:167-
277 (1981), veR. Langer, Chem. Tech. 12:98-105 (1982)), etilen vinil
asetat (R. Langer ve arkadaslari, I1d.) veya poli-D-(-)-3-hidroksibutirik
asit (EP 133 988) bulunur. Surekli salim farmasotik kompozisyonu
ayrica lipozom seklinde sikistirilmis bilesik igerir. Farmasotik
kompozisyonu ihtiva eden lipozomlar, kendi baglarina bilinen
yontemlerle hazirlanir: DE 32 18 121; Epstein ve arkadaslarn Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 82:3688-3692 (1985); Hwang ve arkadaslan
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 77:4030-4034 (1980); EP 52 322; EP 36
676; EP 88 046; EP 143 949; EP 142 641; Japon Patent Basvurusu 83-
118008; ABD Patentleri No. 4,485,045 and 4,544,545; ve EP 102324,
Siradan sekilde lipozomlar, lipit igceriginin, yaklagik %30 mol.
kolesterolden daha fazla oldugu, kiiguk (yaklasik 200 - 800 Angstrom)

tek lamelli tiptedir; secilen oran, optimum terapi i¢in ayarlanir.

Parenteral uygulama i¢in farmasotik kompozisyon genellikle bunun,
arzu edilen saflik derecesinde, enjekte edilebilir bir birim dozaj

formunda (¢ozelti, sispansiyon veya emillsiyon), farmasotik agidan
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kabul edilebilir bir tasiyici, yam  kullamlan dozaj; ve
konsantrasyonlarda alicilar i¢in toksik olmayan ve formillasyonun
diger bilesenleri ile uyumlu bir tagiyict ile kanstirilmasi suretiyle

formiule edilir.

Genellikle formillasyonlar, farmasotik kompozisyonun bilesenlerinin
siv1 tastyicilar veya ince bolinmus kati tasicilar veya her ikisi ile esit
ve siki bir sekilde temas ettirilmesi suretiyle hazirlanir. Daha sonra
gerekirse Uirlin, arzu edilen formillasyon halinde sekillenir. Tercihen
tastyici, bir parenteral tagiyici, daha fazla tercihen alicinin kam ile
izotonik olan bir ¢ozeltidir. Bu gibi tasiyict araglarin  ornekleri
arasmda su, tuz, Ringer cozeltisi ve dekstroz ¢ozeltisi bulunur. Sabit
yaglar ve etil oleat gibi sulu olmayan araclarin yam sira lipozomlar da
burada faydalidir. Tasiyict uygun sekilde izotonikligi ve kimyasal
stabiliteyi gli¢lendiren maddeler gibi az miktarlarda katki maddeleri
ihtiva eder. Bu gibi  materyaller, kullanilan dozaj ve
konsantrasyonlarda ahicilar icin toksik degildir ve bunlar arasinda
tamponlar, 0megin fosfat, sitrat, sukinat, asetik asit ve diger organik
asitler veya bunlarm tuzlan; antioksidanlar, ornegin askorbik asit;
dustik molekiiler agirlikli (vaklasik on tortudan az) (poli)peptitler, 6rn.
poli arginin veya tripeptitler; proteinler, dornegin serum albiimini,
jelatin - veya 1mmiunoglobulinler; hidrofilik polimerler, Ornegin
polivinilpirolidon; amino asitler, 0rnegin glisin, glutamik asit, aspartik
asit veya arginin; monosakaritler, disakaritler ve selilloz veya bunun
turevleri dahil olmak Gizere diger karbohidratlar, glukoz, manoz veya
dekstrinler; selatlama ajanlari, 6rnegin EDTA; seker alkolleri, ornegin

manitol veya sorbitol; karsi iyonlar, ornegin sodyum, ve/veya iyonik
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olmayan surfektanlar, drmegin polisorbatlar, poloksamerler veya PEG

bulunur.

Terapotik uygulama i¢in kullanilacak farmasdtik kompozisyonun
bilesenleri, steril olmak zorundadir. Sterillik, steril filtreleme
membranlarindan (6rn., 0.2 um membranlar) filtreleme yoluyla
kolayca gerceklestirilir.  Farmasotik  kompozisyonun  terapotik
bilesenleri genellikle steril bir erisim portuna sahip bir kap, ornegin
hipodermik bir enjeksiyon ignesi ile delinebilen bir stopere sahip bir

intravendz ¢ozelti poseti veya sisesine yerlestirilir,

Farmasotik kompozisyonun bilesenleri siradan bir sekilde sulu bir
¢Ozelti veya yeniden olusturulacak liyofilize bir formiilasyon seklinde
birim veya ¢ok dozlu kaplar, ormegin kapali ampuller veya siseler
igerisinde saklanacaktir. Liyofilize edilmis bir formiillasyonun ornegi
olarak 10 ml’lik siseler, 5 ml steril filtre edilmis %1 (a/h) sulu ¢dzelti
ile doldurulur ve elde edilen karisim liyofilize edilir. Infuzyon
cozeltisi, liyofilize edilmis bilesik(ler)in bakteriyostatik Enjeksiyon

Suyu kullanilarak yeniden olusturulmasi suretiyle hazirlanir.

Burada kullanildig: gibi "terapdtik agidan etkili miktar" terinm, arzu
edilen biyolojk etkiyl uyandirmak i¢in yeterli bir miktara karsihik
gelir.  Meveut  bulusta arzu  edilen biyolojik etki, protein

agregasyonunun inhibe edilmesidir.

Protein agregasyonu ile baglantili bir hastalikta ve/veya bir
norodejeneratif hastalikta rol oynayan bir proteinin agregasyonunu

inhibe etmek igin giglendirilmis etkinlige sahip bir bilesigin
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tammlanmasina yonehk bir yontem tarif edilmekte olup, (a)
etiketlenmis monomerik bir protein ile adi gecen proteinin farkh
sekilde etiketlenmis bir agregatinin, yukarida tamimlandigi gibi bir
bilesigin bir turevi olan bir aday agregasyon inhibitoriniin (1)
varliginda ve/veya (2) yoklugunda temas ettirilmesi; (b) ortak lokalize
etiketlerin miktarimm belirlenmesi, bu i1se monomerik proteinin adi
gecen protein agregatina baglanma derecesini temsil eder; ve (c) adi
gecen bilesigin varliginda ve yoklugunda elde edilen sonucun
karsilastirilmas: adimlarimi igerir, burada adi gegen Dbilesigin
varhgimda ortak lokalize olmus etiketlerin azalmasi, bilesigin adr
gegen  proteinin  agregasyonunu  inhibe etme  yeterliliginin

gostergesidir.

Burada kullamildigi gibi "monomerik protein" terimi, her belirli
protein i¢in spesifik olan ii¢ boyutlu bir konformasyona sahip tek bir
(poli)peptit zincirinden olusan bir molekiller birime karsilik gelir, bu
tercthen tipik olarak nanomolar, mikromolar veya milimolar
konsantrasyonlara kadar sulu ¢ozeltiler i¢inde ¢ozilebilirdir ve bir
veya daha fazla karbohidrat, karbohidrat tirevi, lipit, fosfat, stilfat, yag
asidi ve nukleotidin, zincir i¢indeki tek tek amino asitlere kovalent
baglanmas1 suretiyle modifiye edilebilir. Tercihen adi gecen
modifikasyon, bir fosforilasyon, glikosilasyon, proteolitik proses,
glikasyon, oksidasyon ve nitrasyondur. Burada kullamldigr gibi
"(poli)peptit" terimi, 30 kadar amino asitten olusan peptit grubunun
yami sira 30'dan fazla amino asitten olusan polipeptit grubu igeren bir
molekill grubunu tarif eder. Mevcut spesifikasyonda kullanildigi gibi

"protein" terimi ayrica (poli)peptitlere karsilik gelir,



10

15

20

25

37

"Agrege olmus protein” terimi, yukarida tamimlandigr gibi bir veya
daha fazla tipte "monomerik protein(ler) veya polipeptit(ler)in"
kovalent olmayan sekilde baglanmis oligomerleri veya multimerleri
anlamima gelir, bunlar ise monomerik protein unitelerine gore
komplekslesmis  protein  Unitelerinin - degismis  Ui¢  boyutlu
konformasyonu ve tipik olarak komplekslerin sulu ¢ozeltiler i¢inde

dusuk ¢ozunurlugi ile karakterize edilir.

"Protein agregasyonunu inhibe etmeye yonelik bilesik" terimi, protein
agregatlarmim olugmasimi  Onleyebilen ve/veya var olan protein
agregatlanm ayristirabilen veya kirabilen bir bilesige karsihk gelir,
burada adi1 gecen bilesikler, formil (E)'ve ait bilesiklerden
turevlendirme yoluyla turetilir. Tercihen bu bilesikler, bilgisayarla
modelleme yoluyla tasarlanir, burada bilgisayarla modelleme,
proteinin monomerik veya agrege olmus formuna veya her ikisine
baglanan bilesiklerin aragtirilmas: igin sanal tarama araglarinin
kullamlmasina anlamma gelir. Genel olarak bu yontemler,
proteinlerin, tercihen bir substrat ile kristallestirilmis proteinlerin Gig
boyutlu yapisima dayamr. Daha fazla tercihen substrat, bir aday

modiilatdr veya inhibitor ile yer degistirir.

"Etiketlenmus... protein” terimi, bir etiketin eklendigi bir proteine
karsilik gelir. Adi1 gecen ctiket, dogrudan veya dolayli sekilde
eklenebilir. Dolayl etiketleme Ozellikle etiketlenmis (poli)peptitlere,
daha fazla ozellikle etiketlenmis antikorlara karsilik gelir. Etiketin
eklenmesi, teknikte uzman kisilerce bilinen ve standart ders

kitaplarinda (bakimiz ornegin Harlow and Lane "Antibodies, A
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Laboratory Manual", CSH Press, Cold Spring Harbor, 1998) tanf
edilen bir dizi teknikle yapilabilir.

"Farkli sekilde etiketlenmis protein” terimi, proteinin agrege olmus ve
monomerik i1zoformuna farkli etiketlerin eklenmesi anlamina gelir.
Tipik bir ornek, agrege olmus proteme "FITC'nin ve monomerik
proteine "Teksas kirmizisi"nin eklenmesidir. Bu etiketler, 1513 farkh
dalga boylarinda saptanabildiginden protein izoformlarinin miktarini
ve/veya konumunu belirlemek miimkiindiir. Daha fazla 6zellikle farkls
etiketlerin kullanilmasi, ortak lokalize etiketlerin, yani birbirlerine

yakin bulunan etiketlerin varliginin nicelendirilmesine izin verir.

"Ortak lokalize etiketlerin miktarmimn belirlenmesi"”, orn. tipik olarak 1
femtolitre ornekten az, aym dusiik hacimde elementten gelen en az iki
farkli dalga boyunda tekli fotonlarin (yvani dalga boyuna spesifik)
sayisinin, tipik olarak 100 ps'nin altinda ¢ok kisa bir stire iginde ayr1
ayr1 0l¢ilmesi, ardindan belirlhi bir dalga boyundaki foton sayisi i¢cin
bir eksenle ¢ok boyutlu bir histogramda grafik olarak gosterilebilen
ilgili  foton sayllarmmmm  bilgisayarli  karsilastirmas:1  yapilarak
gerceklestirilebilir. Iki dalga boyu soz konusu oldugunda belirli bir
zaman periyoduna ait foton sayilari, iki boyutlu flioresan yogunlugu

histograminda tekli noktalar halinde temsil edilebilir.

"Ad1 gecen bilesigin varhiginda ve yoklugunda elde edilen sonucun
karsilastirllmas1" terimi, bilesigin, protein agregatlarmin olusumu
ve/veya miktar1 izerindeki etkisinin degerlendirilmesi anlamina gelir.
Burada kullanildigi gibi agregasyonun aday inhibitor bilesigi

varliginda, ortak lokalize ectiketlerde %I10'un {izerinde, daha fazla
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tercthen %25'in {izerinde, hatta daha fazla tercihen %50'nin lizerinde
ve en fazla tercthen %95in uUzerinde bir azalma, protein
agregasyonunu inhibe etme yeterlilifine sahip bilesiklerin
gostergesidir. "Adi gecen bilesigim yoklugu" terimi, agrege olan
proteine bir nhibitorin veya aday inhibitoriin ilave edilmedigi veya
edilmemis oldugu anlanmuina gelir. Belirli durumlarda negatif
kontrollerin, yani protein agregasyonu uzerinde etkisi olmayan
bilesiklerin ilave edilmesi faydali olabilir. "Adi gecen bilesigin
yoklugu" terimi ayrica bu durumlara karsilik gelir. Benzer sekilde
protein agregasyonunu inhibe eden, formiil (E)'ye ait bilesiklerden
biri, yemi inhibitor bilesiklerin tanimlanmasina yonelik deneylerde
pozitif kontroller olarak kullamilabilir. "Varhk" teriminin miktara
karsilik geldigi aciktir. Gorliniir nedenlerle mevcut spesifikasyonda
belirtilen bilesikler, farkli etkin konsantrasyonlara sahiptir. Tercihen
etkili konsantrasyonlar, 100 uM'nin altinda, daha fazla tercihen 10

pM'nin altinda ve hatta daha fazla tercihen 1 puM'nin altindadur.

Mevcut  spesifikasyona ait  yontem, protein  agregasyonuna
giclendirilmis bir etkinlik ile mudahale edebilen yeni bilesiklerin
tanimlanmasi igin ozellikle faydalidir. Turevlendirilmis bilesiklerin
buyik kiitiiphanelerinin taranmasini saglar ve yilksek sadakate sahip
inhibe edici bilesiklerin tanimlanmasina 1zin verir. Mevcut bulusun bir
yoniinde yontem, fliioresan korelasyonlu spektroskopiye dayanir. Son
yillarda fliloresan korelasyonlu spektroskopi (FCS), molekiller
dizeyde prion hastaliklart gibi norodejeneratif hastaliklarda protein
agregasyonunun yiksek duzeyde hassas analizine izin veren bir
yontem olarak kabul edilmistir (Bieschke ve Schwille 1997, Bieschke
ve arkadaglar1 2000, Giese ve arkadaslart 2000, Post ve arkadaglar
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1998). Ek olarak FCS, kugultilmeye ve otomasyona agiktir ve
farmasotik endiistrisinde yuksek randimanh tarama i¢in kabul goren
bir yontem haline gelmistir (Koltermann ve arkadaslart 1998).
Fluoresan korelasyonlu spektroskopi  (FCS), mevcut konfokal
formunda, tekli flioresanla etiketlenmis molekillerin, yiksek
aperturli bir mikroskop objektifi icinden odaklanmis ve tek foton
sayma dedektori uzerinde konfokal sekilde gorintilenen bir uyarma
lazeri 1511 ile tamimlanan bir agik hacimli eleman i¢inden diftize
olmasmin neden oldugu sinyal dalgalanmalarini analiz eder (Schwille
ve arkadaglar1 1997). En fazla tercih edilen diizeneginde yontem, bu
teknolojiye dayanir. Bu yontem, ornegin PrPSc agregatlarina PrPC
baglanmasinin  veya a-sinitkleinin oligomerlerinin veya
protofibrillerinin veya fibrillerinin olusumunun inhibe edilmesine

dayanan yiiksek randimanli tarama i¢in uygundur.

Protein agregasyonunun inhibitorlerinin saptanmasina yonelik bu
deney sistemi, Alzheimer hastahigi ve Parkinson hastaligi gibi spesifik
proteinlerin agregasyonu ile baglantili bir nérodejeneratif hastalik i¢in
yeni terapotiklerin arastirilmasinda kullanilabilir. Ek olarak multimer
olusumunun, bunlarin bilesenlerinin kimyasal dogasindan bagimsiz
olarak patojenezde onemli bir rol oynadigr tiim hastaliklar igin

potansiyel terapotiklerin arastirmasi miimkiin olmahdir.

Mevcut aciklamanin tercih edilen bir diizeneginde ad1 gecen etiketler,

fluoresan etiketleridir,

Tercihen etiket, florokromlardan, 6rn. fliloresin izotiyosiyanat {(FITC),

rodamin, Tecksas Kirmizisi, Alexa 488, Alexa 647, fikoeritrin,
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alofikosiyanin, 6-karboksifimoresin (6-FAM), 2'7'-dimetoksi-4',5'-
dikloro-6-karboksifliioresin (JOE), 6-karboksi-X-rodamin (ROX), 6-
karboksi-2',4',7',4,7-heksaklorofliioresin  (HEX), 5-karboksifliioresin
(5-FAM) veva N,N,N'N'-tetrametil-6-karboksirodamin (TAMRA),
radyoaktif ctiketler, orn. 2p, S, *H: vb.'den olusan gruptan sceilir.
Etiket ayrica iki asamali bir sistem olabilir, burada 6. protein veya
(poli)peptit veya meveut bulusa ait bilesik, yuksek afiniteli bir
baglanma ortagina, orn. avidin, spesifik antikorlar, vb.ye sahip
biyotine, haptenlere, vb.ye konjuge edilirken baglanma ortag,

saptanabilen bir etikete konjiuge edilir.

Mevcut agiklamanim tercih edilen baska bir duzeneginde adi gecen
etiketler, ad1 gecen proteine spesifik olarak baglanan bir antikora veya

bir antikor fragmanina eklenir.

Antikorlarin "spesifik baglanmast” terimi, ornegin bunlarin gapraz
reaktiviteler: baglaminda tarif edilebilir. Tercihen "..."a spesifik olarak
baglanan antikor", agrege olan protein tarafindan sifrelenen bir
(poli)peptide %98'den az, %9S5'ten az, %90'dan az, %S85'ten az,
%80'den az, %75'ten az, %70'ten az ve %65'ten az dzdeslige (teknikte
bilinen vontemler kullanilarak hesaplanir) sahip (poli)peptitlere
baglanmayan antikorlara karsilik gelir. Bununla birlikte antikorlar
ayrica baglama afmniteleri baglaminda tarif edilebilir veya belirtilebilir.
Tercih edilen baglama afiniteleri arasinda ayrilma sabiti veya K'si
5x10°M, 10°M 5x107°M, 107M, 5x10°M, 10°M, 5x10°M, 10”M,
5x107°M, 107°M, 5x107'M, 107'M, 5x107°M, 107°M, 5x107°M, 10
PM, 5x10MM, 10"M, 5x10""M ve 10"°M'nin altinda olanlar

bulunur.
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"Antikor" terimi, poliklonal, monoklonal, kimerik, insanlastirilmis
antikorlar, tek =zincirli, tek zincirli Fv antikoru veya antikor
fragmanlari, ornegin digerlerinin yam sira Fab fragmanlarina karsilik
gelir. Antikor fragmanlar: veya turevleri ayrica F(ab'),, Fv veya scFv
fragmanlari 1gerir; bakiniz 6megin Harlow ve Lane (1988) ve (1999),
loc. cit. Bu tur antikorlarn ve/veya fragmanlarin Uretilmesi i¢in ¢esitli
prosedirler teknikte bilinir ve kullanilabilir. Boylelikle (antikor)
turevleri, peptidomimetikler tarafindan iretilebilir. Ayrica tek zincirli
antikorlarin tiretilmesi i¢in tarif edilen teknikler (digerlerinin yani sira
bakimiz ABD Patenti 4,946,778), bu bulusa ait polipeptit(ler)e ve
fuzyon proteinlerine spesifik tek zincirli antikorlarin iretimine adapte
edilebilir. Ayrica transgenik hayvanlar, bu bulusa ait polipeptitlere ve
fuzyon proteinlerine spesifik, insanlagtinlmis antikorlan eksprese
etmede kullanilabilir. En fazla tercihen bu bulusa ait antikor, bir
monoklonal antikordur. Monoklonal antikorlarin hazirlanmasi icin
stirekli hicre ¢izgisi kitltrleri ile tiretilen antikorlar sunan bir teknik
kullamlabilir. Bu tekniklerin ornekleri arasinda insan monoklonal
antikorlarm Uretmeye yonelik hibridoma teknigi (Kohler and Milstein
Nature 256 (1975), 495-497), trioma tekmigi, insan B hiicresi
hibridoma teknigi (Kozbor, Immunology Today 4 (1983), 72) ve
EBV-hibridoma teknigi bulunur (Cole ve arkadaslari, Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985), 77-96).
BlAcore sisteminde kullamlan yiizey plazmon rezonansi, bulusa ait
bir polipeptitin bir epitopuna baglanan faj antikorlarmn etkinligini
arttirmak icin kullamlabilir (Schier, Human Antibodies Hybridomas 7
(1996), 97-105; Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13).
Bu bulus baglaminda "antikor" teriminin, hiicrelerde cksprese

edilebilen antikor yapilarini, 6rn. digerlerinin arasinda virisler veya
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plazmid vektorler: araciligiyla transfekte ve/veya transdiitkte edilebilen
antikor yapilarini icermesi de Ongorillir. Uzman kisiler, bircok
durumda antikorlarin, faj yiizeyi uzerinde agiga ¢ikan (faj gosterimi)
peptitler gibi spesifik olarak baglanan diger bilesikler veya izole
edilmis (poli)peptitler ile degistirilebilecegini bilirler. Antikor veya
(poli)peptitler, etiketlenmeyebilir veya mevcut bulusta tarif edilen
etiketlerden biri ile etiketlenebilir. Tercihen antikorlar, insan, fare,

sigan, kegi veya tavsandan elde edilebilir.

Meveut agiklamanin daha fazla tercih edilen bir dizeneginde adi

gegen antikor, agrege olmus ve monomerik proteini ayirt edebilir.

"Ayirt edebilme" terimi, bir antikorun proteinin ya monomerik veya
agrege olmus izoformuna spesifik olmasi anlamina gelir. Tercihen adi
gecen antikor, proteinin bir izoformu ic¢in 5 kat azalmus bir Ky've
sahiptir, daha fazla tercihen Ky, 10 kat azalmigtir. Sonug olarak adi
gecen antikor, proteinin bir 1zoformuna baglanabilirken diger

1zoforma esasen baglanamaz.

Mevcut agiklamanin tercih edilen baska bir dizeneginde ortak lokalize
etiket miktar1, "vogun sekilde flioresanl hedeflerin taranmasi (SIFT)"
(Bieschke ve arkadaslann 2000), FRET veya yuksek cozimurltkla

konfokal goriintilleme yontemi kullanilarak belirlenir.

Tercihen adi gecen yuksek c¢ozunurlikli konfokal goriintileme, bir
konfokal lazer taramali mikroskop veya doner disk teknolojisinin

kullanildig: bir mikroskop ile gergeklestirilir.
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Mevcut agiklamamn tercih edilen baska bir duzeneginde adi gecen
monomerik ve agrege olan proteinler, prion proteini, Amiloid oncii
protein  {APP), alfa-sintiklein, siperoksid dismutaz, tau,
immimoglobulin, Amiloid-A, transtiretin, Beta2-mikroglobulin,
sistatin C, Apolipoprotein Al, TDP-43, islet amiloid polipeptit, ANF,
gelsolin, msulin, lizozim, fibrinojen, huntingtin ve ataksin ve bir Poly-
Q kiuimesine sahip diger proteinler ve adi gegen proteinlerin
fragmanlar1 veya tirevlerinden olusan gruptan segilir. Tercih edilen
bir diizenckte monomerik ve agrege olan proteinler, Amiloid dncii
proteini {APP) ve alfa-sinitkleinden olugan gruptan segilir. Daha fazla
tercih edilen bir diizenekte monomerik ve agrege olan proteinler, alfa-

siniikleindir.

Tercihen bir Poly-Q kiimesine sahip adi gegen proteinler, en az 36
ardisik glutamin tortusuna sahip proteinlerdir. Daha fazla tercihen
Poly-Q kiimesine sahip adi gegen proteinler, huntingtin ve ataksinden

olusan gruptan se¢ilir.

Tercthen adi  gegen fragmanlar veya turevler, fosforilasyon,
glikosilasyon, proteolitik proses, glikasyon, oksidasyon ve nitrasyon
yoluyla modifiye edilmis gruptan segilir. Mevcut bulusta bahsedilen
(poli)peptitler, bir veya daha fazla karbohidrat, karbohidrat turevi,
lipit, fosfat, stilfat, yag asidi ve zincir igindeki tek tek amino asitlere
eklenmis nitkleotitler ihtiva edebilir. Tercithen adi gegen
modifikasyon, bir fosforilasyon, glikosilasyon, proteolitik proses,

glikasyon, oksidasyon ve nitrasyondur.

Protein, bir omurgali veya omurgasiz proteini olabilir. Tercihen
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protein, bir memeli veya kus proteinidir. Daha fazla tercihen memeli
proteini, primat, insan, fare, sican, bos (s181r), sus (domuz) ve koyun
arasindan segilir. Belirli durumlarda karisik izoformlarin, yani 0rnegin
insandan turetilmis agrege olmus formda PrPSc ve fareden turetilmis

monomerik formun kullanilmasi tercih edilebilir.

Proteinler, bir hayvandan veya doku kultiriinden izole edilebilir veya
rekombinant sekilde hazirlanabilir. Deney sisteminde kullanilmay:
gelistirmek amaciyla proteinlerin kimyasal olarak  modifiye
edilebilmesi veya proteazlar veya glikosidazlar gibi enzimler ile

1sleme tabi tutulabilmesi kasifler tarafindan ongorulur.

Mevcut agiklamanin daha fazla tercih edilen baska bir diizeneginde
monomerik protein, prion proteinidir ve agrege olmus protein,

PrPSc'dir (Prusiner, 1998).

Mevceut aciklamanin daha fazla tercih edilen baska bir diizeneginde
monomerik protein, alfa-Sintikleindir ve adi gegen agrege olmus
protein, alfa-Sinukleinin oligomerler1 veya protofibrilleri  veya

fibrillerinden olusan gruptan segilir.

Protein  agregasyonu ile  baglantilh  hastaliklarmm  ve/veya
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde gelismis in vivo etkinlige
sahip bilesikleri secmeye yonelik bir yontem tarif edilmekte olup, (a)
formill (E)'ye ait bilesigin bir tirevi olan bir aday bilesigin, mevcut
bulusta tamimlandig1 gibi proteinin agrege olabilen 1zoformuna sahip
bir hiticre kulturiine veya bir hayvana verilmesini; (b) goézlemlenebilen

agregat miktarmin nicelendirilmesini; ve (c) adi gegen proteinin
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agregatlarm1 veya agregat olusumunu azaltabilen bir bilesigin

tamimlanmasin ve secilmesini igerir.

Bu yontem, aday bilesiklerin in vivo, yani bir canli organizmanin
igindeki hiicrelerde veya ex vivo, vani bunun disinda test edilmesine
izin verir. Aday bilesiklerin i vivo ve ex vivo test edilmesi O6rnegin
orneklerde gosterilmistir (asag bakimz). Aday bilesiklerin in vivo ve
ex vivo test edilmesi, kompleks bir kimyasal ortam varliginda stabilite,
toksisite ve arzu edilen molekiiler etkinin saglanacagi konuma

ulagabilme ile ilgili veriler dahil dnemli 1lave bilgiler verir.

Tercithen bilesik, protein agregasyonu Uzerinde bir etkinin
gozlemlenebilecegi bir konsantrasyonu belirlemek ve EC;'y1
hesaplamak amaciyla c¢esitli konsantrasyonlarda uygulanir, burada
ECso terimi, bir bilesigin, bu bilesik i¢cin maksimum olas1 tepkinin

%350'sini iireten (molar) konsantrasyonuna karsilik gelir.

Mevcut bulug veya aciklama ayrica yukarida tanimlandig gibi formiil
(E)'ye ait bir bilesigin, bir hayvanda (referans) in vitro veya ex vivo

protein agregasyonunu inhibe etmede kullanilmasi ile ilgilidir.

Tercih edilen bir diizenekte hayvan, insan dis1 bir hayvandir.

Mevcut bulug veya agiklama ayrica sirasiyla mevcut bulusa veya
aciklamaya ait bilesigi ve istege bagli olarak farmasotik a¢idan kabul
edilebilir bir tasiyict veya eksipiyanlar iceren farmasotik veya tani

amagch bir kompozisyon ile ilgilidir.
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Mevcut spesifikasyona gore “tan1 amaclh kompozisyon" terimi,
spesifikasyona ait farmasotik kompozisyonlara yonelik potansiyel
tepkiler1 veya bunlarla tedavi edilebilirlikleri agisindan bireysel
pastalara tami1 konulmasina yonelik kompozisyonlar ile ilgilidir. "Tan1
amach kompozisyon" terimi ayrica yukarida bahsedilen hastaliklarin
temelinde yatan agrege olmus protemn varliginm belirlenmesine
yonelik kompozisyonlar ile ilgilidir. Tam amag¢h kompozisyon,
yvukarida bahsedilen bilesikleri igerir. Tan1 amag¢h kompozisyon ayrica
uygun tampon(lar) ve enzimler, drnegin geri transkriptaz, termostabil
polimerazlar, vb. igerebilir. Tan1 amag¢li kompozisyonlari, bir kap veva

birgok kap i¢inde paketlenebilir.

Daha fazla tercih edilen bir diizenekte adi1 gecen bilesigin etkinligi,

turevlendirme yoluyla ayrica gelistirilir,

Mevcut spesifikasyona gore "tlrevlendirme" terimi, molekiilliin en az
bir pozisyonunda modifikasyonlara sahip, kimyasal ag¢idan iliskih

bilesiklerin tiretilmesine karsilik gelir,

Mevcut bulusun tercih edilen bir diizeneginde adi gegen bilesik,
saptanabilir veya saptanabilir sekilde etiketlenir. Bir bilesigin varligi,
NMR spektroskopisi, optik saptama, pozitron emisyon tomografisi
(PET), elektron mikroskobu, manyetik rezonans gorintileme (MRI),
spektrometre, kromatografi, ELISA deneyi, radyoaktif emisyon
saptamasi gibi gelencksel tekniklerle, tercihen sintilasyon sayimi veya
gamma sayimi, tercihen PET vyoluyla izlenebiliyorsa bunun

saptanabilir oldugu veya saptanabilir sekilde etiketlendigi anlasilir.
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Formul (E)ye ait bilesikler, agrege olmus proteinlerin, ozellikle
amiloid  birikintilerinin ~ goruntiilenmesi  icin  sonda  olarak
kullanildiginda bunlarnin  etiketlenmesi  gerekir. Etiketin  spesifik
dogasi, goruntuleme i¢in kullamilacak yonteme bagh olacaktir.
Pozitronlar (PET) yayan ve kisa bir yar1 omre sahip olan, '°F, ''C, '*°I,
21, P'L 7Br ve "°Br gibi tipik radyoaktif etiketler, ozellikle "*F ve ''C
faydah olacaktir. Bunlarin kisa yar1 omirlerine bagh olarak formiil
(E)'ye ait etiketlenmis bilesikler, test i¢in kullamilmadan kisa bir siire

once hazirlanmalidir.

Sonu¢ olarak tam1 amach kompozisyon ayrica formill (E)ye ait
bilesiklerin, arzu edilen bilesigi olusturmak Uzere reaksiyona giren
onculerinden olusan bir kit formunda sunulabilir. Formul (E)'ye ait
bilesik, X, Y veya L olan en az bir yarim, yani -N(R*)- ihtiva ediyorsa
ve R saptanabilic bir etiket iceriyorsa boyle bir kit ozellikle

elverislidir.

Tercih edilen bir diizenckte goriintileme igin kullanilan bilesik, X, Y
veya L olarak bir -N(R*)- yarimma sahiptir, buradaki R, -C,_4 alkilen-
halojendir, burada halojen atomu radyoaktiftir. Tercih edilen bir baska
diizenekte goriintileme i¢in kullanilan bilesik, X, Y veya L olarak bir
-N(R*)- yarimima sahiptir, buradaki R®, -C,, alkildir, bu ise en az bir

1C izotopu ihtiva eder.

Uzman bir kisi, saptanabilir etiketin formul (E)'ye ait bilesiklere
eklenebilecegi yontemler tasarlayabilecektir. Asagidaki semalar,

agiklayici Oornek gorevi gorebilir,
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2-["*F]Floroetil tosilat 2, oksijen, siilfur ve nitrojen niikleofilleri ihtiva
eden bilesiklerin floroetilasyonu yoluyla veya metal aracili cesith
metilasyonlar yoluyla '*F'nin (yar1 dmiir 109.8 dak) dahil edilmesi i¢in
taydali bir onctuidiuir (R. Schirrmacher ve arkadaslari, J. Label. Compd.
Radiopharm. 2002, 45,  763-774).  2-["°F|floroctiltosilat,
K["*F)/Kryptofix 2.2.2 ile direkt niikleofilik ikame ile etilen glikol-
1,2-ditosilat 1'in direkt niikleofilik ikamesi yoluyla iki asamali bir
sentezde sentezlenerek '°F-floroetile edici ajan 2 elde edilebilir. Sema
A'va gore radyoaktif olmayan SERY 363A, SERY 363B ve SERY
388B sentezi i¢in radyoaktif olmayan reaktif madde 2 kullanildi. Bu
bilesiklerin radyoaktif analoglarimin sentezi i¢in aym kosullar

kullanilabilir.
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Sema, &

Baska bir faydali pozitron yayici olan ''C (yar1 dmir 20.38 dak),
[''Clmetil iyodid (J. Eriksson ve arkadaslari, J. Label. Compd.
Radiopharm. 2006, 49, 1177-1186) araciligiyla ayn1 tipte nikleofilik
ikame ile sokulabilir. Sema B'ye gore radyoaktif olmayan SERY 392A
ve SERY 392B sentezi i¢in radyoaktif olmayan metil iyodid
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kullamldi. Bu bilesiklerin radyoaktif analoglarmin sentezi i¢in aym

kosullar kullanilabilir.

' Hr . | 21
n M .:‘_'b R NN e
oo M kOO e e T B e AT A
(0'- e i Aseton 26 £ 23 e e A e 4
1 == ] ] + O X
0 TR [ TS [y
anie 1128 ) SER 3324 SER 363B
Sema {

Bu bilesiklerin sentezlenmesi ozellikle kolay oldugundan saptanabilir
varimm D halkasina eklenmesi tercth edilmekle birlikte bu sart
degildir. Saptanabilir yarimm molekil iginde farkli bir pozisyonda

oldugu bulusa ait bilesiklerin saglanmasi esit derecede miimkiindir.

Meveut  agiklama, agrege olmus  protein  birikintilerinin
goriintilenmesine yonelik, asagidaki adimlari igeren bir yontem sunar:
(1) mevcut bulusa ait saptanabilir sekilde etiketlenmis bir bilesik
iceren bir kompozisyonun saptanabilir bir miktarmimn bir stjeye
sokulmasi;
(11) bilesigin agrege olmus protein ile birlesmesi i¢in yeterli bir stire
taninmasi; ve

(111) agrege olmus protein ile birlesen bilesigin saptanmasi.

Gorimtileme yonteminin tercih edilen bir diizeneginde agrege olmus
protein, Amiloid oncii proteini (APP) ve alfa-sinitkleinden olusan
gruptan segilir. Daha fazla tercih edilen bir duizenekte agrege olmus

protein, alfa-sinitkleindir.

Saptanabilir sckilde etiketlenmis bilesigi  igeren  kompozisyon,

yukarida tanif edilen uygulamalardan bir1 ile, omegmn oral veya
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parenteral yoldan sijjeye sokulabilir. Etiketlenmis bilesik, bir hastaya
sokulabilir ve bilegigin agrege olmus protein ile birlegmesi icin yeterli
bir siire gectikten sonra etiketlenmis bilesik, hastanin i¢inde invasif
olmayan seckilde saptanir. Alternatif olarak ectiketlenmis bilesik, bir
hastaya sokulabilir, bilesigin agrege olmus protein ile birlesmesi i¢in
yeterli stire tammir ve daha sonra hastadan bir doku 6rmegi alinir ve
doku 1¢erisindeki etiketlenmis bilesik, hastadan uzakta doku i¢inde
saptanir. Etiketlenmis bilesik, doku 6rnegi igine sokulmadan once de
hastadan bir doku drnegi gikarilabilir. Bilesigin agrege olmus proteine

baglanmasi i¢in yeterli bir stire tanindiktan sonra bilesik saptanabilir.

Agrege olmus protein ile birlesen etiketlenmis bilesigm saptanmasina
yonelik yontemler, teknikte iyl bilinir ve bunlar arasinda, sinirlama
olmadan, manyetik rezonans goruntilleme (MRI), pozitron emisyon
tomografisi (PET) veya radyoetiketli bilesiklerin saptanmasi i¢in tek
foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (SPECT) bulunur. Bilesik
icerisine dahil edilen etiket, kullanilacak saptama yontemine baghdir.
Boylelikle oOrnegin bir saptama yontemi olarak PET secilmesi
durumunda bilesik, ''C veya '°F gibi pozitron yayan bir atoma sahip

olmalidir.

Agrege olmus proteinlerin  gorintillemesi, niceliksel sekilde de

yapilabilir, boylece agrege olmus protein miktar: belirlenebilir.

Bulusun veya agiklamanin tercth edilen bir diizeneginde protein
agregasyonu ile baglantili ad1 gecen hastalik, en az bir proteinin veya
bunun bir fragmaninin veya tirevinin agrege olmus formlarinin varligt

ile karakterize edilir, burada bu protein, prion proteini, Amiloid dnciy
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protein  (APP), alfa-siniikklein, siiperoksid  dismutaz, tau,
imminoglobulin, Amiloid-A, transtiretin, Beta2-mikroglobulin,
sistatin C, Apolipoprotein A1, TDP-43, islet amiloid polipeptit, ANF,
gelsolin, insulin, lizozim, fibrino jen, huntingtin ve ataksin ve bir Poly-
Q kumesine sahip diger proteinlerden olusan gruptan segilir. Tercih
edilen bir dizenekte protein, Amiloid dncii protein1 (APP) ve alfa-
siniikleinden olusan gruptan segilir. Daha fazla tercih edilen bir

diizenekte protein, alfa-sintikleindir.

Tercihen bir Poly-Q kiimesine sahip adi gegen proteinler, en az 36
ardisik glutamin tortusuna sahip proteimnlerdir. Daha fazla tercihen
Poly-Q kiimesine sahip adi gecen proteinler, huntingtin ve ataksinden

olusan gruptan seg¢ilir.

Adi gecen proteinlerin, fosforilasyon, glikosilasyon, proteolitik proses
ve benzeri yollarla modifiyve edilmis proteinler dahil, ¢esitli
1zoformlarda var olabilecegi uzman kisilerce bilinir. "En az bir ..."
terimi, hastaligin agrege olmus formda birden fazla protein varlig ile
iliskilendirilebilecegine dair uzman kisilerce bilinen olguya karsilik
gelir. Ornegin Alzheimer hastalifinda, amiloid oncti proteininin (APP)

agregatlart ve tau agregatlart genellikle saptanabilir.

Burada kullanildig1 gibi "norodejeneratif hastaliklar" terimi, Parkinson
hastaligi, prion hastaligi, Alzheimer hastaligi, ¢oklu sistem atrofisi,
Difiize Lewy cismi hastalifi, frontotemporal demans, amiyotrofik
lateral skleroz, Huntington hastaligi, spinoserebellar ataksi ve diger
Poly-Q hastaliklari, kalitsal serebral amiloid anjiyopati, ailevi amiloid

polindropati gibi hastaliklar: igerir. Ek olarak burada kullanildigr gibi
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"protein agregasyonu hastaligi", baskin sekilde sinir sisteminin disinda
tezahiir eden hastaliklara karsilik gelir ve primer sistemik amiloidoz
(AL amiloidoz), reaktif sistemik amiloidoz (AA amiloidoz), tip II
diyabet, enjeksiyon-lokalize amiloidoz, beta-2 mikroglobulin
amiloidoz, kalitsal néropatik olmayan amiloidoz ve Finlandiya kalitsal

sistemik amiloidoz gibi hastaliklar icerir.

Bulusun tercih edilen baska bir dizeneginde hastalik, Parkinson
hastaligi, prion hastaligi, Alzheimer hastaligi, ¢oklu sistem atrofisi,
Difiize Lewy cisimi hastalifi, frontotemporal demans, amiyotrofik
lateral skleroz, Huntington hastaligi, spinoserebellar ataksi ve diger
Poli-QQ hastaliklar1, kalitsal serebral amiloid anpiyopati, ailevi amiloid
polindropati, primer sistemik amiloidoz (AL amiloidoz), reaktif
sistemik amiloidoz (AA amiloidoz), tip I diyabet, enjeksiyon-lokalize
amiloidoz, beta-2 mikroglobulin amiloidoz, kalitsal nodropatik
olmayan amiloidoz, Finlandiya kalitsal sistemik amiloidozdan olusan
gruptan secilir. Daha fazla tercih edilen bir diizenekte hastalik,

Parkinson hastaligidir,

Bulusun veya agiklamanin tercih edilen bir dizeneginde adi gegen
prion hastalig1, Creutzfeldt-Jakob hastaligi, varyant Creutzfeldt-Jakob
hastaligi, genetik insan prion hastahgy, Sigir Spongiform Ensefalopati

(BSE) ve Scrapic arasindan segilir.

Son olarak formil (E)'ye ait bilesigi ve ek olarak adi gegen bilesige
spesifik olarak baglanan bir antikor veya antikor fragmani; ve/veya
vukarida tamimlandigi gibi monomerik veya agrege olmus protein;

ve/veya istege bagl olarak adi gegen bilesik ile kompleks haline
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getirilmig, yukarida tamimlandigi gibi monomerik veya agrege olmus
protein ve kullanma talimatlan iceren, bir veya daha fazla kap icinde
bir kit tarif edilir.

GENEL DENEY PROSEDURLERI

Formul (E)'ve ait bilesikler, organik sentezin gecerli tekniklerinden
birtyle hazirlanabilir. Bu sekilde bir¢ok teknik, L. F. Tietze, Th.
Eicher "Reaktionen und Synthesen", 2. Auflage (Georg Thieme
Verlag, Stuttgart, NY, 1991), T. W. Greene, P. G. M. Wuts
"Protective Groups in Organic Synthesis", Uglincli Bask: (John Wiley
& Sons, NY, 1999), ve ayrica J. March "Advanced Organic
Chemistry”, Uglincil Baski (John Wiley & Sons, NY, 1985)'de ele

alinmastir.

Formill (E)'ye ait bilesiklerin hazirlanmasi i¢in bir dizi érnek yontem
asagida sunulmustur. Bu yontemler, bu preparasyonlarin dogasini
aciklama amachdir ve uygulanabilir yontemlerin  kapsamim

sinirlamas1 amaglanmaz.

Genel olarak sicaklik, reaksiyon siiresi, solventler, gelistirme
prosediirleri ve benzeri gibi reaksiyon kosullar, gergeklestirilecek
belirli reaksiyon igin teknikte yaygin olanlar olacaktir. Alintt yapilan
referans materyali, burada alinti yapilan materyal ile birlikte, bu
kosullarin detayh agiklamalarimi thtiva eder. Tipik olarak sicakliklar, -
80°C ila 150°C olacaktir; solventler, aprotik veya protik olacaktir ve
reaksiyon suireleri, 10 saniye ila 10 giin olacaktir. Gelistirme tipik

olarak reaksiyona girmemis reaktif maddelerin sonduriilmesi,
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ardindan bir su/organik tabaka sistemi arasmda bolimleme

(0ziimleme) ve Urini 1htiva eden tabakanin ayrilmasindan olusur.

Standart sentetik teknikler, drnegin susuz reaksiyon kosullarinin (orn.
eylemsiz gaz ortamlarinin) kullanilmasi, teknikte yaygmndir ve

uygulanabilir oldugunda uygulanacaktir.

Asagidaki semalarin her birinin modifikasyonlari, asagida uretilen
spesifik ornek materyallerin ¢esitli analoglarina gotirir. Uygun
organik sentez yontemlerini agiklayan asagidaki referanslar, bu

modifikasyonlara uygulanabilir.

Asagidaki omek semalarin  her birinde reaksiyon riinlerinin
birbirinden ve/veya baslangic materyallerinden ayrilmasi avantajh
olabilir. Her bir adima ait arzu edilen Urinler, teknikte vyaygm
tekniklerle arzu edilen homojenlik derecesine kadar ayrilir ve/veya
saflastirilir (bundan boyle ayrilir). Tipik olarak bu gibi ayirmalar, ¢cok
fazli ozumlemeler, bir solvent veya solvent karigimindan
kristallestirme, damitma, siblimasyon veya kromatografiyt igerir.
Kromatografi, ornegin ebat eksklizyonu veya iyon degistirme
kromatografisi, yuksek, orta ve diisiik basingta kromatografi, kiigiik
olgekli ve preparatif ince veya kalin tabaka kromatografisi ve ayrica
kiicuk olgekli ince tabaka ve flas kromatografisi teknikleri dahil bir

dizi yontem icerebilir.

Ayirma yontemlerinin baska bir smifi, arzu edilen bir urine,
reaksiyona girmemis baslangi¢ materyaline, reaksiyon yan Uriiniine

veya benzerine baglanacak veya bunu baska sekilde ayrilabilir hale
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getirecek sekilde segilen bir reaktif madde ile bir karisimin isleme tabi
tutulmasim icerir. Bu gibi reaktif maddeler arasinda adsorbentler,
ornegin aktiflestirilmis karbon, molekiiler elekler, iyon degistirme
ortamlar1 veya benzeri bulunur. Alternatif olarak reaktif maddeler,
bazik bir materyal durumunda asitler, asidik bir materyal durumunda
bazlar, antikorlar gibi baglayici reaktif maddeler, baglama proteinleri,
secicl selatlayicilar, ormegin kuron eterler, sivi/sivi iyon Ozumleme

veya benzeri olabilir.

Uygun ayirma yontemlerinin segimi, dahil olan materyallerin dogasma
bagldir. Ornegin damitma ve sitblimasyonda kaynama noktasi ve
molekiller agirhk, kromatografide polar fonksiyonel gruplarm varhig
veya voklugu, cok fazli oziimlemede asidik ve bazik ortamlarda
materyallerin stabilitesi ve benzeri. Teknikte uzman bir kisi, arzu

edilen ayirmay1 saglamasi en olasi olan teknikleri uygulayacaktir.

Ozelikle formul (E)'ve ait bilegikler, 6rnegin M. Ono ve arkadaslan
(Bioorganic & Medicinal Chemistry 16 (2008) 6867-6872), WO
2008/131148, WO 2004/080972, WO 2004/072050 ve WO
08/17652'de aciklanan prosediirlere benzer bir tarzda hazirlanabilir.
Alternatif yollar da mevcut spesifikasyonun drnek bdliiminde

orneklenmistir.

Asagidaki ommekler, agiklama amag¢hdir. Bununla birlikte bunlar,

siirlayicr sekilde yorumlanmayacaktir,

Istemlerde tanimlandig1 gibi bulusun kapsamina girmeyen bilesikler

veya diizenckler, sadece agiklama amagh kabul edilecektir.
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ORNEKLER

Ornek 1: Protein agregasyonunu inhibe etmeye yonelik yeni bir

bilesik sinifinin tanimlanmasa

Ticar1 bilesik kiitiiphanesi DIVERSet'ten (ChemBridge Corp., San
Diego, CA, ABD), her bir1 10.000 bilesik 1htiva eden ve DIVERSet 1
ve 2 olarak adlandirdigimiz iki alt kiime, prion propagasyonu
inhibitdrleri olarak, 2D-SIFT anti-prion deneyi (Bertsch ve arkadaglar:
2005) ve prion hastaliginm bir hilcre kultirlt modeli kullanilarak
tarandi. Her 1ki deneyde birincil eslesme sonuglar, bilesiklerin tek bir
konsantrasyonda test edilmesi suretiyle elde edildi ve ardindan
seyreltme SERYlerinde gecerlendi. Ek olarak hiicre kulturii eslesme
sonuglari, baska bir hiicre ¢izgisi kullanilarak test edildi.

2DSIFT taramasi

Yiksek randimanh ve yuksek i¢erikli bir tarama deneyinde PrPC ile
PrPSc arasindaki birlesme Uzermmde ilaglarin inhibitor etkisini test
etmek amaciyla, 1ki renkli flioresan 15181 1¢in tek fotonlu dedektorler
ile evrik, iki renkli, konfokal mikroskop duizeninin kullanildig:
"Yogun Fliuoresanli Hedefler ig¢in Tarama" (SIFT-) teknigini
uyguladik. Ornekler, 96 veya 384 oyuklu, kapak surgilii cam
tabanlara sahip mikrotiter plakalarda hazirlamir. Deney karisimu,
rekombinant fare PrP (rPrP), fare PrP'yi tanimayan, ancak insan PrP'yi
taniyan monoklonal antikor (mAb) 142 ve insan CJD beyninden
hazirlanan PrPSc agregatlarindan olusur. rPrP ve mAb molekulleri,
sirasiyla yesil ve kirnuzi floroforlar ile etiketlenir. Birgok rPrP ve

mAb molekuliiniin PrPSc agregatlarina baglanmasi, birgok kirmizi ve
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yesil ekli florofor sergileyen ugli komplekslerim olusmast 1le
sonuclanacaktir. Bu agregatlar, SIFT yontemi ile tanimlanabilir ve
analiz edilebilir, ¢inkii bunlar, her iki flioresan kanalinda yiiksek
yogunluklara ayni anda neden olur. iki boyutlu bir fliloresan yogunluk
histogramu ile kirmizi ve yesim fliioresan yogunluklarinin dagilimi
degerlendirilebilir. rPrP ile PrPSc arasindaki birlesmenin bir
inhibitoril, deneye dahil edildiginde t¢la agregatlarim yesil flioresan
yogunlugu azalmalidir. Daha sonra 2D-histogramda agregatlarin renk
dagilimi, bu histogramin "kirmiz1" bolumlerine dogru kayacaktir.

20 000 Bilesigin Birincil SIFT Taramasi

Yukarida tarif edilen deney sistemi, 1lave bilesiklerin olmadig negatif
kontroller ve 17 pM DOSPA ihtiva eden pozitif kontroller ve ayrica
CID ¢ubuklart ve bilesiklerin olmadig1 kontroller (antikor ve rPrP
karisiminda agregasyon bulunmadigini kontrol etmeye yarar) igeren
bir birinci tarama i¢gin 96 oyuklu mikrotiter plakalarda her biri 10.000
ayri, 1lag benzeri bilesik ihtiva eden iki kutiphaneye (ChemBridge;
"DIVERSet1" ve "DIVERSet2") uygulanda,

DOSPA ihtiva eden ornekler, baskin sekilde yesil rPrP ile etiketlenmis
agregatlarm sinyallerini izleyen sektorlerde azalan SIFT sinyali
gosterdi. Bu, bu kontrollerde daha az rPrPnin CJD prion ¢ubuklarina
baglandigim gosterir. Prion ¢ubuklarn, kirmizi antikor etiketleri ile
isaretlendiginden bunlarin fliloresam hala "kirrmz1" sektorlerde SIFT
sinyali Uretir. Bilesiklerin buiyiik kismi, SIFT sinyalinin dagilimim
etkilemedi. Ancak DIVERSet bilesiklerinin bir kismi, "yesil"
sektorlerde saptanan agregat sayisimi disiirdi. Bu orneklerin SIFT

egrileri, DOSPA kontrollerine dogru kaydirilir. Bdylelikle karsilik
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gelen bilesikler, potansiyel anti-prion ilaglart i¢in birincil eslesme
sonuclart  olarak kabul edilebilir. Zaman zaman baz1 teknik
problemler, kusurlara neden oldu, bunlar ise butin bir mikrotiter
plakasinin tim Olgimuni engelledi. Bunun yam swa dagilim
vapilmanmis ol¢iimlerin sadece yaklasik %7's1, aykirt deger olarak
goriilmeliydi ve buyiik dlgiide test edilen bilesiklerin i¢sel fluoresant
nedeniyle otomatik SIFT analizi i¢in uygun degildi, SIFT deneyi ile
isleme tabi tutulamayan bilesiklerin bu olduk¢a dustik vuzdesi
beklenmedikti ve deneyin ¢ok yonlulugiunil ve saglamligini vurgular,
Problemli dlgiimlerin ve bilesiklerin tanmimlanmasi, SIFT deneyi
verilerinin yuksek igerik dogas1 sayesinde kolaylasir. Her ommek i¢in
birgok fliloresan parametresi ayni anda kaydedilir, dmegin her renk
kanalhma ait ortalama fliloresan yogunluklari. Bunlar, renk dagilim
histogrammnm her sektorinde yuksek yogunluk durumlarinin
toplamlar ile birlikte goriintillenir. Bu nedenle yiksek igsel fliloresana
sahip ornekler kolayca siniflandirma dist birakilabilir.

SIFT birincil eslesme sonuclart ve sevreltme SERYleri ile

gecerleme

Bir bilesigin birincim eslesme sonucu olarak simiflandirilmasi i¢in 1
ila 5. "yesil" sektorlerdeki kutularm toplamimi analiz ettik ve isleme
tabi tutulmamis kontrollere kiyasla DOSPA etkisinin yaklasik %50's1
kadar bir kesme degerini, gerekli minimum etki olarak tanimladik.
DiVERSet bilesikleri, Bertsch ve arkadaslar1 2005 tarafindan tarif
edildigi gibi bunlarin, prion agregasyonu uzerindeki inhibitor etkisini
karakterize eden SIFT tarama verilerinden ol¢ekli SIFT aktivite
degerlerine (tpl_sift) tahsis edildi. Sifirdan kiigiik aktivite degerleri,

inhibitdr etki olmamasmi yansitirken sifirdan buyik degerler, bir
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inhibitor etkiyr yansitir. Burada bir civarmdaki degerler, verilen bir
plaka tizerinde pozitif kontrol 0lctimleri kadar esit sekilde yuksek olan

bir inhibitor etkiyi gosterir.

Birincil eslesme sonuglari, PrPC - PrPSc birlesmesinin doza bagiml
inhibisyonu ag¢isindan, her bilesigin iki tekrarl alti noktali seyreltme
SERYsi (0.1-100 uM) kullanilarak SIFT deneyinde kontrol edildi.
Doz-tepki egrileri, bu bilesiklerin konsantrasyona bagimli inhibitor
aktivitesini teyit etti. 17 uM DOSPA ectkisi ile kiyaslandiginda
rPrP'nin prion gubuklarina baglanmasinin yari maksimal inhibisyonu,
0.3 1la 60 pM araligindaki ECsy degerlerinde gozlend.

Hiucre kulturu birincil eslesme sonuclari ve seyreltme SERYleri

ile gecerleme

SIFT deneyine ek olarak DIVERSet kitiphaneleri de prion
hastaliklarinin  hitcre kultirii modellerinde tarandi. Bu deneylerde
DIVERSet bilesiklerinin anti-prion aktivitesi baglangicta 20 pM
konsantrasyonda test edildi. Birincil hiicre kidlturi taramasinin (SMB
hiicreler: iizerinde 20 uM'de) sonuglari, 1ikili bir degisken ile sifrelenir
(tp3_reduktion), burada "1.0" degeri, "aktif"i ve "0.0", "eylemsiz"1
sifreler. Birincil taramada tamimlanan aktif bilesikler gegerlendi,
burada amag, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile aktif olan bilesikler:
tammmlamakti.  Birincil  hitecre  kultirh  cslesme  sonuglarinin
gecerlenmesi, DIVERSet 1 i¢in dort konsantrasyonda (1 uM, 4 uM,
10 uM, 40 uM) ve DIVERSet 2 i¢in sadece iki konsantrasyonda (0.2
pM 2 uM)  seyreltme  SERYlerinde  yapildi.  Sonuglar
(tp3_reduktion_mue), 1 uM'de (DS1) veya 0.2 uM'de (DS2) aktif i¢in
"1.0" 1le ve 2 uM'de (DS2) aktif igin "0.5" ile gosterilir. 20 uM'nin
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uizerindeki konsantrasyonlarda eylemsiz olan bilesikler, "0.0" (DS1 +
2) ile gosterilir. Ek olarak birincil SMB hiicre kulturin eslesme
sonuglarr, ScN2a hiicreleri Uzerinde tekli konsantrasyonlarda
geeerlendi (tp3 scn2a), burada yine "0.0" ve "1.0", sirasiyla eylemsiz
ve aktif olan bilesikler1 gosterir.

Yeni anti-prion bilesikleri olarak difenilpirazoller (DPP) ve ilgili

bilesikler

SAR-harita olugturma

Birincil hitcre kuilturn taramasinda "aktif" seklinde karakterize edilen
DIVERSet bilesikleri, Benchware HTS DataMiner yazilim paketi
(DM; Tripos Inc., St. Louis, MO, ABD) kullanilarak bir kiime
analizine tabi tutuldu ve Sekil 1'de gosterilen SAR-haritas1 elde edildi.
iki kirtiphanede bulunan bilesiklerin fazla sayist (20.000), DataMiner
kullanarak silgi analizi igin baslangig noktasi olarak asir1 biylik
oldugundan analiz baslangicta, DIVERSet 1 ve 2'nin hucre kultura
taramasimn birincil eslesme sonuglart (837 bilesik) 1le kasitlandi,
Boylelikle sadece aktif bilesikler igin kiimeler belirlendi. Burada DM
programu, vapisal agidan benzeyen ve aktif bilesikleri kiimeler halinde
gruplandirdi ve bu nedenle potansiyel agidan alakali yeni onc
yapilarin tammlanmas1 igin uygundur. Ikinci adimda bu sekilde
olusturulan simiflandirma, hitcre kultiriinde eylemsiz olan bilesikleri
kapsayan kituphanenin geri kalanma uygulandi. Burada uygulanan
ol¢ut, yuksek yapisal benzerlik gosteriyorsa DM programi, diger

(eylemsiz) bilesikleri, olusturulan kiimelere ilave etti.

Kiime analizinin sonucu, DateMiner tarafindan bir SAR-harita
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formunda grafik sekilde gosterilir, burada madde kumeler1 S,
semboller ile temsil edilir. Temsil edilen kiimeler yapisal a¢idan
benzer ise bunlar birbirlerine yakin konumlandirilacak sekilde DM,
sembolleri diizenler. Sembollerin ebadi, formu ve rengi, kullanici

tarafindan segilebilen, kiimeye spesifik dzelliklere gore tahsis edilir.

Boylelikle sembollerin biyiiklig, kiimenin buyuklaga /S/ ile, yam
bunun i¢inde bulunan bilesiklerin C sayisi ile orantili olacak sekilde
se¢ildi. Sembollerin big¢imi, karsilik gelen kiimeler, S'deki maddelerin
C asagidaki fraksiyonuna

IO s L T
e O St 3 pind
Papridh =

i
[N

gore belirlendi, bunlarin SIFT taramasinda belirlenen birincil
aktivitesi, a(C), a,;,=0.25'lik secilen bir esigin izerinde 1di. Boylelikle
Psier(S) fraksiyonu %50'nin tizerinde olan kiimeler, yildizlar seklinde
gosterilirken geri kalan, asil olarak aktif olmayan kimeler, kareler
halinde gosterilir. Benzer sekilde sembollerin rengi, kiimelerin

fraksiyonlarini

[

E[{M S < ! . birincil eslesmedir 1;

||

hiicre kulturihn bazli taramanin birincil eslesme sonuglarina gore
sifreler, burada %50'nin Gizerinde aktif maddeli kiimelerin sembolleri,
kirmizidir ve gen kalan kiimeler yesildir. Sekil 1, yukarida tarif edilen
kiime analizinden elde edilen SAR-haritasim gosterir. Buyuk kirmizi
yildizlar, SIFT ve hucre kulturll pozitif maddelerin yuksek oranda
bulundugu kiimeleri sembolize eder. Bu kiimeler, potansiyel oncii
vapilar temsil eder. DataMiner kullamilarak ilgili kiimeler ayrica

analiz edildi ve bes komsudan olusan bir grup tanimlandi1 (DPP_1'den
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DPP_S'e kadar adlandmlir) ve Sekil 1'de kalin sekilde gosterildi. Bu
kiimeler halinde smmflandirilan tim bilesikler, Sekil 2'de cesith
deneylerdeki aktiviteleri ile birlikte gosterilir. Bu kiimelerin, birbirine
vakin iliski halinde konumlanmasi, bunlarin yapisal olarak benzer
maddeler ihtiva ettigini gosterir, yani bunlarin tamami, 3,5-Difenil-
pirazol (DPP) turevleri kimyasal bilesik simifina aittir (bakimz Sekil
1'de gosterilen DPP motifi).

Ornek 2: ila¢ kimyas1 yonleri kapsaminda agregasyonu inhibe

etmeye yonelik yeni ilaglarin sentezi

Yukarida tarif edildigi gibi yeni onci yapmin kesfedilmesine
dayanarak bir dizi baska madde, asagida belirtildigi gibi farkl ikame
edicilerin sec¢ici ikamesi yoluyla sentezlendi. Asagida, istemlerin
kapsamina girmeyen bilesikler, referans bilesikler olarak kabul

edilmistir.

Sema 1: izoksazollerin sentezi

(E)-1-(3,4-Dimetoksifenil)-3-(3-florofenil)-2-propen-1-on (1) [Nam
ve arkadaslar 2004|

Metanol (10 ml) i¢inde 3,4-dimetoksiasetofenon (1.8 g, 10 mmol), 3-
florobenzadehid (1.24 g, 10 mmol), NaOH (50 mg, 1.25 mmol) ve
Ba(OH);*8H,0 (100 mg, 0.32 mmol) ihtiva eden bir ¢ozelti, oda
sicakligimda 24 saat sureyle kanstinldi. Reaksiyon, +4°C'ye
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sogutuldu, elde edilen ¢okelti filtreleme yoluyla toplandi, metanolden
yeniden kristallestirildi ve kurutularak 1 (1.65 g, %58), san bir toz
halinde elde edildi.
2,3-Dibromo-1-(3,4-dimetoksifenil)-3-(3-florofenil)-propan-1-on
(2) [Harris ve arkadaslari 1977

Kloroform (11 ml) i¢inde 1 (715 mg, 2.5 mmol) ihtiva eden bir
¢ozeltiyve, kloroform (4 ml) i¢inde bromin (400 mg, 2.5 mmol) ihtiva
eden bir ¢dzelti, 0°C'de damlalar halinde ilave edildi. 0°C'de 2 saat
siireyle karistirildiktan sonra reaksiyon, petrol benzin (20 ml) ile
seyreltildi ve karisim, 10 saat stireyle donduruldu (-24°C), elde edilen
cokelt1 filtreleme yoluyla toplandi, n-heksan (10 ml) ile yikand: ve
kurutularak 2 (780 mg, %70), beyaz bir toz halinde elde edildi.
3-(3,4-Dimetoksifenil)-5-(3-tflorofenil)izoksazol (3) |[Harris ve
arkadaslar 1977]

Etanol (6 ml) icinde 2 (450 mg, | mmol) ihtiva eden bir ¢bzelti,
hidroksilamin hidroklord (306 mg, 4.4 mmol), ardindan su (1.5 ml)
iginde bir NaOH ¢ozeltisi (460 mg, 11.5 mmol) ile isleme tabi tutuldu.
Karisim, 2 saat suireyle reflaks altinda 1sitildi, sogutuldu ve su (3 ml)
ile 1sleme tabi tutuldu. Bir gece siireyle dondurulduktan (4°C) sonra
urtm, filtreleme yoluyla toplandi, su (5 ml) ile yikand1 ve kurutularak
3 (180 mg, %60) beyaz bir toz halinde ¢lde edildi.
3-(3,4-Dihidroksifenil)-5-(3-florofenil)izoksazol (4) [Vanelle ve
arkadaslari, 2000]

Diklorometan (5 ml) i¢inde 3 (100 mg 0.33 mmol) ihtiva eden bir
¢ozelt,, -78°C'yve kadar sogutuldu, boron tribromid (0.16 mi, 1.7
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mmol) ile isleme tabi tutuldu, -78°C'de 3 saat siireyle ve sonra bir
gece sureyle oda sicakhginda kanstirildi. Karigim, -78°C'yve kadar
sogutuldu ve metanol (5 ml) ile sonduruldii. 3 saat sireyle oda
sicakliginda karnistirildiktan sonra solventler, indirgenmis basing
altinda buharlastirildi, tortu dort kez metanol (10 ml) ile birlikte
buharlastirildi. Elde edilen ¢okelti, 5 mi kloroform i¢inde reflaksa tabi
tutuldu, sogutma sonrasimnda urun filtreleme yoluyla toplandi ve

kurutularak 4 (60 mg, %67), beyaz bir toz halinde elde edildi.

Sema 2: pirazollerin sentezi
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1,3-Bis(3,4-dimetoksifenil)-propan-1,3-dion (5) [Anselme, 1967]

Mineral yag i¢inde %60'lik bir sodyum hidrid stispansiyonu (0.4 g, 10
mmol), petrol benzin (20 ml) ile iki kez yikandi, susuz DMSO (10 ml)
ilave edildi. 30 dakika siircyle oda sicakliginda argon altinda
kanstinldiktan sonra THF (5 ml) ilave edildi, sise 15°C'yve kadar
sogutuldu ve etil 3,4-dimetoksibenzoat (2.1 g, 10 mmol} ilave edildi.
Sicakligin 10°C'ye kadar diismesine izin verildi ve DMSO (4 ml)
iginde 3,4-dimetoksiasetofenon (1.08 g, 6 mmol), sicaklik 15°C'nin
tizerine ¢ikmayacak bir hizda ilave edildi. Ilave tamamlandiktan sonra
reaksiyon karigimi, 72 saat siireyle oda sicakliginda karistinldi, sonra
%85 fosforik asit (1 ml) ihtiva eden ezilmis buz (250 g) i¢cine yavas
yavag dokiildi. Elde edilen ¢okelti filtreleme yoluyla toplandi, su (50
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ml) 1le yikand1 ve kurutularak 5 (2,1 g, %99) san bir toz halinde elde
edildi.
3,5-Bis(3,4-dimetoksifenil)pirazol (6) [Hauser ve arkadaslari 1957]

Etanol (15 ml) i¢inde § (1,0 g, 2.9 mmol) ve hidrazin hidrat (218 mg,
4.4 mmol) ihtiva eden bir c¢ozelti, reflaks altinda 3 saat stireyle
kanstirnlarak isitildi. Berrak sar1 ¢ozelti, indirgenmis basing altinda
buharlastirildi, su ilave edildi ve elde edilen ¢okelti, filtreleme yoluyla
toplandi, su ile yikand1 ve kurutularak 6 (960 mg, %97) sar1 bir toz
halinde elde edildi.

3,5-Bis(3,4-dihidroksifenil)pirazol hidrobromid (7) [Vanelle ve
arkadaslar 2000]

Diklorometan (5 ml) i¢inde 6 (120 mg 0.35 mmol) ihtiva eden bir
¢ozelti, -78°C'ye kadar sogutuldu, boron tribromid (0.34 ml, 3.5
mmol) ile isleme tabi tutuldu, -78°C'de 3 saat siireyle ve sonra bir
gece sureyle oda sicakhiginda kanstinldi. Karigim, -78°C'ye kadar
sogutuldu ve metanol (5 ml) ile sondurilldu. 3 saat sureyle oda
sicakliginda kanstirildiktan sonra solventler, indirgenmis basing
altinda buharlastirildi, tortu dort kez metanol (10 ml) ile birlikte
buharlastirildi. Elde edilen ¢okelti, 5 ml kloroform i¢inde reflaksa tabi
tutuldu, sogutma sonrasinda Urtin filtreleme yoluyla toplandi ve

kurutularak 7 (108 mg, %85), sar1 bir toz halinde elde edild.
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1-(1,3-Benzodioksol-S-il)-3-(3-br0m0fenil)-pr0pan-l,3-di0n 21
[Anselme, 1967]
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1. Prosedur

Kuru, 500-mL'lik, i¢ boyunlu bir siseye, Teflon® kapli manyetik bir
karistirma ¢ubugu, bir kauguk septum, bir termometre ve bir reflaks
kondansatori takilir, buna ise saf nitrojen kaynagina baglanmis bir T
tup takilir. T tupin geri kalan baglantisi, bir balonlama cthazina
baglanir, boylelikle reaksiyon boyunca nitrojen akis1 hiz1 gozlenebilir.
Sise, bir su banyosu ile aralikli olarak sogutulabilecek sekilde aparat
diizenlenir. Reaksiyon kabi, nitrojen ile yikandiktan sonra statik bir
nitrojen atmosferi, reaksiyonun geri kalant boyunca reaksiyon kabinda
muhafaza edilir. Sise, mineral vag iginde ykl. %60'lhik bir sodyum
hidrid dispersiyonu (5 g, 0.125 mol) 1le doldurulur (Not 1). Mineral
yag, petrol benzin 40/60 (3 x 40 mL) ile hidridden yikanir (Not 2).
Stipernatan petrol benzin tabakasi, kauguk septum i¢ginden sokulan bir
paslanmaz ¢elik igneli bir Luer-lock hipodermik siringa kullanilarak
cikarilir. Geri kalan sodyum hidrid, 80 mL dimetil stilfoksid (Not 3)
ile kanstinlir ve kauguk septum, basmci dengeleyen bir damlatma
hunisi 1le degistirilir. 60 mL dimetil suillfoksid i¢inde 16.4 g (0.1 mol)
1-(1,3-benzodioksol-5-1l)etanon (Not 4) ve 26.9 g (0.125 mol) metil 3-
bromobenzoat (Not 5) ihtiva eden bir ¢ozelti, damlatma hunisi igine
konulur. Huniyi stoper takilir, karistirma baslatilir ve sise igerigi, bir
su banyosu iginde 15°C'ye kadar sogutulur. 1-(1,3-benzodioksol-5-
il)etanon ve metil 3-bromobenzoat ihtiva eden bir ¢ozelti, yavas
yavas ilave edilir, bu sekilde hidrojen cikisi, kontrol edilebilir bir
hizda tutulur ve sicaklik, 60 dakika boyunca 20°C'nin Uzerine
yilkselmez (Not 6). Ilave tamamlandiktan sonra banyo c¢ikarilir ve
reaksiyon karisimi, oda sicakliginda (23 °C) 15 saat stireyle

karistithir.  Elde edilen kirmuzi-kahverengi homojen reaksiyon
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karigimi, 5 mL %85 ortofosforik asit (Not 7) ithtiva eden 500 mL buz
ve su i¢ine yavas yavas karnstirilarak dokulir. 1 saat sureyle
kanstinldiktan sonra Uiriin, filtreleme yoluyla ¢ikarilir (Not 8), su (2 x
100 mL) ile emmeli filtreleme yoluyla yikanir ve 40°C'de 6 saat
stireyle sabit agirliga kadar vakumla kurutularak 34.4 g ham (Not 9)
uriin elde edilir. 200 mL %99.9 etanolden ve 200 mL etil asetattan
(Not 10) yeniden kristallestirme ve 40°C'de 6 saat sureyle sabit
agirhiga kadar vakum iginde kurutma, 28.5 g (%82 verim) saf (Not 11)
1-(1,3-benzodioksol-5-il)-3-(3-bromofenil )propan-1,3-dion verir, m.p.
136-137°C. Filtrat, ykl. 30 mL hacme kadar indirgenmis basing
altinda konsantre edilir, ayrilan kristalli kati, bir filtre uzerinde
toplanir, etanol (2 x 10 mL) ile emmeli filtreleme yoluyla yikanir ve
40°C'de 6 saat sureyle sabit agirhga kadar vakumla kurutularak ilave
(3.15 g) ham urin elde edilir. Ham Griin, 20 mL %99.9 etanolden ve
20 mL etil asetattan iki kez yeniden kristallestirilir ve 40°C'de 6 saat
stireyle sabit agirliga kadar vakumla kurutularak ilave 1.8 g (%5
verim) saf 1-(1,3-benzodioksol-5-il)-3-(3-bromofenil)propan-1,3-dion
elde edilir (Not 12). Toplam urtin verimi, 30.3 g (%87)'dir.
2. Notlar

1. 13431 siparis numarasi ile Alfa Aesar GmbH & Co KG,

Karlsruhe'den temin edilebilen sodyum hidride, %57-63 yag

dispersiyonu kullanild.

2. Analiz i¢in kaynama araligi 40-60°C olan, 101775 siparis

numaral;, Merck KGaA, Darmstadt'tan petrol benzin GR

kullanilda.

3. Analiz i¢in, 102952 siparis numarali, Merck KGaA,

Darmstadt'tan dimetil stlfoksid GR, tekrar saflastirilmadan

kullanilda.
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4. A13597 sipanis numarasi ile Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Karlsruhe'den temin edilebilen 1-(1,3-benzodioksoi-5-il)etanon,
%98 kullamldi.

5. Al6174 siparis numarasi ile Alta Aesar GmbH & Co KG,
Karlsruhe'den temin edilebilen metil 3-bromobenzoat, %98
kullanildi.

6. Cozeltimin 1lave edilmesi sirasmda kopurme gozlenir. Dlgegin
yvukseltilmesi sirasmda mekanik karistirict ve polietilen glikol
dimetil eter gibi bir koplirme dnleyici ajan kullanilmasi gerekebilir.,
7. Analiz i¢in, 100573 siparis numarali, Merck KGaA,
Darmstadt'tan ortofosforik asit, %85 a/a ¢ozelt, GR kullamldi.

8. Reaksiyon karisinumin pH degeri, pH = 7'dir. [lave olarak 15 mL
ortofosforik asit ile pH = 2'ye kadar asitlendirme yoluyla 1.3 g 3-
bromobenzoik asit elde edilebilir.

9. HPLC ile belirlenen irin saflig1, %96.3'tir.

10. Merck KGaA, Darmstadt'tan temin edilebilen, analiz ig¢in
100983 siparis numaral, %99.9 saf etanol GR ve analiz i¢cin
109623 siparis numarali, ctil asetat GR
kullanildh.

11. HPLC ile belirlenen Uriin safligi, %99.3'tur. Analitik HPLC, bir
Waters HPLC sistemi ile Waters 996 Fotodiyot Dizi Dedektori
kullamlarak yapilir. Tum aywmalar, su iginde %0.1 h/h
trifloroasetik asit (TFA) (solvent A) ve asetonitril i¢inde %0.1 h/h
TFA (solvent B) igeren bir mobil faz, ters fazli (RP) kolon
Eurospher RP 18, 100 A, 5 um, 250 x 4,6 mm'in 1 mlL/dakikalik
akis hizlarinda kullanilmasmi igeriyordu. Bilesik, HPLC igin
asetonitril GR iginde 1 mg/mL konsantrasyonda ¢ozuliir. 20.9 ve

10.3 dakika tutulma siirelerine (RT) sahip pikler, ANLE 138A'nm
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sirastyla enol ve keto formlaridir. 20.9 veya 10.3 dakikalhik ayrica
toplanan piklerin yeniden enjekte edilmesi tekrar ozdes RT'lere
sahip ayni iki piki verir,

12. HPLC ile belirlenen trtin safhigi, %98.4'tur.

3-(1,3-Benzodioksol-5-il)-5-(3-bromofenil)-1H-pirazol (22)
|[Hauser ve arkadaslar 1957

1. Prosedur

28.4 g (81.8 mmol) 1-(1,3-benzodioksol-5-11)-3-(3-
bromofenil)propan-1,3-dion (Not 1) ve 200 mL n-butil alkol (Not 2)
ihtiva eden bir kansim, 500 mL'lik, yuvarlak tabanh, Teflon® kaph
manyetik bir karistirici, bir reflaks kondansatora ve elektrikli 1sitma
mantosu takilmis bir sise i¢ine konulur. Karigtirma ve 1sitma baslatilir,
6 mL (6.2 g, 123.4 mmol) hidrazin monohidrat (Not 3), katinin
cozlilmesi Uizerine ilave edilir ve reaksiyon karisimi, 4 saat stireyle
kanstirnlarak reflaks altinda 1sitilir. Reaksiyon karisimi, 20°C'ye kadar
sogutulur, 0°C'de 1 saat sureyle saklanir ve ayrilan 0riin, emish
filtreleme yoluyla toplanir. Su (100 mL) ile yikama ve 40°C'de 36 saat
siireyle sabit agirliga kadar vakum i¢inde kurutma, 26.8 g (%95
verim) 3-(1,3-benzodioksol-5-11-5-(3-bromofenil)- 1 H-pirazolii (Not 4)
verir, m.p. 195-197°C.

2. Notlar

1. 1-(1,3-benzodioksol-5-il)-3-(3-bromofenil)propan-1,3-dion,
ANLE 138A'ya yonelik protokole gore hazirlanir,
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2. 8017 siparis numaras1 ile J.'T. Baker B. V., Deventer,
Hollanda'dan temin edilebilen n-butil alkol, %99.4 GR "Baker
analizli" kullanilda.

3. 53850 siparis numaras: ile Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen'den temin edilebilen hidrazin monohidrat GR purum
kullanildi.

4, HPLC ile belirlenen tiriin saflig1, %99.3'tur. Analitik HPLC, bir
Waters HPLC sistemi ile Waters 996 Fotodiyot Dizi Dedektorin
kullanilarak yapilir. Tum aywmalar, su i¢inde %0.1 h/h
trifloroasetik asit (TFA) (solvent A) ve asetonitril iginde %0.1 h/h
TFA (solvent B) igeren bir mobil faz, ters fazli (RP) kolon
Eurospher RP 18, 100 A, 5 pm, 250 x 4.6 mm'nin 1 mL/dakikalik
akis hizlarinda kullanilmasini igeriyordu. Bilesik, HPLC ig¢in

asetonitril GR i¢inde 1 mg/mL konsantrasyonda ¢ozilir.

Sema 3: imidazollerin sentezi

4-(3,4-Dimetoksifenil)-2-fenilimidazol (8) [Li ve arkadaslar: 2(00]

THF (6 ml) ve su (15 ml) i¢inde benzamidin hidroklorid (313 mg, 2
mmol) ve sodyum bikarbonat (672 mg, 8 mmol) ihtiva eden bir
karisim, reflaks altinda isitildi. THF (1.5 ml) i¢inde o-bromo-3,4-
dimetoksiasetofenon (518 mg, 2 mmol) ihtiva eden bir ¢ozelti,
reaksiyon reflaks altinda tutulurken 30 dakika boyunca ilave edildi.
[laveden sonra reaksiyon, reflaks altinda 2 saat sureyle 1sitildi, THF

indirgenmis basing altinda buharlastirildi. Karisuma etil asetat (20 ml)
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ilave edildi, organik faz ayrildi, brin (5 ml) ile yikandi, sodyum silfat
ile kurutuldu ve indirgenmis basing altinda buharlastirildi. Elde edilen
ham urun, silika jel (kloroform/metanol 100:1) uzerinde kolon
kromatografisi ile saflastirilarak 8 (470 mg, %84), bir kat1 halinde elde
edildi.

4-(3,4-Dihidroksifenil)-2-fenilimidazol hidrobromid (9) |Vanelle
ve arkadaslar: 2000]

Diklorometan (5 ml) iginde 8 (190 mg 0.68 mmol) ihtiva eden bir
¢ozelt,, -78°C've kadar sogutuldu, boron tribromid (0.32 ml, 3.4
mmol) ile isleme tabi tutuldu, -78°C'de 3 saat stireyle ve sonra bir
gece sureyle oda sicakliginda kanstinldi. Karigim, -78°C've kadar
sogutuldu ve metanol (5 ml) ile sondurilldu. 3 saat sureyle oda
sicakliginda karistirildiktan sonra solventler, indirgenmis basing
altinda buharlastirildi, tortu dort kez metanol (10 ml) ile birlikte
buharlastirildi. Elde edilen ¢okelti, 5 ml kloroform i¢cinde reflaksa tabi
tutuldu, sogutma sonrasinda Uriin filtreleme yoluyla toplandi ve

kurutularak 9 (192 mg, %85), bir toz halinde elde edildi.

Sema 4: pirollerin sentezi

- ey - . AT e -

(E)-1-Fenil)-3-(3,4-dimetoksifenil)-2-propen-1-on (10)

Bilesik 10, 1'in preparasyonu i¢in tarif edilen prosedire gore
hazirlandi. Verim %90.
3-(3,4-Dimetoksifenil)-4-nitro-1-fenilbutan-1-on (11) [Hall ve
arkadaslar 2005]
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MeOH (30 ml) i¢inde 10 (774 mg, 2.9 mmol) ithtiva eden bir ¢ozelt:,
dietilamin (1.55 ml, 15 mmol) ve nitrometan (0.81 ml, 15 mmol) ile
isleme tabi tutuldu ve reflaks altinda 24 saat stireyle sitildi. Cozelti
sogutuldu, diklorometan (60 ml) ve su (50 ml) arasinda bolundu ve 1
M hidroklorik asit ile asitlendi. Organik tabaka ayrildi, sulu tabaka,
diklorometan (20 ml) ile 6zumlendi. Birlestirilen organik tabakalar, su
(50 ml) ve brin (50 ml) ile yikandi ve sodyum sulfat ile kurutuldu.
Solvent, indirgenmis basing altinda ¢ikarildl ve elde edilen yag, silika
jel (n-hcksan/etil asetat 3:2) uzerinde kolon kromatografisi ile
saflagtirilarak 11 (780 mg, %82), bir kat1 halinde elde edildi.
4-(3,4-Dimetoksifenil)-1-fenilpirol (12) [Hall ve arkadaslar 2005]

Metanol (13 ml) ve THF (26 ml) icinde, oda sicakhiginda 11 (400 mg,
1.22 mmol) ihtiva eden, karistinlan bir ¢ozelti, potasyum hidroksid
(343 mg, 6.1 mmol) ile isleme tabi tutuldu. 1 saat sonra reaksiyon
karisimi, metanol (13 ml) i¢inde sulfurik asit (2.44 ml) ihtiva eden bir
cozeltiye 0°C'de damlalar halinde ilave edildi ve oda sicaklifinda 1
saat sureyle kanstirildi. Su (20 ml) ve buz (20 ml) ilave edildi ve
karistm, sulu 1M sodyum hidroksid ile notralize edildi ve
diklorometan (2 x 50 ml) ile dztimlendi. Birlestirilen organik
fraksiyonlar, brin (25 ml) ile yikandi, sodyum sulfat uzerinde
kurutuldu ve indirgenmis basing altinda buharlastirildi. Elde edilen
yag, asetik asit (8§ ml) ve amonyum klorid (470 mg) ile isleme tabi
tutuldu, cozelt1 100°C'de 1 saat sureyle 1sitildi. Reaksiyon karisimm
sogutuldu, buz (50 ml) ilave edildi ve karisim, sulu 1M sodyum
hidroksid ile notralize edildi. Cozelti, diklorometan (2 x 50 ml) ile
ozumlendi. Birlestirilen organik fraksiyonlar, brin (25 ml) ile yikandi,

sodyum stilfat fizerinde kurutuldu ve indirgenmis basing altinda
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buharlastirildi. Ham Griin, silika jel (n-heksan/etil asetat 3:1) Uizerinde
kolon kromatografisiyle saflastirildi ve sonra bir n-heksan/etil asetat
(2:1) kanisimindan yeniden kristallestirilerek 12 (150 mg, %44), bir
kat1 halinde elde edildi.

4-(3,4-Dihidroksifenil)-1-fenilpirol (13) [Vanelle ve arkadaslan
2000]

Diklorometan (5 ml) i¢inde 12 (80 mg 0.29 mmol) ihtiva eden bir
cozelti, -78°C'ye kadar sogutuldu, boron tribromid (0.13 ml, 1.4
mmol) ile isleme tabi tutuldu, -78°C'de 3 saat siireyle ve sonra bir
gece siureyle oda sicakhiginda karistirildi. Karnigim, -78°C'ye kadar
sogutuldu ve metanol (5 ml) ile sonduritldi. 3 saat sureyle oda
sicakliginda kangtinlldiktan sonra solventler, indirgenmis basing
altinda buharlastirildi, tortu dort kez metanol (10 ml) ile birlikte
buharlastirildi. Elde edilen ham iirin, silika jel (kloroform/metanol
05:5) tizerinde kolon kromatografisi ile saflastirildi ve sonra birkag
damla asetonitril ile kloroformdan yeniden kristallestirilerek 13 (36
mg, %50), bir kat1 halinde clde edildi.

Sema 5: pirazolinlerin sentezi

MO . -

(o]
Iy ey

MaD ™~
1 "

3-(3,4-Dimetoksifenil)-5-(3-florofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol (14)

Su (0.14 ml) i¢inde 1 (57 mg, 0.2 mmol) ve hidrazin hidrat (0.5 mg,
10 mmol) ihtiva eden bir suspansiyon, 100°C'de 1.5 saat siireyle

kanstirnlarak 1sitildi. Reaksiyon karisimi sogutuldu, su (0.2 ml) ilave
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edild ve elde edilen ¢okelti, filtreleme yoluyla toplands, su ile yikands
ve kurutularak 14 (37 mg, %62), beyaz bir kati halinde elde edild:.

Sema 6: N-Ac-pirazolinlerin sentezi

"‘50 ‘=0
IO n-N = ro-v e
Lo e O.. = —",\/"“ i HO | - i‘__/-“‘"‘.":, .
3 -4 F —— Tt — - . !  —
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- = [+] - wgr T
1% 1% 17

(E)-1-(3,4-Metilendioksifenil)-3-fenil-2-propen-1-on (15)

Bilesik 15, 1'in preparasyonu icin tarif edilen prosediire gore
hazirlandi. Verim %64.
1-Asetil-3-(3,4-metilendioksifenil)-5-fenil-4,5-dihidropirazol (16)
[Chimenti ve arkadaslar: 2004]

Asetik asit (12 ml) i¢inde 15 (504 mg, 2 mmol) ve hidrazin hidrat
(250mg, 5 mmol) ihtiva eden bir ¢ozelti, 120°C'de 24 saat suireyle
karistirlarak 1sitildi. Reaksiyon karisimi sogutuldu, soguk su (40 ml)
ilave edildi ve elde edilen c¢okelti, filtreleme vyoluyla toplandi,
etanolden yeniden kristallestirildi ve kurutularak 16 (458 mg, %74),
beyaz bir kat1 halinde elde edildi.
1-Asetil-3-(3,4-dihidroksifenil)-5-fenil-4,5-dihidropirazol a7
[Vanelle ve arkadaslari 2000]

Diklorometan (3 ml) iginde 17 (70 mg 0.23 mmol) ihtiva eden bir
cozelti, -78°C'ye kadar sogutuldu, boron tribromid (0.11 ml, 1.16
mmol) ile isleme tabi tutuldu, -78°C'de 3 saat siireyle ve sonra bir
gece slreyle oda sicakhi@inda kanstirildi. Karigim, -78°C'ye kadar

sogutuldu ve metanol (5 ml) ile sonduruldii. 3 saat sireyle oda
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sicakliginda kanstirnldiktan sonra solventler, indirgenmis basing
altinda buharlastinnldi, tortu dort kez metanol (10 ml) ile birlikte
buharlastirildi. Elde edilen ham uriin, silika jel (n-heksan/etil asetat
1:1) izerinde kolon kromatografisi ile saflastirilarak 17 (25 mg, %37),
bir kat1 halinde elde edildi.

Sema 7: 1,2.4-oksadiazollerin sentezi
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3,4-Dimetoksibenzamidoksim (18) [Chalquest, 2001]

Etanol (70 ml) i¢inde 3,4-dimetoksibenzonitril (4.0 g, 24.5 mmol),
hidroksilamin hidroklorid (2.0 g, 28.8 mmol), N,N-diizopropiletilamin
(5.0 ml, 29.2 mmol) thtiva eden bir ¢ozelti, oda sicakliginda 48 saat
stireyle karnistirildi. Etanol, indirgenmis basing altinda buharlastirildi,
soguk su (60 ml) ilave edildi ve elde edilen ¢okeltl, filtreleme yoluyla
topland1 ve kurutularak 18 (3.4 g, %71) beyaz bir toz halinde elde
edildi.

3,5-Bis(3,4-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol (19) [Korbonits, 1982]

Etanol (12 ml) i¢inde 18 (700 mg, 3.57 mmol) ve etil 3,4-
dimetoksibenzoat (834 mg, 3.97 mmol) ihtiva eden bir ¢ozeltiye
potasyum tert-butoksid (425 mg, 3.79 mmol) ilave edildi ve reaksiyon
karisimu, reflaks altinda 12 saat sureyle 1sitildi. Kanigim sogutuldu ve
cokelti filtreleme yoluyla toplandi, sicak etanol ile yikandi ve
kurutularak 19 (540 mg, %44) beyaz bir toz halinde elde edildi.
3,5-Bis(3.,4-dihidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol  hidrobromid (20)
[Vanelle ve arkadaslari 2000]
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Diklorometan (6 ml) icinde 19 (220 mg 0.64 mmol) 1htiva eden bir
cozelti, -78°C'yve kadar sogutuldu, boron tribromid (0.59 ml, 6.1
mmol) ile isleme tabi tutuldu, -78°C'de 3 saat siireyle ve sonra bir
gece sureyle oda sicakhifinda karistiriddi. Karisim, -78°C'ye kadar
sogutuldu ve metanol (5 ml) ile sonduruldi. 3 saat streyle oda
sicakliginda karistirlldiktan sonra solventler, indirgenmis basme
altinda buharlastinldi, tortu dort kez metanol (10 ml) ile birlikte
buharlastirildi. Elde edilen ¢okelti, 5 ml kloroform icinde retlaksa tabi
tutuldu, sogutma sonrasinda Urin filtreleme yoluyla toplandi ve

kurutularak 20 (190 mg, %81), bir toz halinde elde edildi.

Yukaridaki omekler, arzu edilen bilesiklerin nasil sentezlenecegine
veya turetilecegine yonelik dmekleri temsil eder. Sekil 3'te gosterilen
geri kalan bilegikler, buna gore sentezlendi. Kimyasal sekilde
sentezlenen bu bilesikler, ilk taramadan sec¢ilen maddeler ile birlikte,
SIFT deneyleri, hiicre kultiirih bazli deneyler, fareler izerinde in vivo
deneyler dahil ileri testlerin yami sira a-siuklein agregasyonuna
yonelik biyokimyasal deneylere tabi tutuldu (asag bakiniz). Test
edilen maddelerin bir listest Sekil 3'te sunulmustur.

Ornek 3: Kullanilan materyal ve yontemler

Bilesik kuituphaneleri

Taranan kiituphanelerin her biri 10.000 bilesik thtiva eder ve bunlara
DiVERSetl ve DIVERSet2 isimlerini verdik, c¢iinkil bunlar, daha
buyilk DIVERSet kutiiphanesinin sadece bir kismini kapsamaktadir
(ChemBridge Corp., San Diego, CA). DIVERSet, rasyonel sekilde

secilmig, ¢esitli, ilag benzeri kiiglik molekitllerin olusturdugu bir
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koleksiyondur. Bilesikler, dimetil salfoksid (DMSO) ¢ozeltisi i¢inde
ve 96 ovuklu mikrotiter plakalar Uizerinde saglandi. Her bilesik i¢in
molekiller vyapilart ve fiziko-kimyasal verileri ihtiva eden bir
veritabani, www.chembridge.cam adresinde bulunur.

Rekombinant fare PrP 23-231'in uretilmesi

Rekombinant PrP 23-231, esasen Liemann ve arkadaglar (1998)
tarafindan tarif edilen sekilde uretildi ve saflastirildi, sadece bakteriyel
ckspresyon igin BL21DE3 RIL E.coli hiicreleri (Novagen), fare
PrP23-231'e yonelik pET17b-MmPrP23-231WT31 plazmidi ile
transforme edildi. Ayrica bakteriler, 0,5'lik optik yogunluga kadar
biyutildiukten sonra protein Uretimi, | mM IPTG ilave edilerek
inditklendi ve i1ki saat sonra hiuicreler toplandi. Daha sonra liziz
tamponuna %0,5 Triton X-100 ilave edilerek ve bir French pres
kullanmak yerine 37°C'de 30 dakika stireyle inkiibe edilerek bakteriler
lize edildi. Ek olarak jel filtrelemenin yerini, bir nikel selat afinite
kromatografisi adimi aldi. Yeniden katlanma sonrasinda son Katyon

degistirme kromatografi adimi da uygulanmadi.

Ozellikle iyon degistirme kromatografisi ile donceden saflastirilan PrP,
tarif edildigi gibi oksidasyona tabi tutuldu ve 0,1 mM EDTA ilave
edilerek ve pH yaklasik 6'ya ayarlanarak oksidasyon sonlandinldi. 0,1
mM NiCI2 ilave edildikten sonra 50 mg'c kadar PrP, daha once NiCl12
yuklenmis 2 mL selatlayic1 sefaroza (Pharmacia), ureticinin
tavsiyelerine gore uygulandi ve tampon A (8 M Ure, 10 mM MOPS
pH7,0) ile onceden dengelendi. PrP'nin Ni-selat matrisine baglanmasi,
karisim siirekli bas asagi ¢evrilerek oda sicakliinda en az 3 saat

sireyle yapildi. Matris, bir poliprep-kolonuna (BioRad) transfer edildi
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ve genel akistan bosaltildi. Kolon, 1ki kez 5 mL tampon B (§ M Ure,
10 mM MOPS pH7,0, 500 mM NaCl) ile yikandi ve sonra sirayla 6
kez 5 mL tampon D (7,2 M Ure, 10 mM MOPS pH 7,0, 150 mM
NaCl, 50 mM Imidazol) ile elitte edildi. Saflastirilmus PrP'yi ihtiva
eden fraksiyonlar havuzlandi, bir centriprep cihazi ile konsantre edildi
ve son olarak yeniden katlanma i¢in 1:50 oranmnda 10 mM MES pH
6,0 1¢cine seyreltildi.

Antikorlarin ve rekombinant PrP'nin fluoresanla etiketlenmesi

L42 monoklonal antikoru (r-biopharm, Darmstadt, Almanya), Alexa
Fluor 647 (Alexa-647; Invitrogen, Eugene) ile treticimin kilavuzuna
gore etiketlendi. Rekombinant fare PrP 23,231, Alexa Fluor 488
(Alexa-488; Invitrogen, Eugene) ile 20 mM potasyum fosfat tamponu,
pH 6, %0.1 Nonidet P40, 40 mM sodyum bikarbonat tamponu, pH 8,3
icinde etiketlendi. Baglanmamis floroforlar, PD10 kolonlar1 (GE
Healthcare, Freiburg, Almanya) tizerinde jel filtreleme yoluyla ayrildi,
20 mM potasyum fosfat tamponu, pH 6, %0.1 Nonidet P40 ile
dengelendi. Etiketleme reaksiyonunun ve oranimin kalite kontrolil, bir
Insight Okuyucu (Evotec Technologies, Hamburg, Almanya) uizerinde
fluoresan korelasyonlu spektroskopi (FCS) ol¢umleri ile yapildi.
Etiketleme orani, rPrP molekiilil bagina yaklasik 1,3 florofor id..

PrPC-PrPSc birlesmesi icin deney

PrPSc, CID hastalarimin beyinlerinden, Safar ve arkadaslarina (Safar
ve arkadaglar1 (1998)) gore hazirlandi ve IxPBS+%0.1 sarkosil
¢ozeltisi i¢inde yeniden sispanse edilmis nihai pelet pargalari, tampon
A (20 mM potasyum fostat tamponu, pH 6.0, %0.1 Nonidet P40) igine

bes kat seyreltildi ve bir su banyosu sonikatdril iginde 60 saniye
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sureyle sese tabi tutuldu. 1000 rpm'de 1 dakika sureyle
santrifijlendikten sonra stipernatan, deney icin tampon A icinde 100

kat seyreltildi.

Etiketlenmis fare rPrP ve etiketlenmis L42 monoklonal antikorun bir
karisimi, 20 mM potasyum fosfat tamponu, pH 6, %0.1 Nonidet P40
icinde hazirlandi, bu sekilde etiketlenmis molekiiller, 2-6 nM'de
yaklasik olarak esit sekilde boldu. 20 pL'lik bir deney hacmi igcinde 8
uL rPrP / antikor karigimi, 2 pL bilesik ve 10 pL seyreltilmis PrPSc
preparasyonu kanstirildi. Ornekler, kapak cami tabanhh 96 oyuklu
plakalar (Evotec-Technologies, Hamburg, Almanya) tizerine yuklendi
ve bir insight Okuyucu ile dl¢ildi.

Tek partikul olcumu ve analizi

FIDA ol¢uimleri, 488 nm lazer i¢in 200 pW ve 633 nm lazer i¢in 300
uW uyarma enerjilerinde vyapildi. Tarama parametreleri, 100 pm
tarama yolu uzunlugu, 50 Hz 15 tarayicr frekanst ve 2000 pm
konumlama tablas1 hareketine ayarlandi. Ol¢tim siiresi 10 saniye idi.
iki florofordan gelen fliloresan, tek foton dedektorleri ile ayr ayr
kaydedildi ve fotonlar, 40ps kutu wuvzunlugu kullanilarak sabit
uzunluktaki zaman araliklarinda (kutular) toplandi. Kirmmzi ve yesil
fliloresan foton sayimlari sayisi 0lguldt ve daha once tanf edildigi gibi
(Bieschke ve arkadaslari, 2000) iki boyutlu bir yogunluk dagilimm
histograminda analiz edildi.

Fliloresan yogunlugu verileri, 2D-SIFT yazilim modilli (Evotec-
Technologies, Hamburg, Almanya) kullanilarak, sektorlerdeki yitksek

yogunluklu kutularin toplanmasi suretiyle degerlendirildi. Her 6l¢iim
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icin kutu yogunluklara yonelik kesme degerleri, kontrol dlgimlerine
gore elle ayarland.

Ornek 4: Yeni potansiyel antiprion bilesiklerinin, scrapie enfekte
edilmis farelerde, enfeksivondan 80 gun sonra terapotik

uygulamasi

Bu yeni potansiyel antiprion bilesiklerinin, bulasici spongiform
ensefalopatileri (TSE) veya prion hastaliklari ile savasmada etkinligini
kanmitlamak amaciyla, SIFT ve/veya scrapie hiicre kiltiirli deneyinde
antiprion aktivitesine sahip bilesiklerin, iler1 bir kulugka dénemi
agsamasinda scrapienin RML susu ile enfekte edilmis fareleri tedavi
etmek i¢in kullamldigr hayvan deneyleri yapildi. Enfeksiyondan 80
gin sonra 14 gin zaman arahifl ile bilesiklerin intraperitonel
uygulanmasini segtik, ¢inkil bu tipik olarak bu prion susu ile enfekte
edilmis hayvanlarda ilk subklinik semptomlarin gorildigi zamandir.
Bu, TSE'den etkilenmis ve ilk hastalik semptomlarini gosteren bir
insanin gercekel olarak bir terapotik tedavi alacag en erken zamana
karsilik gelecektir. Terapi i¢in boyle ¢ok kati kosullan secerck test
edilen bilesiklerin, gergekel bir ditzende prion terapotikleri olarak
fonksiyonelligini  degerlendirmek istedik. Tipik olarak TSE
terapotikleri bugine kadar sadece prionlarla enfekte olma zamani
civarinda uygulandiklarn hayvan deneylerinde maruz kalma sonrasi
profilaks i¢in test edildi. Gergek yasamda boyle bir terapotik rejimin
TSE'den etkilenmis kisiler i¢in makul oldugu ancak ¢ok nadir
durumlar s6z konusudur. TSE hastalarinin bityiik kismi i¢in ailevi ve
sporadik vakalarda (ki bunlar buyuk ¢ogunluktur) enfeksiyon zamani

veya kulugka stiresinin baglangict bilinmez ve gergeklestirilemez. Bu
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nedenle TSE hastalarinin buyilk kismi tedaviyir ancak ilk TSE
semptomlarn meydana geldikten sonra alabilecektir.

Denev prosedurleri:

6-7 haftalik, disi C57BI6 fareleri, RML scrapic susundan ileri
derecede hasta farelerden alman, fosfat tamponlu tuz (PBS) i¢inde 30
nL %] steril beyin homojenatinin intraserebral enjeksiyonu yoluyla
RML scrapie ile inokule edildi. Enfeksiyondan 80 gin sonra bu
fareler, segilen yeni potansiyel antiprion bilesikleri ile veya sulu
Dimetilsiilfoksid (DMSO) arag¢ ile tedavi edildi. Bu tedavi i¢in bir
hiicre kuilturi modelinde antiprion aktivitelerine gore bes potansiyel
antiprion bilesig1 secildi ve bunlar, Diverset kimyasal bilesik
kutiphanesindeki (Chembridge Corp., San Diego, ABD) plaka
pozisyonuna gore 10353F11 ve anlel138b, anlel43b, SERY106 ve
SERY 149 seklinde isimlendirildi. Bu bilesiklerle tedavi, arka arkaya
14 giin boyunca, ginde 50 pL 10353F11 bilesigi seyreltisi, diger
bilesikler i¢in ara¢ (DMSO) icinde 25 pL'min intraperitonel
enjeksiyonu ile gerceklestirildi. 10353F11  bilesigi, 10 mM
konsantrasyonda kullamldi ve anlel138b, anlel43b, SERY 106 ve
SERY 149 bilesikleri i¢in 100 mM, tiim siire boyunca enjekte edildi.
Hayvanlar, enfeksiyondan 80 glin sonrasindan itibaren egitimli hayvan
bakicilar tarafindan hastalik belirtileri i¢in her giin 1zlendi. Hayvanlar,
ataksi, tremor, sirt Gisti1 yatar pozisyondan dik duruma ge¢mede zorluk
ve kuyruk katihgr seklindeki klinik semptomlar ile anlasilan son
hastalik asamasina ulastiklarmda ve can ¢ekistiklerinde olduruldi.
Tipik olarak hastaligin son asamasinda ilerleyen hastalik, bir veya iki
giin iginde hayvanin olmesine yol agacaktir. Olduriilen hayvanlardan

bir yar1 kiiresi ve dalagi bir yarisi, western blot analizi i¢in -80°C'de
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taze dondurulurken ikinci yar1 kiire ve dalagin diger yaris1 ve ayrica i¢
organlar, (immim)histoloji i¢cin %4 formaldehid c¢ozeltisi i¢cinde
sabitlendi.

Sonugclar

Sekil 4'te gosterildigi gibi intraserebral yoldan RML scrapie susu ile
enfekte edilmig farelern, kulugka siiresinin ge¢ bir asamasinda (0.
giin p.1.), se¢ilen potansiyel anti-prion ilaglarinin giinluk intraperitonel
uygulamasi ile tedavi edilmesi, scrapie enfeksiyonunun son asamasina
ulagilana kadar kulugka stiresinin 10353F11 (Sekil 4 A) ve anle138b
ve SERY 149 (Sekil 4 B) i¢in uzatilmasi ile sonuglandi. Yed:
hayvandan olusan grup i¢in anle138b bilesigi ve sekiz hayvandan
olusan grup i¢cin SERY 149 bilesigi i¢in belirlenen ortalama hayatta
kalma suresi, sadece %100 DMSO aracini almis on iki hayvandan
olusan bir grupla kiyaslandiginda sirasiyla 14.9 ve 11.5 gin kadar
uzatildi. SERY 106 ve anlel43b bilesikleri i¢in tedavi edilen sekiz
hayvandan olusan bir grupta, ayni DMSO kontrol grubuna kiyasla
hayatta kalma sturesinin uzamasi, istatistiksel anlamlihk duzeyinin
altindaydi. 10353F11 bilesi@i 1¢in sekiz hayvandan olusan grupta
belirlenen hayatta kalma stresi, kontrol grubuna kiyasla 11 gin kadar
uzadi. Deneylerde godzlemlenen hayatta kalma siresinin uzamasi,
kabaca tedavi siiresine karsiik gelir. Bu ise bu ilaglarla yapilan
tedavinin, 1laglar uygulandigr siirece hastaligin  ilerlemesini
durdurdugu anlamina gelebilir. Bu durumda bu ilaglarla yapilan
tedavi, TSE ile enfekte olmus kisilerin domiirlerinin uzamasina ve
hastaligin ilerlemesi durdurularak bunlarin saglik durumunun daha

kotulesmeden stabilize edilmesine yol agacaktir.
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Ornek 5: Potansiyel bir antiprion bilesiginin, scrapie enfekte
edilmis farelerde, intraperitonel enfeksivondan sonra terapotik

uygulamasi

Bu yeni antiprion bilesiginin, bulasict spongiform ensecfalopatileri
(TSE) veya prion hastaliklar ile savasmada etkinligini kanitlamak i¢in
llave bir hayvan deneyi yapildi. Bu deney i¢in fareler, intraperitonel
yoldan RML scrapie ile enfekte edildi ve ge¢ asamali prion hastalig
igin bir hayvan modelinde antiprion aktivitesi kamitlanmis anle138b
bilesigi ile tedavi edildi (Orek 4). Bilesigin intraperitonel ve oral
uygulamasmim bir kombinasyonunu segtik ve enfeksiyondan hemen
sonra tedaviy1 baslattik.

Deneyv prosedurleri:

Scrapie enfeksiyonu ve farelerin tedavisi

6-7 haftahk, disi C57BI6 fareleri, RML scrapie susundan ileri
derecede hasta farelerden alinan, fosfat tamponlu tuz (PBS) i¢inde 100
uL %1 steril beyin homojenatinm intraperitonel inokiilasyonu yoluyla
RML scrapie ile inokiile edildi. Bu farelerin anle138b bilesigi ile veya
sulu Dimetilsitlfoksid (DMSQO) arag¢ ile tedavisine, enfeksiyondan
hemen sonra baslandi. Bu bilesik ile tedavi, arka arkaya 14 gin
boyunca, ginde 25 pL ara¢ (DMSQO) icinde scyreltilmis bilesigin
intraperitonel enjeksiyonu, ardindan bitkisel yag/DMSO karisinm
icinde giinde 50 pL bilesigin oral gavaj yoluyla 4 ve 5 giin oral
uygulanmasi yoluyla gergeklestirildi (Sekil 5 A). Anlel38b bilesigi,
intraperitonel uygulama ig¢in 100 mM ve oral uygulama i¢in 50 mg/kg

konsantrasyonda kullanildi. Enfeksiyondan sonra 35. giinde, PrPSc
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intraperitonel enfekte edilmis farelerm dalaklarmda net bir sekilde
saptandiginda hayvanlar olduruldii. Oldurtilen hayvanlardan dalagm
bir varisi, western blot analizi i¢in -80°C'de taze dondurulurken
dalagin diger yarisi ve ayrica i¢ organlar, immun-histoloji i¢in %4
formaldehid ¢ozeltisi iginde sabitlendi.

PET Blot

Formalin ile sabitlenen beyin dokusu, 2 mm kalinhiginda doku bloklar:
halinde kesildi, 1 saat sureyle konsantre formik asit iginde
dekontamine edildi, Brown ve arkadasglari, 1990'm protokold
uygulanarak 48 saat siireyle %4 fosfat tamponlu tuz ile tamponlanmus
formalin i¢inde son sabitlemesi yapildi ve parafin 1¢gime gomildu.
Kesitler (5-7 pwm), bir mikrotom iizerinde kesildi, bir su banyosu
(55°C) igine konuldu, oOnceden islatilmig 0.45 um gozenekli
nitroseliloz membran (Bio-Rad, Richmond, CA) izerinde toplandi ve
55°C'de en az 30 dakika stireyle kurutuldu. Nitroselilloz membranin
parafini ksilen ile giderildi. Ksilen, 1zopropanol ile degistirildi,
ardindan kademeli rehidrasyon yapildi. Tween 20, %0.1 nihai
konsantrasyonda, danmitilmis H,O i¢inde son rchidrasyon adimina
ilave edildi. Membranlar kurutuldu ve takip eden PrPSc boyasinda

kalite kayb1 olmadan aylarca oda sicakliginda saklandi.

TBST (10 mmol/L Tris-HCl, pH 7.8; 100 mmol/L Na(Cl; %0.05
Tween 20) ile onceden islatildiktan sonra 250 pg/ml proteinaz K
(Boehringer) ile PK tamponu (10 mmol/L Tris-HCl, pH 7.8; 100
mmol/L NaCl; %0.1 Brij 35) i¢inde 8§ saat sureyle 55°C'de sindirim
vapildi. Bu adim ile membrana eklenen proteinler, membrana

sabitlendi. Ug kez TBST ile yikandiktan sonra membranlar f1zerindeki
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proteinler, 3 mol/L guanidin 1zotiyosiyanat ile 10 mmol/L Tris-HCI
(pH 7.8) icinde 10 dakika streyle denature edildi. Guanidin, Uic kez
TBST ile yikandi. Bloklama ¢ozeltisi (TBST ig¢inde %0.2 kazein)
icinde 30 dakika sureyle On mkubasyon yapildiktan sonra immiino-
saptama yapildi. Birincil antikor olarak rekombinant fare PrP'yve
yonelik, CDC1 olarak adlandirilan bir poliklonal tavsan antikoru,
Antikor-Seyreltici  ¢ozeltist  (Ventana) ig¢inde 1:500 seyreltide
kullanildi. inkitbasyon en az 1 saat siireyle yapildi. TBST iginde iig
vikamadan sonra en az | saat sureyle inkiibasyon, bir alkalin
fosfatazla birlestirilmis tavsan anti-fare antikoru (Dako, Hamburg) ile
1:500 seyreltide yapildi. TBST i¢inde 10 dakika siireyle bes yikama
yapildiktan sonra membranlar, 5 dakika streyle NTM (100 mmol/L
Tris-HCL, pH 9.5; 100 mmol/LL NaCl; 50 mmol/L. MgCl,) i¢inde iki
kez inkube edilerek alkalin pH'a ayarlandi. Antikor reaksiyonunun
gorsellestirilmesi, NBT/BCIP kullanilarak formazan reaksiyonu ile
saglandi. Blotlar, bir Olympus kesmeli mikroskop ile degerlendirildi.

Sonuglar

llagla tedavi edilen ve aragla tedavi edilen farelerin dlamiinden sonra
¢ikarilan dalak dokusu, PrPSc birikintilerinin varligi i¢in immiino-
histokimyasal yoldan boyandi ve splenik PrPSc duzeyi i¢in
immunoblot ile analiz edildi. Sekil 5B'de gosterildigi gibi tedavi
edilen hayvanlarin splenik PrPSc diuzeyi, aragla tedavi edilen farelere
kiyasla anlamli sekilde azalir. Enfekte edilmis farelerden alinan dalak
dokusunun incelenmesi, PrPSc birikintilerinin, anle138b bilesigi ile
tedavi sonrasmnda azaldigini gosterir. Dusiik PrPSc  birikintilerine
sahip dalaklarin yiizdesi artar ve giiglii PrPSc birinkileri azalir (Sekil 5
C). (Sekil 5 D)de iki PET Blotu, PrPSc birikintileri ornekleri
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gosterilir. Sonuglar, se¢ilen deney kurulumu ve terapdtik rejimle bu
bilesigin periferal dokularda acik bir antiprion etkinligini gosterir.
Ornek 6: Yeni antiprion bilesiklerinin, scrapie enfekte edilmis

farelerde, enfeksiyondan 80 giin sonra terapotik uygulamasi

Hayatta kalma stiresinin uzamasmin, tedavi suresine karsihik geldigine
dair ornek 4'te yapilan gézlemi kanitlamak amaciyla, bilesiklermn, iler
bir kulugka ddonemi asamasinda scrapie'nin RML susu ile enfekte
edilmis fareleri tedavi etmek i¢in daha yiiksek bir dozajda ve daha
uzun siireyle uygulandigi bir hayvan deneyi yapildi. Enfeksiyondan 80
gun sonra bilesiklerin intraperitonel ve oral uygulamasmin bir
kombinasyonunu sec¢tik, ¢inkit bu tipik olarak bu prion susu ile
enfekte edilmis hayvanlarda ilk subklinik semptomlarm gorilldagi
zamandir,

Denev prosediurleri:

6-7 haftahk, disi C57BI6 fareleri, RML scrapie susundan ileri
derecede hasta farelerden alinan, fosfat tamponlu tuz (PBS) 1¢inde 30
uL %1 steril beyin homojenatinin intraserebral enjeksiyonu yoluyla
RML scrapie ile inokille edildi. Bu fareler, enfeksivondan sonra 80.
giinde yeni antiprion bilesikleri ile veya DMSQO arag ile tedavi edildi.
iki potansiyel antiprion bilesigi, anle138b ve anle186b kullamldi. Bu
bilesikler ile tedavi, arka arkaya 14 giin boyunca, DMSO arag i¢inde
seyreltilmis ginde 25 pL  bilesigin  intraperitonel enjeksiyonu,
ardindan bitkisel yag/DMSO karisimi i¢cinde giinde 50 pL bilesigin 5
giin sureyle oral gavaj yoluyla iki oral uygulanmasi yoluyla
gergeklestirildi (Sekil 6 A). 3 kontrol faresinde ve aniel38b ile tedavi
edilmis 2 farede bilesik, ek olarak oral yoldan 109. giinden 136. gline
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kadar, DMSO/bilesik stok c¢ozeltileri ile karnistinlmig fistik yagh gida
peletleri sunularak verildi. Bilesikler, intraperitonel uygulama i¢in 100
mM ve oral uygulama i¢in 50 mg/kg konsantrasyonda kullanmildi. Her
tedavi grubundan dort hayvan, belirtilen zaman noktalarinda olduruldin
(Sekil 6 A). Her tedavi grubundan sckiz hayvan, enfcksivondan 80
giin sonrasmdan itibaren egitimli hayvan bakicilari tarafindan hastalik
belirtileri i¢in her gun izlendi. Hayvanlar, ataksi, tremor, sirt tistl yatar
pozisyondan dik duruma gegmede zorluk ve kuyruk katilig: seklindeki
klinik semptomlar ile anlasilan son hastalik asamasina ulastiklarinda
ve can ¢ekistiklerinde oldurildii. Tipik olarak hastaligin  son
agsamasinda ilerleyen hastalik, bir veya iki giin i¢ginde hayvanin
olmesme yol acacaktir. Oldurillen hayvanlardan bir yan kiresi ve
dalagm bir vyansi, western blot analizi i¢in  -80°C'de taze
dondurulurken ikinci yar1 kure ve dalagin diger yaris1 ve ayrica ig
organlar, histoloji i¢in %4 formaldehid ¢dzeltisi i¢inde sabitlendi.

Sonugclar

Beyin homojenatlarinda PrPSc diizeyi ve enfeksivondan sonra

apoptotik huicre olimiu

llagla tedavi edilen ve aragla tedavi edilen farelerin beyin
homojenatlari, PrPSc duzeyleri agisindan immiinoblot analizi ile
analiz cdildi. Sckil 6B'de gosterildigi gibi anlel138b grubundan,
gosterilen zaman noktalarinda incelenen tim hayvanlarm beyninde
PrPSc duzeyi, 80. ginde tedavi edilmemis farelerin dizeyinde
tutulabilirken kontrol grubundaki PrPSc duzeyi artar. Anle186b'ye ait
sonuglar, kontrol grubu ile anlel38b arasindadir. PrPSc artisi

yavaslatilabildi (Sekil 6B). Sckil 6C, bilesikler 1le tedavi sonrasinda
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80. gunde tedavi edilmemis kontrole kiyasla mispi  PrPSc
duzeylerindeki degisimi gosterir. Beyinlerdeki PrPSc diizeyi,
anle138b ile tedavi sonrasinda bir miktar azalir, H&E boyali beyin
dilimlerinin belirtilen zaman noktalarinda histolojik incelemesi
sonrasinda anlel138b ve anlel86b ile tedavi edilmis fareler, patolojik
degisimlerde bir azalma gosterdi. Tedavi edilen gruplardan enfekte
olmus farelerin serebellar graniil hiicre tabakasinda apoptotik hiicre
say1si, kontrol grubuna kiyasla azalir (Sekil 6 D). Bu sonuglar, her iki
bilesigin kan-beyin bariyerini gegebildigini gosterir. Bu nedenle
terapi, tedavi sirasinda hayvanlarin beyninde PrPSc'nin daha fazla
birikmesini ve hastaligi ilerlemesini  onleyebildi. Bu sonuglar,
anle138b bilesigi ile yapilan tedavinin, ilaglar uygulandigr surece
hastaligin ilerlemesini durdurdugu anlamina gelir. Bu sonuclar, PrPSc
olusumuna mudahale edilerek bu bilesigin kullanildig1 bir terapi ile
hastalik ilerlemesinin modifiye edilmesinin miimkiin olabilecegini
gosterir. Bu durumda tedavi, TSE ile enfekte olmus kisilerin
omirlerinin uzamasina ve hastaligin ilerlemesi durdurularak bunlarin
saglik durumunun daha kotulesmeden stabilize edilmesine veya belki
de iyilestirilmesine yol agacaktir,

Kulugka suresinin uzatilmasi

Sekil 7'de gosterildigi gibi mtraserebral yoldan RML scrapie susu ile
enfekte edilmis farelerin, kulugka siiresinin geg¢ bir asamasinda (80.
giin p.1.), bilesiklerin gunlilk uygulamas ile tedavi edilmesi, scrapie
enfeksiyonunun son asamasia ulasilana kadar hayatta kalma
stiresinin uzatilmasi ile sonuglandi (Sekil 7). Ek olarak 109. ginden
136. giine kadar, fistik yagi ile karistirilmig anle138b beslenerek ilave

bir tedavi alan iki farede daha uzun hayatta kalma suireleri, 1) hayatta
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kalma suresinin tedavi stiresi ile iliskili oldugunu, 11) bilesigin oral
yoldan verildiginde etkili oldugunu, ve 1iii) bilesigin kan-beyin
bariyerini gecebildigini gosterir,

Ornek 7: a-sinuklein agregasyonunun in vitro baskilanmasi

Smiuklemopatiler, asil olarak «-sibklein proteininden olusan
agregatlarin ve fibrillerin hiicre i¢1 biritkmesi ile karakterize edilen
(norodejeneratif) hastaliklardir (inceleme i¢cin bakiniz: Goedert, 2001).
En one ¢ikan norodejeneratif siniikleinopatiler, Parkinson hastalig:

(PD), Lewy cisimli demans (DLB) ve ¢oklu sistem atrofisidir (MSA).

a-sinikleinin in vitro agregasyonunun, biyolojik membranlarin yakm
civarinda dogal sekilde meydana gelen dielektrik kosullarim taklit
eden, organik solventler gibi maddeler varliinda meydana geldigi
gosterilmistir (Munishkina ve arkadaglari, 2003). Hastalik siireci
sirasinda  a-siniiklein  yanlis  katlanmasmin ve agregasyonunun
arastirtlmas1 ve toksik agregat turlerinin olusumu amach model
sistemler saglayan in vitro agregasyon deneyler: gelistirildi (Kostka ve
arkadaslar1 2008).

Segilen bilesikleri, a-sinitklein agregasyonunu bastirma potansiyelleri
acisindan test etmek amaciyla, organik solvent dimetilsiilfoksidin
(DMSQ) dusitk konsantrasyonlarda (< %3) ve - bazi deneylerde -
ferrik demirin in vitro a-siniiklein agregasyonunu indiklemede
kullanildigr bir in vitro sistem kullandik. Multimer olusumu, ¢apraz
korelasyon analizi ile tek partikilll flhoresan korelasyon duzeni
kullanilarak izlendi ve SIFT analizi, yesil Alexa488- veya kirmizi

Alexa647 floroforlart ile ayrt ayrt etiketlenmig a-siniiklein
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monomerler1 karigimlarma uygulandi. Bu o-smiuklein karisimlan,
reaksiyona bir bilesigin ilave edildigi d6meklere paralel sekilde agrege
edildi.

Deney prosedurleri:

ag-sinukleinin fluoresanla etiketlenmesi

Rekombinant a-siniiklein, amino reaktif fliloresan boyalarla, ya Alexa
Fluor-488-0O-sukinimidil esterle ya da Alexa Fluor-647-O-sukinimidil
ester (Molecular Probes, ABD) ile etiketlendi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra baglanmamis boya molekilleri, reaksiyon
kangimlarmin  arka arkaya 1ki PDI0O kolonundan (Amersham
Bioscience, Almanya) Ureticinin talimatlarina gore ebat ekskliizyonlu
kromatografisi yoluyla ayrildi. Etiketleme verimliligi ve baglanmamis
boyanin ¢ikarilmasi, FCS ol¢imleri ile etiketlenmis a-siniklein
monomerlerini  ihtiva eden fraksiyonlarin uygun seyreltileriyle
belirlendi.

Tek partikul fliioresan korelasyvon olcuimleri

20 pl hacimde, fliloresan korelasyon olgtimleri i¢in bir cam kapak
sirglilil taban ile donatilmis 6zel bir mikro-titer plakanin (Evotec-
Technologies, Almanya) oyuklan i¢inde a-siniiklein agregasyonu, pH
7.0'da 50 mM Tris ihtiva eden bir tampon i¢inde yapildi ve o-
siniklein monomerlerinin bir karisim, Alexa488- veya Alexa647-
floroforlar ile ayr1 ayri, her a-siniiklein tiiriinden yaklasik 5-10 nM'lik
bir nihai konsantrasyonda etiketlendi. Ol¢umler, bir insight flioresan
korelasyon aleti (Evotec-Technologies, Almanya) iizerinde, 1.2 NA'lik

40x mikroskop objektifi (Olympus, Japonya) ile FIDA optik ayarlari,
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70 pm 13ne deligi capr ve 488 nm lazerde 200 pW uyarma ve 633 nm
lazerde 300 pW uyarma kullamlarak gerceklestirildi. Ol¢iim siiresi, 10
saniye idi, bu siirede lazer fokusu, 100 um tarama yolu uzunlugu, 50
Hz tarama frekanst ve 2000 pm konumlandirma tablasi hareketi
kullanilarak bir 1sinl1 tarayict cihaz tarafindan oyuk iginden gegirildi.
Bu, vaklastk 10 mnvs'lik bir tarama hizma denktir. ki boyutlu
yogunluk dagilim histogramlar1 olusturuldu ve 2-D SIFT yazilimi
(Evotec OAI, Almanya) kullamlarak analiz edildi.

Sonug¢lar: a-sinuklein agregasyonunun bilesikler tarafindan

baskilanmasi

a-sintikleinin, DMSO ve DMSO/Fe’™nin neden oldugun agregasyonu,
hem kirmzi hem yesil etiketli o-siniklein Unitelerini  yitksek
miktarlarda ihtiva eden multimerik «-sintiklein komplekslerinin
olusmasi1 ile yansitilir. Boylelikle inhibitor bilesiklerin ilave
edilmedigi kontrol reaksiyonu, yiiksek miktarlarda fotonlar yayan ¢ok
sayida kompleksin varhgim gosterir. DPP bilesigi 35F11'in deney
¢ozeltisine 1lavesi, Sekil 8A'da gorulebilecegr gibi multimerik o-
siniklein komplekslerinin olusumunu doza bagimh sekilde buyuk
ol¢iide inhibe edebilir. Boylelikle 351F11 bilesigi, sintikleinopatilerde
bulunan patolojik protein agregasyonuna yonelik bu in vitro modelde
dusik mikro molar konsantrasyonda multimer a-sinitklein olusumunu
verimli sekilde inhibe edebilir. Bu, 351F11 bilesiginin sadece bir anti-
prion bilesigi olarak gorev yapabilmekle kalmayip ayrica Parkinson
Hastaligi, DLB ve MSA gibi sinikleinopatiler i¢in, molekiler
diuzeyde patolojik mekanizmaya mildahale eden bir terapotik bilesik
haline gelme potansiyeline de sahip oldugunun agik bir gostergesidir.

a-siniiklein agregasyonu Uzerinde, arasgtirilan diger DPP ile iligkili
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bilesikler 1¢in de doza bagimli bir mnhibitor etki saptanabildi (Sekil 8
B, C). Bu nedenle bu bilesikler, a-siniiklein agregasyonunu in vitro
inhibe etmede kanitlanmis bir kapasiteye sahip yeni bir madde
grubunu temsil eder, bu i1se Parkinson hastaligma ve diger
siniikleinopatilere karst nedene yonelik bir terapinin gelistirilmesine

1zin verecektir.

Ek olarak bu bilesigin hem prion proteini hem de a-sintiklein
agregasyonu uzerinde in vitro inhibitdor aktivitesi, proteinin baskin
sekilde [-yaprak konformasyonlari halinde vanhs katlanmasinin,
akabinde amiloid fibriller halinde protein agregasyonu i¢in temel
olusturdugu daha genis yelpazede protein agregasyonu hastaliklarima
karst bunun genel anti-agregatdr aktivitesini yansitabilir. Bu nedenle
bu bilesikler ve DPP madde simifinin diger Giyeleri, 6rnegin Alzheimer
hastalif1, prion hastalifi, Parkinson hastalifi, ¢oklu sistem atrofisi,
Difize Lewy cisimi hastaligi, frontotemporal demans, amiyotrofik
lateral skleroz, Huntington hastaligi, spinoserebellar ataksi ve diger
Poli-Q hastaliklari, kalitsal serebral amiloid anjiyopati, ailevi amiloid
polindropati, primer sistemik amiloidoz (AL amiloidoz), reaktif
sistemik amiloidoz (AA amiloidoz), tip 1I diyabet, enjeksiyon-lokalize
amiloidoz, beta-2 mikroglobulin amiloidoz, kalitsal ndropatik
olmayan amiloidoz, Finlandiya kalitsal sistemik amiloidoz dahil
(norodejeneratif) protein agregasyonu hastaliklarimin tiim panelinin
nedensel tedavisi ic¢in terapotik olarak faydali olma potansiyeline
sahiptir,

Ornek 8: PrPSc'nin hitcre kultirunde inhibisyonu

Denev prosediirleri:
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Prion enfekte edilmis hiicre killturler:, yukarida tarif edilen birineil
tarama icin tarif edildigi gibi yeni sentezlenmis bilesikler ile isleme
tabi tutuldu. Bilesikler, sekil 9'da gosterilen konsantrasyonlarda ilave
edildi. Bilesiklerin  yapilari, asagida ve Sckil 3'te  gosterilir.

=18
N-NF s

HO o~ /ﬁf\ﬁ /B

1] 4
HO™ Br

CH
5-(3,5-Dibromofenil)-3-(3.4,5-trihidroksifenil)pirazol (anle145d)

Br
NN

s

MeO™ ™

5-(3-Bromofenil)-3-(3.4-dimetoksifenil)pirazol (SERY255hb)

Sonugclar:

DPP ile iliskili bilesiklerin ¢ok yitksek bir kismi, hiicre kunltiniinde
diisitk mikromolar ve hatta mikromolar alti konsantrasyonlarda bile
glclit bir PrPSc azaltmasi1 sergiledi. Bu, bu bilesiklerin, anti-prion
aktiviteye sahip bir iligkili kimyasallar grubunu temsil ettigini gosterir.
Ornek 9: Farkh DPP tirevlerinin, beyin ve dalakta Prp™

birikmesi uzerindeki inhibitor etkisi

Bilesikler, PrP* birikmesi tizerindeki inhibitor etkileri baglaminda in
vivo su ¢ deney protokoli ile test edildi:
a) C57BL/6 farelerine, intraserebral (i.c.) yoldan 30 pL %! beyin

homojenat1 (RML scrapie) inokiille edildi. Tedavi, enfeksiyondan
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80 gun sonra, DMSO+fistik yag1 ile kanstinlarak oral yoldan
uygulanan ginde 1 mg bilesik ile baslatildi. Beyinde PrP*® diizeyi,
enfeksiyondan sonra 120. ginde immunoblot analizi ile dl¢uldu.

b) C57BL/6 farelerine, intraserebral (1.c.) yoldan 30 pL %] beyin
homojenati (RML scrapie) mokile edildi. Tedavi, enfeksiyondan
sonra 80. ginde, 14 gin streyle intraperitonel enjeksiyon yoluyla
uygulanan ginde 0,84 mg bilesik (DMSOQO icinde) ile baslatilds,
ardindan 2 x 5 giin stireyle (arada tedavi yapilmayan 2 giinlil) 1 mg
bilesik (DMSO-+bitkisel yag iginde), oral yoldan gavaj ile
uygulandi. Beyinde PrP* diizeyi, enfeksiyondan sonra 106. giinde
olguld.

c) C57BL/6 farelerine, intraperitonel (1.p.) yoldan 100 pL %]
beyin homojenati (RML scrapie) inokille edildi. Dalakta PrP™
duzeyi, DMSO+fistik yagi ile kanstirilmis ginde 1 mg bilesik ile
34 giin stireyle tedavinin ardindan, enfeksiyondan sonra 35. giinde

belirlendi.

PrP* birikmesinin, DMSO ile tedavi edilen gruplara kiyasla nispi
inhibisyonu, tablo 1'de gosterilir (tedavi siiresinin sonunda DMSO ile
tedavi edilen hayvanlarin ortalama degeri, %0 inhibisyon olarak
tamimlandi; tedavi stresinin baslangicinda kontrol hayvanlarinim
ortalama degeri, %100 mhibisyon olarak tanimlandi).

Tablo 1: Farkli DPP turevlerinin, beyin ve dalakta PrP™ birikmesi
tizerindeki inhibitor etkisi (*"°, kullamlan (yukarida tarif edildigi gibi)

deney protokolini1 gosterir)



bilesik

R1 R2 R3

mhibisyon [%]**

anle138b 69%; 108"; 62°;
sery255b 40°; <10°
anle138¢ < 10"
sery338b 27"
sery345 <10*
sery378b 40°
anle234b <10*
sery335b 60%; 46°
anle186b 31"
anle197b <10°
anle236b <10*
sery313 37°
anle232b <10*
anle233b 17

Bu deneylerin sonuglari, bu deney kosullar1 altinda, 1) anlel138b

bilesiginin ve kimyasal olarak alakali bilesiklerin, in vivo guglil bir
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prion amplifikasyonu nhibisyonu sagladigmi, 11) bu deney kosullar
altinda bu uygulama icin anle138b'nin bir goreceli aktivite
optimumunu temsil ettigini gosteren bir yapi-aktivite iliskisi oldugunu
gosterir.

Ornek 10: Kan-beyin bariyeri asilabilir ve patolojik protein

agregatlar ile etkilesim gozlenir

C57BL/6 farelerine, intraserebral (i.c.) yoldan 30 pL %Il beyin
homojenati (RML scrapie) inokille edildi. Tedavi, enfeksiyondan 80
giin sonra, DMSO+fistik yag ile karigtirilarak oral yoldan uygulanan
gunde 1 mg bilesik (SERY383) veya 3 mg bilesik (SERY363a) ile
baslatildi. Beyinde PrP* diizeyi, enfeksiyondan sonra 120. giinde

immiinoblot analizi ile dl¢uldi.

oy HiSn Seery3l

DMSO ile tedavi edilen kontrollere kiyasla sery363a, PrP™
birikmesinde %35'lik bir azalma ile sonuglandi ve sery383, PrP™

birikmesinde %30'luk bir azalma ile sonugland.

Sery363a, bu deneylerde sentezlendi ve test edildi, ¢iinkil anle138b'nin
1zotop etiketlemeye ¢ok uygun bir modifikasyonunu sunar, bu da PET
goriintilemesi i¢in  bir tam 1zleyicisi olarak kullamilmak tzere

gereklidir.

Sery383, bu deneyde test edildi, ¢linkil bu bilesigin yam sira bir -NH2
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grubu ve bir halojen atomu ihtiva eden, yapisal acidan benzer
bilesiklerin, alfa-sintiklein agregasyonunun inhibisyonu i¢in yuksek
oranda aktif olduklar1 bulundu (bakimiz omek 16, "a-siniklein

agregatlarinin olusumunun farkli bilesikler tarafindan inhibisyonu").

Bu deneylerin sonuglari, her iki bilesigin de kan-beyin bariyerini
gecebildigini ve patolojik  protein agregatlant ile etkilesime
girebildigini gosterir, bu ise bu bilesiklerin, bir terapotik bilesik ve
ayrica tam1 amagh bir bilesik olarak kullanilmak suretiyle
vararlanilabilecek dzelliklere sahip oldugunu gosterir.

Ornek 11: Anle138b ile yapilan giunluk tedavinin, RML scrapie ile
enfekte edilmis farelerde PrP* birikmesi ve prion patolojisi

uzerindeki etkisi.

C57BL/6 farelerine, intraserebral (i.c.) yoldan 30 puL %1 beyin
homojenati (RML scrapie) inokiile edildi. Tedavi, enfeksiyondan ayri
ayr1 80 gin veya 120 gin sonra, DMSO-+fistik yagi ile kanstirillarak
oral yoldan uygulanan giinde 5 mg bilesik ile baslatildi (Sekil 10).

PrP> i¢in boyanmus beyin kesitleri (Sekil 10A), anle138b tedavisinin,
DMSO ile tedavi edilen hayvanlara kiyasla PrP* birikmesini
azalttigim  gosterir.  Prion mokile edilmis  farelerin  beyin
homojenatlarinda farkli zaman noktalarinda PrP> duzeylerinin
nicelendirilmesi, anle138b ile tedavi edilen farelerde PrP™
birikmesinin, tedavi hastaligin ge¢ bir asamasinda (120 dpi; Sekil
10B) baslatildiktan sonra bile guglti sekilde azaldigim gosterir.
Serebellumdaki apoptotik hiicrelerin, H&E boyali beyin dilimlerinde

histolojik nicelendirmesi, PrP> birikmesinin inhibisyonunun, ndronal
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hiicre dlumiinin nhibe edilmesi ile sonuclandigini gosterir (Sekail
10C). Bilesik olmadan DMSO+fistik yagi ile tedavi edilen kontrol
fareleri, ilerleyen kilo kayb1 gosterir (Sekil 10D). 80 dpi'den itibaren
anle138b ile tedavi, ~100 gun sureyle kilo kaybmi onler. 120 dpi'den
itibaren tedavi, ~70 giin suireyle kilo kaybini inhibe eder.

Bu deney bulgulari, hastaligin belirgin belirtileri ortaya ¢iktiktan sonra
tedaviye gec baslandiginda bile bilesik tedavisinin, PrP> birikmesini,
noronal hilcre dlimiindl ve hastaligin klinik belirtilerinin ilerlemesini
inhibe ettigini gosterir.

Ornek 12: Farkh tedavi protokollerinin karsilagtirmasi

C57BL/6 farelerine, intraserebral (i.c.) yoldan 30 pL %Il beyin
homojenati (RML scrapie) inokille edildi. Farkli zamanlarda ve
programlarda (Sekil 11'in sekil agiklamalarinda gosterilmistir)
anle138b ile yapilan tedavi, RML scrapie ile tehdit sonrasinda hayatta
kalma siirelerini anlamh diuzeyde uzatt1 (p < 0,01). Ortalama hayatta

kalma suireleri, giin + standart sapma cinsinden ifade edilir.

Sekil 11'de gosterildigi gibi bu deney bulgulan, 1) bilesik tedavisinin,
bilesigin oral yoldan uygulanmasindan sonra da etkili oldugunu, ii)
tedavinin, hastahgin klinik asamasinda gec¢ baslatildiginda da etkih
oldugunu, ve 111) daha uzun tedavinin daha uzun hayatta kalma ile
sonuglandigin1 gosterir.

Ornek 13: Anle138b uygulamasimin beyinde PrPSc duzeyleri

uzerindeki doza bagimh etkisi.
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CS57BL/6 farelerine, intraserebral (i.c.}) yoldan 30 pL %1 beym
homojenati (RML scrapie) inokiile edildi. Tedavi, enfeksiyondan 80
gin sonra, DMSO+fistik yag: ile karistirilarak oral yoldan uygulanan
farkli miktarlarda anlel138b (Sekil 12'de gosterilmistir) ile baslatildi.
Enfeksiyondan 120 gin sonra hayvanlar 61diirildii ve beyinde PrP™
miktary, enfeksivondan 80 gin sonra olduriilen hayvanlarla

karsilastirilarak nicelendirildi.

Sekil 12'de sunulan veriler, anle138b'min beyinde PrP* birikmesini
y

doza bagimli sekilde azalttigini gosterir.

Ornek 14: 1 hafta sureyle DMSO+fistik yad ile karistirilmms
anlel38b ile gunde 1 mg ile tedavi edilen, enfekte edilmemis
farelerden alinan beyin dokusunun immino-blotlanmasi yoluyla
PrP“'nin nicelendirilmesi. Sekil 13'te gosterildigi gibi anle138b ile
tedavi edilen farelerde, kontrol fareleri ile Kkarsilastinldiginda

PrP¢ ditzeyinde azalma gozlenmedi.

Bu dency bulgular, scrapic ile enfekte edilmis farelerde terapotik
etkinin, PrP“'nin ekspresyonunun azaltilmasima degil, patolojik agrege
olmus protein tiirlerinin olusumunun inhibe edilmesine bagl oldugunu

gosterir.

Ornek 15; anle138b'nin farmakokinetik analizi

Tek bir anle138b dozu, sekil 14'te gosterildigi gibi enfekte edilmemis

C57BL/6 farelerine uygulandi. Uygulamadan sonra farkli zaman
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noktalarmda beyin ve serum i¢indeki bilesik miktari, zaman noktasi ve

deney grubu basina 2 hayvan i¢cin LC-MS ile dl¢uldi.

Bu deney bulgular, iyi bir oral biyo-yararlanim ve iyl beyin
penetrasyonu oldugunu gosterir. anlel38c, farelerin kaninda saptandi,
boylelikle bunun, anle138b'nin bir metaboliti oldugu varsayilir.

Ornek 16: a-sinuiklein agregatlarimin olusumunun farkh bilesikler

tarafindan inhibisyonu.

a-sinitklein agregasyonu, DMSO ve 10uM FeCl; ile indiklend: ve
Kostka ve arkadaslarinda (J Biol Chem (2008) 283: 10992-11003)
tarif edildigi gib1 konfokal tek molekill spektroskopisi ile analiz edildi.
10 pM konsantrasyonda ilave edilen farkhi bilesiklerin, orta II
oligomer olusumu {izerindeki etkisi, Tablo 2'de gosterildigi gibi
bilesiksiz kontrollere kiyasla incelendi. Ilgili bilesiklerin yapilar,
Sekil 15'te gosterilmistir.

Tablo 2: o-sintklein agregatlarimin olusumunun farkl bilesikler

tarafindan inhibisyonu.

Bilesik Orta 11 Bilesik Orta II | Bilesik Orta II
anle138c | < %5 sery85 < %25 |seryl4s < %350
seryl17 < %S5 sery335b | <%25 |sery345 < %50
sery384 | < %S5 sery275b | <%25 |sery256b | <%350
sery383 <%5 <%5 |seryl40 < %25 |seryl6l < %75
sery109 < %S5 anle138b | <%25 |sery315b | <%75
sery320c | < %> sery363b | <%25 |sery3l6b | <%75
sery319 <9%325 |sery292b | <9%75

sery329 < %75
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Bu deney bulgulari, bu bilesiklerin, toksik a-sinitklein agregatlarinin
olusumunu inhibe ettigini gosterir, bu da bu yapisal agidan alakah
bilesiklerin, protein agregasyonu olan protein hastaliklarinin tedavisi
i¢in ve ayrica 0zellikle a-sintiklein agregasyonunun gozlemlenebildigi
hastaliklarin tedavisi i¢in kullamilma potansiyeline sahip oldugunu
gosterir.

Ornek 16: Bir in vivo fare Parkinson hastahgi modelinde

bilesiklerin etkisi

Deney kanitlari, Parkinson hastaliginin deneysel modellerinde, uygun
konsantrasyonlarda MPTP ve rotenon gibi mitokondriyal toksinler
kullanmlarak agrege olmus a-siniiklein olusumunun gozlenebilecegini
ve noronal hiicre dlimiine katkida bulundugunu ortaya koyar. Fareler,
1-5. glnlerde intraperitonel enjeksiyon yoluyla MPTP (ginlik
30mg/kg vicut agurhign) ile isleme tabi tutularak substantia nigra'da
dopaminerjik noronlarin dejenerasyonu inditklendi. Hayvanlar (deney
grubu basma 3-10), farkli bilesikler veya ara¢ ile tedavi edildi (ginluk
250mg/kg vucut agirhigl, oral uygulama (bilesigin 487,5ul zeytin yagi
ile kanstinnllmig 12,5u1 DMSO iginde tuple beslenmesi) 0-12.
giinlerde). MPTP ile isleme tabi tutulmamis farelere (Kontrol, %0
hiicre oliimu olarak tanimlanir) kiyasla MPTP 1le isleme tabi tutulmus,
sadece arag ile tedavi edilmis farelerde (DMSO; %100 hiicre dlimil
olarak tanmmlamr) ndron kaydi, 12. giinde nicelendirildi. Tirosin
hidroksilaz (TH) pozitif substantia nigra pars compacta (SNpc)
hiicrelerinin nicelendirilmesi i¢in 50 um kesitler, bir anti-TH antikoru
ile immiino-boyandi. SNpc'de her iki kesitten biri, Stereo arastirmaci

vazilimi (MicroBrightfield, Colchester, VT, ABD) kullanilarak analiz
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edildi. Tmmiino-boyanns hiicreler, 20x objektif kullamilarak optik
fraksiyonlastirma yontemi ile sayildi. Stereolojik sayimlar, iki

bagimsiz arastirmaci tarafindan kor sekilde vapildi.

Sekil 16'da gosterilen deney bulgulari, test edilen bilesiklerin bir in

vivo Parkinson hastaligi modelinde hitcre dlumunil azalttigini gosterir.

Ornek 17: Anle138¢'nin ABeta agregasyonu uizerindeki etkisi

50 uM konsantrasyonla Abeta40, 30 saat siireyle asagidaki kosulda
inkitbe edildi: 50 mM sodyum fosfat, 50 mM sodyum klorid, %0.01
sodyum azid, pH 7.4 37 °C, ince manyetik ¢ubuklarla karistirma, 50
UM anle138c ile veya olmadan. DMSQO, test Omeginin esit
konsantrasyonunda  kontrol  ornegine ilave edildi. DMSO
konsantrasyonu, %2 (hacim/hacim) idi ve anle138C stok ¢ozeltisi, 3
mM idi. Peptit ¢ozeltisi, 16000 g'de DLS deneylerinden once 15

dakika stureyle santrifiijlendi.

Monomerik Abetad40'taki en buyuk pike, yaklasik 1.5 nm'lik bir
hidrodinamik yarigap ve vaklasik 30 nm'de bir oligomer piki (st
panel) karsilik gelirken anle138C varliginda Abeta4( agregat durumu
(orta panel), monomer pikine el olarak yaklasik 20 nm'de bir oligomer
piki gosterdi. Alttaki panel, omegim santrifiljlenmesinden sonra
olculen, amiloid fibrillar Abeta40 durumuna yonelik ebat dagilimini
gosterir. ABeta agregasyonu, dinamik 1sik sagilimi yoluyla analiz
edildi. DLS ol¢tumleri, iki tekrar halinde 25°C'de, bir DynaPro Titan
(Wyatt Technology Corp., CA) aleti lizerinde, 827.08 nm'lik bir lazer

ile yapildi. Sagma agis1 90° 1di. DLS dl¢imil, 10 saniye uzunlugunda
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yirmi alimdan olusuyordu. Cozeltinm refraktif endeksi (RI), 589 nm
ve 20°C'de 1.333'te ayarland1 ve calisilan dalga boyunda RI, Cauchy
denklemi yoluyla, 3119 nm” katsay ile elde edildi. Viskozite, 20°C'de
1.019 cp 1di ve sicakliga bagimli degisimler, bir sulu model ile
hesaplandi. Ebat dagilimi, sinirlanmus bir regiilarizasyon yontemi ile

belirlenda.

Sekil 17'de gosterilen bu deney bulgulari, anlel38c'nin, blyuk
Abeta40 oligomerleri olusumunu inhibe ettigini gosterir, bu ise
anle138cmin ve ilgili bilesiklerin ayrica ABeta agregasyonuna
mudahale edebildigini, Alzheimer hastaligi gibi, agrege olmus ABeta
birikintisi ile noropatolojik olarak karakterize edilen hastaliklarda

terapotik ve tami amach olarak kullanilabilecegini gosterir.

Mevcut agiklamaya ait bilesiklerin alternatif bir duizenegi, asagidaki
maddelerde ozetlenir. Bu bilesikler, bulusa ait yukarida bahsedilen
bilesiklerle aym sekilde kullamlabilir.

1. Asagdaki formuil (I) ile temsil edilen bir bilesik
X==Y

Ri Ré
e A L
RZ /\ PRy,
\/ ?Ir
i
N e
Ry R: RiO “Tf RS
I
burada

X, Y ve L birbirinden bagimsiz olarak yonsiiz sekilde -C(R11){(R12)-,
-C(R13)=, -N(R14)-, -N=, -N'(R17)=, -O- ve -S- arasindan segilir;
M ve Z birbirinden bagimsiz olarak yonsuz sekilde sunlar arasindan

secilir
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~C(R15)-, -C~,
|

~N*(R18)- ve —N-,
! !

- - - -, istege bagh bir ikili bag: temsil eder;

R1 ila R15 veya R17 veya R18 birbirinden bagimsiz olarak hidrojen,
halo, siyano, hidroksi, nitro, amino, azido, siilfonil, tiyo, fosfonil,
karboksi, karbonilamido, alkil, alkenil, alkinil, alkoksi, asil, asiloksi,
asilamino, bir karbosiklik grubu, karbosiklooksi, karbosikloalkil,
karbosikloalkenil, aril, arilalkil, arilalkenil, arilalkinil, ariloksi,
arilalkoksi, bir heterosiklik grup, heterosiklooksi, heterosikloalkil, bir
heteroaril grubu, heteroariloksi, heteroarilalkil, heteroarilalkenil ve
heteroarilalkoksi arasindan segilir veya iki komsu grup baglanarak 1
ila 6 karbon atomuna sahip bir kopri grubu olusturulabilir, burada bir
veya 1ki karbon atomu, -O-, -S- veya -N(R')- ile degistirilebilir, burada
R', H ve C,_jalkil arasindan secilir; bunlarin her biri istege bagli olarak
ikame edilir;

ayrica bunun bir on ilaci, esteri, solvati veya tuzu;

buradaki sart, bilesigin asagidaki (a), (b) veya (c) bilesiklerinden biri

olmamasidir.

IN—/N

[/N - T~\\ OH /Z \ OH
e = \ / 13r 0 o \/ = hBr
SNy YNy
07 {(a) = 0N (b) A
CH; CHs

CT

~ . A [
S ey ﬁ/ SO0l
Br
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2. Madde I'e gore bilesik olup, burada A halkas1 yonlu sekilde
asagidaki yapilar arasindan secilir:

RiZ Rl RI1L RI2

b
. N——N — N
{/ \ SN W o
z W/// %‘N,/ \\:,// T

\T‘/’
RI R
N - ,N\ — (- —\\
/ \ / |
/A /W [/ \
~ _A\ L NN /
]l\' ' N
5 R13 RI3

b

P P—x
e M

N
3. Madde 1 veya 2've gore bilesik olup, burada R7, halo, siyano,

hidroksi, nitro, azido, alkoksi, tiyo, alkiltiyo, amino, haloalkokst,
10 alkil veya haloalkildir.

4, Madde 1 ila 3'ten herhangi birine gore bilesik olup, burada R2

ve R3'in her biri, birbirinden bagimsiz olarak hidroksi ve C;,

alkoksi arasindan segilir; veya R2 ve R3 birlikte bir -O-(CH;)n-O-

yapis1 olusturur, burada n, 1 1la 3'tor, tercthen n, 1'dir.

15 5. Asagidaki formul (I) ile temsil edilen bir bilesik
X==Y

R1 ) Ré
Foa
R2 M. 7 R7
= | \L/ = |
. ]
RSAK\R.‘? R]O/\T/\RS
burada

X, Y ve L birbirinden bagimsiz olarak yonsiiz sekilde -C(R11){(R12)-,
-C(R13)=, -N(R14)-, -N=, -N"(R17)=, -O- ve -S- arasmdan segilir;
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M ve Z birbirinden bagimsiz olarak yonsiiz sekilde sunlar arasindan
secilir

~C(R15)-, —C=,

-N*(R17)= ve —N-,
| I

- - - -, 1stege bagh bir ikili bag1 temsil eder;
R1 1la R15 veya R17 veya R18 birbirinden bagimsiz olarak hidrojen,
halo, siyano, hidroksi, nitro, amino, azido, sillfonil, tiyo, fosfonil,
karboksi, karbonilamido, alkil, alkenil, alkinil, alkoksi, asil, asiloksi,
asilamino, bir karbosiklik grubu, karbosiklooksi, karbosikloalkil,
karbosikloalkenil, aril, arilalkil, arilalkenil, arilalkinil, ariloksi,
arilalkoksi, bir heterosiklik grup, heterosiklooksi, heterosikloalkil, bir
heteroaril grubu, heteroariloksi, heteroarilalkil, heteroarilalkenil ve
heteroarilalkoksi arasindan segilir veya 1ki komsu grup baglanarak 1
ila 6 karbon atomuna sahip bir koprit grubu olusturulabilir, burada bir
veya 1ki karbon atomu, -O-, -S- veya -N(R")- ile degistirilebilir, burada
R', H ve C,_jalkil arasindan segilir; bunlarin her biri istege bagli olarak
ikame edilir;
ayrica bunun bir on ilaci, esteri, solvati veya tuzu;
protein agregasyonu ile baglantili bir hastaligm ve/veya bir
norodejeneratif  hastaligin ~ tedavisinde  veya  Onlenmesinde
kullanilmaya yoneliktir.
6. Madde 5'te tamimlanan, formil (I) ile temsil edilen bir bilesigin,
protein agregasyonu 1ile baglantili bir hastaligm ve/veya bir
norodejeneratif hastaligin  tedavisi veya Onlenmesi amach

farmasotik bir kompozisyonun hazirlanmasimda kullanilmasi.
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7. Protein agregasyonu ile baglantili bir hastah@m ve/veya bir
norodejeneratif hastahi@im tedavisi veya onlenmesi amach bir
yontem olup, madde 5'te tamimlanan formiil (I) ile temsil edilen bir
bilesikten terapotik agidan etkili bir miktarin, buna ihtiya¢ duyan
bir hastaya uygulanmasini i¢erir,
8. Protein agregasyonu ile baglantili bir hastalikta ve/veya bir
norodejeneratif hastalikta rol oynayan bir proteinin agregasyonunu
inhibe etmeye yonelik bir bilesigi tanimlama yontemi olup, asagidaki
adimlar1 igerir:
etiketlenmis bir monomerik proteinin ve adi gegen proteinin farkl
sekilde etiketlenmig bir agregatinin, madde 5'te tamimlanan bir bilesik
olan bir aday agregasyon inhibitoriniin (1) varhg@inda ve/veya (2)
yoklugunda temas ettirilmesi;
monomerik proteinin, adi gecen protein agregatina baglanma
derecesini temsil eden, ortak lokalize etiketlerin miktarinin
belirlenmesi; ve
ad1 gecen bilesigin varhginda ve yoklugunda elde edilen sonucun
karsilastirilmasi, burada adi gegen bilesigin varliginda ortak lokalize
olmus etiketlerde azalma, bilesigin adi gegen proteiin agregasyonunu
inhibe edebildigini gostergesidir.
9. Madde 8'e ait yontem olup, burada adi gecgen etiketler, fllloresan
etiketleridir.
10. Madde 8 veya 9'a ait yontem olup, burada ad1 gegen ctiketler, adi
gecen proteine spesifik olarak baglanan bir antikora veya bir antikor
fragmanina eklenir.
11. Madde 10'a ait yontem olup, burada adi gegen antikor veya antikor

fragmani, agrege olmus ve monomerik proteini ayirt edebilir.
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12. Madde 8 ila 11'den herhangi birine ait yontem olup, burada ortak
lokalize etiket miktari, "yogun sekilde fluioresanh hedeflerin taranmasi
(SIFT)" veya Fluoresan rezonans enerji transferi (FRET) veya yuksek
cozunuirluklu konfokal gortintileme yontemi kullanilarak belirlenir.
13. Madde 8 ila 12'den herhangi birine ait yontem olup, burada adi
gecen monomerik ve agrege olmus proteinler, prion proteini, Amiloid
oncit protein (APP), alfa-siniiklein, superoksid dismutaz, tau,
imminoglobulin, Amiloid-A, transtiretin, Beta2-mikroglobulin,
sistatin C, Apolipoprotein A1, TDP-43, islet amiloid polipeptit, ANF,
gelsolin, msulin, lizozim, fibrinojen, huntingtin ve ataksin ve bir Poly-
Q kumesine sahip diger proteinler ve adi gegen proteinlerin
fragmanlar veya turevlerinden olusan gruptan segilir.
14. Madde 13'e ait yontem olup, burada ad1 gecen monomerik protein,
prion protemidir ve ad1 gegen agrege olmus protein, PrPsc'dir.
15. Madde 13'e ait yontem olup, burada ad1 gegen monomerik protein,
alfa-Sinuikleindir ve adi gegen agrege olmus protein, alfa-Siniikleinin
oligomerler1 veya protofibriller1 veya fibrillerinden olusan gruptan
secilir,
16. Protein agregasyonu ile baglantili bir hastah@in ve/veya bir
norodejeneratif hastalifin tedavisinde veya Onlenmesinde in vivo
etkinlige sahip bilesikleri segme yontemi olup asagidakileri igerir;
(a) madde S5'te tanimlanan bir aday bilesigin, madde 13 ila
15'ten herhangi birinde tamimlanan proteinin agrege olabilen
izoformuna sahip bir hilcre killtiriine veya insan dig1 bir
hayvana uygulanmast;
(b) gdozlemlenebilen agregat miktarinin nicelendirilmesi; ve
(c) ad1 gegen proteinin agregatlarini veya agregat olusumunu

azaltabilen veya hiicre kiltiriinlin veya insan disi hayvanm
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hayatta kalma siiresini arttirabilen bir bilesigin tanimlanmasi ve
secilmesi.
17. Madde 5'te tamimlanan bir bilesigin, in vitro, bir hayvan i¢inde
veya ex vivo protein agregasyonunu inhibe etmede kullanilmasi.

5 18. Madde 5'te tamimlanan bir bilesik ve 1stege bagli olarak farmasotik
acidan kabul edilebilir bir tasiyicr iceren farmasdtik veya tani amacl
bir kompozisyon.

19. Madde 1 ila 5'ten herhangi birine gore bilesik veya madde 6'va
gore kullamim veya madde 7 ila 16'dan herhangi birine gore yontem
10 veya madde 17've gore kullanim veya madde 18'e gore kompozisyon

olup, burada ad1 gecen bilesik, asagidakilerden olusan gruptan secilir:
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burada her R16 birbirinden bagimsiz olarak H ve C,_jalkil arasindan
secilir; veya iki komsu R16 grubu baglanarak 1 ila 3 karbon atomuna
sahip bir kdpril grubu olusturulabilir; ayrica bunun bir 6n ilaci, esteri,
solvati veya tuzu.

20. Madde 16 veva 19'dan herhangi birine gore yontem veya madde
17 1la 19'dan herhangi birine gore kullanim, madde 18 veya 19'dan
herhangi birine gore tam amagh kompozisyon olup, burada adi gegen
bilesik, saptanabilir sekilde etiketlenir.

21. Madde 16, 19 ila 20'den herhangi birine gore yontem veya madde
17, 19 ila 20'den herhangi birine gore kullanim olup, burada adi gegen
bilesiklerden ikisi veya daha fazlas: ayni anda kullamlir.

22. Madde 5 veya 19'dan herhangi birine gore bilesik olup, burada
protein agregasyonu ile baglantihi adi gecen hastalik, en az bir
proteinin veya bunun bir fragmaninin veya tirevinin agrege olmus bir
formunun varhigi ile karakterize edilir, burada protein, prion proteini,
Amiloid 6nci1 protein (APP), alfa-siniiklein, stiperoksid dismutaz, tau,
immilnoglobulin, Amiloid-A, transtiretin, Beta2-mikroglobulin,
sistatin C, Apolipoprotein A1, TDP-43, Islet amiloid polipeptit, ANF,
gelsolin, 1nsulin, lizozim, fibrinojen, huntingtin ve ataksin ve bir Poly-
Q kimesine sahip diger proteinlerden olusan gruptan segilir.

23. Madde 5, 19 veya 22'den herhangi birine gore bilesik olup, burada
ad1 gecen hastalik, Alzheimer hastaligi, prion hastaligi, Parkinson
hastaligi, c¢oklu sistem atrofisi, Diflize Lewy cisimi hastaligl,
frontotemporal demans, amiyotrofik lateral skleroz, Huntington
hastaligi, spinoserebellar ataksi ve diger Poli-Q hastaliklari, kalitsal
serebral amiloid anjiyopati, ailevi amiloid polindropati, primer
sistemik amiloidoz (AL amiloidoz), reaktif sistemik amiloidoz (AA

amiloidoz), tip Il diyabet, enjeksiyon-lokalize amiloidoz, beta-2



10

15

20

25

112

mikroglobulin amiloidoz, kalitsal noropatik olmayan amiloidoz ve
Finlandiya kalitsal sistemik amiloidozdan olusan gruptan segilir.

24, Madde 23'e gore bilesik olup, burada adi gegen prion hastalig,
Creutzfeldt-Jakob hastaligi, varyant Creutzfeldt-Jakob hastaligi,
genetik san prion hastaligl, Sigir Spongiform Ensefalopati (BSE) ve
Scrapie arasindan segilir.

25. Madde 5 ve 18 ila 24'ten herhangi birinde tanimlanan bilesigi ve
ek olarak adi gegen bilesige spesifik olarak baglanan bir antikor veya
antikor fragmani; ve/veya madde 13 ila 15'te tamimlandigi gibi
monomerik veya agrege olmus protein; ve/veya istege bagli olarak adi
gecen bilesik 1le kompleks haline getirilmis, madde 13 ila 15'te
tammlandig1 gibi monomerik veya agrege olmus protein ve kullanma

talimatlar igeren, bir veya daha fazla kap i¢cinde bir kit.

Burada kullanildig: gibi "halo" terimi, florin, klorin, bromin ve iyodin
arasindan segilen, tercihen bromin olan bir halojen atomuna karsilik

gelir.

Burada kullanildigi gibi "karboksi" terimi, -COOH grubuna karsilik
gelir.

"Alkil" ve "alk" terimleri, 1 1la 12 karbon atomu, tercihen 1 ila 6
karbon atomu, daha fazla tercihen 1 ila 4 karbon atomu ihtiva eden,
diiz veya dalli zincirli bir alkan (hidrokarbon) radikaline karsilik gelir.
Bu tiur omek gruplar arasinda, bunlarla simirli olmamakla birlikte
metil, etil, propil, izopropil, n-butil, t-butil, izobutil, pentil, heksil,

izoheksil, heptil bulunur.

"Alkenl" terimi, 2 1la 12 karbon atomu, tercihen 2 ila 6 karbon atomu
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ve en az bir karbon-karbon ikili bagr ihtiva eden, diz veya dalh
zincirli bir hidrokarbon radikaline kargilik gelir. Bu tir ornek gruplar

arasimda etenil veya alil bulunur.

"Alkinil" terimi, 2 ila 12 karbon atomu, tercihen 2 1la 6 karbon atomu
ve en az bir karbondan karbona t¢li bag ihtiva eden, diiz veya dalli
zincirli bir hidrokarbon radikaline karsilik gelir, Bu tur 6rnek gruplar

arasinda etinil bulunur.

"Alkoksi" terimi, bir oksijen bagi (-O-) yoluyla baglanis, yukarida
tarif edildigi gibi bir alkil grubuna karsilik gelir.

Mevcut bulusa gore bir "asil grubu", bir alkil, aril, heterosiklik veya
heteroarilin bir karbonil grubuna eklendigi fonksiyonel bir gruptur.
Asil gruplarmin ornekleri, formil grubu; C,, alkil-karbonil grubu
ornegin asctil grubu, propiyonil grubu, butiril grubu ve pivaloil grubu;
C,.¢ alkenil-karbonil grubu drnegin etenoil grubu, propenoil grubu ve
butenoil grubu; aroil grubu Ornegin benzoil grubu ve benzeri, tercihen
asctil grubudur.

Burada kullamldigi gibi "asiloksi" terimi, -O-'va baglannmus bir asil
grubuna karsilik gelir. Benzer sekilde "asilamino", -N(R") -'ve
baglanmis bir asil grubuna karsihik gelir, burada R", H veya CI-6
alkildir.

"Karbosiklik grubu" terimi, 1 ila 4 halka, tercihen 1 halka ve halka
basina 3 ila 8 karbon ihtiva eden, tam doymus siklik bir hidrokarbon
grubuna karsilik gelir. Bu tir ornek gruplar arasinda siklopropil,

siklobutil, siklopentil, sikloheksil, vb. bulunur.
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"Karbosiklooksi" terimi, bir oksijen bag (-O-) yoluyla baglanmuis,
yukarida tarif edildigi gibi bir karbosiklik gruba karsilik gelir.

"Karbosikloalkil" terimi, bir karbosiklik grubu ile itkame edilmis bir
alkil grubuna karsilik gelir, burada karbosiklik ve alkil, yukarida
belirtildigi gibi tanimlanir.

"Karbosikloalkenil™ terimi, bir karbosiklik grubu ile ikame edilmis bir
alkenil grubuna karsilik gelir, burada karbosiklik grubu ve alkenil,

yukarida belirtildigi gibi tanmimlanur.

"Aril" terimi, 6 ila 20, tercihen 6 ila 10 omurga karbon atomuna sahip
ve 1 ila 3 aromatik halkaya sahip olan siklik, aromatik hidrokarbon
gruplarina, ozellikle fenil, bifenil veya naftil gibi monosiklik veya
bisiklik gruplara karsilik gelir. iki veya daha fazla aromatik halka
(bisiklik, vb.) 1thtiva ettiginde aril grubunun aromatik halkalan, tek bir
noktadan birlestirilebilir (0rn., bifenil) veya fuzyonla birlestirilebilir
(orn., naftil, fenantrenil ve benzeri).

"Arilalkil" terimi, bir aril grubu ile ikame edilmis bir alkil grubuna

karsilik gelir, burada aril ve alkil, yukarida belirtildigi gibi tanimlanir.
"Arilalkenil" terimi, bir aril grubu ile ikame edilmis bir alkenil
grubuna karsilik gelir, burada aril ve alkenil, yukarida belirtildigi gibi

tanimlanir,

"Arilalkinil" terimi, bir aril grubu ile ikame edilmis bir alkinil grubuna
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karsihk gelir, burada arl ve alkinil, yukanda belirtildigi gibi

tanmimlanir.

"Ariloksi" terimi, bir oksijen bagi (-O-) yoluyla baglanmis, yukarida
tarif edildigi gibi bir aril grubuna, dmegin fenoksi grubu, antriloksi
grubu, bifenililoksi grubu ve benzerine, tercihen fenoksi grubuna

karsilik gelir,

"Arilalkoksi" terimi, bir aril grubu ile ikame edilmis bir alkoksi
grubuna karsilik gelir, burada aril ve alkoksi, yukarida belirtildigi gibi

tanimlanir.

"Heterosiklik grup" terimi, tamamen doymus veya kismen veya
tamamen doymamus, siklik gruplara karsihk gelir (6rnegin 3 ila 7
uyeli monosiklik, 7 ila 11 tyeli bisiklik veya 10 ila 16 Giyeli trisiklik
halka sistemi} ve en az bir karbon atomu ihtiva eden halkada en az bir
heteroatoma sahiptir. Bir heteroatom 1htiva eden heterosiklik
grubunun her halkasi, nitrojen atomlar, oksijen atomlart ve/veya
stlfur atomlar arasindan segilen 1, 2, 3 veya 4 heteroatoma sahip
olabilir, burada nitrojen ve sulfur heteroatomlar: istege bagl olarak
oksidize edilebilir ve nitrojen heteroatomlar istege bagli olarak
katernize edilebilir. ("Heteroarilyum" terimi, bir katernar nitrojen
atomu ve boylelikle bir pozitif yik tasiyan bir heteroaril grubuna
karsilik gelir.) Heterosiklik grup, molekiliin geri kalanma halkanm
veya halka sisteminin herhangi bir heteroatomundan veya karbon
atomundan eklenebilir. Ornek monosiklik heterosiklik gruplar
arasinda etilen oksid, azetidinil, pirolidinil, pirolil, pirazolil, oksetanil,

pirazolinil, 1midazolil, imidazolinil, 1midazolidinil, oksazolil,
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oksazolidinil, 1zoksazolmil, 1zoksazolil, tiyazolil, tiyadiazolil,
tiyazolidinil, izotiyazolil, izotiyazolidinil, furil, tetrahidrofuril, tiyenil,
oksadiazolil,  piperidinil,  piperazimil,  2-oksopiperazinil,  2-
oksopiperidinil, 2-oksopirolodinil, 2-oksoazepinil, azepinil,
heksahidrodiazepinil, 4-piperidonil, piridil, pirazinil, pirimidinil,
piridazinil, triazinil, triazolil, tetrazolil, tetrahidropiranil, morfolinil,
tiyvamolpholinil, tiyamorfolinil siilfoksid, tiyamorfolinil sulfon, 1,3-
dioksolan ve tetrahidro-1,1-dioksotiyenil ve benzeri bulunur. Ornek
bisiklik heterosiklik gruplar arasinda indolil, izoindolil, benzotivazolil,
benzodioksolil, benzoksazolil, benzoksadiazolil, benzotiyenil,
kintiklidinil, kinolinil, tetrahidroizokinolinil, 1zokinolinil,
benzimidazolil, benzopiranil, indolizinil, benzofuril, benzofurazanil,
kromonil, kumarinil, benzopiranil, sinnolinil, kinoksalinil, indazolil,
pirolopiridil, furopiridinil (drnegin furo [2,3-¢] piridinil, furo [3,2-b]
piridinil] veya furo [2,3-b] piridinil), dihidrobenzodioksinil,
dihidrodioksidobenzotiyofenil,  dihidroizoindolil,  dihidroindolil,
dihidrokinolinil, dihidrokinazolinil  (drmegin  3.4-dihidro-4-okso-
kinazolinil), triazinilazepinil, tetrahidrokinolinil ve benzeri bulunur.
Omek trisiklik heterosiklik gruplar arasinda karbazolil, benzidolil,
fenantrolinil, dibenzofuranil, akridinil, fenantridinil, ksantenil ve

benzeri bulunur.

"Heterosiklooksi" terimi, bir oksijen bagi (-O-) yoluyla baglanmus,
yukarida tarif edildigi gibi bir heterosiklik gruba karsilik gelir.

"Heterosikloalkil" terimi, bir heterosiklik grup ile ikame edilmis bir
alkil grubuna karsilik gelir, burada heterosiklik ve alkil, yukarida
belirtildigi gibi tanimlanar.
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Burada kullanildigi gibi "heteroaril” terimi, heteroatomlar olarak
oksijen, sillfir ve/veya nitrojen ihtiva edebilen ve buna baska bir
aromatik halkanin fizyonla birlestirilebildigi, 5 veya 6 elemanli bir
aromatik halkaya karsilik gelir. Smirlama olmadan heteroaril
gruplarinim smurlayier olmayan ormekleri, benzofuranil, furil, tiyenil,
benzotiyenil, tiyazolil, imidazolil, oksazolil, oksadiazolil, tiyadiazolil,
benzotiyazolil, triazolil, tetrazolil, izoksazolil, izotiyazolil, pirolil,
piranil, tetrahidropiranil, pirazolil, piridil, kinolinil, izokinolinil,
purinil, karbazolil, benzoksazolil, benzamidazolil, indolil, izoindolil,
pirazinil, diazinil, pirazin, triaziniltriazin, tetrazinil, tetrazolil,

benzotiyofenil, benzopiridil ve benzimidazolldir.

"Heteroariloksi" terimi, bir oksijen bagi (-O-) yoluyla baglanmus,

yukarida tarif edildigi gibi bir heteroaril grubuna karsilik gelir.

"Heteroarilalkil", "heteroarilalkenil" ve "heteroarilalkimil" terimler,
bir alkil, alkenil veya alkinil grubunun bir heteroaril grubu ile ikame
edildigi gruplara karsihik gelir, burada heteroaril ve alkil, alkenil ve

alkinil, yukarida belirtildigi gibi tanimlanir.

"Heteroarilalkoksi" terimi, bir heteroaril grubu ile ikame edilmis bir
alkoksi grubuna karsilik gelir, burada heteroaril ve alkoksi, yukarida

belirtildigi gibi tanimlanir.

Burada kullanildig1 gibi "ikame edilmis" terimi, herhangi bir ekleme
noktasindan bir veya daha fazla ikame edici, tercihen 1 ila 4 ikame

edici 1le itkame edilmis bir gruba karsilik gelir. Ornek ikame ediciler
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arasinda, bunlarla simirl olmamakla birlikte asagidaki gruplardan bin
veya daha fazlasi bulunur: alkil, alkoksi, halo, hidroksi, karboksi
(yani, -COOH), alkoksikarbonil, alkilkarboniloksi, amino (yani -NHs),

tiyol ve nitro.

Tercih edilen alternatif bir dizenekte R1, hidrojen ve alkilden olusan

gruptan secilir, daha fazla tercihen hidrojendir.

Tercih edilen alternatif bir diizenckte R2, hidroksi ve alkoksiden

olusan gruptan segilir.

Tercih edilen alternatif bir diizenekte R3, hidroksi ve alkoksiden

olusan gruptan seg¢ilir.

Baska bir tercih edilen alternatif diizenekte R2 ve R3 birbirine
baglanir ve bir -O(CH,),O- vapist olusturur, burada n, 1 ila 3'tir,
tercthen n, 1'dir.

Tercth edilen alternatif bir duzeneckte R4, hidrojen, hidroksi ve

alkoksiden olusan gruptan segilir, daha fazla tercihen hidrojendir.

Tercih edilen alternatif bir dizenekte RS, hidrojen ve alkilden olusan

gruptan segilir, daha fazla tercihen hidrojendir.

Tercih edilen alternatif bir dizenekte R6, hidrojen ve alkilden olusan

gruptan secilir, daha fazla tercihen hidrojendir.

Tercih edilen alternatif bir diizenekte R7, hidrojen, halo, siyano, nitro,

hidroksi ve alkoksiden olusan gruptan segilir, daha fazla tercihen R7,
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hidrojen, halo, hidroks1 veya alkoksidir, hatta daha fazla tercithen R7,

halodur.

Tercih edilen alternatif bir duzenckte RS8, hidrojen, hidroksi ve

alkoksiden olusan gruptan segilir.

Tercih edilen alternatif bir diizenekte R9, hidrojen, halo, hidroksi ve

alkoksiden olusan gruptan segilir.

Tercih edilen alternatif bir diizenekte R10, hidrojen ve alkilden olusan

gruptan segilir, daha fazla tercihen hidrojendir.

Tercih edilen alternatif bir diizenekte R11, hidrojen ve alkilden olusan

gruptan secilir,

Tercih edilen alternatif bir diizenekte R12, hidrojen ve alkilden olusan
gruptan secilir.
Tercih edilen alternatif bir dizenekte R13, hidrojen ve alkilden olusan

gruptan segilir.

Tercih edilen alternatif bir diizenekte R14, hidrojen ve alkilden olusan

gruptan segilir.

Tercih edilen alternatif bir diizenekte R15, hidrojen ve alkilden olusan

gruptan secilir,

Bulusa ait bilesigin tercih edilen baska bir alternatif diizeneginde R7,
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halo, siyano, hidroksil veya nitro, azido, alkoksi, tiyo, alkiltivo,

amino, haloalkoksi, alkil veya haloalkildir.

Tercih edilen alternatif bir dizenekte R7, halo, sivano, hidroksil veya

nitrodur, daha fazla tercihen halo'dur.

Baska bir tercih edilen alternatif diizenekte R2 ve R3Min her biri,
birbirinden bagimsiz olarak hidroksi ve C, alkoksi arasindan segilir;
veya R2 ve R3 birlikte bir -O-(CH,),-O- yapisi olusturur, burada n, 1

ila 3'tir, tercithen n, 1'dir.

Tercih edilen alternatif bir diizenekte bilesik, asagidakilerden olusan

gruptan secilir
Kie
- g'y

A o HEd] “f'!f-
. In [H ' v

1]
l\ T [
Rinli™ o N \/Ll-kuv RIt” e P TN

N-\
. /.
{)
SN | A n kw)\/\,(\/\\
\ L - S
O TR Y RI6L"
ok Ilul |
e
Ris ;.\.‘"N'
‘5 — A _,//’)‘“* e R
R A S o ORI j {
é o I’r \if Hrm'L" \'T/ “ORIn
. iy
Rieal” e T=T ORI Ul

Ve



10

15

121

/RIG
ORI6 N~XN

Hal
burada her R16 birbirinden bagimsiz olarak H ve C, jalkil arasindan
secilir; veya 1ki komsu R16 grubu baglanarak 1 ila 3 karbon atomuna
sahip bir koprit grubu olusturulabilir; ayrica bunun on ilaglan,

esterleri, solvatlar1 veya tuzlari.

Daha fazla tercith edilen alternatif bir dizenekte bilesik,

asagidakilerden olusan gruptan segilir:
/OH

=

n-0

\’/ \ ,/—CH

3-(4-Hidroksifenil)-5-(3,4-dihidroksifenil)izoksazol

_NH /OMe
N-

MeO 1/\]//1‘\} /)“—Oi\ne
Me( “/

3,5-Bis(3,4-dimetoksifenil)pirazol

N,ﬂ ~NH .
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5-(3-Bromofenil)-3-(3,4-metilendioksifenil)pirazol
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N»NH -
O --ﬂ\%}\(‘}
T -
oA 2

5-(3-Florofenil)-3-(3,4-metilendioksifenil)pirazol

N—NH
HO 7 O

HO F

3-(3,4-Dihidroksifenil)-5-(3-florofenil)pirazol

OH

HBr HN—\ =
HOMN \ /—OH

L~

HO

2,4-Bis(3,4-dihidroksifenil)imidazol hidrobromid

IVIC A

3-(3,4-Dimetoksifenil)-5-(3,4,5-trimetoksifenil)pirazol

Her N-NH ¢

HOL A\ 2

I

HO \r =
OH

5-(3,5-Dibromofenil)-3-(3,4,5-trihidroksifenil)pirazol hidrobromid
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Pt NP N i\ //'
" Y X 4
A

~ Br

5-(3-Bromofenil)-3-(2-hidroksifenil)pirazol (10353 _F11)

Alternatif duzenege ait bilesikler, saptanabilir sckilde etiketlenebilir.
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TARIFNAME ICERISINDE ATIF YAPILAN REFERANSLAR

Bagvuru sahibi tarafindan atif yapilan referanslara iligkin bu liste,
yalmzca okuyucunun vardim igindir ve Avrupa Patent Belgesinin bir
kismini olusturmaz. Her ne kadar referanslarin derlenmesine buyuk
onem verilmis olsa da, hatalar veya cksiklikler engellenememektedir

ve EPO bu baglamda hi¢bir sorumluluk kabul etmemektedir.
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« US 20070276034 A [0004] « DE 3218121 [0101]
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* R. LANGER. Chem. Tech., 2002, vol. 45, 763-774 [0147]
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SEKILLERDEKI YAZILARIN ANLAMLARI
SEKIL 1
A = 3,5-Difenil-pirazol (DPP)

B = Sembol buyuklugu ~ # kiime elemanlari
C =P _CC - Hucre kiulturu aktiflerinin oran1 {tp3_reduktion ==1)
D =P _SIFT- SIFT aktiflerinin oran (tp1_sift > 0.25)

SEKIL 2

E = simflandirilmamis

SEKIL 4
F = kontrol

G =gin

SEKIL 5

H = prion inokiilasyonu

[ =uygulama 1.p.

J = uygulama oral

K = PrPSc diuzeyi dalak [kontrole gore]
L = yiizde

M = derece

SEKIL 6

N = PrP* diizeyi

O = PrPSc dizeyi beyin [tedavi edilmemis kontrole gore]
P = tedavi edilmemis

R = 80. giine kadar degisim %’si

S = apoptik hitcre/10 gorsel alan (100 x buylitme)
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SEKIL 7
T = fistik

SEKIL 8

U = bilesik (351F11) konsantrasyonu

V = bilesiksiz

Y = Kontrolin %’s1 olarak agregat sinyali (SIFT)

Z = bilesik konsantrasyonu

SEKIL 9
Al = Kontrol %’s1
B1 =bilesik

SEKIL 10

C1 = PrPSc diizeyi beyin [80 dpi %’si]

D1 = Enfeksiyondan sonra giin (dpi)

El = apopt. hiicre/10 gorsel alan [100x buylitme]
F1l = Fare agirhig [g]

SEKIL 11

G1 = tedavi yok

H1 = Enfeksiyondan sonra giin
[l = intraperitonel

J1 = oral (gavaj)

K1 = oral (fistik yag1)

SEKIL 12
L1 = PrP™ diizeyi beyin
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M1 = doz [mg/gin]

SEKIL 13
N1 = PrP° duzeyi [baslangi¢ %’si]
O1 = Baslangig

SEKIL 14

P1 = konsantrasyon beyin [ng/mL]
R1 = sure [saat]

S1 = oral (DMSO/bitkisel yag 1mg)
T1 = oral (fistik yagi Img)

UT = oral (fistik yag1 Smg)

V1 = konsantrasyon serum [ng/mlL.]

SEKIL 17
Y1 = Yogunluk %’si
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