41

OZET

KARDIYOVASKULER, METABOLIK VE ENFLAMATUAR HASTALIK ALANLARI iLE
ILISKiLi HASTALIKLARIN TEDAVISINDE COKLU DOYMAMIS YAGLI ASITLERI

Bulus, dodal olarak olusan ¢oklu doymamig yag asitlerine kiyasla gelismis biyolojik aktiviteye

5  sahip olan lipit bilesikler ile ilgilidir.
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ISTEMLER

Asagidaki formule ait bir lipit bilesigi olup, ozelligi;

icerisinde

R: ve Rsifadeleri ayni ya da farklidir ve Ry ve Rsifadelerinin her ikisinin de bir hidrojen

atomu olmamasi gartiyla, bir hidrojen atomu ve bir alkil grubundan secilmektedir;

X ifadesi bir karboksilik asittir ya da bunlarin bir turevi olup, icerisinde turevi, bir
karboksilik ester, bir karboksamid, bir monogliserit, bir digliserit, bir trigliserit ya da bir

fosfelipittir;
ya da bunlarin farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzudur.

Istem 1°e gore bir lipit bilesigi olup, dzelligi; icerisinde alkil grubunun, Rz ve Rsifadelerinin
tanimlanmasinda, metil, etil, n-propil, izopropil, n-butil, sek-butil ve n-hekzil arasindan
secilmesidir.

Istem 1'e gore bir lipit bilesigi olup, dzelligi; icerisinde R; ifadesinin hidrojen olmasidir, Ra
ifadesinin bir alkil grubu ve X ifadesinin bir karboksilik asit olmasidir.

Istem 3¢ gore bir lipit bilesidi olup, ®zelligi; icerisinde alkil grubunun bir etil grubu
olmasidir.

Istem 1 ya da 3'e gore bir lipit bilesidi olup, 6zellidi; asadidaki formule ait olmasidir.

oy,

En

W% M’{WAMMW#”WN‘% _ﬁ,.\.ﬂ‘" ”‘%W,W4 ﬁ,’}”%.}{\vgﬁ
Istem 5'e gore bir lipit bilesigi olup, 6zelligi; icerisinde bilesigin kendi R enantiomer
formu halinde mevcut olmasidir.

Istem 5e gore bir lipit bilesigi olup, dzelligi; icerisinde bilesigin kendi S enantiomer
formu halinde mevcut olmasidir.
Onceki istemlerin herhangi birine gore bir lipit bilesigi olup, 6zelligi; icerisinde bilesigin

tuzunun
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C \

x

3

- %
/ % arasindan segilmekte olup

icerisinde X ifadesi COO olmaktadir ve Z* ifadesi, Li*, Na*, K", NH4*, protonlu primer
amin, bir protonlu aminopiridin, bir protonlu sekonder amin, bir protonlu tersiyer amin,

bir protonlu guanidin ya da bir protonlu heterosikl arasindan secilmektedir;

5 arasindan segilmekte olup
icerisinde X ifadesi COO™ olmaktadir ve Z%* ifadesi, Mg?*, Ca?" ya da bir dipprotonlu
diamin arasindan secilmektedir; ya da
10
ve icerisinde Rjifadesi, (5Z2,82,112,14Z,177}- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-il olmaktadir.
9. Istemler 1-3 ve 8'e gore bir lipit bilesigi olup, dzelligi; icerisinde alkil grubunun metil, etil
ya da propil olmasidir.
10. Istem 1'e gore bir lipit bilesigi olup, 6zelligi; icerisinde R: ve Rj ifadeleri ayni ya da
15 farkhdir ve metil ya da etil arasindan segilmektedir.

11. Onceki istemlerin herhangi birine gore bir lipit bilesidi olup, ozelligi; icerisinde X
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
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ifadesinin, bir karboksilik asit ya da bir ester, bir mono-gliserit, bir 2-mono- gliserit, bir

digliserit, bir trigliserit ya da bir fosfolipid formunda bunlarin bir turevi olmasidir.

istem 11°e gbre bir lipit bilesidi olup, dzelligi; icerisinde X ifadesinin, bir etil ester
formunda bir karboksilik asit turevi olmasidir.
Istem 11'e gore bir lipit bilesigi olup, ozelligi; igerisinde R, ve Rs ifadelerinin bir etil
grubu ve bir hidrojen olmasidir ve X ifadesinin bir 2- mono-gliserit formunda bir
karboksilik asit turevi olmasidir.
Istem 11'e gore bir lipit bilesigi olup, 6zelligi; icerisinde X ifadesinin bir karboksilik asit
olmasidr.
Istemler 1 - 5 ya da 8 - 14 arasinda herhangi birine gore bir lipit bilesigi olup, 6zelligi;
diastereomerler, enantiomerlerin bir karisimi halinde ya da rasemik formu halinde
olmasidir.
Istem 1°e gore bir lipit bilesigi olup, o6zelligi; icerisinde bilesik asagidakilerden
secilmektedir:

(F) bir lipit bilesigi, icerisinde X ifadesi, bir trigliserit formu halinde bir katrboksilik

asidin bir turevi olmaktadir; ya da
(G) bir lipit bilesigi, icerisinde X ifadesi, X ifadesi bir karboksilat tuzu olmaktadir.

istem 11:e gore bir lipit bilesigi olup, dzelligi; icerisinde bilesigin, (5Z2,8Z,112,14Z,172)-
ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi, R, R, ve Xwe baglanan karbondaki kendi R
enantiomer formu halinde mevcut olmasidir.

Istem 11°e gore bir lipit bilesigi olup, dzelligi; icerisinde bilesigin, (5Z,8Z2,112,14Z2,172)-
ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi, R, Rz, ve Xwe badlanan karbondaki kendi S

enantiomer formu halinde mevcut olmasidir.

Istem 1'e gore lipit bilesidi olup, dzelligi; icerisinde bilesigin:

b
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(R)-2-({5Z,8Z,11Z2,14Z,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi} butanoik asit;

(8)-2-((52,82,112,14Z,177)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) butanoik asit;

{:3

2-((5Z2,82,112 147 177)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi)-2- metilpropanoik asit; ya da

20.

21.

22,

23.

:if

i~

¥

i
% P
T H\mmmwww*ﬁmw%wﬁmm % %jfﬁ

b, ot
o o i A %’““w;

etil-2-((52,8Z2,112,14Z 17 Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) butanoik asit olmaktadir.

Bir farmasotik kompozisyon olup, ozelligi; istemler 5 — 7 arasinda herhangi birine gore
en az bir lipit bilesigi ve farmasotik olarak kabul edilen tasiyici, eksipiyan ya da seyreltici
ya da bunlarin herhangi kombinasyonunu icermesidir.

istem 20'ye gore farmasotik bir kompozisyon olup, dzelligi; ayrica farmasotik olarak

kabul edilen bir antioksidani icermesidir.

Istem 20 ya da 21°e gore farmasotik bir kompozisyon olup, ézelligi; oral tatbik igin

formule edilmesidir.

Istemler 20 - 22 arasinda herhangi birine gore farmasotik bir kompozisyon olup, ézelligi;
iltihaplanma, iltihaph bagirsak hastalidi (IBD}, romatoid artrit, ateroskleroz, diyabet,
periferal insilin direnci, dislipidemi ya da karisik dislipidemi dnlenmesi ya da tedavisinde

kullaniimasina yonelik
metabolik sendrom;
kolesterolt dusurmek igin;
HDL kolesterolu yukseltmek icin; ya da

Agirhk dusurulmesi igin kullanilmasina yonelik olup icerisinde en az bir lipit bilesigi 1

mg ila 3 g arasinda degisen gunluk bir dozda uygulanmasidir.

24. istem 23'e gore kullaniimasina yonelik bir farmasotik kompozisyon olup, ozelligi;
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29,

30.

31.

32.

33.
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icerisinde gunluk dozun, 50 mg ila 1 g arasinda, 50 mg ila 500 mg arasinda, 10 mg ila
2 g arasinda, 100 mg ila 1 g arasinda, 100 mg ila 500 mg arasinda ve 100 mg ila 250

mg arasindan secilmesidir.

istemler 20-22 arasinda herhangi birine gore farmasbdtik bir kompozisyon olup,

ozelligi; bir jelatin kapsul, bir tablet ya da bir tek dozluk paket formunda olmasidir.

Istemler 20-22 arasinda herhangi birine gore farmasotik bir kompozisyon olup,

ozelligi; bir ilag olarak kullanilmasina yonelik olmasidir.

Bir lipit kompozisyon olup, ozelligi; istemler 1-19 arasinda herhangi birine gore en az
bir lipit bilesigi icermesidir.

Istem 27°ye gore bir lipit kompozisyon olup, dzelligi; bir ilag olarak kullaniimasina

yonelik olmasidir.

Istemler 5 - 7 arasinda herhangi birine gore bir lipit bilesidi olup, 6zelligi; bir ilag

olarak kullanilmasina yonelik olmasidir.
istemler 5 - 7 arasinda herhangi birine gore bir lipit bilesigi olup, ozelligi;

iitihaplanma, iltihaph bagirsak hastahd (IBD), romatoid artrit, ateroskleroz, diyabet,
periferal insulin direnci, dislipidemi veya kansik dislipidemi ya da metabolik

sendromun onlenmesinde veya tedavisinde kullanim igin;
kolesterolun dusurmek igin;

HDL kolesterollu yukseltmek icin; ya da

kilo dusurtlmesi agirlik igin kullanilmasina yonelik olmasidir.
Istem 1°e gore bir lipit bilesigin Uretimi igin bir metot olup, 6zelligi;

a) (6Z,82,11Z2,14Z,172Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-o0lun

LG X

RaR; . .
’ ' ile tepkimeye sokulmasi,
igerisinde LGrnin bir ayriima grubu olmasi; ve

b) lipit bilesidinin izole edilmesini icermesidir.

Istem 31'e gore bir metot olup, ozelligi; icerisinde ayrilma grubunun, bir mezilat
grubu, bir tosilat grubu, bir hidroksi grubu ya da bir halojen atomu arasindan

secilmesidir.

istem 31°e gore bir metot olup, ozelligi; ayrica korunma ve korunmadan ayrima
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34.

35.

36.

40

asamalarini icermesidir.

istem 31'¢ gore bir metot olup, ozelligi; icerisinde asama a)nin bir baz
mevcudiyetinde yurutulmesidir.

istem 31'e gore bir metot olup, dzelligi; icerisinde asama aynin Mitsunobu kosullar
altinda yurutulmesidir.

2-((52,8Z2,112,142,172Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) butanoik asit Uretimi igin
istemn 31'e gore bir metot olup, ozelligi;

a) (6Z2,82,112,14Z 177)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-ol'un t-butil 2-bromobltirat ile
tepkimeye sokulmasini;

b} bir karboksilik asit igerisine agama a) ‘dan elde edilen esterin donusturulmesini; ve

¢) bahsi gegen 2-((5Z2,82,11Z,14Z,17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) butanoik

asidin izole edilmesini icermesidir.
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TARIFNAME

KARDIYOVASKULER, METABOLIK VE ENFLAMATUAR HASTALIK ALANLARI iLE
ILISKiLi HASTALIKLARIN TEDAVISINDE COKLU DOYMAMIS YAGLI ASITLERI

Teknik Alan
Mevcut tarifname asagidaki genel formul (Iye
R;
R1—O—(:3—X
Rs
)
ait lipit bilesikleri ile ilgili olup,
icerisinde
Ry ifadesi, 1-6 cift baglara sahip bir Co-C22 alkil grubu, bir C10-Cs2 alkenil grubudur ya da
1-6 Ugll baglara sahip bir C1o-Cy2 alkinil grubudur;

R> ve Rj ifadeleri ayni ya da farkhdir ve R, ve Rjifadelerinin her ikisinin de bir hidrojen
atomu olamadid sartiyla, bir hidrojen atomu, bir hidroksi grubu, bir alkil grubu, bir halojen
atomu, bir alkoksi grubu, bir asiloksi grubu, bir asil grubu, bir alkenil grubu, bir alkinil grubu,
bir aril grubu, bir alkiltiyo grubu, bir alkoksi karbonil grubu, bir karboksi grubu, bir alkilsulfinil
grubu, bir alkilsulfonil grubu, bir amino grubu ve bir alkilamino grubu arasindan
secilebilmektedir; ya da

Birlikte Rz ve R;s ifadeleri, siklopropan, siklobutan, siklopentan ya da siklohekzan gibi bir

sikloalkil grubunu olusturur;

X ifadesi, bir karboksilik ester, bir karboksilik anhidrit, karboksamid, fosfolipit,

maonogliserit, digliserit ya da trigliserit gibi, bir karboksilik asit ya da bunlarin bir turevidir;
ya da farmasotik olarak kabul edilen tuzu, solvati, bunlarin bu tur tuzunun solvatidir.

Bu tarifnamenin bazi bakis agilarinda icerisinde Rz ve Ra ifadeleri farkhidir, formul (I)e ait

hilesikler, sterecizomerik formlar halinde var olabilirler.

Mevcut tarifnrame ayni zamanda formul (Iye ait en azindan bir bilesidini igeren farmasotik
kompozisyonlar ve lipit kompozisyonlar ile ilgilidir. Buna ilaveten, mevcut tarifname, ilag
olarak kullanim igin ya da kardiyovaskiler, metabolik ve enflamatuar hastalik alanlan ile ilgili
hastaliklann tedavisi gibi, terapide kullanim icin formul (1)e ait bilesiklerini igerir.

Arka Plan
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Diyet ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar), ©rnegin plazma lipit seviyelerinin
duzenlenmesi, kardiyovaskuler ve immun fonksiyonlar, insulin etkisi, néronal gelisme ve
gorsel fonksiyonun duzenlenmesi gibi, normal saghi§ ve kronik hastaliklar etkileyen cesitli

fizyolojik surecler Uzerinde etki eder.

In vivo olarak sinirl stabiliteleri ve biyolojik gesitliliginin eksikligi nedeniyle, PUFA'lar,
terapotik ajanlar olarak yaygin kullanima ulagamamisgtir. n-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin
kimyasal modifikasyonlari, etkilerini degistirmek ya da arttirmak igin birkag arastirma grubu

tarafindan gerceklestirilmistir.

Ornedin, (4Z, 7Z, 10Z, 132, 16Z, 19Z) -dokoza-4,7,10,13,16,19-heksaenocik asidin (DHA}
hipolipidemik etkileri, (42, 7Z, 10Z, 132, 16Z, 19Z) -etil dokosa-4,7,10,13,16,19-heksaenoat
(DHA EE) a-pozisyonunda bir ornatmasi eklenerek kuvvetlendirilir. (WO 2006/117664 sayili
belge) Alfa- ornatilmis DHA turevleri ile tedavi edilen obez, yuksek yadla beslenen farelerin
obezite ve glukoz intoleransini onledigi ve tersine gevirdidi bildiriimektedir. (Rossmeisl, M., ve
dig., Obesity (Silver Spring) 15 Ocak 2009.)

Birkag arastirma grubu B-konumu iginde bulunan oksijeni iceren doymamis yag asitlerini
hazirlanmislardir (Flock, S. ve dig., Acta Chemica Scandinavica, (1999) 53: 436 ve Pitt, MJ,
ve did., Synthesis, (1997) 1240-42) sayili belge.

Genel formul (1) ile temsil edilen bir a-ornatiklan ile B-pozisyonunda bir oksijen atomunu
birlestiren yeni bir yag asidi turevleri grubu gelistiriimistir. Bu yeni yag asitleri, bir dislipidemik
fare modelinde lipit seviyelerini dogal olarak olugan goklu doymamis yag asitlerinden daha

buyiuk oranda azaltir.

Sekillerin Tarifi

Sekil 1: Mevcut tarifnamenin bir uygulamasinda uygulanmasi sonrasi APOE*3Leiden

farelerinde kolesterol ve trigliserit seviyeleri ve Omacor™.

Sekil 2: Mevcut tarifnamenin bir uygulamasinda uygulanmasi sonrasi APOE*3Leiden.CETP

farelerinde kolesterol ve trigliserit seviyeleri ve fenofibrat.

Sekil 3: Mevcut tarifnamenin bir uygulamasinda uygulanmasi sonrasi APOE*3Leiden.CETP

farelerinde HDL seviyeleri ve fencfibrat,
Dzet

Mevcut bulusun bir amaci, dogal olarak olusan coklu doymamis yag asitlerine kiyasla
gelismig biyolojik aktiviteye sahip olan lipit bilesikleri saglamaktir. Bu amag, formulun bir lipit

bilesigi ile gerceklestirilebilmekte olup
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icerisinde R, ve Rz ifadeleri ayni ya da farkhdir ve R; ve Rj ifadelerinin her ikisinin de bir
hidrojen atomu olamadidi sartiyla, hir hidrojen atomu ve bir alkil grubundan secilmektedir; X
ifadesi bir karboksilik asittir ya da bunlarin bir turevidir igerisinde turevi, bir karboksilik ester,
bir karboksamid, bir monogliserit, bir digliserit, bir trigliserit ya da bir fosfolipittir; ya da

bunlarin farmasotik olarak kabul edilebilir bir tuzudur.

En azindan bir uygulamada, alkil grubu, metil, etil, n-propil, izopropil, n-butil, sek-butil ve n-

hekzil arasindan secilebilir.

Bulusa ait en azindan bir uygulamada, bilesigin ornatiklar Rz ve Rz ifadelerinin biri hidrojendir

ve diger biri bir alkil grubudur.

Bulusa ait bagka bir uygulamada, bilesigin ornatiklar Rz ve Rsifadeleri aynidir ya da farklidir
ve bir alkil grubu arasindan secilebilir. Ornegin, R ve Rz ifadeleri, metil, etil, n-propil ya da

izopropil arasindan segilebilir.

Mevcut bulus ayni  zamanda bilesigin  tuzlan ile ilgilidir. Bu tar tuzlar

Ry

R
: Z' ile temsil edilmekte olup

icerisinde X ifadesi COO olmaktadir ve Z* ifadesi, NH4*, orn. Li*, Na* ya da K* gibi bir metal
iyonu, tert-butil amonyum, (3s,58,7s)-adamantan-1-amonyum, 1,3-dihidroksi-2-
(hidroksimetil)propan-2- ameonyum ya da bir protonlu aminepiridin (orn., piridin-2-amonyum)
gibi bir protonlu primer amin, dietilamonyum, 2 3,4 5 6-pentahidroksi-N-metilhekzan-1-
amonyum, N-etilnaftalen-1- amonyum gibi bir protonlu sekonder amin, 4-metilmorfolin- 4-
iyum gibi bir protonlu tersiyer amin, amino({4-amino-4-karboksibutiljamino) metaniminiyum

gibi bir protonlu guanidin ya da 1H-imidazol-3-iyum gibi bir protonlu heterosikl olabilir,

ya da

2 ile temsil etmekte olup

icerisinde X = COO" olmaktadir ve Z?* ifadesi, Mg®* ya da Ca®* olabilir ya da etan-1,2-



diamonyum ya da piperazin- 1,4-diiyum gibi bir diprotonlu diamin olabilir ve icerisinde Ry
ifadesi (52,82,11Z2,14Z2,177)- ikoza-5,8,11,14,17- pentaen-1-il.

Bir baska temsil eden tuz

n

R 0O—C—X Zzn!

R
¢ n olup,

5 igerisinde X ifadesi COO" olmaktadir ve Z"* ifadesi protonlu Citosan olmaktadir:

OH CH
A ek
O HO

HO
NH5* NH;
n m

ve icerisinde R, ifadesi, (5Z,82,11Z2,14Z,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-il almaktadir.

Bundan bagska, mevcut bulus hilesikler ile ilgili olup igerisinde X ifadesi, bir fosfolipid formu
10 halinde bir karhoksilik asittir. Bu tur hilesikler, asadidaki formuller (II-1V) ile temsil edilmekte
olup

< 7 5.
B -~ :I%u D\)4::- R
K 3 ~
T

5 W (I

Icerisinde W ifadesi sunlardir:

?’H’\/\w/
™~

15 | 3
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ve icerisinde R, ifadesi, (56Z,82,11Z,14Z,172Z)- ikoza- 5,8,11,14,17- pentaen-1-il olmaktadir.

icerisinde X ifadesinin, bir trigliserit, bir 1,2-digliserit, bir 1,3-digliserit, bir monogliserit ve 2-
monogliserit formu halinde bir karboksilik asit oldudu bilesikler de ayni zamanda mevcut
bulus igerisine dahil edilmistir. Bunlar, bundan sonra sirasiyla (V), (VI), (VII), (VIII) ve (IX)

5 formulleriyle temsil edilmekte olup igerisinde R, ifadesi, (5Z,8Z2,112,14Z2,177)- ikoza-
5,8,11,14,17- pentaen-1-il olmaktadir.
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Bilesikler, stereoizomerik formlar halinde mevcut olabilirler. Bulusun, bilesiklerin ve bunlarin
karisimlarninin tum optik izomerlerini kapsadigi anlasilacaktir. Bu nedenle, diastereomerler,
rasematlar ve enantiomerler olarak mevcut olan bilesikler, mevcut bulusun kapsami
dahilindedir.

Mevcut bulus ayni zamanda, bir ilag olarak kullaniimak uzere yukarnda tammlandigi gibi en
az bir lipit bilesigi ile ilgilidir.
Yine ayrica bir uygulamada, mevcut bulus, opsiyonel olarak bir veya daha fazla farmasotik

olarak kabul edilebilir tagiyicilar ya da eksipiyanlar ile birlikte yukarida tanimlandigi gibi en

az bir bilesidi iceren farmasotik bir kompozisyon sunar.

Tarifnamenin yeni lipit bilesikleri ve kompozisyonlari, orn., c¢ozuculer, seyrelticiler,
baglayicilar, tatlandinicilar, aromalar, pH dedistiriciler, viskozite degigtiriciler, antioksidanlar,
misir nigastasi, laktoz, glukoz, mikrokristalli seluloz, magnezyum stearat, polivinil pirrolidon,
sitrik asit, tartarik asit, su, etanol, gliserol, sorbitol, polietilen glikol, propilen glikol, setilstearil
alkol, karboksimetil seluloz ya da sert yag veya bunlarin uygun kansimlan gibi yagh
maddeler gibi konvansiyonel eksipiyanlar kullanarak orn. tabletler, kaplanmig tabletler,
kapslller, tozlar, granuller, ¢ozeltiler, dispersiyonlar, suspansiyonlar, suruplar, emulsiyonlar
ve spreyler gibi geleneksel oral uygulama formlari halinde formule edilebilir. Teknikte iyi
bilinen, konvansiyonel formulasyon teknikleri, mevcut tarifnameye gore lipit bilesiklerini

formule etmek icin kullanilabilir.

Kompozisyonlar ornegin oral yoldan gibi konvansiyonel uygulama yollanyla uygulanabilir.
Oral yoldan uygulanabilir kompozisyonlarin kullanimi, orn. tabletler, kaplanmis tabletler,
kapsuller ya da suruplar bu tarifnamenin kapsami dahilindedir. Ormegin, bazi uygulamalarda,

kompozisyon bir jelatin kapsul, bir tablet ya da bir poset formunda olabilir.

Bulusa godre en az bir bilesigin uygun gunluk bir dozaj, 1mg ila 3 g arasinda degisebilir.
Ornegdin, baz1 uygulamalarda, gunluk doz arahklari, 1 mg ila 10 g arasinda, 50 mgila 1 g
arasinda, 10 mq ila 2 g arasinda, 50 mg ila 500 mg arasinda, 50 mg ila 200 mg arasinda,
100 mg ila 1 g arasinda, 100 mg ila 500 mg arasinda ya da 100 mg ila 250 mg arasinda
degisebilir.

Mevcut tarifnameye gore farmasotik kompozisyon bir ilag olarak kullanilabilir.

Mevcut tarifname ayni zamanda, bulusa gore en az bir lipit bilesidi iceren lipit
kompozisyonlan ile de ilgilidir. Uygun olarak, lipit kompozisyonu, bulusa ait en az bir

bilesigin agirhdinca en az % 60 ya da agiri§inca en az % 80'nini icerebilir.

Lipit kompozisyonu ayrica farmasotik olarak kabul edilebilir bir antioksidan, orn. tokoferol

veya 3-BHA gibi icerebilir.
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Ayrica, mevcut tarifname bir ilag olarak kullaniimasina yonelik bir lipit kompozisyonu ile

ilgilidir.

llaveten, meveut tarifname asagida bulunanlar halinde kullanimasina yonelik bulusa gore bir

lipit kompozisyonun kullanimi ile ilgilidir:

insan peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor (PPAR) o, v yva da &
izoformlannin en azindan birinin aktivasyonu ya da modulasyonu, igerisinde bahsi

gecen bilesik, orn., bir pan-agonist ya da modulatordr,
inflamatuar bir durumun Snlenmesi ya da tedavisi,
romatoid artritin ©nlenmesi ya da tedavisi,
inflamatuar barsak hastaliginin onlenmesi ya da tedavisi,
metabolik sendromun onlenmesi ya da tedavisi,
bir dislipidemik durumun, orn., hipertrigliseridemi (HTG) onlenmesi ve/ veya tedavisi,

yukselmis trigliserit seviyelerinin, LDL kolesterol seviyelerinin ve/ veya VLDL

kolesterol seviyelerinin Onlenmesi ve/ veya tedavisi,
obezitenin ya da asin kilolu bir durumun tedavisi ve/ veya onlenmesi,
viacut agirh@imin azaltiimas vef veya viucut agirhginin artmasini onlemek igin,

yvagl karaciger hastaidinin orn. alkolsuiz yadl karaciger hastalidy (NAFLD), tedavisi

ve/ veya Onlenmesi,
enflamatuar bir hastalik veya durumun tedavisi ve/ veya onlenmesi,
aterosklerozun tedavisi ve/ veya onlenmesi,

periferik insulin direncinin ve/ veya bir diyabetik durumun tedavisi ve/ veya

onlenmesi,
tip 2 diyabetin tedavisi ve/ veya onlenmesi, ya da

plazma insulini, kan glukozu ve/ veya serum trigliseritlerinin azaltilmasi.

Mevcut tarifname ayni zamanda yukarida belirtilen durumlarin tedavisi icin bulusa gore lipit

bilesikleri ile de ilgilidir.

Buna ilaveten, mevcut tarifname buluga ait lipit bilesiklerin uretiimesine yonelik metotlar

kapsar. Ham madde ornegin; bir bitkisel, mikrobiyal ve/ veya deniz balik yadi gibi bir hayvan

kaynadi kokenli olabilir. En az bir uygulamada, deniz yagi veya bir kril yadi kullanlir.

Detayli tarifname
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Mevcut bulug sahipleri, bulusa ait bilesiklerin, oldukga iyi farmasotik aktiviteye sahip

oldugunu bulmuslardir.

Bir "farmasotik olarak etkili bir miktar", istenen farmakolojik ve/ veya terapotik etkilere yol
acacak bir miktar, yani amaglanan amacina ulasmak icin etkili olan agiklanan Urunun bir
miktari ile ilgilidir. Bireysel hasta ihtiyaglar degisebilirken, agiklanan Urunun etkili miktarlar
icin optimal araliklarin belirlenmesi, bu teknigin uzmanhd dahilindedir. Genel olarak, bu
bulusun agiklanan urunuyle bir durumun tedavisi icin dozaj rejimi, hastanin tipi, yasi, agirhgi,

cinsiyeti, diyeti ve tibbi durumu da dahil olmak uzere cesitli faktorlere gore segilir.

"Farmasotik bir kompozisyon" ifadesi ile, mevcut tarifnameye gore, tibbi bir amag icin
kullaniimaya uygun herhangi bir form halinde bir lipit bilegigi anlamina gelir.

"Tedavi", insan ya da insan olmayan bir memeliye faydall olabilecek herhangi bir terapotik
uygulamayi igerir. Hem insan hem de veterinerlik uygulamalari mevcut tarifnamenin
kapsamindadir. Tedavi, mevcut bir durum ile ilgili olabilir yada profilaktik {koruyucu), ornegin
onleyici olabilir.

Yag asitleri, bir ucunda (a) bir karboksil (COOH) grubuna ve (genellikle) diger (w) ucunda bir
metil grubuna sahip olan duz zincirli hidrokarbondur. Kimyada, karbon atomlarinin

numaralandirnimasi @ ucundan baslar.

H O ii/\ \//,\/’ /?::-\\///——“:n\//:-\\\/f-—t::-,s‘\\v./::\v‘! .
! o] 1

1G 13

a karbonu, fonksiyonel gruba baglanan karbon sonrasi ilk karbonu ifade eder ve ikinci

karbon B karbonudur.

Bunun icinde kullanildidi sekliyle, "metilen ile kesilmis ¢ift badlar”, metilen grubu (-CHz-) bir

lipit bilesiginin bir karbon zincirinde iki ¢ift bad arasina yerlestirildiginde bir durum ile ilgilidir.

WQ2009/056983 sayil belge, bir karbon Uzerinde ornatilmig DH A monogliseritler ile ilgilidir.
Yani, karbon zincirinde okzo-ornatmasi yoktur. WO2009/056983 sayili belgeye ait
bilesiklerin, yuksek trigliserit seviyelerinin ve/ veya HDL olmayan kolesterol, LDL kolesterol
ve VLDL kolesterol seviyelerinin tedavisinde ve/ veya dnlenmesinde; bir hiperlipidemik
durum; veya serum ftrigliseritlerinin  azaltlmasi icin  kullanilmasi amaclanmistir.
WQ02008/053340 sayih belge, ornatilmis bir lipiti ve bir hipoglisemik ajani igeren bir
kombinasyon urunu ile ilgilidir. WO2008/053340 sayil belgede bir B-okzo ornatmasinin lipit
bilesigi igerisine katilmasi hakkinda highir sey bahsedilmemigtir. W02008/053340 sayih

belge, bu tur bir kombinasyon urununun diyabetik kosullarin tedavisinde kullaniimasindan
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bahseder.

WO 2006/117668 sayili belge, a karbon Uizerinde bir metil grubu ile ornatiimis DHA tUrevleri
ile ilgilidir. Yani, karbon zincirinde okzo-ornatmasi yoktur. WO 2006/117668 sayill belgelere
ait bilesiklerin, ozellikle diabetes mellitus, tip 2 ve bunlarin dn-safhalarnnin tedavisi igin bir

ilag olarak kullaniimasi amaclanmistir.

Granlund, L. ve dig., "Effects of structural changes of fatty asits on lipid accumulation in
adipocytes and primary hepatocytes”, Biochimica et Biophysica Acta, cilt. 1687, (2005), syf.
23-30 sayili belge, konjuge edilmis linoleik asitlerin (CLA'lar), tetradetiltioasetik asitin (TTA),
EPA'nin ve DHA'nin karbon Uzerindeki bir metil grubu ile ornatilimig oldugu bir galismayi
rapor eder. Bu dokumanda bir B-okzo ornatmasinin kullanilmasina iliskin higbir sey
belirtiimemistir. t10, ¢12 CLA'min, adipositlerde lipit birikimini dnlemede oldukga spesifik
olduju ve molekulde kuguk yapisal degisikliklerin (trans/trans'a degisimi ya da bir a-metil
grubunun kullaniimasi) bu etkiyi tamamen ortadan kaldirdigi ve adipogenik marker genlerinin
ifade seviyesini kontrol seviyelerine dogru yukar diuzenledidini bulmustur. Bundan baska,
hem c9, t11 CLA, t10, ¢c12 CLA, TTA, EPA hem de DHA icin gozlenen artmig hepatik lipit
birikimi, molekullere bir a-metil grubu eklendikten sonra normallestiriimigtir. Birlikte ele
alincdhidinda, veriler gesitli yag asitlerinin yuksek cranda 6zellesmis molekuller oldugunu ve
kucuk yapisal dedisikliklerin adipositler ve hepatositlerdeki lipit birikimini etkileme yollarini

belirgin sekilde degistirdigini gostermektedir.

Larsen, L.N. ve dig., "Polyunsaturated thia- and okza-fatty asits: incorporation into cell-lipids
and their effects on arachidonic asit- and e ikozanoid synthesis" Biochimica et Biophysica
Acta, cilt. 1348, (1997), syf. 346-354 sayili belge, karbon zincirindeki B pozisyonunda bir
heteroatomlu (S ya da O) EPA, DHA ve yad asidi turevlerini agiklar. a karbon tUzerinde
ornatmadan bahsedilmemistir. Dolayisiyla, talep edilen bilesiklerin, Larsen ve dig.kilerle
karsilastirldiginda ayirt edici yapisal ozelligi, yag asidi turevlerinin B pozisyonundaki karbon
atomunun a pozisyonda karbon atomu bzerinde ornatlamamigtir. Bu belgede, EPA, DHA,
C15S8CH,COOH (n-3), C4sSCH,COOH (n-6), ve C4SCH.COOH (n-3Yun 80 pM vyag
asidifturevi ile 24 saat inkubasyon sonrasi sigcan hepatositlerinde fosfolipidlere ve
triasilgliserol icine yaygin sekilde dahil edilirken, sadece ¢oklu doymamis 3-okza vyag
asitlerinin {C1s0CH>.COOH, C1sSCHCOOH) izlerinin dahil edildigi gosterilmistir.

WO 96/11908 sayih belge, 18-25 arasinda karbonlan ve 1-6 arasinda cift baglari iceren bir
coklu doymamis yag asidi (PUFA) bilesidi ile ilgilidir ve icerisinde PUFA, B okza, y okza, B
tiva ve y tiva olusan grup arasindan segilen bir ya da iki ornatmalara ve ayrica muhtemelen
hidroksil, hidroperoksi, peroksi, karboksimetil ornatmalardan olusan grup arasindan segilen
ya da bir amino aside bagh olan bir bagka ornatmaya sahiptir. B okza ve a karbonu Ozerinde
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bir ornatigi (-OH) iceren WO 96/11908 sayili belgede gosterilmis tek bilesik, $ekil 1u'daki
birisidir. WO 96/11908 sayili belgelere ait bilesiklerin, antimalaryal ve/ veya notrofil uyarici
aktiviteye sahip oldugu ve bundan baska enflamasyonun tedavisinde faydali oldugu
belirtiimektedir.

Daha ozel olarak, bulus sahipleri sasirtici bir sekilde asagidaki C, H ve | lipit bilesigi
kategorilerinin 6zellikle tercih edilebilir oldugunu bulmuglardir.

Kategori C:

» coklu doymamis yag asitlerinden turetilmis

« Ry ifadesi, 5 ¢ift baglara sahip olan bir Czq alkenildir

Ornek iv:

R+ = Csx Z konfigurasyonunda 5 metilen ile kesilmis ¢ift bag ile birlikte

Rz Ro
e~ T T T OX X
e N N

Kategori H:

- X ifadesi, trigliserit, digliserit, monogliserit veya fosfolipit formunda bir

karboksilik asittir.
Ornek ix:

X = trigliserit formunda bir karboksilik asit

Ry Ry

0
R O)S(o O&O.R]
O o Ry Rj
O)><O‘R1
Ry R,

2
Ornek x:
X = bir 2-monogliserid formunda bir karboksilik asit
Ry Rj
Rivg O\(\()H
© OH

Kategori |
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« X ifadesi bir karboksilat tuzudur

Ornek xi:

R2 R3
Rl \Oxrro- ZIH—
O

*n=1yada?2

Burada R: ve Rjifadelerinin farkh oldugu yukarida C, H ve | kategorilerine ait bilesikler,
sterecizomerik formlarda mevcut olabilir, yani bilesiklerin ve bunlann karigimlarinin tum
optik izomerleri kapsam dahilindedir. Dolayisiyla, bahsi gegen bilesikler diastereomerler,
rasematlar ve enantivomerler olarak mevcut olabilir. Mevcut tarifnameye gore tercih edilen

lipit bilesiklerinin spesifik Ornekleri sunlari igerir:

Kategori C:

C Ty
O

2-((5Z,82,11Z2,14Z,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi)butanoik  asit (13)

Ry = C20H31 R;= etl| R;=H ve X =COOH

C)(Z(M/\g%(

2-etil-2-((562,82,11Z2,14Z 17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen- 1-iloksi)butanoik asit (14)

C20H31 R:=Rs=etilve X = COOH

— — T N0 OH
— — O
2-((82,82,112,14Z2,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi)propanoik asit  (15)

R1 = Con31, R2 metll R3 Hve X = COOH
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~— O

2-((52,8Z,11Z,14Z,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi)-2-

metilpropanoik asit {16)

Ry = CaHs31, R2 = R3 = metil ve X = COOH

Kategori H:

)
e el
— — v 0 ~ \/V>
() N N e e,

propan-1,2,3-triil tris(2-((52,82, 112,142 177)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-
iloksi)butanoat) (43)

Ry = CzH31, Rz = etil, R3 = H ve X = bir trigliserit formu halinde bir karboksilik

asit

L:;XW‘D*“W?““
_ __ O

O

1.3-dihydroksipropan-2-il2-((5Z2,8Z2,11Z,14Z,17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-
iloksi)butanoat (44)

Ry = CxoHs1, Rz = etil, Rs = H ve X = bir 2-monogliserit formu halinde bir karboksilik

asit

Kategori I:

— — — O Na
O
__ S QO
sodyum 2-((5Z,8Z2,11Z,14Z,17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi)butanoat (45)

R1 = CyHs1, Rz = etil, Rs = H, X = COO ve Z* ifadesi Na* olmaktadir.
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potasyum 2-((5Z2,82,11Z2,14Z.177)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-

iloksi)butanoat (46).

R1 = CooHs1, Rz = etil, R; = H, X = COO" ve Z" ifadesi K* olmaktadir.

amonyum 2-((5Z,82,11Z2,14Z,177Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi)butancat (47) R1 =
CaoHs1, Rz = etil, R3 = H, X = COO- ve Z" ifadesi NH4" olmaktadr.

@)

tert-butil-amonyum 2-((52,82,112,14Z,17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi)butanoat
(48).

= CzoHs1, Rz = etil, Rs = H, X = COO" ve Z* ifadesi tert-butil amonyumndur.

()II

CXX“’VJ\" S

1,3-dihidroksi-2-(hidroksimetil)  propan-2-aminiyum  2-((6Z2,8Z2,11Z2,14Z,17Z)- ikoza-
5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi) butanoat (49).
R1 = CaHs1, Rz = etil, Rz = H, X = COO ve Z* ifadesi 1,3-dihidroksi-2-(hidroksimetil) propan-

2- amonyumdur.

A N i e e N O

Mg
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O

O

magnezyum 2-((6Z2,8Z2,112,142,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi)butanoat (50).

R1 = CxHs1, Rz = etil, R; = H, X = COO- ve Z% ifadesi Mg®* olmaktadir.

TSNNSO NN o)

0

kalsiyum 2-((52,8Z2,11Z2,14Z,17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi) butanoat (51).

Ri = CagHa1, Rz = etil, Rz = H, X = COO" ve Z2* ifadesi Ca?* olmaktadir.
Mevcut tarifnameye gore bilesiklerin spesifik uygulamalari agagidakileri icerir:

Bunun icinde tarif edilen bilesikler icin genel sentetik metotlar.

Genel formul (Iye ait bilesikler, asadidaki genel prosedurler ile hazirlanabilir;

Metot I:
LG, X Agamall oO. X Asamalll
Ri—OH + x —_— R7™X - =
3 Rp R3 R
(X) (XI)
Metot Il
Asama lll HO X Asama IV
R—OH ——=» R—LG + w S
R3 R;
(X) (XI)
Metot 1l
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HO._ X Asama V o _X
R—OH + K @ —n RY
Rz Ry R3 R
(X) (XI)
Metot |, 1l ve lllI'te agiklanan formul (X)e ait alkoller, dodrudan, ornegin -10 °Cila ¢ °C

arasinda lityurmn aluminyum hidrit (LAH) ya da diisobultil aluminyum hidrit (DIBAL-H) benzeri
hir indirgeyici ajan ile indirgenmesiyle alfa-linolenik asit, konjuge linoleik asit ya da
eikosapentaenoik asit (EPA) gibi, ornedin dodal olarak olusan yad asitlerinin karboksilik
esterlerinden hazirlanabilir. Alkoller, Holmeide ve dig. tarafindan tarif edildigi gibi EPA ve
DHA gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin parcalanmasiyla da hazirlanabilir (J.Chem. Soc.,
Perkin Trans. 1 (2000) 2271.) Bu durumda, biri saflastiriimis EPA ya da DHA ile baslanabilir,
ancak ayni zamanda EPA ve DHA iceren balik yagi ile de baslamak mumkundur.

Formul (X1} ve (XIl) bilesikleri ticari olarak temin edilebilir, veya literaturde bilinirler veya
teknikte bilinen standart islemler ile hazirlanirlar. Formul (Xl)e ait bilesiklerinde mevcut
bulunan ayriima grubu (LG), ornedin mesilat, tosilat ya da bromin gibi uygun bir halojen

olabilir. Diger ayrilan gruplar teknikte uzman kisi tarafindan anlasilacaktir.

Metot | kullanilarak, formul (X)'e ait alkoller, bir alkali metal hidroksit gibi bir baz
mevcudiyetinde formul (XI)e ait bir bilesik ile bir ornatma reaksiyonunda tepkimeye girebilir,
ornedin, bir uygun gozucl sistem iginde NaOH. Uygun ¢ozucu sistemleri, iki fazli bir toluen
ve su kangimini igerir. Formul (X1) 'e ait bilesikte mevcut bulunan R2 ve/ veya R3 ifadelerinin
hidrojen oldugu durumlarda, bir alkilasyon asamasi, bu hidrojenin birini ya da her ikisini bir
alkil grubuyla yer degistirmek icin sekansa (Asama Il) ilave edilebilir. Bu tur alkilasyon,
Asama I'deki urunun, ornegin brom veya iyot gibi bir halojen olan uygun bir ayrilma grubunu
tasiyan bir alkil grubu ile ya da bu teknikte siradan uzman olan bir kimseye asikar olacak,
uygun bir gozucu sistemde LDA gibi bir baz mevcudiyetinde diger aynilan gruplarini tagiyan
bir alkil grubu ile islenmesiyle gergeklestirilebilir.

Metot Il kullanilarak, formul (X)e ait alkoller, teknikte uzman kigilerce bilinen metotlar
vasitasiyla, terminal hidroksi grubunun uygun bir aynima grubu (LG) igerisine
donusturuldugu yerdeki bilesiklere fonksiyonel grup ara gevirimi kullanilarak donusturulebilir.
Uygun ayrilma gruplari, brom, mezilat ve tosilat ya da tenikte siradan uzmanlhida sahip biri
tarafindan asikar olabilecek digerlerini icerir. Bu bilesikler, uygun bir gozicl sistemde baz
mevcudiyetinde uygun bir sekilde ornatilmis hidroksi asetik asit turevleri (formul Xll'ye ait

bilesikler) ile bir ornatma reaksiyonunda ayrica (asama IV) reaksiyona girebilir.



10

15

20

25

18

Metot Ill kullanarak formul (X)'e ait alkol, teknikte uzman kisilerce bilinen metotlar kullanilarak
klasik ya da klasik olmayan Mitsunobu kosullari altinda uygun sekilde bir sekilde ornatiimis

hidroksi asetik asit turevleri (formul XlI'ye ait bilesikler) ile reaksiyona girebilir.

Kullanilan asit turevleri karboksilik esterler oldugunda, serbest yag asitlerini elde etmek igin
hidroliz gergeklestirilebilir. Bir metil ya da bir etil grubu gibi bir esterlestirici grup, ornegin bir
alkali metal hidroksit, ornegin LiOH, NaOH ya da KOH gibi bir baz kullanilarak alkalin hidroliz
ile ya da ornegin uygun bir gbzucu sistemde LiCl gibi bir inorganik tuz ile birlikte ornegdin Et:N
gibi bir organik baz kullanilmasiyla ayrilabilir. Bir tert-butil grubu, bir uygun ¢ozucu sistemde
trifloroasetik asit ya da formik asit gibi ornegin bir organik asit gibi bir asit ile igleme tabii
tutulmasiyla ayrilabilir. Uygun ¢bzuct sistemleri diklorometan icerir. Bir benzil grubu gibi bir
arilnetilen grubu, érmegin, bir uygun ¢odzucu sistemde karbon Uzerinde paladiyum gibi bir

katalizor Uzerinde hidrojenasyonuyla ayrilabilir.

Formul (1)'e ait bir karboksilik asidinin tuzlanmasi uygun bir ¢dziucu sistemde uygun bir bazla

islenerek gergeklestirilebilir. Cozicunun ayriimas) ortaya ¢ikan tuzu verecektir.

Formul (Iye ait bilegiklerinin hazirlanmasi, metot I, Il yva da lll'e gore, sterecizomerlerin
karisimlarina neden olabilir. Gerekirse, bu izomerler, teknikte uzman kisilerce bilinen metotlar

yoluyla kiral ¢ozme ajanlari ve/ veya kiral kolon kromatografisi yoluyla ayrilabilir.
Metot IV.

Icerisinde X ifadesinin bir fosfolipit formunda bir karboksilik asit turevi oldugu formul (I)e ait
bilesikler, agsagidaki islemler dogrultusunda hazirlanabilir

0 HD--L 0 o
oL R e
R.’O%\o»— — RS ;A:Au - HO™ M—a-p-n”
R.R RO, 0
GPC

¥

¢
R. O
(Jj
o
Q' . N
R, O>< Q- P o |

Sn-glisero-3-fosfokolin (GPC) 'nin ya§ asidi imidazolidleri gibi aktif bir yad asidi ile
asilasyonu, fosfatidilkolin sentezinde standart bir prosedurdur. Genellikle ¢ozuclu olarak
DMSQO ile DMSO anyonu mevcudiyetinde gergeklestirilir (Hermetter; Chemistry and Physics
of lipids, (1981) 28, 111.) Sn-Glycero-3-fosfokolin, bir kadmiyum (I1) eklentisi olarak, ilgili yad
asidinin fosfatidilkolinini hazirlamak icin DBU (1,8-diazabi-siklo [5.4.0] undek-7-en}
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mevcudiyetinde imidazolid aktiflestiriimis yad asidi ile de reaksiyona sokulabilir. (Uluslararasi
basvuru numarasi PCT/GB2003/002582.) Enzimatik transfosfatidilasyon, fosfatidilkolin'in
fosfatidiiletanolamin donusumuni etkileyebilir. (Wang ve didl, J. Am. Chem. Soc., (1993)
115, 10487.)

Fosfolipitler ayni zamanda fosfolipidlerin enzimatik esterlesmesi ve transesterifikasyonu ya
da fosfolipidlerin enzimatik transfosfatidilasyonu ile de hazirlanabilirler. (Hosokawa, J.Am. Qil
Chem.Soc. 1995, 1287, Lilja-Hallberg, Biocatalysis, (1994} 195.)

Metot V

Igerisinde X ifadesinin bir trigliserit formunda bir karboksilik asit turevi oldugu formul {I)e ait
bilegikler, asadidaki iglemler dogrultusunda hazirlanabilir. Ya§ asidinin  fazlasi,
dimetilaminopiridin  (DMAP) ve 2-(1H-benzotriazol-1-il) -N,N,N',N'-tetrametil uronyum
hekzaflofosfat (HBTU} kullanilarak gliserole bagdlanabilir.

Metot VI

icerisinde X ifadesinin bir digliserit formunda bir karboksilik asit turevi oldugu formul {I)e ait
bilesikler, yagl asidin (2 esdeger) gliserolle (1 esdeger) 1,3-disikloheksilkarbonbondiimid
(DCC) ve 4-dimetilaminopiridin (DMAP) mevcudiyetinde reaksiyona sokulmasiyla
hazirlanabilir

Metot VIl

Icerisinde X ifadesinin bir monogliserit formunda bir karboksilik asit turevi oldugu formul (1ye
ait bilesikler, asagidaki islemler dogrultusunda hazirlanabilir.

O o) @) OH
RO K — —
1 oH t 2{!0 Q CH

Ry, R, Ry R,
O
OH 7(1))<O-R1 O Cor,
O

1,2-O-isopropiliden-sn-gliserol

1,2-O-isopropiliden-sn -gliserolun, kloroform igerisinde DCC ve DMAP kullanilarak bir yag
asidi ile asilasyonu, bir monodienill gliserol verir. Isopropiliden grubunun korumasinin
kaldiriimasi, korumali gliserolun bir asidik (HCI, asetik asit vb.) ile isleme tabii tutulmasiyla
yapilabilir. (C’Brian, J.Org.Chem., (1996) 5914.)

2-pozisyonunda yagd asidi ile monogliseritlerin hazirlanmasi igcin cesitli sentetik metotlar
bulunmaktadir. Bir metot, bir glisidil turevi uUretmek igcin 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil

karbodiimidehidroklorur (EDC) ve 4-dimetilamino piridin (DMAP) mevcudiyetinde yag asidinin
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glisidol ile esterlestiriimesini kullanir. Transesterifikasyondan oncesi trifloroasetik anhidrit
(TFAA) ile glisidil turevinin isleme tabii tutulmasiyla monogliserit elde edilir (Parkkari ve dig.,
Bioorg. Med.Chem.Lett. (2006) 2437.)

Q
R1/ O OH e R1/ 0 O/\a —_— - R1/ O{
Ry R

R3 R2 R3 R2 oCOoC F3

(glisidil turev) l Piridin/MeOH

OH
o500
OH

R R2

Yag asidi turevlerinin mono-, di- ve trigliseritlerinin hazirlanmasina yonelik ayrica metotlar,
WO 03/014073 sayil belgede aciklanmaktadir.

Ayni zamanda, bir yad asidinin bir mono, di, tri-gliseride donusumu i¢cin enzimatik islemler
(lipaz reaksiyonlar) kullanmak da mumkundur. Mantar Mucor miehei'den 1,3-regiospesifik bir
lipaz, coklu doymamis yag asitlerinden ve gliserolden ftrigliseritler ya da digliseritleri Uretmek
igin kullamilabilir. Farkli bir lipaz, Candida antartica'nin regiospesifik olmayan maya lipazi,
coklu doymamig yag asitlerinden trigliseritlerin uretiimesinde oldukga etkilidir. (Haraldsson,
Pharmazie, (2000) 3.)

Formul {(D'e ait spesifik vad asidi turevlerinin _hazirlanmasi, karakterizasyonu ve biyolojik

testleri
Drnekler

Tarifname simdi, uzman kimyagerin bildigi standart tekniklerin ve bu &rneklerde tarif
edilenlere benzer tekniklerin uygun oldugu durumlarda kullanilabildigi asagidaki orneklerle
daha detayh olarak agiklanacaktir.

Aksi belirtiimedikge:
¢ buharlastirma rotatif buharlastirma ile vakumda gergeklegtirilir;

+ tum reaksiyonlar oda sicakhginda, tipik olarak susuz kosullar altinda HPLC dereceli

cozuculer ile 18-25 °C arali §inda gerceklestirilir;

* kolon kromatografisi, 40-63 um (Merck) silika jel Uzerinde flas prosedirt ya da

"MiniVarioFlash", "SuperVarioFlash", "SuperVarioPrep" veya “Easy-VarioPrep"
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(Merck) ile obnceden ambalajlanmis silika jel kolonlari kullanilarak bir Armen Spotflash

ile gergeklestirilir;

» verimler sadece aciklama amaciyla verilmistir ve elde edilebilecek maksimum deger
degildir;
* nukleer manyetik rezonans (NMR) kayma degerleri bir Bruker Avance DPX 200 veya

300 cihazina kaydedilir ve pik katlari agsagdidaki gibi gosterilmigtir:
s, tekli; d, ¢ift; dd, ¢ift ¢ift; t, Ugll; q, dortlh; p, pentet; m, multiplett; br, genis;

¢ kutle spektrumlar bir LC/MS spektrometresi ile kaydedildi. Ayirma, gradyan elusyonu
ile bir Eclipse XDB-C18 2.1 x 150 mm kolonu Uzerinde bir Agilent 1100 serisi modul
kullanilarak gergeklestiriimistir. Eluent olarak, % 0.01 trifloroasetik asit ya da % 0.005
sodyum format iceren tamponlarda % 5-95 bir asetonitril gradyani kullanilmistir. Kitle
spektrumlari, pozitif ve negatif iyonizasyon modunu degistiren bir G 1956 A kitle

spektrometresi {elektro puskurtme, 3000 V) ile kaydedildi.
Ornek 1:

tert-bitil 2-((5Z,8Z,11Z,14Z,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi)butanoat
preparasyonu:

<:Ximg( R

Tetrabutilamonyum klorur (0.55 g, 1.98 mmol), nitrojen altinda ambiyant sicaklikta toluen (35
mL} icinde {52,82,112,142,177)- ikoza- 5,8,11,14,17-pentaen-1-o0l, (3.50 g, 12.1 mmol} bir

gozeltisine ilave edilir. Sodyum hidroksitin (% 50 (ad./agd.), 11.7 mL) bir sulu ¢dzeltisi, oda

sicakhginda siddetli karigtirlma altinda akabinde t-butil 2-bromobutirat (5.41 g, 24.3 mmol)
ilave edilir. Elde edilen karisim 50Cye sitihr ve ilave t-bitil 2-bromobutirat 1.5 saat (2.70
g, 12.1 mmol), 3.5 saat (2.70 g, 12.1 mmol) ve 4.5 saat (2.70 g, 12.1 mmol) sonrasi ilave
edilir ve toplamda 12 saat kanstirihr. Oda sicakligina sogutulmasinin ardindan, buzlu su (25
mL} ilave edilir ve elde edilen iki fazlar ayrilir. Organik faz, NaOH (% 5) ve tuzlu suyun bir
karisimi ile yikanir, kurutulur (MgSQOa4), filtre edilir ve konsantre edilir. Artik, eluent olarak
heptan ve etil asetatin (100:0 — 95:5) oldukga yuksek polar karigimlari kullanilarak silika jel
uzerinde flag kromatografisi ile saflastirhr. Uygun fraksiyonlarin konsantrasyonu, bir yagd
olarak 1.87 g (% 36 verim) baslikli bilesidi vermektedir. '"H NMR (300 MHz, CDCl;): & 0.85-
1.10 {m, 6H), 1.35-1.54 (m, 11H), 1.53-1.87 (m, 4H), 1.96-2.26 (m, 4H), 2.70-3.02 (m, 8H),
3.31 (dt, 1H), 3.51-3.67 (m, 2H), 5.10-5.58 {m, 10H).
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Ornek 2:

2-((5Z,82,11Z2,14Z,172Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) butanoik asit preparasyonu:

oY
= = O

tert-butil 2-((52,82,112,14Z,172Z) ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi) butanoat (19.6 g, 45.5
mmol), diklorometan (200 mL) icinde ¢ozunur ve nitrojen altinda yerlestirilir. Trifloroasetik asit
(50 mL) ilave edilir ve reaksiyon karisimi bir saat sureyle oda sicakhdinda kanstinlr. Su ilave
edilir ve sulu faz, diklorometan ile iki kere ekstrakte edilir. Kombine edilmis organik ekstrakt
tuzlu su ile yikanir, kurutulur (NaxS0Oy), filtre edilir ve konsantre edilir. Artik, eluent olarak
heptan, etil asetat ve formik asit (90:10:1 — 80:20:1) oldukga yiuksek polar karigimlari
kullanilarak silika jel uUzerinde flas kromatografisine yonlendirilir. Uygun fraksiyonlarin
konsantrasyonu, bir yag olarak 12.1 g (% 71 verim) baglikh bilesigi vermektedir. 'H-NMR
(300 MHz, CDCls): 8 0.90-1.00 (m, 6H), 1.50 (m, 2H), 1.70 (m, 2H), 1.80 (m, 2H), 2.10 {m,
4H), 2.80-2.90 {m, 8H), 3.50 (m, 1H), 3.60 (m, 1H), 3.75 {t, 1H), 5.30-5.50 (m, 10H); MS
(elektro puskiurtme): 373.2 [M-HJ.

Ornek 3:

(4S,5R)-3-((S)-2-((5Z,8Z2,11Z,14Z,17Z)- ikoza-5,8,11, 14,17-pentaeniloksi) butanoil)-4-
metil-5- fenilokzazolidin-2-on ve (4S,5R)-3-((R)-2-({5Z,82,112,14Z,172)- ikoza-

5,8,11,14,17- pentaeniloksi) butanoil)-4- metil-5-fenilokzazolidin -2-on preparasyonu:

DMAP (1.10 g, 8.90 mmol) ve DCC (1.90 g, 9.30 mmol), nitrojen altinda 0TC'de tutulan kuru
diklorometan (100 mL) iginde bir 2-((5Z2,8Z, 11Z, 14Z, 17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-
pentaeniloksi} butancik asit (3.20 g, 8.50 mmol) kansimina ilave edilir. Elde edilen kansim,
20 dakika sureyle 0T:de kari stirihr. (4S,5R)-4-metil-5-fenilokzazolidin-2-on (1.50 g, 8.50
mmol) ilave edilir ve elde edilen bulanik karisim bes gun sureyle ambiyant sicaklikta
karigtirilir. Kanigim filtre edilir ve iki diastereomerlerin bir karigimi olarak istenilen Urun icerikli
bir ham urunt vermek Uzere azalan basing altinda konsantre edilir. Artik, eluent olarak
heptan iginde % 15 etil asetat kullanilarak silika jel Uzerinde flag kromatografisi ile saflastinlir.
iki diastereomerler ayrilir ve uygun fraksiyonlar konsantre edilir. (4S,5R)- 3-((S)-2-
((5Z2,8Z 112142 177)- ikoza-5,8,11,14,17- pentaeniloksi) bltanoil)-4-metil-5-fenil
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okzazolidin-2-on ilk sulandirilir ve bir yad olarak 1.1 g (% 40 verim) igcinde elde edilir.
(4S,5R}-3-((R)-2- {((5Z,8Z2,112,14Z2,17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) butanoil)-4-metil-
5- fenilokzazolidin-2-on, bir yag olarak 0.95 g (% 34 verim) icinde elde edilir. (4S,5R)-3-((S)-
2-({(52,8Z,11Z14Z2177)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi)blutanoil}-4-metil-5-

fenilokzazolidin-2- on (E1):

"H-NMR (300 MHz, CDCls): & 0.90 (d, 3H}), 1.00 (t, 3H), 1.07 (t, 3H), 1.45-1.57 (m, 2H), 1.62-
1.76 (m, 3H), 1.85-1.95 (m, 1H), 2.05-2.15 (m, 4H), 2.87 (m, 8H), 3.39 (m, 1H), 3.57 {m, 1H),
4.85-4.92 {(m, 2H), 5.30-5.45 (m, 10H}, 5.75 (d, 1H), 7.32 (m, 2H), 7.43 (m, 3H).
(4S,5R)-3-((R)-2-((5Z,82,112,14Z2,172Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi)blUtanoil}-4-metil-5-
fenilokzazolidin-2- on (E2):

"H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 0.98 (d, 3H), 0.99 (t, 3H), 1.08 (t, 3H), 1.40-1.52 (m, 2H), 1.55-
1.75 (m, 3H), 1.80-1.90 (m, 1H), 2.05-2.15 (m, 4H), 2.84 (m, 8H), 3.39 (m, 1H), 3.56 (m, 1H),
4.79 (pent, 1H), 4.97 (dd, 1H), 5.30-5.45 (m, 10H), 5.71 (d, 1H), 7.33 (m, 2H), 7.43 (m, 3H).
Ornek 4:

(S8)-2-((52,8Z,11Z,14Z,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) butanoik asit

preparasyonu:

S aes &
— — O

Hidrojen peroksit (su icinde % 35, 0.75 mL, 8.54 mmol) ve lityum hidroksit monohidrat (0.18
g, 4.27 mmol), nitrojen altinda 0T de tutulan tetr ahidrofuran (12 mL) ve su (4 mL) iginde
(48,5R)-3-((S)-2-((5Z,8Z, 11Z, 14Z, 17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi)butancil)-4-metil-
5-fenilokzazolidin-2-on (1.10 g, 2.13 mmol) bir gozeltisine ilave edilir. Reaksiyon karigsimi, 30
dakika sureyle 0C'de karigtinhr. % 10 Na>SOs(sulu) (30 mL) ilave edilir, pH, 2M HCI ile
~2'ye ayarlanir ve kanisim heptan (30 mL) ile iki kere ekstrakte edilir. Kombine edilmis
organik ekstrakt kurutulur (NazSQy), filtre edilir ve konsantre edilir. Artik, elient olarak heptan
ve etil asetat (98:8 — 1:1) oldukga yuksek polar karisimlari kullanilarak silika jel uzerinde flag
kromatografisine yonlendirilir. Uygun fraksiyonlarin konsantrasyonu, bir yag olarak 0.48 g (%
60 verim) baslikli bilesidi vermektedir. '"H-NMR (300 MHz, CDCls): & 0.90-1.00 (m, 6H), 1.48
(m, 2H), 1.65 (m, 2H), 1.85 (m, 2H), 2.10 (m, 4H), 2.80-2.90 (m, 8H), 3.55 (m, 1H), 3.60 (m,
1H), 3.88 (t, 1H), 5.35-545 (m, 10H); MS (elektro puskurtme): 373.3 [M-HJ; [a]o +37°
(c=0.104, etanol)
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Ornek 5:

(R)-2-((52,8Z,11Z,14Z,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi)butanoik asit

preparasyonu:

OH

|
|
|
o)
Q"r[/
O

Hidrojen peroksit (su iginde % 35, 0.65 mL, 7.37 mmol) ve lityum hidroksit monohidrat (0.15
g, 3.69 mmol), nitrojen altinda 0C'de tutulan tetr ahidrofuran (12 mL} ve su (4 mL) iginde
(48,5R}-3-((R)-2-((5Z,82, 112, 142, 17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksilbutancil)}-4-metil-
5-fenilokzazolidin-2-on (0.95 g, 1.84 mmol) bir ¢ozeltisine ilave edilir. Reaksiyon karigimi, 30
dakika sureyle 0Cde karistirilir. % 10 NazSOs3 uy (30 mlL) ilave edilir, pH, 2M HCI ile ~2
avyarlanir ve kansim heptan {30 mL) ile iki kere ekstrakte edilir. Kombine edilmis organik
ekstrakt kurutulur (Na»SQ4), filtre edilir ve konsantre edilir. Artik, elient olarak heptan ve etil
asetat (98.8 — 50:50) oldukga yuksek polar kangimlan kullanilarak silika jel Uzerinde flag
kromatografisine yanlendirilir. Uygun fraksiyonlarin konsantrasyonu, bir yag olarak 0.19 g (%
29 verim) baslikl bilesigi vermektedir. '"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 3 0.90-1.00 (m, 6H), 1.48
(m, 2H), 1.65 (m, 2H), 1.85 (m, 2H), 2.10 (m, 4H), 2.80-2.90 (m, 8H), 3.55 (m, 1H), 3.60 (m,
1H), 3.88 (t, 1H), 5.35-5.45 (m, 10H); MS (elektro puskurtme): 373.3 [M-H]; [a]o-31°
(c=0.088, etanol)

Ornek 6:

tert-butil 2-((52,82,11Z2,14Z17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) propanoat

preparasyonu:

O

(52,82,11Z,14Z2,177)- ikoza-5,8,11,14,17- pentaen-1-ol, (1.00 g, 3.47 mmol), tetrabitil
amonyum Klorur (0.24 g, 0.87 mmol) ve t-butil a-bromo propiyonat (3.62 g, 17.3 mmol) bir
karisimi toluen (36 mL) icinde ¢dézunur ve nitrojen altinda yerlestirilir. Sodyum hidroksitin (%
50, 8 mL) bir ¢ozeltisi yavasca siddetli kanisgtirima altinda ilave edilir ve elde edilen karigim
yirmi saat sureyle ambiyant sicaklikta kanstinlir. Su ilave edilir ve kangim eter ile ug¢ kere
ekstrakte edilir. Kombine edilmis organik ekstrakt tuzlu su yikanir, kurutulur (Na>S0.), filtre
edilir ve konsantre edilir. Artik, eluent olarak heptan icinde % 2 etil asetat kullanilarak silika

jel Uzerinde flag kromatografisi ile saflastinhir. Uygun fraksiyonlarin konsantrasyonu, bir yag
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olarak 1.40 g (% 90 verim) baslikl bilesigi verir. 'H-NMR (300 MHz, CDCls): 5 0.95 (t, 3H),
1.41 (d, 3H), 1.48 (s, 9H), 1.48-1.66 (m, 4H), 2.05 (m, 4H), 2.83 (m, 8H), 3.35 (m, 1H), 3.55
(m, 1H), 3.79 (q, 1H), 5.32-5.44 (m, 10H).

Ornek 7:

2-((5Z,82,11Z2,142,172Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) propanoik asit preparasyonu:

(X

O

Trifloroasetik asit (2 mL), nitrojen altinda diklorometan (10 mL) icinde 2-
((5Z2,82,112,142,177)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi) propanoat (1.40 g, 3.36 mmol) bir
cozeltisine ilave edilir ve reaksiyon kansimi, ug saat sureyle oda sicakliginda kanistinlir. Dietil
eter (50 mL) ilave edilir ve organik faz (30 mL) ile yikanir, kurutulur (Na:SO4) ve konsantre
edilir. Artik, eluent olarak heptan, etil asetat ve formik asit (95:5:0.25 — 80:20:1) oldukga
yuksek polar karigimlan kullanilarak silika jel Uzerinde flag kromatografisine yonlendirilir.
Uygun fraksiyonlarin konsantrasyonu 0.67 g biraz saf olmayan Grunu verir. Bu materyal
heptan (15 mL) iginde ¢ozunur, su (5 mL) ile Ug kere yikanir, kurutulur (Na>SQO4s), filtre edilir
ve bir yag olarak 0.50 g (% 41 verim) baglikl bilesigi vermek Uzere konsantre edilir. 'TH-NMR
(300 MHz, CDCls): 8 0.99 (t, 3H), 1.40-1.48 {m, 5H), 1.67 (m, 2H), 2.09 (m, 4H), 2.80-2.60
(m, 8H), 3.53 {m, 2H), 4.01 (q, 1H), 5.31-5.47 {m, 10H); MS (elektro puskurtme); 359.2 [M-H]

Drnek 8:

tert-butil 2-((5Z2,82,11Z2,14Z,17Z)- ikoza-5,8,11,14,17- pentaeniloksi)-2-metilpropanocat

preparasyonu:

e N

O

(52,82,112,14Z2,172)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-0l, (0.83 g, 3.14 mmol), tetrabutil
amonyum klorur {0.24 g, 0.85 mmol) ve t-butil a-bromo isobutirat {(3.50 g, 15.7 mmal), toluen
(15 mL) iginde gozunur ve nitrojen altinda yerlestirilir. Sodyum hidroksit (% 50, 5 mL) bir sulu
cozeltisi oda sicakhdinda yavasca siddetli kanistinlma altinda ilave edilir. Elde edilen karisim
60T ye 1sitilr ve alti saat sureyle kan stirillir. Karisim sogutulur, su ilave edilir ve eter ile ug

kere ekstrakte edilir. Kombine edilmis organik ekstrakt, tuzlu su yikanir, kurutulur (NazSQO.),
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filtre edilir ve konsantre edilir. Artik, eluent olarak heptan icinde % 5-10 etil asetatin bir
gradyan kullanilarak  silika jel Uzerinde flas kromatografisi ile saflastirnlir. Uygun
fraksiyonlarin konsantrasyonu, bir yag olarak 0.60 g (% 44 verim) baghkl bilesigi verir. MS
(elektro puskurtme): 453.3 [M+Na]".

Ornek 9:

2-((52,82,11Z2,14Z2,17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaeniloksi)-2- metilpropanoik  asit

preparasyonu:

Y

O

Trifloroasetik asit (5 mL), nitrojen altinda diklorometan (20 mL} iginde tert-butil 2-
((5Z,8Z,11214Z,172)- ikoza-5,8,11,14,17- pentaeniloksi)-2-metil propanoat (600 mg, 1.39
mmol) bir ¢ozeltisine ilave edilir ve reaksiyon karigimi oda sicakh@inda iki saat sureyle
karistirilir. Su ilave edilir ve sulu faz, diklorometan ile iki kere ekstrakte edilir. Kombine
edilmis organik ekstrakt tuzlu su ile yikanir, kurutulur (Na>S0,), filtre edilir ve konsantre edilir.
Artik, eluent olarak heptan, etil asetat ve formik asit (80:20:1) bir kansim kullanilarak silika jel
uzerinde flas kromatografisi ile saflagtirilir. Uygun fraksiyonlar konsantre edilir ve artik (135
mg}, eluent olarak heptan icinde etil asetat ve formik asitin (95:5) % 5-10 bir karigimin
gradyanm kullanilarak silika jel Uzerinde flag kromatografisi ile ayrica saflagtinhr. Uygun
fraksiyonlarin konsantrasyonu, 80 mg biraz saf olmayan uriinu verir. Bu materyal heptan (5
mLY} icinde ¢ozlnur, su (5 mL) ile iki kere yikanir, kurutulur (Na>SQ.), filtre edilir ve bir yag
olarak 40 mg (% 8 verim) baslikl bilesidi vermek Uizere konsantre edilir. 'TH-NMR (300 MHz,
CDCls): 8 0.99 (t, 3H), 1.47 (s, 6H), 1.64 (m, 2H), 2.07 (m, 4H), 2.81-2.88 (m, 8H), 3.46 {t,
2H), 5.29-5.44 {m, 10H); MS (elektro puskurtme): 373.3 [M-H]

Ornek 10 (referans Ornek):

2-((32,6Z,92,122)- pentadeka-3,6,9,12- tetraeniloksi) butanoik asit preparasyonu:

(32,62,97,127)- pentadeka-3,6,9,12- tetraen-1-ol {S. Flock, Acta Chemica Scandinavica,
(1999) 53, 436-445) (0.22 g, 1.00 mmol), tetrabutil amonyum klorur (0.10 g, 0.33 mmol) ve t-
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butil 2- bromobiutirat (1.11 g, 5.00 mmol) bir kansimi, toluen (10 ml) icinde ¢odzunur ve
nitrojen altinda yerlestirilir. Sodyum hidroksitin (% 50, 4 ml} sulu bir ¢cbzeltisi yavasca siddetli
karigtirlma altinda oda sicakhgdinda ilave edilir. Elde edilen karisim 50T ye 1sitilir ve iki saat
sureyle kanstirihr ve daha sonra ambiyant sicaklikta gece boyunca kanstirihr. Oda
sicakhdina sogutulduktan sonra, su ilave edilir ve sulu faz eter ile ug kere ekstrakte edilir.
Kombine edilmis organik ekstrakt, su ve tuzlu su ile yikanir, kurutulur (NazS0Q.), filtre edilir ve
konsantre edilir. Artik, eluent olarak heptan icinde % 5 etil asetat kullanilarak silika jel
uzerinde flas kromatografisi ile saflastiriir. Uygun fraksiyonlarin konsantrasyonu, bir yad
olarak 0.30 g t-butil ester verir. Artik, diklorometan (10 mL) icinde gozunur ve nitrojen altinda
yerlestirilir. Trifloroasetik asit (2 mL) ilave edilir ve reaksiyon karisimi oda sicakliinda bir
saat sureyle karnigtinilir. Su ilave edilir ve sulu faz, diklorometan ile iki kere ekstrakte edilir.
Kombine edilmis organik ekstrakt, tuzlu su ile yikanir, kurutulur (Na;SQ,), filire edilir ve
konsantre edilir. Artik, eluent olarak heptan, etil asetat ve formik asit (80:20:1) bir kangimi
kullanilarak silika jel Uzerinde flas kromatografisi ile saflastirdir. Uygun fraksiyonlarin
konsantrasyonu, bir yag olarak 0.18 g (% 59 verim) istenilen Uruinun verir. '"H-NMR (300 MHz,
CDCls): & 0.90-1.05 (m, 6H), 1.75-1.90 (m, 2H), 2.05-2.15 (m, 2H), 2.30-2.50 (m, 2H), 2.85
(m, 6H), 3.60 (m, 2H}, 3.85 (t, 1H), 5.25-5.60 (m, 8H).

Ornek 11 (referans Ornek):

2-((9Z2,12Z,15Z)- oktadeka-9,12,15- trieniloksi) butanoik asit preparasyonu:

— OH
— — O

(9Z2,12Z,152)- oktadeka-9,12,15-trien-1-0l {(1.26 g, 4.76 mmol}, tetra-butil amonyum klorur
(0.36 g, 1.28 mmol) ve t-butil 2-bromobitirat {2.86 g, 12.82 mal) bir karisimi toluen (15 mL)
iginde g¢ozunur ve nitrojen altinda yerlestirilir. Sodyum hidroksit (% 50, 6 mL) sulu bir gozeltisi
oda sicakhiginda yavasca siddetli kanstiriima altinda ilave edilir. Elde edilen karigim 60T ye
isitilir ve hes saat sureyle karigtinlir. Oda sicakligina sogutulduktan sonra, su ilave edilir ve
sulu faz, eter ile Ug kere ekstrakte edilir. Kombine edilmis organik ekstrakt su ve tuzlu su ile
yikanir, kurutulur (Na2S0s), filtre edilir ve konsantre edilir. Artik, eluent olarak heptan icinde
2.5-5% etil asetatin bir gradyani kullanilarak silika jel uzerinde flag kromatografisi ile
saflastinlir. Uygun fraksiyonlarin koensantrasyonu, bir yag olarak 1.36 g t-butil ester verir.
Artik, diklorometan (20 mL) iginde ¢ozunur ve nitrojen altinda yerlestirilir. Trifloroasetik asit (5

mL} ilave edilir ve reaksiyon karnigimi oda sicakhginda bir saat boyunca karnistinhr. Su ilave
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edilir ve sulu faz, diklorometan ile iki kere ekstrakte edilir. Kombine edilmis organik ekstrakt,
tuzlu su ile yikanir, kurutulur (NaxS0Q.), filtre edilir ve konsantre edilir. Artik, ellent olarak
heptan, etil asetat ve formik asit (80:20:1) bir karigimm kullanilarak silika jel Uzerinde flag
kromatografisi ile saflastirihr. Uygun fraksiyonlarin konsantrasyonu, bir ya§ olarak 0.38 g (%
23 verim) istenilen Urlin verir. '"H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 0.95-1.00 (m, 6H),1.30-1.45 (m,
10H), 1.65 (m, 2H), 1.80 (m, 2H), 2.10 (m, 4H), 2.80 (m, 4H), 3.50 (m, 1H), 3.60 (m, 1H),
3.85 (1, 1H), 5.30-5.50 (m, 6H); MS (elektro puskirtme): 349.2 [M-HJ..

Drnek 12:

tert-butil 2-etil-2-((5Z,82,11Z2,14Z,172)- ikoza-5,8,11,14,17- pentaen-1-iloksi) butanoat

preparasyonu:

\/\/\/\O O\l<
N e TN O

tert-butil 2-((52,82,112,14Z2,177)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-iloksi) butanoat (480 mg,
1.11 mmol), nitrojen altinda -70C'de tutulan kuru tetrahidrofuran (10 mL) iginde lityum
diisopropilamin (LDA) (2.0 M, 750 mL, 1.50 mmol) bir ¢ozeltisine 30 dakika uzerinde
damlatilarak ilave edilir. Reaksiyon karisimi, 30 dakika sureyle karigtirilir. Etil iyodur (312 mg,
2.00 mmol) bir porsiyon halinde ilave edilir ve elde edilen karigim 1 saat sirasinda ambiyant
sicakhda isitiir. Reaksiyon karisimi, 17 saat sureyle ambiyant sicaklikta karistirilir. Karigim,
doymus NH4CI (sulu) (50 mL) icerisine bosaltilir ve heptan (2 x 50 mL) ile gikartilir. Kombine
edilmis organik fazlar, tuzlu su (50 mL), 0.25 M HCI (50 mL) ve tuzlu su (50 mL) ile basaril
bir sekilde yikanir, kurutulur (MgS0O.), filtre edilir ve konsantre edilir. Artik, elient olarak
heptan ve etil asetat (100:0 — 95:5) artan bir sekilde polar kangimlar kullanilarak silika jel
Uzerinde flag kromatografisi ile saflastinhir. Uygun fraksiyonlarin konsantrasyonu, bir yad
olarak 343 mg (% 67 verim) baslikli bilesidi verir. '"H NMR (300 MHz, CDCls): 5 0.84 (t, 6H),
0.99 (td, 3H), 1.35-1.55 (m, 11H), 1.54-1.69 (m, 2H), 1.68-1.87 (m, 4H), 1.99-2.24 (m, 4H),
2.74-2.99 {m, 8H), 3.31 (t, 2H), 5.23-5.52 (m, 10H); MS (elektro puskurtme}: 401.3 [M-1]

Drnek 13:

2-etil-2-((5Z2,82,11Z2,14Z172)- ikoza-5,8,11,14,17- pentaen-1-iloksi) butanoik asit
preparasyonu:
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Formik asit (5 ml) ve tert-butil 2-etil-2-((52,82,112,14Z,17Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-
iloksi)butanoat (250 mg, 0.55 mmol) bir kangimi, siddetli bir sekilde nitrojen altinda oda
sicakhiginda 4.5 saat sureyle kanstinlir. Formik asit vakum halinde cikartiir, Artik, eluent
olarak heptan ve etil asetat (100:0 — 80:20) artan bir sekilde polar karigimlar kullanilarak
silika jel Uzerinde flag kromatografisi ile saflastirilir. Uygun fraksiyonlarin konsantrasyonu, bir
yag olarak 163 mg (% 74 verim) bashkh bilesigi verir. 'H NMR (300 MHz, CDCls): & 0.86 (t,
6H), 0.99 (t, 3H), 1.36 - 1.57 {m, 2H), 1.68 (dd, 2H), 1.73 - 1.98 (m, 4H), 2.11 (tt, 4H), 2.70 -
3.01 {m, 8H), 3.39 (t, 2H), 5.20 - 5.56 (m, 10H). MS (elektro puskurtme): 481.4 [M+Na]*.

Ornek 14 (referans QOrnek):

tert-butil  2-((42,7Z,102,13Z,16Z,19Z)- dokoza- 4,7,10,13,16,19- hekzaen-1-iloksi)

propanoat preparasyonu:

O
—\/—\/—\/\/‘?\Hﬁ)4

—/N\—"N\—"\

Sodyum hidroksit (% 50 (ag./ag.), 6 ml) bir sulu ¢ozelti, toluen (12 ml} iginde
(6Z,8Z,11Z2,14Z2,172Z)- ikoza-5,8,11,14,17-pentaen-1-0l (2.01 g, 6.39 mmol), tert-butil-2-
bromobitirat (2.85 g, 12.8 mmol) ve tetrabutil amonyum bisulfat (0.65 g, 1.91 mmol) bir
karisimina porsiyonlar halinde ilave edilir. Reaksiyon karigimi, Nx-atmosfer altinda siddetli bir
sekilde kanstinlir ve 50T ye 1sitilir. Reaksiyon kari simi, 22 saat bir toplam sureyle 50T de
karistinilir. llave tert-butil-2- bromobitirat (1.43 g, 6.39 mmol) ve (1.44 g, 6.44 mmol),
sirasiyla 1 1/2 saat ve 3 saat sonra ilave edilir. Kansim sodutulur ve buzlu-su (-50 ml} ve
heptan (50 ml) ilave edilir, fazlar ayrilir ve organik faz azalan basing altinda konsantre edilir.
Heptan- heptan/EtOAc (99:1) ile sulandirilan silika jel (30 g} Uzerinde flag kromatografisi, bir
swvi olarak 2.12 g baslikl bilesigi verir. 'H NMR (300 MHz, CDClz) & 0.94-1.04 (m, 6H), 1.47
(s, 9H), 1.68-1.85 (m, 4H), 1.93-2.20 (m, 4H), 2.80-2.86 (m, 10H), 3.28-3.36 (m, 1H), 3.55-
3.63 {m, 2H), 5.27-5.43 (m, 12H)

Drnek 15 (referans Ornek):
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2-((42,72,10Z2,132,16Z,19Z)- dokoza-4,7,10,13,16,19- hekzaen-1-iloksi) butanoik asit

preparasyonu:

<\/\/\/\/O on
AN N— "\

HCOOH (9 ml) iginde tert-butil 2-({4Z,7Z2,102,132,16Z,19Z)- dokoza-4,7,10,13,16,19-
hekzaen-1-iloksi) propanoat (2.09 g, 4.58 mmol) bir karigimi, 6 saat sureyle Nz-atmosfer
altinda 40C-de kan stinlir. Reaksiyon karigimi, dietil eter (100 mL) ile seyreltilir, su (30 mL)
ile yikanir, kurutulur (MgSQOa), filtre edilir ve azalan basing altinda buharlastirilir. Toluen -
toluen (85:15) ile silika jel Uzerinde (50 g) kuru-flas 1.44 g ham baslikli bilesigi verir. Heptan -
heptan/(EtOAc ad./% 5 HCCOH} 98:2-95:5-80:20 ile sulandirilan silika jel (30 g) Uzerinde flag
kromatografisi, bir sivi olarak 1.07 g (% 58 verim} baslkl bilesigi verir. '"H NMR (200 MHz,
CDCls) 6 0.97 (t, 3H), 0.99 (t, 3H), 1.64-1.91 (m, 4H), 2.00-2.23 (m, 4H), 2.78-2.87 (m, 10H),
3.42-3.66 (m, 2H), 3.85 (dd, 1H), 5.26-5.46 (m, 12H). MS (elektro puskurtme) (neg): 399 (M-
H)-.

Drnek 16 (referans Ornek):

tert-butil 2-((32,62,92,12Z,15Z)- oktadeka-3,6,9,12,15- pentaen-1-iloksi} butanoat
preparasyonu:

Sodyum hidroksit {% 50 (ad./ad.), 6 mL} bir sulu c¢ozeltisi, toluen (12 ml) iginde
(32,62,972,122 157)- oktadeka-3,6,9,12,15- pentaen-1-o0l (1.66 g, 6.37 mmol), tert-biil-2-
bromobtirat (2.86 g, 12.8 mmol) ve tetrabutil amonyum bisulfat (0.65 g, 1.91 mmol) bir
karisimina porsiyonlar halinde ilave edilir. Reaksiyon karigimi, N>-atmosfer altinda siddetli bir
sekilde karnigtirihr ve 50C'ye 1sitilir. Reaksiyon karisimi, toplam 25 saat sureyle 50T de
karistirilir. llave tert-butil-2- bromobiitirat (1.43 g, 6.41 mmol) ve (1.42 g, 6.38 mmol) sirayla 1
1/2 saat ve 3 saat sire sonra ilave edilir. Karisim oda sicakliina sodutulur ve su (30 mL) ve
heptan (50 mL) ilave edilir, elde edilen iki fazlar ayrilir ve organik faz kurutulur (Na;S0O.), filtre

edilir ve azalan basing altinda buharlagtirilir. Heptan- heptan/EtOAc (99:1) ile sulandinilan
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silika jel (30 g) uzerinde flas kromatografisi, bir sivi olarak 1.55 g baslikli bilesigi verir. 'H
NMR (300 MHz, CDCl;) d 0.96 (t, 3H), 0.97 {t, 3H), 1.48 (s, 9H), 1.64-1.86 (m, 2H), 2.03-2.12
(m, 2H), 2.39 (dd, J = 12.1, 6.7 Hz, 2H), 2.79-2.86 (m, 8H), 3.29-3.37 {m, 1H), 3.57-3.66 (m,
2H), 5.27-5.49 (m, 10 H).

Drnek 17 (referans Ornek):

2-((32,62,92,122,15Z)- oktadeka-3,6,9,12,15- pentaen-1-iloksi) butanoik  asit

preparasyonu:

— — — CH
(XX \/\;%

HCOOH (9 mlL) icinde tert-butil 2-((32,62,97,12Z2,157)-oktadeka-3,6,9,12,15-pentaen-1-
iloksi)butanoat (2.09 g, 4.58 mmol) bir karisimi, 6 saat sureyle Ns-atmosfer altinda 40T'de
karistinlir. Reaksiyon karnigimi, dietil eter (100 mL) ile seyreltilir, su (30 mL) ile yikanr,
kurutulur (MgSQa.), filtre edilir ve azalan basing altinda buharlastirilir. Toluen - toluen/ EtOAc
(85:15) ile sulandinlan silika jel (50 g) Uzerinde kuru-flag, 1.44 g ham bashkl bilesigi verir.
Heptan - heptan/(EtOAc ag./% 5 HCCOH) 98:2-95:5-80:20 ile sulandinlan silika jel (30 g)
Uzerinde flas kromatografisi, bir sivi olarak 1.07 g (% 58 verim) verir. '"H NMR (200 MHz,
CDCls} & 0.97 (t, 3H), 0.99 (t, 3H), 1.75-1.91 (m, 2H}), 2.00-2.15 (m, 2H), 2.35-2.48 (m, 2H),
2.78-2.87 (m, 8H), 3.47-3.62 (m, 2H), 3.86 (dd, 1H), 5.25-5.55 (m, 10H). MS (elektro
puskurtme) {neqg): 345 (M-H).

Biyoloijik test
Ornek 18:
PPAR aktivasyonunun in vitro olarak degerlendirilmesi

Deneyler, 5 x GAL4 bolgeleriyle yurutulen Photinus pyralis lusiferaz haberci yapilar ile birlikte
gecici olarak transfekte edilmis HEK293 hucrelerinde birlikte yapilan GAL4-DNA baglama
etki alani-PPAR-LBD fuzyon yapilarint iceren memeli-bir-hibrid analizleri (M1H} kullanarak in

vitro seklinde gerceklestirildi.

Hucreler 4-6 saat transfekte edilmis ve bilesikler ilave edilmeden once gece boyunca
buyutulmustur. Bilesik inkubasyonu, 16-20 saattir.

Yapici bir destekleyici tarafindan yurutulen Renilla reniformis lusiferaz, deney dogrulugunu

arttirmak i¢in i¢ kontrol olarak dahil edilir.

Bilesikler (A-C) ve pozitif kontrol alti farkli konsantrasyonlarda tekrarlanarak test edilir. Pozitif
kontroller GW7647 (PPARa), GW501516 (PPARJ) ve rosiglitazon (PPARY) olmaktadir.
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Kontrollerin etkinligi % 100 olarak ayarlanmistir.

Sonuglar Tablo 1:de temsil edilir.

Tablo 1: PPAR aktivasyonu in vitro olarak.

PPARa PPARS PPARy

ECso ECso
Bilesik Verimlilik Verimlilik Verimlilik

Pos. ctr. 045 1% 100 0.33 1% 100 22 nM % 100

A 307 nMP% 82 inaktif [naktif | 806 (% 22

B 405 nM<% 86 inaktif [Inaktif gﬁf % 27

C 167 "M% 54 inaktit [naktf | 515 % 25
nM

Ornek 19:

Dislipidemik fare modelinde (APOE * 3Leiden transgenik fareler} in vivo olarak lipid

metabolizmasi Uzerindeki etkilerin degerlendirilmesi

Bu hayvan modelinin, plazma lipoprotein duzeyleri ve statinler ve fibratlar gibi hipolipidemik
ilaclara kars) duyarhihd) ve beslenme midahalesi bakimindan insani durumu temsil ettigi
kanitlanmigtir. ilave olarak, plazma kolesterol seviyesine bagh olarak, APOE*3Leiden
fareleri, hucresel kompozisyon ve morfolojik ve immuno histokimyasal ozellikler bakimindan

insanlarda bulunanlara benzeyen aortta aterosklerotik lezyonlar gelistirir.

Disi APOE*3Leiden fareleri, yan sentetik Bah tipi bir divete (WTD, % 15 kakao yagdi, % 40
sukroz ve % 0,25 kolesterol; hepsi ad./fag.) konmustur. Bu diyet ile plazma kolesterol seviyesi
yaklagik olarak 12-15 mmol/l hafif yukselmis seviyelere ulagmistir. 4 haftalik bir galisma
periyodundan sonra, fareler, her biri 10 fareden olusan alt gruplara bolunur, plazma
kolesterolu, trigliseritler ve vucut agirhgi icin eglestirilir (t = 0).

Test maddeleri, Bati tipi diyete ilave olarak oral yoldan uygulanir. Bilesiklerin karismasini

kolaylagtirmak icin aycigek yagi, 10 mL/kg diyet toplam yag hacmine ilave edilir.

t = 0 ve 4. haftalarda, plazma kolesterolunui ve ftrigliseritleri 6lgmek icin 4 saat sonra kan

ornekleri alinir.

Test maddesi (A), 0.3 mmol/kg bw/gin test edilir. Referans (Omega-3 asit etil esterleri,
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Omacor ™, Lovaza ™) 3.3 mmol / kg b ag./gun olarak test edilir.
Sonuglar, Sekil 1'de gosterilmistir.
Ornek 20:

Dislipidemik fare modelinde in vivo olarak lipid metabolizmasi uzerindeki etkilerin
degerlendirilmesi (APOE * 3Leiden.CETP transgenik fareler)

APQE * 3Leiden.CETP transgenik fare, insan kolesterol ester transfer proteininin APOE *
3lLeiden transgenik fareye sokuldudu bir modeldir. Bu daha insan benzeri bir lipoprotein
profili ile sonuclanir. Bu model, ilaglarin plazma HDL ve trigliserit diuzeyleri Uzerindeki

etkilerini test etmek igin gok uygundur.

Disi APOE * 3Leiden.CETP fareleri, yar sentetik modifive edilmis Western tipi bir diyete (%
0.15 kolesterol,% 10 ve % 15 doymus yag, hepsi ad./ad.) konulur. Bu diyette plazma
kolesterol seviyesi, yaklasik 13-15 mmol/l orta derecede yukselmis seviyelere ve yaklasik 3
mmol / | trigliserit seviyelerine ulasir. 4 haftalik bir calisma perivodundan sonra fareler, her
hiri & fareden olusan gruplara bolunur, birincil olarak plazma kolesteroli, trigliseritler ve viicut

ad@irhd icin eslestirilir ve ikincil olarak HDL -kolesterol icin eslestirilir (t = 0).
Test maddeleri, Bati tipi diyete ilave olarak oral yoldan uygulanir.

T = 0 ve 4. haftalarda, plazma kolesterol, HDL-kolesterol ve trigliseritleri dlgmek icin 4 saat

sonra kan ornekleri alinir.

Test maddesi (A), 0.18 mmol/kg b ag. /gun olarak test edilir. Referans (Fenofibrate), 10 mg /
kg bag. /gun test edilir.

Sonuglar, $Sekil 2 ve 3'te gosterilmistir.
Ornek 21:

Fare modelinde in vivo olarak ateroskleroz geligsimi Uizerine etkilerin degerlendirilmesi
{APOE * 3Leiden.CETP transjenik fareler)

Bu hayvan modelinin, plazma lipoprotein duzeyleri ve hipolipidemik ilaclara (statinler, fibratlar
vb. gibi) ve besinsel mudahaleye karsi insani durumu temsil ettigi kamitlanmigtir.
APQE*3Leiden.CETP fareleri, hucresel bilesime, morfolojik ve immuno histokimyasal

ozelliklere gore insanlarda bulunanlara benzeyen aortta aterosklerotik lezyonlar geligtirir.

Disi APOE* 3Leiden.CETP fareleri, % 0.15 kolesterol ve % 15 doymus yag iceren bir Bati tipi
diyet (WTD) konulur; yaklasik 13-15 mM olan plazma kolesterolii ile sonuglanir. WTD
uzerinde 3 haftalik bir calisma periyodundan sonra, fareler 15 fareden olusan 4 gruba,
kontrol {tedavi yok), bilesik A, fenofibrat ve dusuk kolesterol diyetine bolunmustur. Gruplar 4
saat a¢ birakilmadan sonra viucut agirhigi, plazma total kelesterol (TC), HDL kolesterol (HDL-
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C) ve trigliseritler (TG) icin eslestirildi.

Test maddeleri, Bati tipi diyete ilave olarak oral yoldan uygulanir. Bilesiklerin karismasini
kolaylagtirmak igin aycicek yagi 10 mL / kg diyet toplam yad hacmine ilave edilir. Test bilesidi
(A) baslangicta 0.1 mmol / kg b ad./ gun olarak test edildi ve 4 haftada 0.04 mmol /kg b ag.
/giin‘e dusurllur. ilk doz, VLDL / LDL kolesterolunu % 25-30 azaltacak sekilde gerekli dozu
belirlemek igin dnceki bir doz bulma galismasina dayanmaktadir.

Fenofibrat dozu baslangicta 10 mg/kg b agd./gundur ve 4,2 mg/kg b ag./gun'e dusurilur
(bilesik A tarafindan induklenen VLDL / LDL'deki paralel indirgeme).

t =0, 4, 8 12 ve 14. haftalarda, gida alimini, toplam plazma kolesterolunti, HDL
kolesterolunu ve ftrigliseritleri ve lipoprotein profillerini olgmek icin 4 saat sonra hizli kan
ornekleri alinir. Calisma sonunda aort kdkiinde ateroskleroz gelisimi (lezyon sayisi, toplam

lezyon alani ve lezyon siddeti) dederlendirilir.
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