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yazimi sirasinda patent ve telif haklarini jhlal edici bir davranigimin olmadigint beyan ederim.
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1. OZET

GHRELIN O-ACIL TRANSFERAZ INHIiBISYONUNUN OBEZITE
UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Obezite, hiperlipidemi, Tip-2 DM, hipertansiyon ve koroner kalp hastaliklarina sebep
olan kronik bir hastaliktir ve son yillarda diinyada ve tlilkemizde hasta sayis1 hizli bir
sekilde artmaktadir. Obezite, beraberinde ekonomik problemleri de getirmektedir.
Tiim bu nedenlerden dolay1 arastirmacilar, obezitede farmakoterapiye odaklanmstir.
Guncel olarak Amerikan Besin ve Ilag Dairesi’nin onayladigi, Orlistat, Lorcaserin,
Fentermin/Topiramat isimli obezite ilaglart mevcuttur. Ancak bu ilaglarin
kardiyovaskiiler ve gastrointestinal yan etkileri oldugu bildirilmistir. Bu arastirmada,
GOAT (Ghrelin O-Acil Transferaz) enziminin obezite {izerine etkisi arastirilmistir.
GOAT enzimini inhibe edecek kimyasal molekiil sentezlenmesi, molekillerin
bilgisayar ortaminda molekiiler modelleme aktivite calismalar1 sonuglarinin
degerlendirilmesi, bu sayede obezite ile miicadele etmek icin diyet ve egzersize ek
olarak GOAT inhibitérlerinin  kullanilmas:1 ve kilo kontrolii saglanmasi
amaclanmistir. Obezite tedavisi igcin énemli bir hedef olan ghrelin, kisa siireli olarak
istah1 baskilamakta ve kilo kazanimini 6nlemektedir. Diger obezite ilaglarinda
gorilen merkezi sinir sistemi ile ilgili yan etkileri énlemek icin, dogrudan ghrelin
reseptorii yerine ghrelini aktif hale getiren enzim hedef alinmistir. Piyasada ghrelin
tabanli bir obezite ilacinin bulunmamasi bu hormon iizerinde odaklanmamizi
saglamistir. Tez kapsaminda GOAT enzimini inhibe edebilmek icin 8 kimyasal
molekil laboratuvar ortammda sentezlenmis, molekullerin  analizi ve
karakterizasyonu LC-MS ve NMR ile yapilip yapilar1 aydinlatilmistir. Sentezlenen
bu molekullerin GOAT reseptoriine baglanma afinitesi molekiiler modelleme
yontemleriyle test edilmistir.  Molekiler —modelleme sonuglarma  gore
laboratuvarimizda sentezledigimiz SRPT-3 kodlu molekil GOAT inhibisyonu
gOsterebilecek 6zgun bir ilag adayi olabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antiobezite, Ghrelin, Ghrelin O-Acil Transferaz
Inhibitorleri, Obezite, Ozgiin Ilac Kesif ve Gelistirme

Bu tez Istanbul Medipol iiniversitesi Restoratif ve Rejerenatif Arastirmalar

Merkezi tarafindan 2017-03 no’lu BAP projesi ile desteklenmistir.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF GHRELIN O-ACYL
TRANSFERASE INHIBITION ON OBESITY

Obesity is a chronic disease that causes hyperlipidemia, Type-2 DM, hypertension
and coronary heart diseases and the number of patients in the world and in our
country has been increasing rapidly in recent years. Obesity brings with it economic
problems. For all these reasons, researchers have focused on pharmacotherapy in
obesity. Currently, there are obesity medicines named Orlistat, Lorcaserin,
Phentermine/Topiramate, approved by the American Food and Drug Administration.
However, these drugs have been reported to have cardiovascular and gastrointestinal
side effects. In this study, the effect of GOAT (Ghrelin O-Acyl Transferase) enzyme
on obesity was investigated. It is aimed to synthesize chemical molecules that will
inhibit GOAT enzyme, to evaluate the results of molecular modeling activity studies
in the computer environment, to use GOAT inhibitors in addition to diet and exercise
to control obesity and to provide weight control. As an important target for the
treatment of obesity, ghrelin suppresses appetite and prevents weight gain for a short
time. In order to prevent central nervous system side effects seen in other obesity
drugs, the enzyme activating ghrelin was targeted directly instead of ghrelin receptor.
The lack of a ghrelin-based obesity drug on the market has enabled us to focus on
this hormone. In order to inhibit the GOAT enzyme, 8 chemical molecules were
synthesized in the laboratory. Analysis and characterization of the molecules were
carried out by LC-MS and NMR. The binding affinity of these synthesized molecules
to GOAT receptor was tested by molecular modeling methods. According to the
results of molecular modeling, it is determined that the SRPT-3 encoded molecule
synthesized in our laboratory may be a unique drug candidate that can show GOAT

inhibition.

Keywords: Antiobesity, Ghrelin, Ghrelin O-Acyl Transferase Inhibitors, Novel

Drug Discovery and Development, Obesity



3. GIRIS VE AMAC

Obezite, vicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasi ve
vicuttaki yag kitlesinin, yagsiz viicut kiitlesine oranla artmasi ile karakterize olan
kronik bir hastaliktir. Obezite’nin olusmasinda en 6énemli risk faktorlerini, sedanter
yasam, asir1 ve yanlis beslenme aligkanliklari, yas, cinsiyet, egitim diizeyi ve genetik
olusturmaktadir. (1) Kalitsal olarak da gecebilen obezite, cevresel faktorlerin de
etkisiyle ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde hizla artmaktadir. (1, 2)
Obezite tedavisi icin bir¢cok ilag mevcuttur. Ancak bu ilaglar diistik etki, (yaklasik
%S5 kilo kaybi) zayif tolerans ve/veya yan etkiler ile karakterize edilmektedir. (3)
Wortley E. ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alisma sonunda ghrelin hormonunun erken
obezite riskini Onleyip/6nlemedigini arastirmuslardir. Calisma sonunda, ghrelin
hormonu olmayan farelerin yiiksek yagl diyete maruz birakildigi halde hizli kilo
alimmdan korundugu goriilmiistiir. Bu koruma adipozitenin azalmasi, artmis enerji
harcamas1 ve hayvanlarin yasina gore lokomotor aktivitesi ile iliskilendirilmistir.
Yapilan bu ¢aligmaya gore disaridan alman besin 6gelerine adaptasyonda endojen
ghrelin énemli rol oynamaktadir. (4) insanlarda ghrelin hormonunun farmakolojik
olarak inhibisyonu obezite arastirmalari i¢in yeni bir yol saglamaktadir. Dolasimdaki
ghrelin  seviyeleri a¢hik durumunda yikselmekte, beslenme sonrasinda
baskilanmaktadir. Ghrelin sinyalinin inhibe edilmesi, obezite tedavileri icin
onemlidir. (5) Ghrelin, GHS-R1a (Growth Hormone Secretagogue Receptor 1a) icin
endojen ligand olarak gdérev yapan 28 amino asitli bir peptid hormondur. (6) Ghrelin,
gastrointestinal sistemde Gzellikle mideden salgilanir. Ghrelin, plazmada agillenmis
ve agillenmemis olarak iki formda bulunur. (7) Ghrelin hormonunun 3.aminoasidi
serin oktanoil grubu ile modifiye edildiginde, n-oktanoil ghrelin (agillenmis ghrelin)
olarak adlandirilir. (8) Agillenmis ghrelin, hipofiz bezinde ve hipotalamusta bulunan
GHS-R1a’ya baglanarak biiylime hormonunun salgilanmasi, istah ve gida aliminin
uyarilmasi, mide asidi salgilanmasmm diizenlenmesi, mide motilitesi, glukoz
homeostazi ve adipozite dahil olmak tizere bir¢ok ilgili biyolojik islemi diizenler. Bu
nedenle, oktanoil kismmin varlig1 ghrelin hormonunun endokrin fonksiyonlar: igin

cok 6nemlidir. (7)



Bu modifikasyon, MBOAT (Membran Bounding O-acyl Transferase) enzim ailesinin
bir Gyesi olan GOAT ile katalize edilir. (6) Ghrelin geni, agillenmis ghreliden baska,
acillenmemis ghrelin, C-ghrelin, obestatin ve des-GIn14 ghrelin de dahil olmak Gzere
cesitli peptitler tretir. A¢illenmemis ghrelin veya obestatin ghrelin ile iligkili diger
peptitler, GHS-R1a ile etkilesime giremez ve reseptorii dogrudan uyaramaz. (8)
Ayrica agillenmis ghrelin, oreksijenik etkiye sahip oldugu bilinen tek peptid
hormondur. (7) Bu nedenle agillenmis ghrelin sistemininin inhibe edilmesi obezite
tedavisinde onemli bir hedeftir. Ghrelinin etkisini inhibe etmenin yollarindan birisi

de GOAT"1 inhibe etmektir. (9)

Son 10 yil i¢inde piyasaya ghrelin kaynakli obezite ilact g¢ikarilmamustir. (10)
Yapilan calismalar gosteriyor ki, ghrelin asmr1 beslenme, metabolizma ve enerji
dengesi ile ilgili farkli bozukluklarin tedavisinde iyi bir adaydir ve klinik olarak
onemlidir. Bu bozukluklarin etkili tedavilerini gelistirmek i¢in, ghrelin hormonu ve
sinyal mekanizmalarinin tam olarak anlasilmasi gerekir. (11) Bu arastrmada, GOAT
enziminin obezite tlizerine etkisi arastirilmistir. Diger Obezite ilaglarinda goriilen
merkezi sinir sistemi ile ilgili yan etkileri dnlemek igin, dogrudan ghrelin reseptorii
yerine ghrelini aktif hale getiren enzim hedef alinmistir. (5) Ayrica piyasada ghrelin
tabanli bir obezite ilacinin bulunmamasi1 bu hormon tizerinde odaklanmamiza sebep
olmustur. GOAT enzimini inhibe edecek kimyasal molekil sentezlenmesi,
molekdillerin  bilgisayar ortaminda molekiiler modelleme aktivite ¢alismalari
sonuglarinin degerlendirilmesi bu sayede obezite ile micadele etmek icin diyet ve
egzersize ek olarak GOAT inhibitorlerinin kullanilmasi ve kilo kontrolii saglanmasi
amaglanmistir.  Arastirma sonucunda sentezlenen GOAT inhibitéri  6zgin
molekiillerin biyolojik aktivite testlerinin yapilarak makale olarak bildirilmesi
diistiniilmektedir. Bu arastirmada sentezlenen molekiillerin daha da gelistirilerek
ghrelin inhibisyonu yoluyla obeziteye karsi yeni bir umut kaynadi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Tez c¢alismamiz bu konu ile ilgili literatiirdeki bir boslugu
doldurmak ve tibbi degeri olan molekiillerin sentezine ve gelistirilmesi konularinda

katki saglayacaktur.



4. GENEL BIiLGILER

4. 1. Obezitenin Tanimi Ve Siniflandirilmasi

Obezite, bireyin aktivitesini kisitlayan ve kalp hastaligi, belirli kanserler, tip 2
diyabet, inme, artrit gibi hastaliklarla iligskilendirilen morbid bir durumdur. (12)
Obezite, DSO (Diinya Saglk Orgiitii) tarafindan BKi (Beden Kitle indeksi)
degerlerine gore siniflandirilir. (13)

Diinya Saglik Orgiitii’ niin BKI smiflamasina gore;

Tablo 4. 1. Beden Kitle Indeksi degerlerine gore obezite siniflamasi (14)

Siiflama BKI Degeri
Zayif <18,5
Normal 18,5-24,9
Fazla Kilolu 25-29,9
Obez >30

Obez sinif 1 (hafif) 30-34,9
Obez sinif 2 (orta) 35-39,9
Obez smif 3 (agir=morbid obez) >40

4. 2. Obezitenin Dinyadaki Durumu

Obezite, diinya ¢apinda her gecen gin artmakla birlikte 21. yiizyilin en biiyiikk halk
saglig1 sorunu haline gelmistir. (3, 15) Yapilan bir ¢calismada, 2015 yilinda, diinyada
toplam 107,7 milyon ¢ocuk ve 603,7 milyon yetiskinin obez oldugu bildirilmistir.
Cocuklar arasinda obezite prevalansi eriskinlerdekinden daha diisiik olmasma
ragmen, bir¢ok iilkede cocukluk caginda obezite artig orani yetiskin obezitesi artis
oranindan daha fazla olmustur. Ayrica yiiksek BKI, diinya genelinde 4.0 milyon
kisinin 6liimii ile iliskili bulunmustur. (16) DSO verilerine gore, 2016 yilinda, 18 yas
ve Ustl 1,9 milyardan fazla yetigkinin asir1 kilolu oldugu ve bunlarin 650 milyondan

fazlasinin obez oldugu bildirilmistir.




Diinya niifusunun ¢ogunda, fazla kilo ve obeziteden 6len insan sayisinin, zayifliktan

6len insan sayisindan daha fazla oldugu rapor edimistir. (17)
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Sekil 4. 1. Ekonomik Kalkinma ve isbirligi Orgiitii tye tlkelerin nifusa gore obezite
yuzdeleri* (18)

*2015 veya en yakin yila ait veriler kullanilmig ve ¢aligsmaya 15 yas ve {lizeri dahil edilmistir.

4. 3. Obezitenin Ulkemizdeki Durumu

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de obezite oranlar1 giderek artmaktadir. “Tiirkiye
Beslenme ve Saglik Arastirmasi 2010” 6n ¢alisma raporuna gore Tirkiye’de
cocuklarda ve addlesanlarda obezite sikligi, 0-5 yasta %38,5 (erkek %10,1, kiz %6,8),
6-18 yasta %8,2 (erkek %9,1, kiz %7,3), yetigskinlerde obezite sikligi, erkeklerde
%20,5, kadinlarda ise %41,0 toplamda %30,3 olarak bulunmustur. (19)

Tiirk Istatistik kurumu Tiirkiye Saglik Arastirmasi, 2014 verilerine gore Tiirkiye’deki
obezite orani 2008 yilinda %15,2 iken 2014 yilinda artis gostererek %19,9’a
ulasmugtir. 2016 yilinda DSO, Tiirkiye’de 16.092.644 obez birey bulundugunu ve
%29,5 obezite prevalansi ile Tirkiye’nin, Avrupa’da obezitenin en sik gorildigi

ulke oldugunu bildirmistir. (20)



Tablo 4. 2. Turkiye’de kadin ve erkeklerde BKI degerlerinin yillara gére dagilimi* (21)

2008 Toplam 4,2 48,2 32,4 15,2
Erkek 2,7 48,1 36,9 12,3
Kadin 59 48,2 27,4 18,5
Toplam 4,7 45,5 33,0 16,9
2010 Erkek 3,5 46,1 37,3 13,2
Kadin 59 447 28,4 21,0
Toplam 3,9 44,2 34,8 17,2
2012 Erkek 2,7 447 39,0 13,7
Kadin 51 43,6 30,4 20,9
Toplam 4,2 42,2 33,7 19,9
2014 Erkek 2,8 43,7 38,2 15,3
Kadin 55 40,7 29,3 24,5

* 15 yas lizeri dahil edilmistir.

4. 4. Obezitenin Guncel Tedavi Secenekleri

DSO’ niin belirledigi BKi siniflamasina gore, 25 ve Uzerindeki BKI degerleri
obeziteyi ve beraberinde HT, tip 2 DM, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik
hastalik risklerini artrmaktadir. (22) Bu nedenle obezitenin tedavisi 6nem
kazanmaktadir. Obezite tedavisi igin giincel tedavi segenekleri, saglikli beslenme ve
yasam tarzi degisikligi, egzersiz, ila¢ tedavisi ve bariatrik cerrahi ameliyatlaridir. Bu
tedaviler tek basina ya da birlikte uygulanmaktadir. (15) Saglikli beslenme ve yasam
tarz1 degisikligi, enerji alimi ve harcanmasi arasindaki dengelerin kontroliinii saglar.
(23) Obezitede ilac tedavisi, BKi degeri 27,0-29,9 veya 30 kg/m? oldugunda ve
obezite ile ilgili komorbidite (6rn., hipertansiyon, diyabet, obstriktif uyku apnesi)
durumunda 6nerilmektedir. (15) Gincel olarak obezitenin uzun sireli tedavisi icin
Orlistat, Lorkaserin, Fentermin/Topiramat ilaglar1 Amerikan Besin ve ilag Dairesi

tarafindan onaylanmis ve kullanilmaktadir. (24, 25, 26) Ancak bu ilaglarin



kardiyovaskiiler ve gastrointestinal yan etkileri oldugu rapor edilmistir. (24, 26)
Obezite tedavisi igin, tercih edilen diger bir tedavi sekli bariatrik cerrahidir.

Cerrahi girisimler genellikle morbid obez (BKi 40 kg/m?) ve obezite ile iliskili
komplikasyonlar1 olan hastalara uygulanmaktadir. Gastrik bantlama veya gastrik
bypass gibi bariatrik cerrahi iglemleri, siirekli kilo kayb1 i¢in etkili ancak invaziv ve
B9, B12, anemi, rabdomiyaliz, kemik kaybi, A vitamini eksikligi, beslenmeyle
iligkili noropati, Wernicke ensefalopatisi gibi komplikasyonlara neden olmaktadir.
(15, 27) Tum bu nedenlerden dolay1 giivenilir ve etkili obezite ilaglarma talep
artmaktadir. GUnimuzde obeziteyi engellemek i¢in 100'den fazla ilag adayr molekiil

uzerinde preklinik ve klinik asamalarda ¢aligmalar yapilmaktadir. (15)

4. 5. Ge¢cmisten Giiniimiize Obezite Farmakoterapisi

Tablo 4. 3. Gegmisten giiniimiize kilo vermek i¢in kullanlan hormon ve ilaglar (24)

Tiroid hormonu 1900-1980ler Azalmis yagsiz viicut kiitlesi, kardiak aritmi,
kardiyak arrest

Dinitrofenol 1930lar Agronulositoz, dermatit, katarakt, fetal
hipotermi

Rainbow pills 1940-1960lar Miyokardial toksisite, ani 6lim

Aminoreks 1960lar Pulmoner hipertansiyon

Fenfluramin/ 1990lar Pulmoner hipertansiyon, kalp kapagi hastalig

Dexfenfluramin

Fenilpropanolamin  1970ler-1990lar Intrakranial kanama, hemorajik inme

Efedra 1990lar-2000ler Carpinti, hipertansiyon, kalp krizi, inme, ani
olum
Rimonobant 2000ler Depresyon, intihar diisiincesi

Obezitede ilag¢ tedavisi, on dokuzuncu yiizyilin sonlarnda koyun tiroid hormonu
Ozitiiniin metabolik hiz1 arttirma ve kilo kaybina saglama etkilerinin kesfedilmesiyle

baglamistir. 1930'larda, 2,4-dinitrofenol, metabolik hizi arttiran, popiiler bir obezite



ilac1 haline gelmis ancak agrantlositoz, dermatit, kataraktlar ve 6limcul hipertermi
gibi advers etkileri nedeniyle kullanimi durdurulmustur. 19401 yillardan 19601
yillara kadar, amfetaminler, dijitalis, tiroid hormonu, diiiretik ve miishil
kombinasyonlari, barbitiiratlar kullanilarak olusturulan zayiflama ilaglar1 sinirlilik,
hiperaktivite, miyokard toksisitesi ve ani Oliim ile iligkilendirilmistir. Daha
sonrasinda kafein ve/veya guarana ile birlikte efedra alkaloidleri iceren besin
takviyeleri, obezite tedavisi i¢in kullanilmaya baslanmis ve ¢ok populer olmustur. Bu
preparatlarin yapilan ¢alismalar sonucunda ¢arpinti, hipertansiyon, kalp krizi, felg ve
ani 6lim gibi advers etkilere neden oldugu bildirilmis ve ABD Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan 2004'te efedra satis1 yasaklanmigtir. Son zamanlarda, piyasada kilo
kaybi i¢in regetesiz satilan ¢ok fazla iirtin bulunmaktadir. Bu Urtinlerin, karbonhidrat
metabolizmasim diizenledigi (6rnegin, krom, ginseng), tok kalma siiresini uzattigi
(6rnegin, ¢oziiniir lif icerikli takviyeleri-guar sakizi, glukomannan, psyllium) ve yag
oksidasyonunu sagladigi (hidroksisitrik asit, konjuge linoleik asit, yesil ¢ay, meyan
kokl , piruvat, vitamin B6, I-karnitin) ve lipid absorpsiyonunu bloke ettigi iddia
edilmektedir. Bu Urunlerin, asir1 kilolu veya obez olan hastalarda kilo kaybina etkisi
klinik ¢alismalarla desteklenmemis ve uzun vadeli guvenilirlikleri ile ilgili hicbir
kanit bulunmamisir. 2006 yilinda piyasaya ¢ikan gicli ve secici bir endokannabinoid
(CBL1 reseptérl) antagonisti olan rimonabant ilaci, uzun vadeli obezite tedavisinde
FDA onay1 almasi beklenen umut verici bir ilagtr. Ancak rimonabant tedavisinin
depresyon ve intihar riskinde artis gdstermesi gibi psikiyatrik yan etkilerinden dolay1
ilag onaylanmamistir. Gegmisten giiniimiize obeziteyi 6nlemek veya tedavi etmek
amaciyla ¢ok fazla ila¢ kullanilmistir. Ancak bunlarin bircogu hayal kirikliklari,
giivensiz uygulamalar, kotliye kullanimlar, smirli etkinlik ve ciddi yan etkilerle
sonuc¢lanmistir. Son yillarda yapilan calismalarda, ghrelinin serin aminoasidine
oktanoil molekdlini ekleyen bu sayede hormonun istah mekanizmasma etkisini
saglayan GOAT enzimi yeni bir molekiler hedef olarak tanimlanmistir. (24)

2018 yilinda, Rhythm Pharmaceuticals firmasi, T-3525770 orjinal kodlu GOAT
inhibitdrd  molekili, RM-853 kodu ile PraderWilli Sendromu tedavisinde

kullanilmak {izere preklinik agsamaya getirmistir. (28)



4. 6. Obezitenin Giincel Farmakolojik Tedavi Mekanizmalari

Guncel olarak obezitenin uzun sireli tedavisi igin Orlistat, Lorkaserin,
Fentermin/Topiramat adindaki ilag etken maddeleri Amerikan Besin ve Ila¢ Dairesi
tarafindan onaylanmis ve kullanilmaktadir. (24, 25, 26) Orlistat, periferal sinir
sistemine etki eden gastrik ve pankreatik lipaz inhibitorii bir ilagtir. Lorkaserin,
serotonin veya 5-HT (5-Hidroksitriptamin) agonistidir. Yag ve kalori alimini kontrol
eden 5-HT2C reseptorlerini segici olarak aktive eder. Fentermin ve topiramat birlikte
kullanilmaktadir. Fentermin, sempatomimetik aminler olarak adlandirilan bir ilag
sinifina aittir. Topiramat, antikonviilsan veya antiepileptik ilag olarak bilinir. (29)
Fentermin ve topiramat birlikte istahi baskilarlar.

Yukarida bahsi gecgen ilaglarin kimyasal yapilari asagida gosterilmistir.

/—O

Sekil 4. 2. Orlistat (Gastrik ve pankreatik lipaz inhibitérii) (30)
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Sekil 4. 3. Lorkaserin (Seratonin agonisti) (30)

H,N

Fentermin

H H

Topiromat

Sekil 4. 4. Fentermin ve topiramat (Fentermin ve topiramat birlikte istah baskilayici) (30)
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Tablo 4. 4. Giincel Obezite Ilaglar1 ve Etki Mekanizmalar1 (25)

Ila¢/ Etkin Madde Ad

Aksiyon mekanizmasi

Tamtilms-
gericekilmis

Yan etkiler

Contrave (Naltrekson+
Bupropiyon)

Noradrenalin/dopamin
gerialim inhibitorii ve
opioid reseptor
antagonisti

2011°de
reddedildi.

Kardiyovaskiiler
yan etkiler

Empatic (Zonisamid+

Noradrenalin/dopamin

Faz 3 asamasi

Bulanti, bas agrisi,

Bupropiyon) gerialim inhibitorii ve insomnia,
antikonvilsan anksiyete
Fen-Phen Seratonin/néradrenalin 1992-1997 Kalp kapagi

(Fenfluramin+
Fentermin)

salgilayict

(sadece USA)

hastalig1, pulmoner

hipertansiyon

Belvig (Lorkaserin
HCI)

5-HT2C agonisti

2012-
gunimuiz
(sadece USA)

Bas donmesi, bas

agrisi, insomnia

Xenical (Orlistat) Gastrik ve pankreatik 1999- Yagl gaita

lipaz inhibit6ri gunimiiz
Phentermin Noradrenalin salgilayici,  1959- Sadece
(Fentermin) sempatomimetik gunimiiz hipertansiyon dis1

(sadece USA)

hastaliklarda kisa

sureli kullanilir.

Qsymia Noradrenalin salgilayici, 2012- Bas donmesi, bas

(Topiramat+ anti-konvilsan gunimiiz agrisi, insomnia

Fentermin) (sadece USA)

Rimonobant CB: reseptor antagonisti ~ 2006-2008 Depresyon ve

(Rimonobant HCI) (sadece anksiyete
Avrupa)

Sibutiramin Seratonin/néradrenalin 1997-2010 Artmug inme ve

(Sibutramin HCI
Monohidrat)

gerialim inhibitori

miyokard

infarktiisu riski

Tesofensin

Seratonin/noradrenalin/
dopamin gerialim

inhibitoru

Faz 3 agsamas:

Depresif mod,
kardiyovaskdiler
yan etkiler
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4. 7. Ghrelin Inhibisyonunun Obezite Tedavisi Agisindan Onemi

Ghrelin, periferik sinir sisteminde ve beynin farkli bdlgelerinde 6zellikle
hipotalamustan koken almaktadir. Hipotalamusta ghrelin reseptorlerinin aktivasyonu
farkli sinyal yolaklariyla baglamakta ve besin alimindaki degisikliklere yol
a¢cmaktadir. (31) Bu konuda yapilan arastrmalarin amaci bu molekiiler yolaklar1

karakterize etmek ve tanimlamaktir. (32)

Viicut agirlig1 periferal ve santral faktorleri iceren kompleks bir sistem tarafindan
dizenlenmektedir. (31) Viicudumuzda, enerji harcanmasi ve istah kontroliinde birgok
mekanizma goérevlidir. (32) Ghrelin, metabolizmada besin alim1 ve viicut agirhginin
diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle ghrelin, viicut agirligi
diizenlemesi i¢in potansiyel bir ila¢ hedefi olarak tanimlanmaktadir. Obez bireyler
kilo verdiklerinde, bu Kilo kaybini telafi etmek i¢in ghrelin diizeyleri artmaktadir.
Sik1 bir diyet ve beraberinde ghrelin antagonistlerini kullanmasi, obez bireylerin kan
ghrelin seviyelerini duzenleyerek daha kolay kilo vermelerini saglayabilir. (31)
Dolasimdaki ghrelin seviyeleri a¢lik durumunda ytlikselmekte, beslenme sonrasinda
baskilanmaktadir. Bu nedenle ghrelin sinyalinin inhibe edilmesi obezite tedavileri
icin 6nemli bir hedeftir. Obezite tedavisinde, ghrelin sinyalinin baskilanmasi igin,
ghrelin reseptorinin antagonize edilmesi, ghrelinin nétralize edilmesi ve GOAT
enziminin inhibisyonu gibi yontemler hakkinda pek ¢ok arastirma yapilmustir. (5)
Kemirgenlerde ve insanlarda, obezite tedavisi igin birkac ghrelin reseptori
antagonisti gelistirilmis ve test edilmistir. Ghrelin reseptdri antagonistlerinin yapisi,
cogunlukla peptit yapisinda biyiuk molekillerdir. Yapilan c¢alismalar, ghrelin
reseptorli antagonistlerinin gida alimin1 ve viicut agirh@mi azaltmasi igin
intraserebroventrikiler olarak verilmesi ve KBB (Kan Beyin Bariyeri)’yi ge¢mesi
gerektigini bildirmistir. Buna ek olarak, ghrelin'e karsi asilama ve ghrelin geni
transkripsiyonu inhibisyonu igeren ghrelin nétralize etme stratejileri gelistirilmistir.
Bununla birlikte, ghrelin hormonunu antagonize etmek i¢in kullanilan bu yaklagimlar
obezitenin Onlenmesinde ve tedavisinde ¢ok sinirli bir basariya sahiptir. (33)
Ghrelinin etkisini inhibe etmenin diger bir yolu da GOAT" inhibe etmektir. Bu
enzim cazip bir hedeftir. Clinkii ghrelin oktanoillenmis oldugu bilinen tek proteindir.

Dolayisiyla, GOAT inhibisyonunun yalnizca bir proteini degistirecegi

13



diistiniilmektedir. (9) Yapilan bir¢cok arastirmaya, ghrelinin kesfinden sonraki 10 yil

icinde piyasaya ghrelin tabanli bir obezite ilact ulasmamustir. (5)

4. 8. Ghrelin ve Ghrelin O-Agil Transferaz Iliskisi

Human K iat
M- @S EEDEOPEHQ@R)
®WOBOORQD

Kp®®RD@E®R-c00H

n-octanoyl group (C8:0)

Sekil 4. 5. Insan ve sican ghrelinlerinin yapilar1 (34)
Ghrelin, mideden salgilanan 28 aminoasitli bir peptit hormondur. (5) Ghrelinin N
ucundan 3.aminoasidine ‘serin’ adi verilmektedir. (35) Ghrelinin 3. aminoasidi
serin’e GOAT adli enzim tarafindan oktanoil grubu kovalent baglanir ve ghrelin
hormonu aktif formuna doniiserek aglik sinyali olarak hareket etmektedir. (5, 36)
Ghrelin, oktanoil grubu olmadan once aktif halde degildir. (37) Ghrelin, GSH-R1a
izoformunun endojen ligandidir. Ghrelin, direkt olarak hipofiz hiicrelerinden biiyiime
hormonunun serbest birakilmasini stimiile etmekte ve dolayli olarak biiylime
hormonu salgilanmasi i¢in biiyiime hormonu salgilatict hormon ile sinerjik etki

yapmaktadir. (33)
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Sekil 4.6. Ghrelinin biyosentetik yolagi: Ghrelin ilk olarak, bir sinyal peptidi, 28 amino

asitli ghrelin dizisi ve 66 amino asitli C-terminal peptid iceren 117 amino asitli preproghrelin
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olarak sentezlenmistir. Sinyal peptidi, 94 amino asitli progrelini endoplazmik retikulum (ER)
limenine salarak kotranslasyonel olarak bolunmiistiir. Oktanoil grubunun progrelin'in
Ser3'ine baglanmast GOAT Kataliziyle ER'de gergeklesmistir. Daha sonra salgi
granillerinde, prohormon konvertaz 1/3 (PC1/3), acil ghrelin olusturacak sekilde agil
proghrelin C-ucundan bolunmustiir. (35)

Ghrelin hormonunun acillenmis ve agillenmemis ghrelin adinda iki formu vardir.
Aclik sinyali olarak hareket eden ghrelin formu, dolasimda %10-15 oraninda bulunan
acillenmis ghrelindir. (38) Bu oktanoillenme, ghrelinin GHS-R1a’ya baglanmasi ve
aktivasyonu igin sarttir. (3, 39)

O=C-(CH, )\-CH,
4

MK,

Sekil 4. 7. Beyin ve bagirsak arasindaki ghrelin yolagi: Mide, ghrelin Gretiminin en
onemli yeridir. Ancak ghrelin, merkezi olarak da beyinde Uretilmektedir. Des- agil ghrelin,
endojen ghrelinin dolasimdaki énemli bir formudur. Agillenmis ve agillenmemis ghrelin her
ikisi de vagus siniri vasitasiyla, transmembran difiizyon yoluyla veya aktif transportla
KBB’yi gecerek beyne girebilir. (40)
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Yapilan son caligmalara gore, ghrelinin oktanoillenmesinden yani aktiflesmesinden
sorumlu enzim GOAT’dir. (3) GOAT, membran bagimli bir enzimdir ve Serin
aminoasidinin oktanoillenmesinden sorumludur. Yani, GOAT, ghrelinin istah ve
diger noroendokrin fonksiyonlar1 i¢in elzemdir. Dolayisiyla bu enzimi inhibe etmek,
ghrelin hormon salgilanmasini engellemek ve bu sayede obeziteyi tedavi etmek icin

O6nem arz etmektedir. (9)

4. 9. Ghrelin ve istah Mekanizmasi

Hipotalamik arkuat nlkleus merkezi sinir sistemindeki ghrelin aktivitesinin ana
bolgesidir. Bu lokalizasyon, gida alimi kontroliinde ghrelinin rolii oldugunu
diisindiirmektedir. Ghrelin, vagal afferentler yoluyla veya kan dolasimi yoluyla,
cesitli merkezi hedeflerde hareket ederek besin alimini uyarmaktadir. (32) Ayrica
yapilan ¢alismalar ghrelinin, dorsal, ventral, paraventrikiler ve arkuat hipotalamik
cekirdekler arasindaki hipotalamik néronlarda eksprese edildigini gostermistir. (34)
Yetiskin memelilerde, ghrelinin en fazla bulundugu doku midedir. Midede, ghrelini
sentezleyen ve salgilayan hiicreler, fundustaki X/A enteroendokrin hicreleridir.
Dolagsimdaki ghrelinin (gte ikisi midenin X/A hiicreleri tarafindan, kalan kismi

cogunlukla ince bagirsagin X/ A hicrelerinden Uretilmektedir. (3)

Ghrelin, enerji homeostazini uzun dénemde ve kisa donemde olmak tizere iki sekilde
dizenlemektedir. Ghrelin, uzun vadede viicut agirhigi ve yaglanmayi, kisa donemde
gida alimimni dizenlemektedir. Dolagimdaki ghrelin seviyesi, istah ve yemek alimimni
tesvik etmek igin yemeklerden Once artmakta, yemeklerden sonra azalmaktadir.
Yapilan caligmalarda, ghrelinin gastrik bosalma oranini ve motilitesini arttirarak
istah1 artirma mekanizmasi oldugu gosterilmistir. (32) Korbonits ve ark. ghrelin‘in bu
mekanizmasmi ii¢ farkli yolak {izerinden degerlendirmistir. Ilk olarak, mide
tarafindan kan dolasimma birakildiktan sonra, ghrelin KBB'yi gecebilmekte ve
hipotalamustaki reseptorlerine baglanabilmektedir. Ikinci olarak, ghrelin beyine
vagal sinir ve cekirdek traktiis solitarus vasitasiyla ulasabilmektedir. Uglinciisi,
ghrelinin hipotalamusta lokal olarak iretilmesi, burada hipotalamik ¢ekirdegi

dogrudan etkileyebilmektedir. Ghrelin, bu mekanizmalarla ¢esitli hipotalamik
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peptitlerin ekspresyonunu saglayarak besin alimi ve viicut agirhgini artrrmaktadir.
(31)

4. 10. Ghrelin ile ilgili Literatiirde Yer Alan Calismalar

Ghrelini ya da reseptorini kodlayan genin inaktivasyonu, yiksek yagli diyetle
beslenen farelerde obezite olusumunu engellemistir. Bu ¢alisma, ghrelin
inaktivasyonunun insanlarda obeziteye karsi koruyucu olabilecegi hipotezine yol
acmustir. (9) Hayvanlarda ve insanlarda, ghrelinin inflizyonu istah1 ve besin alimini
arttirmustir.  Ayrica hayvanlarda kronik, periferik veya merkezi olarak ghrelin
uygulanmasi, viicut agirligi ve yaglanmayr arttirmustir. Uzun vadeli ghrelin
uygulamasi, sadece yiyecek alimimni tesvik etmekle degil, enerji harcamasini da
diizenleyerek kilo alimin1 ve adipoziteyi arttirmistir. Ghrelin, dogrudan adipogenezi
tesvik etmekle birlikte lipoliz, adiposit apoptozu, enerji harcamasi1 ve sempatik sinir
sistemi aktivitesi, viicut sicakligi, pro-inflamatuvar sitokin Uretimi ve lokomotor
aktiviteyi de azaltabilmektedir. (32) Ghrelin, si¢anlarin serebral ventrikiillerine
enjekte edildiginde, besin alimlar1 potansiyel olarak uyarilmistir. Ghrelin'in kronik
intraserebroventrikiiler enjeksiyonu ile si¢anlarda enerji harcamasi azalmuis,
kimalatif yiyecek alimi ve viicut agirhigi artmistir. Ghrelin enjekte edilen farelerde,
hem yag kitlesinin hem de toplam vicut agirhginin arttigi goriilmiistiir. Ghrelinin
sadece intraserebroventrikiler enjeksiyonu degil, aym1 zamanda intravendz ve
subkutan enjeksiyonu da besin alimmi arttrmistir. Ghrelin, dnce gastrointestinal
organlarda agliga tepki olarak tiretilmekte ve sonra kan dolasimiyla periferik
sinyaller vererek merkezi sinir sistemine beslenilmesi gerektigini soylemektedir.
Kesfedilen oreksijenik peptitler arasinda, ghrelinin en giiglii oldugu bulunmustur.

(34)

Rodentlerde, ghrelin uygulanmasi biliylime hormonu salgisini, besin alimmni ve
adipoziteyi uyarmaktadir. Bu etkilerinden dolayi, obezite tedavisi igin ghrelinin
inhibe edilmesi genis ¢apta arastirilmistir. Yapilan bir arastirmada Spiegelmer NOX-
B11’in ghreline baglanan sentetik bir L-oligoniikleotid oldugu kanitlanmistir. Kobelt
ve arkadaslarinin siganlar iizerinde yaptig1 ¢alismada NOX-B11’in ghrelin kaynakli
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noronal aktivasyon ve besin alimi {izerine etkisi aragtirilmistir. NOX-B11’1 gesitli
dozlarda alan siganlarin besin alimi Olgiilmiistiir. Spiegelmer NOX-B11 ghrelin
antagonisti’nin, sig¢anlarda, arkuat nikleusta, ghrelin kaynakli besin alimimi
baskiladig1 ve periferal ghrelinin oreksijenik ve ndrostimulator etkilerini inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu yizden ghrelin antagonisti Spigelmer NOX-B11’in kullaniminin,
dolagimdaki ghrelinin iglevlerini inhibe etmek i¢in yeni innovatif bir yaklasim
olabilecegi belirtilmistir. (41) Kemirgenlerde, merkezi ve periferal ghrelin
uygulanmast  gida  alimini  ve  viicut agwrhgm  artrmustir.  AkSine,
intraserebroventrikuler anti-ghrelin IgG uygulamasi giiclii bir sekilde beslenmeyi
bastirmistir. (42) Ghreline karsi gelistirilen bu asi, domuzlar ve si¢anlar iizerinde
yapilan preklinik calismalarda vicut agirhgmin azaltilmasini saglayarak oldukga
umut verici sonuclar vermistir. Bununla birlikte, yiikksek yagl bir diyetle beslenen
farelerde, anti-ghrelin asisi, gida alimmi akut olarak azaltsa da, viicut agirligini
azaltmada basarisiz olmustur. (43) Yapilan bir ¢alismada, ghrelinin farelerde ve
siganlarda uzun siireli uygulanmasinin kilo ve yaglanmay1 arttirdigi gosterilmistir.
Kemirgenlerde, ghrelinin  periferik sinir sistemine uygulanmasindan sonra
oreksijenik etkilerinin, sirasiyla c-Fos pozitif néronlarinda artis, hipotalamustaki
arkuat nikleus noronlarini uyarma, son olarak istah mekanizmasmi uyarma seklinde
gerceklestigi bildirilmistir. Insanlarda, ghrelin'in intravendz uygulanmasi istahi
tetiklemis ve agik biife bir yemekte besin aliminda %28' lik bir artisa neden olmustur.
Insanlarda ekzojen ghrelin verilmesi, lipolizi uyarmis ve serbest yag asitlerini

artirmistir. (11)

4. 11. GOAT inhibisyonu ve Obezite

GOAT, MBOAT enzim ailesine aittir. Kemirgenlerde GOAT'u kodlayan gen olan
MBOAT4'lin ekspresyon yerleri mide, bagirsak, kolon ve testis iken, insanlarda
mide, bagirsak ve pankreastir. GOAT, ghrelinin ER igerisinde oktanoilasyonunu
katalize etmektedir. (11) Oktanoil grubunun progrelin Ser3'ine eklenmesi ER'de
gergeklesir ve ghrelin ile katalize edilir. GOAT, molekiler olarak 2008'de

tanimlanmistir. GOAT, 45 kDa'lik bir transmembran proteinidir.
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Sekil 4. 8. Literatiirde bulunan peptit tabanli GOAT antagonistleri, * =Diaminopropionik
asit. Ahx=aminohekzaanoat. (44)

Yapilan galigmalarda, GOAT enzimi inhibe edilmek istendiginde iki mekanizmadan
yararlanilmigtir. Bunlardan birincisi, Asetil CoA'ya baglanmis uzun zincirli yag asidi
kalintilarinin degistirilmesi, ikincisi, GOAT"'!n substrat tamima dizisi olan glisin-1,
serin-3 ve fenilalanin-4 aminoasitlerinin  degistirilmesi seklindedir. Bu ki
mekanizma muhtemel GOAT agonistleri ve antagonistlerinin gelisimi i¢in ¢ok
onemlidir. Clinkii bu amino asitlerin birinin degistirilmesi GOAT {izerinde inhibe
edici etkilere yol agmaktadir. (9) Barnett PB ve arkadaslar1 peptit bazli bisubstrat
analogu “GO-CoA-Tat” isimli GOAT inhibitdrinin dizayni, sentezi ve
karakterizasyonunu agiklamislardir. GO-CoA-Tat, hiicre kulturi ve fareler tizerinde
GOAT’1 inhibe etmistir. Farelerde GO-CoA-Tat’in intraperitoneal uygulanmasi,
glukoz toleransini iyilestirmis ve kilo kazanimimi azaltmistir. Sonug olarak GO-CoA-
Tat’in tanimlanmasi GOAT’m metabolik hastaliklar i¢in klinikte hedef haline
gelmesine katki saglayabilecegi belirtilmistir. (45) Baska bir ¢alismada GO-CoA-
Tat’m (Sekil 4. 8, bilesik 2) in vivo enerji ve glikoz homeostazi Uzerine olumlu
etkileri oldugu rapor edilmistir. GO- CoA-Tat' mn GOAT inhibisyonu iizerindeki
etkileri, yabani tip farelerde test edilmis, GO-CoA-Tat uygulanmasindan 6 saat sonra
maksimum  GOAT inhibisyonu gergeklesmis ve serumda acil ghrelin

konsantrasyonlar1 azalmastir.

GO-CoA-Tat farelerde agillenmemis ghrelin konsantrasyonlarmi degistirmemistir.
(32) Yang ve arkadaslari, GOAT tanima dizisine tekabiil eden, ghrelinin serin-3
oktanoillenmis kisminin, (S) -2,3-diaminopropiyonik asit ile degistirilmesiyle C-
ucunda amitlesmis, bir GOAT inhibitori pentapeptit (Sekil 4. 8, bilesik 1) elde
etmislerdir. (9)

19



Garner ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda ugi ¢ok bilesenli reaksiyonuna gore, alifatik
karboksilik asitler, ¢esitli aminler ve benzilizonitril kullanarak naftalen tiirevi GOAT
antagonisti, kicuk molekiller sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin agonizm veya
antagonizm analizleri yapilmistir. Sonugta obezite ve diyabete karst umut vadeden

ilac hedefi GOAT antagonisti bir kiiglik molekiil elde etmislerdir. (44)

Literattrde kiicik molekiil olarak bilinen GOAT inhibit6rlerinin kimyasal yapilar1 ve
ICso degerleri asagida Sekil 4. 9°da gosterilmektedir. (44, 46, 47, 48)

f*$
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Kimyasal Formil: C1gH2gCIN5O,
Molekdl Agirligi: 393,19

Kimyasal Formul: Co5H39NgOg
Molekiil Agirligi: 663,77

Kimyasal Formul: Co7H35N204
Molekil Agirligi: 416,25

IC50: 192 nM+-73 IC50: 63+/-15 nM
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Kimyasal Formil: C45HgCI,NO3S
Molekdl Agirligi: 354,21
IC50: 8.6 nM

IC50: 7.54 uM

Cl
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Kimyasal Formiil: CgH3CIF3NO3S
Molekil Agirligi: 415,81

IC50: 1.7 nM

Sekil 4. 9. Literatiirde bulunan GOAT inhibitérleri kimyasal yapilari

4. 12. Beslenmenin Ghrelin Sekresyonuna Etkisi

Kan ghrelin seviyeleri, biyik oranda viicudun akut ve kronik beslenme durumlarmna
gore belirlenmektedir. Ghrelin seviyeleri, sicanlarda ve insanlarda yemek Oncesi artis
ve yemek sonrasi azalma goOstermektedir. Aglik, plazma ghrelin dulzeylerini

arttirrken, besin alimi plazma ghrelin seviyesini diisiirmektedir.
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Tablo 4. 5. Ghrelin hormonunun mideden sekresyonuna etki eden faktorler

Faktor Ghrelin hormonu Uzerine etkisi
Besin alimi I Azaltir

Yas ] Azaltir

Cinsiyet Kadinlarda daha yiiksek

BKi | Azaltir

Buyime hormonu | Azaltir

Glukoz | Azaltir

Insiilin ] Azaltir

Leptin hormonunun, dolasimdaki ghrelin seviyelerinde etkisi oldugu ileri
stirilmiistiir. Leptinin enerji homeostazindaki etkileri, ghrelininkilerle ters orantilidir
(tamamlayici olmamakla birlikte); leptin, besin aliminin bastirilmasiyla kilo kaybina

neden olurken, ghrelin istah uyarici1 bir sinyal olarak islev gérmektedir. (31)

Plasma
Ghrelin

(pg/ml)

Time of Day

Sekil 4. 10. Yemek Oncesi ve Yemek Sonras1 Kan Plazma Ghrelin Seviyelerindeki Degisim
(49)

Kan plazma ghrelin konsantrasyonu, aglik durumunda artarken besin alimindan sonra
azalmaktadir. Plazma ghrelin seviyeleri, her yemekten dnce artmakta ve yemekten
sonra 1 saat igcinde minimum seviyelere diismektedir. Plazma ghrelin seviyelerindeki

beslenmeye bagl bu degisimler, ghrelinin besin alimi igin baslangic sinyali oldugu
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gorulmektedir. Yapilan bir ¢alismada ghrelin diizeylerindeki preprandiyal arts,
beslenmeyi baglatmigtir. Son zamanlarda orta zincirli yag asitleri veya MCT
alimimnin, toplam (agillenmis ve agillenmemis) ghrelin seviyesini degistirmeden agil
ghrelin {retimini spesifik olarak artirdigi bildirilmistir. Bu bulgular, aliman yag
asitlerinin ghrelinin acillenmesi i¢in dogrudan kullanildigin1 gostermistir. (34) Oral
veya intravendz glukoz uygulamasi plazma ghrelin konsantrasyonunu diistirmektedir.
Plazma ghrelin konsantrasyonu bir 6giin igerigine de baghdir. Ghrelin seviyeleri,
yiksek yagl bir yemekle azalmis, diyete MCT'nin eklenmesi, dolagimdaki acil
ghrelinin miktarin1 6nemli 6lgiide arttrmistir. Transgenik fareler iizerinde yapilan
caligmalarda, fareler standart diyetle beslendiginde, yabani tip farelerle benzer
sekilde normal acil ghrelin konsantrasyonu bulunmustur. Transgenik fareler, MCT
iceren diyetle beslendiklerinde dolasimda agil ghrelin seviyesi artmis ve bu da yabani
tipli farelere kiyasla viicut agirligimin ve yag kiitlesinin artmasina neden olmustur. Bu
veriler, GOAT'm ve agil ghrelinin diizenlenmesinin, besin alimma bagli oldugunu
acikca gostermistir. (33) Bir ¢alismada diisiik yag/yiiksek karbonhidratli bir diyetin
plazma ghrelin diizeylerinde bir artis olmaksizin kilo kaybiyla sonuglandigindan,
diistik yagh bir diyetin ghrelin duzeylerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu
disiiniilmiistiir. Bir baska calismada, saglikli kadinlarda yiiksek karbonhidrath bir
diyetin ghrelin diizeylerinde yiiksek yagh diyetlere gore daha biiylik bir diisiise neden
oldugu gosterilmistir. Protein sindiriminin ghrelin seviyelerine etKkisi, ¢eliskili
sonuclar vermektedir. Saglikli kadmlarda, Psyllium lifi kullanimi plazma ghrelin
diizeylerinin diismesine neden olmustur. Bu veriler, obez kisiler i¢in, besin alimin1 ve
vicut agirhgmi diizenlemek igin belirli bir diyet takibinin 6nemli oldugunu

gostermektedir.

4. 13. Obezite ve Bazi Hastaliklarin Ghrelin Sekresyonuna EtKisi

Ghrelin seviyeleri, enerji depolari ile ters orantilidir ve viicut agirhigi degisikliklerine
yanit olarak kilo kaybiyla yiikselmekte, Kilo kazanimiyla diismektedir. (32)
Dolagimdaki ghrelin seviyeleri, obezite ile azalmaktadir. Ghrelinin bu etkisinde baz1
istisnalar vardir. Bunlar, mide baypas ameliyat1 sonrasinda kilo vermis olan hastalar
ve hiperfaji ve obezite ile karakterize genetik bir hastalik olan Prader-Willi sendromu

hastalaridir. Bu bireylerde ghrelin seviyeleri yiiksektir. Ozellikle ghrelin, Arg-51-
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GlIn, prepro-grelin ve prepro-grelin Leu-72-Met genleri obezite ile iligkili

bulunmustur. (42)

Plazma ghrelin konsantrasyonu obez bireylerde diisik iken zayif bireylerde
yuksektir. Bu duruma bagl olarak, plazma ghrelin seviyesi anoreksiya nervoza
hastalarinda yuksekken, kilo alimi ve hastaligin iyilesmesiyle normal seviyelere
donmektedir. Bulimiya nervoza hastalarinda da ghrelin seviyeleri yiiksektir. Gastrik
baypas ameliyatinin, ¢ok diisiik plazma ghrelin diizeylerine neden oldugu
gosterilmistir; bu durum, besinlerin alimini azaltmada prosediiriin basarisina katkida
bulundugunu diisiindiirmektedir. (41) Mide baypast olan hastalar kilolarini
kaybettikleri i¢in ameliyat sonrasinda ghrelin diizeyleri azaltmaktadir. Kisa bagirsak
sendromlu hastalarda, plazma ghrelin konsantrasyonu ghrelin iireten dokularin

kaybindan dolay1 azalmaktadir. (34)

4. 14. Molekiiler Doklama ve ilac Kesfi

4. 14. 1. Molekiiler Doklama Nedir?

Molekuler doklama, iki molekilin etkilesimini belirlemek ve minimum enerji ile bir
kompleks olusturacak en iyi ligand oryantasyonunu bulmak i¢in kullanilir. Ligand
olarak bilinen kigik molekul, genellikle arama algoritmas: ile tahmin edilen
proteinin cebine uyar. (50) Kucik molekulli bir ligand ve protein arasindaki
baglanma etkilesimi bir enzimin aktivasyonu veya inhibisyonu ile sonuglanabilir.
Protein bir reseptdor ise, ligand baglanmasi agonizm veya antagonizma ile
sonuclanabilir. (51) Doklama uygulamasmin temelini, molekiiller arasindaki
elektrostatik kuvvetler (dipol dipol etkilesimleri), elektrodinamik kuvvetler (van der
waals etkilesimleri), sterik kuvvetler solvent ile ilgili kuvvetler (hidrojen baglari
(hidrofilik ve hidrofobik etkilesimler) olusturur. Doklama, kii¢ik molekillerin
protein hedeflerine baglanmasini, afinitesini ve aktivitesini tahmin etmek i¢in iyi bir
yontemdir. Bu nedenle, doklama rasyonel ilag¢ tasariminda onemli bir rol oynar.
Sonuglar, etkilesen enerjiyi hesaplayan ve doklama puani olarak adlandirilan sayisal

degerlere doniistiiren istatistiksel bir puanlama fonksiyonu ile analiz edilir. (50)
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4. 14. 2. Molekiiler Doklama ve Tla¢ Kesfi

Ila¢ kesfinde amag, belirli bir protein hedefine dogal substrattan daha gii¢lii bir
sekilde baglanan ilaglar1 elde etmektir. Molekuler doklama uygulamasi ile
proteinlere karsi hedeflenenen oncii molekiil adaylarini optimize ederek in siliko

olarak ila¢ adayi tasarlanir. (52)

Doklama, ilgili protein hedefine baglanmasi1 muhtemel molekiilleri tanimlamak igin
in siliko'daki potansiyel ilaglarin veritabanlarmi hizla taramak ve bir protein baglanan
ligandin (baglama modu veya pozu) nispi yoniinii tahmin etmek i¢in kullanilabilir.

Bu tahmin daha gticlii ve segici analoglar tasarlamak igin dnemlidir. (51)

4. 14. 3. Doklama Program Autodock Vina

AutoDock Vina, Scripps Arastirma Enstitiisii Molekiiler Grafik Laboratuarinda Dr.
Oleg Trott (2010) tarafindan tasarlanmis, yiiksek performansh, gelismis dogruluga
sahip ve kullanim kolayligi olan yeni bir programdir. Bu nedenle ila¢ kesfi,
molekdiler doklama ve sanal tarama agisindan 6nem arz eder. (50)

Molekuler doklama ve sanal tarama igin yeni bir program olan AutoDock Vina, grid
haritalarii1 otomatik olarak hesaplar ve sonuglar1 kullaniciya seffaf bir sekilde
yansitir. KUclk molekiillerin proteinlere baglanmasinin ongoriilmesi, ilag benzeri
molekdllerin sanal kutliphanelerini taramak icin 6nemlidir ve yeni ilag¢ kesfine yol
acar. (51)

4. 14. 4. Aym Aileden Gelen iki Protein: GOAT ve DLTB

MBOAT ailesinden, DItB proteini bakterilerde bulunan gram pozitif bakterilerin
hiicre duvarindaki teikoik asidin D-alanilasyon reaksiyonundan sorumludur. Bu
protein, tek basmna ya da D-alanil dondr protein DItC ile kompleks halinde
bulunmaktadir. DItB, lipid membranin ortasia dogru uzanan korunmus ekstraseliiler
bir funnel (huni) seklinde bulunan 11 periferal transmembran heliks igermektedir.

Korunmus katalitik histidin rezidisli funnel’in dibindedir ve dar bir tunnel boyunca
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intraseliiler DItC ile baghdir. DItB ve omurgali MBOAT yapis1 korunmustur ve
farkli organizmalardaki MBOAT’larin benzer katalitik aktiviteye sahip olacagi
ongorulmektedir.

Sekil 4. 11. hGOAT enzim modeli ve DItB kristal yapisi (ekstraseliller membrandan
goriiniis) DItB protein-C zinciri (PDBID: 6BUI), mavi; 336 Histidin, yesil; 289 Histidin, sar1
GOAT-model, cam goébegi; 338 Histidin kirmizi; 307 Asparajin, mor

DItB kristal yapisi, 3.3 angstrom ¢oziiniirliik ile Streptococcus thermophilus dan elde
edilmistir. DItB, 17 heliksten olusan 415 rezididen olusmaktadir. N ve C terminuslar
ekstraseliiler boslukta bulunmaktadir. N ve C terminus heliksler hari¢, helikslerin
cogu membrana gdmiiliidiir. 11 heliks beraber eksternal bir halka seklinde bir araya
gelerek, ekstraseltler yapisal funnel olarak anilan, konkav bir yiizey halini
almaktadir. Funnel seklindeki bu alan MBOAT proteinleri arasinda eksternal halkay1
olusturan helikslerden daha ¢ok korunmustur ve muhtemelen katalitik aktiviteden
sorumludur. **H338 biitin MBOAT proteinleri arasinda korunmustur. DItB 3

boyutlu yapisi 3 kisimdan olusur: N-ucu, merkez, C-ucu.
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Yapisal funnel, lipid membranm i¢ine dogru uzanmaktadr ve funnel’in i¢ yiizeyi
birtakim transmembran heliks ve loop’lardan olugmaktadir. 10 farkli gram pozitiften
alman DItB sekanslar1 karsilastirildiginda halkanin dis kismindaki reziduler

korunmazken i¢ kismindaki rezidiler korunmustur. (53)
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5. MATERYAL VE METOD

5. 1. Materyal

5. 1. 1. Kullanilan Cihazlar

Bilesiklerin elde edilmesi ve kolondan ayirma islemleri sirasinda ¢oziiciilerin geri
kazanilmasinda, “Heidolph” marka “Hei-VAP Precision” ve “BUCHI’’ marka ‘’R-
300” doner buharlastiricilar kullanildi.

Kolon kromatografisinde ‘“Merck Silikajel 60” (70-230 mesh), ince tabaka
kromatografisinde (TLC) fluoresans indikatorlii Merck 5554 silikajel tabakalar ile
“CAMAG” marka “UVP 254/366 nm” UV lamba kullanildi. Renklendirme

reaktifleri olarak anisaldehit ve ninhidrin ¢6zeltileri kullanild:.

Niikleer magnetik rezonans spektrumlar1 (*H NMR ve *C NMR) Yildiz Teknik
Universitesi’nde “Bruker-500 MHz NMR” ve CDCls ¢dziiciisiiyle TMS standartma
kars1 alindi. LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) spektrumlari, LC
kismi “SHIMADZU” marka “LC-2040C 3D” model MS kismi “MS-2020" model

cihazi ile ol¢iildii.

5. 1. 2. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve CozUculer

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler Merck ve Aldrich firmalarindan temin
edilmistir.  6-kloro-2-metilpirimidin-4-amin, iyot ~ monoklorir,  1-boc-4-
etinilpiperidin, %99 diizopropilamin, %98 bakir (1) iyodir, > %99 bis (trifenilfosfin)
palladyum (11) Kklorid metal, %95 saf sodyum tiyometoksit, %70-75 meta-
kloroperoksibenzoik asit, %99 dietilkarbamil klorid, N, N'-diizopropilkarbodiimit,
siklohekzanmetilamin, siklopropan karboksilik asit, siklohekzil izosiyanid, ters-bitil
izosiyanid, p-anisaldehit, L-izolésin metil ester HCI, Fmoc-pro-OH, N-alfa-Fmoc-L-
histidin, trietilamin, HOBT, L-tirosin metil ester HCI, N-Fmoc-4-metoksi-L-

fenilalanin, Fmoc-asp (tbu) -OH, pentaflorofenol, benzamidoksim, benzaldehit,
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L-triptofan metil ester hidroklorid, Fmoc-tyr (tbu) -OH, magnezyum siilfat (analiz

icin), sodyum hidrojen karbonat (analiz igin), sodyum klorir, molekuler sieve.

Bu c¢alismada kullanilan ¢oziiciiler, diklorometan, dimetilformamit, etilasetat,
hekzan, metanol, tetrahidrofuran, toluen ekstra saf olarak satin alindi. Ayrica
saflagtirma yapilmadi. Ayrica gerekli olan bazi ara maddeler laboratuvar sartlarinda
sentezlenmistir. Elde edilen Grlnler preperatif ince tabaka kromotografisi, kolon
kromatografisi ve silikajel filtresi ile saflastirildi. Kolon kromatografisi igin silikajel
230-400 mesh dolgu maddesi kullanild:.

5. 2. Metod

Referans aldigimiz ve sentezledigimiz 6zgiin molekiillerin kimyasal yapilari,
sentez metodu ve LC-MS, 'H NMR, ¥C NMR analiz sonuglar1 asagida
belirtilmistir. Yap1 ve analiz sonuglar1 asagida belirtilen, referans molekullere
REF 1, REF 2, REF 3, ara maddelere BP2, BPs, sentezlenen ve yapilari
aydmlatilan yeni ve 6zgiin molekiillere SRPT1, SRPT3, SRBT1, SRBT., SBBq,
SBB3, SBBs, SBBs kodlar1 verilmistir.

N’

REF 1
SRPT,

MA: 663,77 SRPT,
MA: 586,72 IC50:63+/-15 nM w 511,57

Sekil 5. 1. Referans 1 ve 6zgun SRPT 1 ve SRPT 3 molekiillerinin kimyasal yapilar1
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NH, NJ\‘/
N™ 0
|
)\N/ cl REF 2

MA: 393,19
IC50: 192 nM+-73

SRBT, SRBT,
MA: 362,49 MA: 394,49

NB NBoc
NH ) e P
2 74
X é N| N
N
A A
/ S/

S
/)Xo
N o/

Sekil 5. 2. Referans 2 ve 6zgiin SRBT 1 ve SRBT 2 molekiillerinin kimyasal yapilari

A
NVQ
HN
A
SBB;
MA: 400,55

| o—

@/\ANI/@ N Q
N
_ H SBBs o SBB Fmoc,
o pteetn | Ko e, % 0
T \O MA: 839,97 HN MA: 683,83 o \

(|) REF 3 NH
MA 416,25

IC50: 7.54 uyM

Sekil 5. 3. Referans 3 ve 6zgiin SBB 1, SBB 3, SBB 5, SBB 6 molekullerinin kimyasal
yapilari
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5. 2. 1. Sentezlenen Ozgun Molekiillerin Sentez Metodlar:

5 2. 1. 1 6-kloro-5-iodo-2-metilpirimidin-4-amin bilesiginin  sentezi,
(CsHsCIINa), Bilesik 1 (BP2)

NH,

NH,
MeOH
N N
)|\ lyot monoklorir )‘\
/
N/ ol N cl

Sekil 5. 4. 6 kloro-5 iodo-2-metilpirimidin-4-amin bilesiginin sentez semasi

6-kloro-2-metilpirimidin-4-amin (1 mmol)’in N2 altinda MeOH igerisindeki
¢ozeltisine iyodin monoklorir (4 mmol) eklenerek 0-5°C sicaklikta (buz igerisinde),
karanlik ortamda 1 saat karigsmasi saglandi. 1 saat sonrasinda oda sicakligina
getirilerek, 16 saat boyunca oda sicakliginda karanlik ortamda karigmasi saglandi.
Reaksiyon sonlandirildiktan sonra sodyum klorir eklenerek DCM ile ekstraksiyon

yapildi. Kolon kromatografisi ile saflastirma islemi igin etil asetat/hekzan (2/1)
¢oziicii sistemi kullanildi. Beyaz kat1 bilesik elde edildi. (%85) (46)

LC/MS: m/z, hesaplanan=269,47, bulunan=270 (M+1)
5. 2. 1. 2. Ters-butil 4- ((4-amino-6-kloro-2-metilpirimidin-5-il) etinil)
piperidin-1-karboksilat bilesiginin sentezi, (C17H23CIN4O>), Bilesik 2 (BP3)

NBoc

NH,
HoN
N 7
| . NBoc —Jm» N X
)\ Z )\\ Y
N Cl N Cl

Sekil 5. 5. Ters- biitil 4- ((4-amino-6-kloro-2-metilpirimidin-5-il) etinil)

piperidin-1-karboksilat bilesiginin sentez semasi

Bilesik 1 (BP2) (1 mmol) ve 1-boc-4-etinil piperidin (1,3 mmol)’in kuru THF
icerisindeki ¢Ozeltisine DIPA (1 mmol) eklenerek 10 dk karigmasi saglandi.
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Ardmdan ortama bis (trifenilfosfin) palladyum (11) klorid (0,07 mmol) ve bakir
iyodir (0,07 mmol) eklendi. Reaksiyonun, 50-55°C’de N> atmosferinde 20 saat
boyunca karigmasi saglandi. Reaksiyon sonlandirildiktan sonra sodyum Kkloriir
eklenerek DCM ile ekstraksiyon yapildi. Kolon kromatografisi ile saflastirma islemi
icin etil asetat/hekzan (1/1,5) ¢Oziicti sistemi kullanildi. Turuncu toz bilesik elde
edildi. (%80) (46) LC/MS: m/z (**CI/*’Cl) hesaplanan=350,84, 352,84 bulunan=351
(M+1), 353 (M+1)

5. 2. 1. 3. Ters-butil 4- ((4-amino-2-metil-6- (metiltiyo) pirimidin-5-il) etinil)
piperidin-1-karboksilat sentezi, (C1sH26N40O2S), Bilesik 3 (SRBT1)

NBoc NBoc
NH NH,
Z > Z
N| X NaSMe/ ETOH N‘ X
)\ N/ o )\ N/ S/

Sekil 5. 6. Ters-bitil 4- ((4-amino-2-metil-6- (metiltiyo) pirimidin-5-il) etinil) piperidin-1-

karboksilat bilesiginin sentez semasi

Bilesik 2(BP3) (1 mmol)’ye N> gazi altinda, oda sicakliginda, etanolde ¢oziinmiis
NaSMe (5 mmol) damla damla eklendi. Sodyum tiyometoksit eklemesi
tamamlandiktan sonra, geri sogutucuda kaynama noktasina kadar isitma yapildi.
Reaksiyonun gece boyunca karismasi saglandi. Reaksiyon sonlandirildiktan sonra
eterle ekstraksiyon iglemi yapildi. Kolon kromatografisi ile saflastirma islemi igin etil
asetat/hekzan (1/2) ¢oziicii sistemi kullanildi. Koyu sar1 renkli yagimsi bilesik elde
edildi. (%78) (54) LC/MS: m/z, hesaplanan=362,49, bulunan=363 (M+1)

Bilesik 3’Un NMR Spektroskopisi verileri

IH-NMR (500 MHz, CDCls), § (ppm): 1,40 (9H, s, 3-O-CH-CHs), 1.62-1.67 (2H,
m), 1,79-1.83 (2H, m), 2.40 (3H, s,-CHs), 2.46 (3H, s, S-CH3) 2.86-2.91(1H, m),
3.27-3.32 (2H, m), 3.62-3.66 (2H, m)
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5. 2. 1. 4. Ters-butil 4- ((4-amino-2-metil-6- (metilstlfonil) pirimidin-5-il) etinil)
piperidin-1-karboksilat sentezi, (C1sH26N404S), Bilesik 4 (SRBT?2)

NBoc NBoc
NH, NH2
4 mCPBA N 7
N X ‘
)’\ = )\N/ S/\
N s/ o// 0

Sekil 5. 7. Ters-butil 4- ((4-amino-2-metil-6- (metilstlfonil) pirimidin-5-il) etinil) piperidin-
1-karboksilat bilesiginin sentez semasi

Reaksiyon i¢in karanlik ortam olusturuldu. SRBT-1 iizerine hesapli miktar mCPBA

eklendi. Reaksiyon oda sicakliginda gece boyunca dondii. 16 saat sonunda SRBT-2

olustu. Reaksiyonun sonlandirildiktan sonra DCM ile ekstraksiyon islemi yapildi.

Kolon kromatografisi ile saflastirma islemi i¢in etilasetat/hekzan (8/1) ¢6zicl sistemi

kullanildi. Beyaz toz bilesik elde edildi. (%61) (55)

LC/MS: m/z, hesaplanan=394,49, bulunan=395 (M+1)
Bilesik 4’Un NMR Spektroskopisi verileri

IH-NMR (500 MHz;CDCls), 8 (ppm): 1,39 (9H, s, 3-O-CH-CHs), 1.64-1.70 (2H,
m), 1,80-1.85 (2H, m), 2.46 (3H, s,-CHs), 2.87-2.92 (1H, m), 3.21 (3H, s,-SO,-CHs),
3.22-3.27 (2H, m), 3.62-3.66 (2H, m)

13C-NMR, & (ppm): 25.88, 28.22, 28.48 (3XCHs), 29.73, 31.00, 39.43, 70.78, 79.61,
94.83, 108. 41, 154.73, 164.06, 164.46, 165.65
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5. 2. 1. 5. N- (2- (ters-butilamino) -1- (4-metoksifenil) -2-oksoetil) -N-
(siklohekzilmetil) siklopropan karboksamid sentezi, (C2s4H3zsN20s), Bilesik 5

(SBB1)
o:2>j:>
0 N
[>CcooH + Hoo, NH, )(+ MeOH /06—3:
C a0c 0
>0

HN

Sekil 5. 8. N- (2- (ters-bitilamino)-1- (4-metoksifenil) -2-oksoetil) -N- (siklohekzilmetil)

siklopropan karboksamit bilesiginin sentez semasi

P-Anisaldehit (1 mmol), siklohekzanmetil amin (1,25 mmol) metanolde ayr1 ayri
cozllerek N2 ortaminda 40°C’ye isitildi. Reaksiyonun 10 dk karismasi saglandi.
Sonrasinda siklopropan karboksilik asit (1 mmol) reaksiyon ortamina eklendi. 2 dk
sonra t-bitil izosiyanid (1 mmol) eklenerek gece boyunca karistirildi. Reaksiyon
sonlandirildiktan sonra DCM ile ekstraksiyon yapildi. Kolon kromatografisi ile
saflastirma islemi i¢in etilasetat/hekzan (1/2) ¢6ziicti sistemi kullanildi. Beyaz kristal
bilesik elde edildi. (%56) (44, 56) LC/MS: m/z, hesaplanan=400,55, bulunan=402
(M+1)

Bilesik 5’in NMR Spektroskopisi verileri

IH-NMR (500 MHz, CDCls), 5 (ppm): 0.70-0.72 (4H, m), 0.94 (2H, t, J=5 Hz),1.02
(2H, t, J=8.8 Hz), 1.24 (9H, s, 3-O-CH-CHs3), 1.49-1.62 (6H, m), 1.74 (1H, m), 3.23
(1H, m), 3.36-3.41 (1H, m), 3.74 (3H, s, O-CHs), 5.33 (1H, s, Ar-CH), 6.26 (1H, s),
6.80 (2H, d, J=8.66 Hz), 7.23 (2H, d, J=8.59 Hz)
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5. 2. 1. 6. (9H-fluoren-9-il) metil 2- ((2- (ters-butilamino) -1- (4-metoksifenil) -2-
oksoetil) ((3S) -1-metoksi-3-metil-1-oksopentan-2-il) karbamoil) pirrolidin-1-
karboksilat sentezi, (C40H49N307), Bilesik 6 (SBB3)

\
0_0

0]

0 - 0 Fmoc
) MeOH N
/@)LH + \/\)J\O/ + 08/ Nepmos  + —,/NJ< _MeOH &N
c|> NH, OH

40°C NH\L
0

Sekil 5. 9. (9H-fluoren-9-il) metil 2- ((2- (ters-butilamino) -1- (4-metoksifenil) -2-oksoetil)
((3S) -1-metoksi-3-metil-1-oksopentan-2-il) karbamoil) pirrolidin-1-karboksilat bilesiginin

sentez semasi

P-Anisaldehit (1 mmol) ve L-izolésin metil ester hidroklorid’in (1,25 mmol) N2
ortaminda ayr1 ayr1 metanolde ¢6zildi. Reaksiyon 40°C’ye 1sitilarak 10 dk karismasi
saglandi. Sonrasinda Fmoc-Pro-OH (1 mmol) reaksiyon ortamina eklendi. 2 dk sonra
t-batil izosiyanid (1 mmol) eklenerek gece boyunca karistirmasi saglandi. Reaksiyon
sonlandirildiktan sonra DCM ile ekstraksiyon yapildi. Kolon kromatografisi ile
saflagtirma islemi i¢in gradient olarak etilasetat/hekzan (1/3, 1/2, 1/1,5, 1/1) ¢oziici
sistemi  kullanildi. Ardindan preperatif ince tabaka kromatografisi ile
etilasetat/hekzan (1/2) ¢oziicii sistemi kulanilarak saflagtirma islemi yapildi. Agik
sart renkli kristal Dbilesik elde edildi. (%50) (44, 56) LC/MS: m/z,
hesaplanan=683,83, bulunan=684 (M+1)

Bilesik 6’nin NMR Spektroskopisi verileri

IH-NMR (500 MHz, CDCls), 5 (ppm):0.88 (3H, d, -CHs), 0.92-0.96 (3H, m, -CHsa),
1.21 (9H, s, -CHs), 1.37 (2H, s), 1.56 (2H, m), 1.91-2.11 (2H, m), 2.14-2.35 (1H, m),
3.43 (2H, s), 3.49-3.59 (3H, m, O-CHs), 3.63 (3H, s, O-CHs), 4.12-4.21 (1H, m),
4.66-4.69 (1H, g, J=5 Hz), 4.97 (1H, dd, J=2.66, 8.42 Hz), 5.02 (1H, dd, J=2.78,
8.46 Hz), 5.67 (1H, ), 6.71-6.73 (2H, m), 7.07 (2H, d, 8.56 Hz), 7.21-7.27 (2H, m),
7.31-7.35 (2H, g, J=10 Hz), 7.47-7.58 (2H, m), 7.69-7.70 (2H, m)
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13C NMR, &(ppm): 10.26, 14.54, 23.31, 24.50, 27.32, 28.55, 28.84, 33.65, 45.87,
46.16, 49.77, 53.94, 56.62, 64.81, 65.35, 66.57, 112.62, 118.89, 124.18, 124.38,
126.03, 126.58, 126.77, 140.24, 142.91, 143.27, 153.61, 157.44, 168.42, 168.73,
173.59

5. 2. 1. 7. Metil 2- ((2S) -2- ((((9H-fluoren-9-il) metoksi) karbonil) amino) -N- (2-
(siklohekzilamino) -1- (4-metoksifenil) —2-oksoetil) -3- (4-metoksifenil)
propanamido) -3- (4-hidroksifenil) propanoat sentezi, (CsoHs3N3Og), Bilesik 7

(SBB:)
o) o | N
_ o O_OH N6
H 4 0 + _Fmoc,
HO NH2 N
~o
MEOH | 40°C
|
0 O O OH

Sekil 5. 10. Metil 2- ((2S)- 2-((((9H-fluoren-9-il) metoksi) karbonil) amino) -N- (2-
(siklohekzilamino) -1- (4-metoksifenil) -2-oksoetil) -3- (4-metoksifenil) propanamido) -3-
(4-hidroksifenil) propanoat bilesiginin sentez semasi
P-Anisaldehit (1 mmol), L-Tirosin metil ester hidroklorid (1,25 mmol) metanolde
cozllerek N2 ortaminda reaksiyon balonuna eklendi. Reaksiyon 40°C’ye 1sitilarak 10
dk karismasi saglandi. Sonrasinda N-Fmoc-4-Metoksi-L-Fenilalanin (1 mmol)
reaksiyon ortamina eklendi. 2 dk sonra siklohekzil izosiyanid (1 mmol) eklenerek
gece boyunca karigmasi saglandi. Reaksiyon sonlandirildiktan sonra DCM ile
ekstraksiyon yapildi. Kolon kromatografisi ile saflastrma islemi igin etil
asetat/hekzan (2/1) ¢oziicii sistemi kullanildi. Beyaz kristal bilesik elde edildi. (%45)

(44, 56) LC/MS: m/z*, hesaplanan=839,97, bulunan=840 (M+1)

35



Bilesik 7°’nin NMR Spektroskopisi verileri

IH-NMR (500 MHz, CDCI3), § (ppm): 0.82 (1H, t, J=5 Hz), 0.85 (1H, d, 7.47 Hz),
0.95-1.11 (2H, m), 1.20-1.41 (3H, m), 1.49- 1.65 (3H, m), 1.77-1.82 (1H, m), 2.71-
2.79 (1H, m), 2.83-3.19 (2H, m), 3.34 (2H, s), 3.61 (3H, s, CO-O-CHs), 3.65 (6H, d,
J =9.50 Hz, 2-O-CHs), 3.69 (2H, d, 4.97 Hz), 4.03-4.34 (2H, m), 4.73-4.79 (1H, p,
J=7.5 Hz), 5.30 (1H,d, J=9.4 Hz), 5.49 (1H,d, J=9.4 Hz), 5.69 (1H,d, J=8.1 Hz),
6.00 (1H,d, J=8.1 Hz), 6.66 (1H, d, J=8.45 Hz), 6.70 (3H, m, -CHs), 6.76 (1H, d,
J=8.71 Hz), 6.95 (1H, d, J=8.37 Hz), 7.00 (1H, d, J=8.66 Hz), 7.10 (1H, d, J=8.13
Hz), 7.16-7.18 (4H, m), 7.24 (2H, t, J=7.44, 7.44 Hz), 7.30-7.36 (2H, m), 7.40-7.49
(2H, m), 7.62-7.65 (1H, dd, J=3.20, 5.56 Hz), 7.69 (2H, t, J=7.51, 7.51 Hz)

5. 2. 1. 8. Metil 2- (2- ((((9H-fluoren-9-il) metoksi) karbonil) amino) —3- (4- (ters-
bitoksi) fenil) -N- (2- (siklohekzilamino) -2-okso-1-feniletil) propanamido) -3-
(3H-indol-3-il) propanoat, (CssHssN4O7), Bilesik 8 (SBBs)

0

o) .
H 1 o e
4 ~ o7t 4 _NH %
NH, Fmoc
HN

MEOH | 40°C

Sekil 5. 11. Metil 2- (2- ((((9H-fluoren-9-il) metoksi) karbonil) amino) —3- (4- (ters-biitoksi)
fenil) -N- (2- (siklohekzilamino) -2-okso-1-feniletil) propanamido) -3- (3H-indol-3-il)

propanoat bilesiginin sentez gemast

Benzaldehit (1 mmol), L-Triptofan metil ester hidroklorid (1,25 mmol) metanolde

cOzulerek N2 ortaminda reaksiyona eklendi. Reaksiyon 40°C’ye isitilarak 10 dk
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karigmasi saglandi. Sonrasinda Fmoc-Tyr (tbu) -OH (1 mmol) reaksiyon ortamina
eklendi. 2 dk sonra siklohekzil izosiyanid (1 mmol) ortama eklenerek gece boyunca
karigmasi saglandi. Reaksiyon sonlandirildiktan sonra DCM ile ekstraksiyon yapildi.
Preperatif ince tabaka kromatografisi ile saflastirma islemi i¢in etil asetat/hekzan
(1/2) ¢oziicti sistemi kullanildi. Beyaz kristal bilesik elde edildi. (%40) (44, 56)
LC/MS: m/z, hesaplanan=875,06, bulunan=875 (M+1)

Bilesik 8’ in NMR Spektroskopisi verileri

IH-NMR (500 MHz, CDCls), § (ppm): 0.91-0.98 (2H, m), 1.17 (2H, d, J=8.61 Hz),
1.26 (9H, s, O-C-3CH3), 1.38-1.59 (2H, m), 1.78-1.87 (2H, dd, J=33.5, 11.7 Hz),
3.03-3.12 (2H, m), 3.57 (3H,s, O-CHs), 3.66-3.71 (2H, m), 3.74-3.83 (2H,m), 4.13
(1H, t, J=7.0 Hz), 4.18 (1Ht, J=5. 1 Hz), 4.37-4.41 (1H, g, J=10.3, 7.1 Hz), 4.91-
4.95 (1H,q), 5.47 (1H, d, J=8.72 Hz), 5.76 (1H, s), 6.66 (2H, d, J=7.4 Hz), 6.91-6.93
(2H, m), 7.02-7.11 (2H, g, J=10 Hz), 7.16 (3H, t, J=7.5 Hz), 7.20-7.23 (3H, m), 7.27
(2H, t, J=7.5 Hz), 7.33-7.37 (3H, m), 7.55 (2H, t, J=7.2 Hz), 8.79 (1H, d, J=7.72 Hz)

5. 2. 1. 9. (2S, 3S) -metil 2- ((S) -2- ((((9H-fluoren-9-il) metoksi) karbonil)
amino)-3- (4- (ters-bitoksi) fenil) propanamido) -3-metilpentanoat sentezi,
(C3sH42N206), Bilesik 9 (SRPT;)

Fmoc.

HOBT, DCC o°c )ngm

Fmoc

Sekil 5. 12. (2S, 3S) -metil 2- ((S)-2- ((((9H-fluoren-9-il) metoksi) karbonil) amino) -3- (4-

(ters-biitoksi) fenil) propanamido) -3-metilpentanoat bilesiginin sentez semasi

L-izolésin metil ester hidroklorid (1,02 mmol) TEA (2,04 mmol) ve THF ile 30 dk
karigtirildi. Reaksiyon ortamma N altinda, 0-5°C sicaklikta DCC (0,92 mmol),
eklendi. Reaksiyonun 15 dk karigmast saglandi. Ardindan HOBT (0,92 mmol)

eklendi. 1 saat reaksiyonun karigmasi saglandi. Reaksiyon ortamina Fmoc-Tyr (tbu) -
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OH (0,92 mmol) eklenerek gece boyunca karigmast saglandi. Reaksiyon
sonlandirildiktan sonra DCM ile ekstraksiyon yapildi. Reaksiyonun ilerleyisi ve
kolon kromatografisi ile saflastirma islemi igin etil asetat/hekzan (1/3) ¢Ozlci
sistemi kullanildi. Agik sar1 renkli toz bilesik elde edildi. (%74) (57) LC/MS: m/z,
hesaplanan=586,72, bulunan=587 (M+1)

Bilesik 9° un NMR Spektroskopisi verileri

IH NMR (500 MHz, CDCls), & (ppm): 1.25 (s, 6H), 1.32 (s, 9H,0-C-3CHj), 2.90-
3.03 (m, 1H), 3.05-3.16 (m, 1H), 3.70 (s, 3H, O-CHs), 4.21 (t, J=7.0 Hz, 1H), 4.31-
4.45 (m, 3H), 4.49 (dd, J=8.3, 5.0 Hz, 1H), 5.31-5.42 (m, 1H), 6.12-6.23 (m, 1H),
6.91 (d, J=8.3 Hz, 2H), 7.10 (d, J=7.0 Hz, 2H), 7.31 (t, J=7.4 Hz, 2H), 7.40 (t, J=7.4
Hz, 2H), 7.56 (d, J=7.5 Hz, 2H), 7.77 (d, J=7.5 Hz, 2H)

13C NMR, & (ppm): 11.50, 15.33, 25.13, 28.81, 29.70, 37.79, 37.83, 47.11, 52.10,
56.27, 56.58, 67.12, 120.01(2xCar), 124.37, 125.03, 127.10, 127.76, 129.83, 141.30,
143.68, 143.79, 154.51 (Car), 170.57 (C=0), 171.62 (2x C=0)

5. 2. 1. 10. (S) -2- ((((9H-fluoren-9-il) metoksi) karbonil) amino) -3- (3-fenil-1, 2,
4-oksadiazol-5-il) propanoik asit sentezi, (C26H21N30s), Bilesik 10 (SRPT53)

N J< )4 16h, 110°C \/\eL
DICIOCWITHF Toluen N”O N

Fmoc
Fmoc

Fmoc

Sekil 5. 13. (S) -2- ((((9H-fluoren-9-il) metoksi) karbonil) amino) -3- (3-fenil-1, 2, 4-

oksadiazol-5-il) propanoik asit bilesiginin sentez semasi

Fmoc-Asp (tbu) -OH (2,5 mmol), 1:1 oraninda DCM/THF ile ¢dziilerek,reaksiyon
ortamma DIC (3 mmol) eklemesi yapildi. Ardindan pentaflorofenol (3 mmol)
eklenerek reaksiyonun oda sicakliginda 1 saat karigmasi saglandi.

Sonrasinda silikajel filtresi yapilip ¢oziicii uguruldu. Balona toluen, molekiiler sieve

ve benzamidoksim (7,5 mmol) eklendi. Reaksiyon 110°C'ye isitilarak 16 saat
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karigmasi saglandi. Sonrasinda silikajel filtresi yapilip ¢oziicii uguruldu. Kolon
kromatografisi ile saflagtirma islemi i¢in gradient olarak etilasetat/hekzan (1:8, 1:6,
1:4) ¢ozicl sistemi kullanildi. Beyaz renkli toz bilesik elde edildi. (%60) LC/MS:
m/z, hesaplanan=511, 57 bulunan=512 (M+1)

Bilesik 10°un NMR Spektroskopisi verileri

IH NMR (500 MHz, CDCls), § (ppm): 1.43 (s, 9H,0-C-CHs), 3.00 (dd, J=16.8, 5.0
Hz, 1H), 3.17 (dd, J=16.8, 5.0 Hz, 1H), 4.29 (t, J=7.1 Hz, 1H), 4.41 (dd, J=10.5, 7.4
Hz, 1H), 4.52 (dd, J=10.6, 7.0 Hz, 1H), 5.45 (dt, J=9.5, 5.0 Hz, 1H), 6.11 (d, J=9.3
Hz, 1H), 7.33 (t, J=7.4 Hz, 2H), 7.41 (t, J=7.4 Hz, 2H), 7.45-7.52 (m, 3H), 7.64 (t,
J=7.9 Hz, 2H), 7.78 (d, J=7.5 Hz, 2H), 8.06-8.10 (m, 2H),

13C NMR, & (ppm): 27.99, 38.65, 45.85, 47.09, 67.55, 82.39, 120.04, 125.10, 126.48,
127.12, 127.14, 127.53, 127.79, 128.85, 131.33, 141.32, 143.62, 143.77, 155.75,
168.44, 169.22, 178.09

5. 2. 2. Homoloji Modelin Olusturulmasi

SWISS-MODEL (58) ile hGOAT enziminin homoloji modeli DItB proteini (PDBID:
6BUI) kullanilarak %28.3 benzerlik ile olusturuldu.

Asagidaki tabloda S. thermophilus’da funnel ve tunnel’t olusturdugu bilinen
rezidilerin hGOAT modelindeki denk geldikleri reziduler ve ozellikleri verilmistir.
Funnel’t olusturdugu bilinen 17 rezidiiniin 5 tanesi benzer iken, 4 tanesi aynen
korunmustur. Tunnel’r olusturan 15 rezidinin ise 1 tanesi benzer iken, 4 tanesi
aynen korunmustur. Bunlardan katalitik aktiviteden sorumlu oldugu bilinen
S.thermophilus organizmasima ait DItB protein H336 rezidiisi hem tunnel hem de
funnel olusumuna katilmaktadir. Bu rezidintn yerini hGOAT proteininde katalizden
sorumlu oldugu bilinen H338 rezidusl almistir. Ayrica katalizden sorumlu oldugu
bilinen H338’in 6ncesi ve sonrasindaki triptofan (tunnel) ve glisin (funnel) rezidileri
de her iki tiir arasinda korunmustur. MBOAT ailesinde korunmus olan N307

rezidisi (35) DItB proteinindeki H289 ile denk diismektedir. Boylece MBOAT

39



ailesinin katalizden sorumlu oldugu bilinen His338 ve olduk¢a korunmus olan

Asn307 rezidulerinin kristal yap1 ve model arasinda korundugu gosterilmistir.

Tablo 5. 1. DItB proteininde tunnel ve funnel formunu olusturan rezidiilerin hGOAT enzim
modelindeki rezidiler ile kiyaslanmasi

Streptocossus thermophilus insan ghrelin o-agil transferaz

location rezidii numarasi rezidd tipi yan zincir 6zelligi hGOAT tipi hGOAT rezidii numara  benzerlik

funnel 109 K-lizin pozitif yukli

funnel 127 S-serin polar yiksiz hidrofobik M-metiyonin 124

funnel 128 Y-tirosin hidrofobik hidrofobik L-16sin 125 benzer

funnel 164 T-threonin polar yiikstiz hidrofobik L-l6sin 176

funnel 165 S-serin polar yiksiz SPECIAL G-glisin 177

funnel 205 K-lizin pozitif yukli

funnel 242 Y-tirozin hidrofobik hidrofobik V-valin 244 benzer

funnel 246 L-lésin hidrofobik hidrofobik A-alanin 248 benzer

funnel 249 D-aspartik asit negatif yukli pozitif yuklu K-lizin 252

funnel 250 F-fenilalanin hidrofobik hidrofobik L-16sin 253 benzer

funnel 253 Y-tirozin hidrofobik hidrofobik Y-tirozin 256 ayni

tunnel 282 K-lizin pozitif yukli polar yiiksuz S-serin 300

tunnel 285 W-triptofan hidrofobik polar yiiksuiz S-serin 303

tunnel 286 N-asparajin polar yiiksiz pozitif yukli R-arjinin 304

funnel 288 WH-triptofan hidrofobik hidrofobik W-triptopfan 306 ayni

funnel 289 H-histidin pozitif yukli polar yiiksuiz N-asparajin 307

tunnel 293 S-serin polar yiksiz hidrofobik A-alanin 311

tunnel 294 F-fenilalanin hidrofobik pozitif yuklu R-arjinin 312

tunnel 296 F-fenillalanin hydrophobic hidrofobik L-l6sin 314

tunnel 297 R-arjinin positive yukli pozitif yukli R-arjinin 315 ayni

tunnel 301 F-fenillalanin hidrofobik hidrofobik F-fenillalanin 319 ayni

tunnel 302 M-metiyonin hidrofobik polar yiiksuiz Q-glutamin 320

tunnel 325 Y-tirozin hidrofobik

tunnel 329 M-metiyonin hidrofobik

tunnel 332 M-metiyonin hidrofobik

tunnel 335 W-triptofan hidrofobik hidrofobik W-triptofan 337 ayni
tunnel/funnel 336 H-histidin pozitif yukli pozitif yukla H-histidin 338 ayni

funnel 337 G-glisin ozel ozel G-glisin 339 ayni

funnel 342 Y-tirozin hidrofobik hidrofobik F-fenilalanin 348 benzer

tunnel 353 L-16sin hidrofobik hidrofobik Y-tirozin 259 benzer

Steric discrimination __Broad tolerance

Recognizes hydroxyl Discriminates against gharge
Charge or Accepts positive charge (nonpolar pocket?)
H-bonding (H-bond acceptor?)

recognition of
amino group

0 \AcDan
Steric NH,
contact N
to amino H C6

group
contact to
a-carbon

Steric
contact
to p-carbon Pocket
binding
Groove acyl chain
contacting carbons
acyl chain 7and 8
carbons 2-6

Sekil 5. 14. hGOAT aktif bolgesinde substrat-baglanma bdlgesi
etkilesimleri (59)

Enzim-substrat etkilesimi in vitro ¢alismalar ile tanimlanmis ve Sekil 5. 14’te

gosterilmis olan SUBSTRAT molekilu (59), ICso degeri bilinen referans molekiiller
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ve sentezi laboratuvarimizda gercgeklestirilen novel molekiillerin molekiiler doklama

caligmalar1 asagidaki prosediire gore yapilmistir.

5. 2. 3. Ligandin hazirlanmasi

Molekdller, Schrodinger programinin 2D Sketcher araci kullanilarak ¢izilmistir ve

3D formuna donistiiriilerek tum atomlara minimanizasyon yapildi. Cizimler

yapilirken molekiillerin stereokimyasima dikkat edildi.

Ayn1 programin Ligand Preperation araci ile pH 7.0 = 2.0’de OPLS 2005 kuvvet
alan1 kullanilarak 3D yapidaki belirlenen stereokimya korunarak ligandlar farkh

iyonizasyon derecelerinde hazirlandi.

Confgen araci kullanilarak LigPrep’den elde edilen molekiillerin maksimum 100 adet

olacak sekilde konformerleri minimize edilerek {iretildi ve pdb dosyasi olarak
kaydedildi.

Mgltools araci kullanilarak ligandlara non-polar hidrojenler ve Gasteiger yikler

eklenerek pdbqt formatinda kaydedildi.

5. 2. 4. Enzimin hazirlanmasi

hGOAT model proteini VMD programinda automatic psf builder kullanilarak
hidrojenler eklendi. Elde edilen pdb dosyasi tekrar MGLTools programida
hidrojenler eklenerek pdbqt formatinda kaydedildi.

Proteinde funnel igerisinde oldugu bilinen rezidulerin protonasyon dereceleri propKa

ile kontrol edildi.

5. 2. 5. Molektler Doklama

Aktiviteden sorumlu oldugu bilinen His338 ve yiiksek oranda korunmus olan

Asn307 temel alimarak 4 farkh gridbox olusturuldu.
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Gridl: Merkez H338, N307, C235 (C235 ve C350 dahil) rezidilerine gore
belirlenmistir. Box merkez koordinatlar1 (x:-34,44 y:17.82, z:-27.53) /box boyutu
(x:80, y:86, z:78) kor doklama

Grid2: Merkez H338, N307, C235 (C235 ve C350 dahil) rezidilerine gore
belirlenmistir. Box merkezi (x: -34,44 y:17.82,z: -27.53) /box boyutu (x:36, y:42,
2:30)

Grid3: Merkez H338, N307, C350 (C235 ve C350 dahil) rezidllerine gore
belirlenmistir. Box merkezi (x: -33. 81 y:15. 12, z: -20.91) /box boyutu (x: 36, y: 48,
z: 30)
Grid4: Merkez H338, N307, C350 (sadece C350 dahil) rezidulerine gore
belirlenmistir. Box merkezi (x:-33.81 y:15.12, z:-20.91) /box boyutu (x:24, y:48,
2:30)

Enzim-substrat etkilesimi in vitro calisma ile tespit edilen substrat molekuli bu

gridbox'lar Autodock Vina ile Lamarckian Genetic Algorithm kullanilarak doklandi.

Herbir doklama sonucu 2000 poz uretildi. Enzim-substrat etkilesim semasi verilen
SUBSTRAT molekulinin pozitif yikli amino grubundaki nitrojenin katalizden
sorumlu oldugu bilinen H338 rezidlsline 7 angstrom mesafedeki poz sayisi sirasiyla

sOyledir:

Gridbox1, Gridbox2, Gridbox3; 78, 217, 72. Gridbox4 ise bu mesafede herhangi bir
poz igcermemektedir. Bu nedenle Gridbox2’deki etkilesen poz sayis1 digerlerine gore

daha fazla oldugu i¢in ¢calismalara Gridbox2 kullanilarak devam edildi.

SUBSTRAT molekiiliiniin Gridbox2’deki molekiiler doklama sonucu elde edilen
pozlar Sekil 5. 14°te de belirtilen enzim-substrat etkilesimlerine gore incelendiginde
olast etkilesimlerin H338 ve N307 rezidlleri ve onlarin ¢evresinde yer alan reziduler

ile oldugu diisiiniilmektedir.

42



H338 ¢evresinde yerlesen ve ligand pozlar1 ile H-bagi etkilesimi olan rezidiler:
Asp262 ve Asp263.N307 ¢evresinde yerlesen ve ligand pozlari ile H-bag1 etkilesimi
olan reziduler: Ser309 ve Glu274. Bu rezidilere ilave olarak Tyr256 (DItB
proteininde funnel icerisinde bulunup hGOAT modelinde aynen korunmus olan
rezidu) elde edilen pozlarda siklikla Hidrojen bagi etkilesimi goriilen rezidiilerden

birisidir ve model proteinde H338 ile N307 rezidilerinin arasinda yer almaktadir.
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6. BULGULAR

Sentezledigimiz 6zgiin ila¢ adayr olabilecek molekiillerin sentez reaksiyonlarindan
yola ¢ikarak hesaplanan pratik verimleri %40-%56 araligimdadir. Bu molekiillerin
farmakokinetik, farmakodinamik  fizikokimyasal Ozellikleri  degerlendirildi.
Molekiillerin Lipinski kurallarina uyumu ve molekiiler modelleme g¢aligmalarinin

sonuglar1 degerlendirilerek ilag adayi olabilecek molekiiller belirlendi.

Tablo 6. 1. Referans molekullerin ve doklanan novel molekillerin farmakokinetik ve

farmakodinamik ozelliklerinin degerlendirilmesi:

Molekiil Al MA(g/mol) Lipinski'nin 5 Kurali  Jorgene'nin 3 Kurali Metabolit sayisi ~ Oral EmilimDegeri QPPCaco QplogHERG
REF-1 662,78 3 2 13 1 3815 -2,580

SRPT-1 586,72 2 1 5 1 722,762 -4700
SRPT-3 511,57 0 0 3 3 112652 444
REF-2 39391 0 0 3 2 229418  -2.368
SRBT-2 394,48 0 0 2 3 190,380 4272
REF-3 416,56 1 1 2 3 1515930  -4,384
SBB-1 400,56 0 0 2 3 2194012 -2300
SBB-3 683,83 2 1 5 1 2422093 -4239
$BB-5 839,97 3 2 9 1 471604 -5603

MA (Molekiil Agirligi), Lipinski’nin 5 kurali (maks. 4), Jorgene’nin3 kurali (maks. 3),
Metabolit say1s1(1-8), insan oral emilim degeri 1(diisiik) 2(orta) 3(yiiksek), QPCaco<25
zayif, >500 harika, QplogHERG- <5 istenmez

Tablo 6. 2. Referans molekillerin ve doklanan novel molekillerin Lipinski kurallarina
uyumu ve fizikokimyasal 6zellikleri

Molekdl QPlogPo/w AccptHB Don6érHB Mol_MA QPlogS
Adi

REF-1 1,38 13,95 4,75 662,787 -2,949
SRPT-1 7,169 6,25 0,5 586,727 -7,37
SRPT-3 4,754 6,75 1,25 511, 57 -5,328
REF-2 2,193 7,25 2,25 393,915 -4,538
SRBT-2 2,216 9 2 394,488 -5,265
REF-3(S) 5,009 5,5 1 416,562 -5,872
SBB-5(R*) 8,44 11,5 2,25 839,983 -9,7
SBB-3(S*) 6,697 10,75 1 683,843 -8,502
SBB-1(S) 4,034 6,25 1 400,56 -5,396

*Molekiillerin R ve S konfigiirasyonlar1
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Sentezlenen molekillerin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri analiz
edildi. Bu analize gore ligandin farmakokinetik ozellikleri, Qikprop kullanilarak

degerlendirildi.

Yukaridaki 6 oncu molekul, Lipinskinin bes kuralma (Tablo 6. 1) dayanarak
sentezlenen tum molekuller ilag benzeri 6zellikleri gostermektedir. Jorgene'nin (¢
kuralma dayanarak sentezlenen tim molekuller ilag benzeri Ozellikleri
gostermektedir. Molekiillerin metabolitlerine bakildiginda SRBT- 1, SRBT- 2, REF-
3 ve Ornek alinarak sentezlenen SBB- 1 en diisiikk metabolit (2) degerine sahip iken,
REF-1 ve SBB-5 molekiillerinin metabolit sayis1 kabul edilebilir (1-8) araliktadir.
Absorpsiyon, 0zellikle ilag uygulamasmin en uygun yolu oral tiikketim oldugunda,
onemli farmakokinetik faktorlerden biridir. SRPT-3, SRBT-1, SRBT- 2, REF- 3,
SBB- 1 ve SBB- 2 molekiillerinin oral emilim degeri en yiiksek deger olan 3 iken,
diger molekiillerin oral emilim degeri kabul edilebilir (1-3) aralik icindedir.Ilag
metabolizmasindan ve biyolojik zara erisiminden sorumlu olan bir faktor olan hiicre
gecirgenligi (QPPCaco), SRPT-3,REF-2, SRBT-1, SRBT-2, SRBT-5, SRBT-6 ve
SBB-5 molekilleri icin kabul edilebilir (25-500) bir araliktad. HERG K +
kanallarinin (QPlogHERG) tikanmasi i¢in 6ngoriilen 1Cso degeri REF-1, SRPT-1,
SRPT-3, SRPT-4, REF-2, SRBT-2, REF-3, $SBB-1, SBB-2, SBB-3 ve SBB-4

molekiilleri i¢in kabul edilebilir (>-5) araliktadir.

Tablo 6. 3. Doklama ¢aligmasi yapilan molekiillerin funnel igerisinde bulunma siklig1 ve

ortalama enerji degerleri

Molekul Kodu Yrekans (funnel) Ortalama Enerji (kcal/mol) Standart Hata
SUBSTRAT 45,70 -7,527 0,024
REF-1 (6315 nM) 55,35 -7,805 0,011
SRPT-1 35,85 -8,230 0,021
SRPT-3 62,62 -8,570 0,028
REF-2 (192173 nM ) 48,97 -7,150 0,017
SRBT-1 38,00 -5,815 0,019
SRBT-2 43,01 -6,590 0,015
REF3 (7.54uM) 42,67 -7,340 0,013
SBB-1 45,25 -6,449 0,010
SBB-3 34,88 -7,064 0,014
SBB-5 38,10 -7,830 0,013
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7. TARTISMA VE SONUC

DSO tarafindan en riskli 10 hastaliktan biri olarak kabul edilen obezite, basta
kardiovaskiiler ve endokrin sistem olmak (izere vicudun tim organ ve sistemlerini
etkileyerek cesitli bozukluklara ve hatta Sliimlere yol agabilen 6nemli bir saglik
problemidir. Bu nedenle obezitenin etkenlerinin ve tedavi segeneklerinin iyi
bilinmesi, obezite ve komplikasyonlarinin ideal tedavisinin tespit edilebilmesi
acisindan onemlidir. (1) Ghrelin, beslenme davranigmin merkezi sinir sistemiyle
baglantisini saglamasindan ve istahi diizenlemesinden dolay1 obeziteyi 6nleme ve

tedavi etme agisindan 6nemli hale gelmistir. (60)

Salome ve arkadaslar1 sicanlar Uzerinde yeni GHS-R1a antagonistlerinin
anoreksijenik etkilerini arastrmuglardir. Calismada, yeni bir GHS-Rla ligandi
tanimlanmistr. GHS-R1a ligandlari, merkezi sinir sisteminde, ekzojen ghrelin
kaynakli ve aglik kaynakli besin alimini bir seviyede bastirmistir. Ghrelin resept6r
ligandlar1 a¢ birakilmis siganlarda besin alimini azaltarak obeziteyi azaltmistir.
Sonugcta, merkezi ghrelin sinyalizasyon sistemi dnemli bir pro-obezite hedefi olarak
ortaya ¢ikmustir. (61) Yapilan bir ¢alismada, ghrelinin  viicut agirhg
modulasyonunda da rol oynadigi gortlmiistir. Kemirgenlerde, ghrelinin kronik
olarak uygulanmasi, istah artisi ile degil, beyaz adipoz dokudaki yag depolamasini
tesvik ederek daha belirgin bir sekilde viicut agirliginda artisa neden olmustur. Istahs,
blylmeyi, yag birikimini ve glukoneogenezi artirararak beyin ve periferal dokularda
enerjinin harcanmasi ve depolanmasinda gorevlidir. TUm bu 6zellikleriyle ghrelin, en
son kesfedilen anabolik hormon olarak degerlendirilmistir. (37) Obezite icin ilag
tedavisi segenekleri ¢ok sinirhidir. Ghrelinin, sadece GHS-R1a ile sinirli kalarak,
GHS-R1a aracili besin tiikketimini ve viicut agirligi artirmasi, hormon inhibe edilmek
istendiginde de sinirli bir inhibisyon olacagmi disiindiirmiis ve bu sayede obezite

icin ilgi ¢eken bir hedef olmustur. (43)
Garner ve arkadaslar1 calismalarinda GOAT antagonisti kicik bir molekdl

sentezlemek icin ugi reaksiyonunu kullanmislardir. Reaksiyon sonucu elde ettikleri

bilesiklerde GOAT enzimi i¢in agonizm ve antagonizm analizleri yapilmistir.
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Calisma sonucunda, obezite ve diyabete karst umut vadeden ila¢ hedefi GOAT

antagonisti bir kiiciik molekiil sentezlemislerdir. (44)

Ugi reaksiyonu gibi ¢ok bilesenli reaksiyonlar, karmasik organik molekiilleri diisiik
maliyetlerle ve hizli reaksiyon siireleriyle sentezleme potansiyelleri nedeniyle
geleneksel ¢ok asamali reaksiyonlara gore 6nemli avantajlara sahiptir. (62) Ugi dort
bilesenli reaksiyonu, bir aldehit, bir amin, bir karboksilik asit ve bir izosiyanid iceren

kapta iki amit bagi olusturmak igin en 6nemli yontemlerden biridir. (63)

Bu bilgiler 1s18inda tez ¢alismamiz siiresince, ghrelin hormonunu inhibe edebilmek
icin 4 tanesi ugi dort bilesenli reaksiyonu ile sentezlenmis, 8 adet 6zgiin ilag aday1
molekiil sentezi laboratuvar ortaminda sentezlenmis ve sentezlenen bu 6zgiin ilag
adayr molekiillerin analizi ve karakterizasyonu LC-MS ve NMR gibi analitik
metodlarla yapilmis ve yapilar1 aydinlatilmistr. GOAT inhibitéri  molekul
adaylarinin sentezinden sonra, GOAT enzimi ile nasil etkilestigini anlayabilmek i¢in

bir enzim model olusturup bu modele gore degerlendirmeleri yapilmistir.

Hougland ve ekibi 2014 ve 2018 yillarinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda, substrat
reaktivitesi ve inhibitér baglanmasini olgerek enzim aktif bolgesindeki olasi
rezidllerin Gzelliklerini tanimlamiglardir. (58, 59) Bu bilgilerden yola g¢ikarak
SWISS-MODEL kullanilarak GOAT enziminin homoloji modeli olusturulmustur. /»
vitro caligmalarda gosterilen enzim-substrat etkilesiminde 6nemli rol oynadigi
tahmin edilen rezidulerin 6zellikleri (59) ile Autodock Vina’dan (51) elde edilen
pozlardaki etkilesimler uyumlu bulunmustur. Hedefledigimiz GOAT enziminin 3
boyutlu kristal yapist bilinmediginden, molekiil adaylarinin bu enzime ¢ok yakin
olabilecek baska bir transferaz proteini olan DItB proteinine baglanma affinitesi
Olculmistiir. Elde ettigimiz molekiiler modelleme sonuglarina gore sentezledigimiz
SRPT-3 molekillerinden elde edilen funnel icindeki pozlarin kendi icinde daha
tutarh bicimde iistiiste cakistign goriilmiistiir. Ozellikle SRPT-3 molekilindeki
imidazol halkasmin nitrojeni Tyr256 rezidlye yakinlik gdstermistir. SRPT-3’e gore
daha diisiik frekansli olan SBB-1 molekuliinden elde edilen funnel icindeki pozlar

daha kararsiz davranip farkli konformasyonlara daha fazla egilim gostermistir.
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Molekiiler modelleme sonuglar1 gosteriyor ki sentezledigimiz SRPT-3 molekili

GOAT inhibitérii ilag adayi olarak tespit edilmisir.

Tez ¢alismamiz, GOAT inhibitorlerinin kesif ve gelistirilmesinin obezite tedavisinde
Umit vadeden bir alan olmas1 agisindan, literatiirde GOAT inhibitorii analoglarmin
¢cok az olmasindan, ghrelin tabanli bir obezite ilaci bulunmadigindan, kesif ve
gelistirilmesi hedeflenen bu 6zgiin ila¢ adaylar1 patentleri alindiktan sonra biiytiik ilag
firmalarmin dikkatini ¢ekebilecek olmasindan ve sentezlenen, doklanan bu ilag aday1
molekiillerin diinya literatiiriinde heniiz bulunmamasindan, bilimsel ve klinik agidan

yuksek dnem arz etmektedir.

Tez ¢alismamizda tasarlanan tiim molekiiller diinyada hicbir arastirmaci tarafindan
sentezlenmedigi ve ilag aday1 olarak literatiirde (Scifinder, Scopus, Web of Science,
PubMed gibi veri tabanlarinda yapilan literatiir arastirmalari) bile olmadig1 uzun
yapilan taramalar neticesinde tespit edilmistir bu ylizden oldukca 6zgiindiir. Ayrica
literatiirde bilinen tiim GOAT inhibitorleri incelenmis olup bu molekiillerin
modifikasyonuyla yeni ve 0zgiin molekiiller tasarlanmigtir. Bu molekiiller
tasarlanirken ilag adayinda olmasi gereken fizikokimyasal parametreler ve Lipinski

kurallar1 dikkate alinarak tasarlanip sentezlenmistir.

Tez ¢alismamiz i¢in, biyolojik aktivite testlerinin yapilmasi amaciyla yurt iginden ve
yurt disindan bu alanda calisan arastirmacilarla isbirligi ile GOAT inhibisyonuna
bakilmasi hedeflenmis, ancak iilkemizde bu konuda ¢alisan arastirmaci bulunmamasi
nedeniyle in vitro aktivite ¢aligmalar1 heniz yapilamamistir. Sentezledigimiz ilag
aday1 olabilecek molekiillerin biyolojik aktivite ¢alismalar1 ve in vitro testlerinin
ilerde hazirlanacak diger projelerle yapilmasi molekiillerimizin ilag aday1 olarak
degerlendirilmesi acgisindan daha kesin sonuglar verecektir. Tez c¢alismamiz
kapsaminda sentezledigimiz 8 adet molekiliin molekiiler modelleme sonuglari ile
biyolojik aktivite ¢alismalar1 sonuglarmimn birbirine uyusmasinin projemizin obezite
ile ilgili yeni ilaglar kesfinde bir imit olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu yaptigimiz
caligmalarin devamu ile tlkemizde de ciddi oranda artan metabolik hastaliklarla ilgili

yeni ilaglarmn kesfine ilham kaynagi olmasini Umit ediyoruz.
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9. EKLER
9. 1. Ek 1 'H- NMR ve BC- NMR Spektrumlarn
9. 2. Ek 2 Kdtle Spektrumlar

9.1. EK 1 'H- NMR ve C- NMR Spektrumlan
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Bilesik 4’iin *H-NMR Spektrumu (SRBT 2)
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Bilesik 5’in *H-NMR Spektrumu (SBB 1)
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Bilesik 6’nin 3 C-NMR Spektrumu (SBB 3)
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Bilesik 8’in *H-NMR Spektrumu (SBB 6)
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Bilesik 9°un *H-NMR Spektrumu (SRPT 1)
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Bilesik 10°un 'H-NMR Spektrumu (SRPT 3)
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9. 2. Ek 2 Kiitle Spektrumlari

Bilesik 1’in Kltle Spektrumu
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10. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Serife Betul Soyadi BURUL
. 09. 03.
DogumYeri | Melikgazi/KAYSERI Dogum Tarihi | 1993
Uyrugu T.C TC Kimlik No
0507 990
E- mail serifebetul.burul@gmail.com Tel 3490
Egitim Duzeyi
- Mezun Oldugu Kurumun | Mezuniyet
Derece Bolum Adi Vil
Yiiksek Lisans | Beslenme ve Diyetetik |Istanbul Medipol Universitesi | 2019
Lisans Eczacilik Istanbul Medipol Universitesi | 2018
Lisans Beslenme ve Diyetetik |istanbul Medipol Universitesi | 2015
Lise Necdet Tas Anadolu Lisesi 2010
Is Deneyimi Gorevi Kurum Sare
1 Mesul Midir Eczaci | Sabiha Gokgen Nuray 55 Ay
Eczanesi
2
Yabanai Dilleri Okudugunu Konusma Yazma
Anlama
Ingilizce Cok iyi Iyi Iyi
Almanca Orta Orta Zayif
Italyanca Zayif Zayif Zayif
Yabanci Dil Sinav Notu
YOK DIL 72,500
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ALES- Say ALES- S0z ALES- EA
ALES Puani 73,47361 54,77679 65,20454
(2019)
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma Becerisi
Microsoft Office 2010 (Word Excel, Cok iyi
PowerPoint, Access — Advanced),
Yayinlar
Yaymn Adi Yil Yaymlandig1 Yer | Yayin Yazarlar
Sekli
Uluslararasi 6. Ilag | Poster | Serife Betdll
) ) Kimyast: Ila¢ Etkin BURUL,
Ghrelin O_AQII_ 22-25 | \Maddesi Tasarimu, Mustafa
Trahgferaz Spzim _ Mart | sentezi, Uretimi ve GUZEL,
Inhibisyonunun Obezite | 2018 Standardizasyonu Ozgecan
Uzerine EtKisi Kongresi Savlug
Uluslararas1 7. Ila¢ | Poster, Hanife PEKEL,
. o Kimyast: Ilag Etkin | Kisa Serife Betiil
Ozgiin GOAT Inhibitdr | 14-17 1y 1 y4e6i Tasarimi, | Sozel | BURUL, Ozge
Adaylarmm Dizaynive | Mart | goei (jretimive | Sunum | SENSOY,
Sentezlenmesi . Standardizasyonu Mustafa
Kongresi GUZEL
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