OZET

HISTOTRIPSI AJANI OLARAK KULLANIMA UYGUN INKLUZYON
KOMPLEKSLERI

Mevecut bulug, histotripsi ajani olarak kullanima uygun inkliizyon komplekslerine, s6z
konusu komplekslerin - hazirlanmasinda  kullamilan  usullere ve bulusa uygun

komplekslerin histrotripsi ajani olarak veya ilag tasimada kullanimina iliskindir.

20



10

15

20

25

ISTEMLER

1.

Beta-siklodekstrin, veya metillenmis betasiklodekstrin’den olusan bir konak
molekiil ve perflorohekzan veya perfloropentan igerisinden segilen bir konuk

molekiilii iceren konuk-konak (host-guest) inkliizyon kompleksleri.

Istem 1-8’e gore bir inkliizyon kompleksi olup ozelligi metillenmis beta-
siklodekstrin ve perflorohekzan konuk-konak (host-guest) inkliizyon kompleksi

olmasidir.

. Istem 1-9a gore bir inkliizyon kompleksi olup &zelligi hedefleyici ajanla modifiye

edilmis olmasidir.

Istem 10’a gore bir inkliizyon kompleksi olup 6zelligi hedefleyici ajanin ajanlar

antibodiler, antibodi parcalar1 veya gesitli peptitler icerisinden secilmesidir.

. Istem 1-4’e gore bir inkliizyon kompleksinin hazirlanmasinda kullanilan bir usul

olup 6zelligi;

a. Konak molekiiliin uygun bir ¢oziicii igerisinde ¢oziilmesi

b. Elde edilen ¢ozeltinin belirli bir sicakliga sogutulmasi

c. Sogutulan ¢ozelti icerisine C3-C8 perflorokarbon eklenmesi

d. Olusan ¢okeltinin kat1 ve stvi kisimlarinin birbirinden ayrilarak kat1 kisminin
kurutulmas: ile konak molekiil-C3-C8 perflorokarbon inkliizyon kompleksinin

elde edilmesi adimlarini igermesidir.

Istem 12’ye gore bir inkliizyon kompleksinin hazirlanmasinda kullanilan bir usul

olup 6zelligi;

&

Beta-siklodekstrinin uygun bir ¢6ziicii icerisinde ¢oziilmesi
b. Elde edilen ¢ozeltinin belirli bir sicakliga sogutulmasi
c. Sogutulan ¢ozelti icerisine perflorohekzan eklenmesi

d. Olusan ¢okeltinin kat1 ve stvi kisimlarinin birbirinden ayrilarak kat1 kisminin
kurutulmasi ile beta-siklodekstrin perflorohekzan inkliizyon kompleksinin elde

edilmesi adimlarini icermesidir.

Istem 12-13’e gore bir usul olup a. adiminda kullanilan uygun ¢éziicii bir organik

¢oziicli veya su veya herhangi bir sulu ¢ozelti icerisinden segilir
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8.

Istem 14’e gére bir usul olup ¢dziicii olarak su kullanilir.

9. lIstem 12-15’e gére bir usul olup zelligi a. adiminda ¢dziinmenin saglanmasi i¢in

10.

11

12.

karigimin 70-90 °C sicakliga 1sitilmasidur.

Istem 12-16’ya gore bir usul olup dzelligi b. adiminda ¢dzeltinin 35 °C ile 55 °C

arasinda bir sicakliga 1sitilmasidir.

. Istem 5-9’a gore bir inkliizyon kompleksinin hazirlanmasinda kullanilan bir usul

olup 6zelligi;

a.

b.

Konak molekiiliin uygun bir organik solvent igerisinde ¢dziilmesi
Elde edilen ¢ozeltiye bir inorganik tuz eklenmesi

Elde edilen ¢6zeltiye dimetil karbonat eklenmesi

Olusan karisimin oda sicakliginda karistirilmasi

Soliisyonun stiziilerek katilarin  uzaklagtirilmast ve sonrasinda ugucu

bilesenlerin uzaklastirilmasiyla metillenmis konak molekiil elde edilmesi

Elde edilen metillenmis konak molekiiliin uygun bir ¢oziicii igerisinde

¢oziilmesi

Elde edilen ¢ozeltinin igerisine C3-C8 perflorokarbon eklenerek soliisyonun

karistirilmast

Olusan katilarin sivilardan ayrilarak kurutulmasiyla metillenmis konak
molekiil-C3-C8 perflorokarbon inkliizyon kompleksinin elde edilmesi

adimlarini igermesidir.

Istem 18’e gore bir inkliizyon kompleksinin hazirlanmasinda kullanilan bir usul

olup 6zelligi,

a.

b.

Beta-siklodektrinin uygun bir organik solvent i¢erisinde ¢6ziilmesi
Elde edilen ¢ozeltiye bir inorganik tuz eklenmesi

Elde edilen ¢6zeltiye dimetil karbonat eklenmesi

Olusan karisimin oda sicakliginda karistirilmasi

Soliisyonun stiziilerek katilarin  uzaklagtirilmast ve sonrasinda ugucu

bilesenlerin uzaklastirilmasiyla metillenmis beta-siklodekstrin elde edilmesi

17
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

f. Elde edilen metillenmis beta-siklodekstrinin uygun bir ¢oziicii icerisinde

¢oziilmesi

g. Elde edilen ¢ozeltinin igerisine perflorhekzan eklenerek soliisyonun

karistirilmast

h. Olusan katilarin sivilardan ayrilarak kurutulmasiyla metillenmis beta-
siklodekstrin perfloro hekzan inkliizyon kompleksinin elde edilmesi adimlarinm

icermesidir.
Kanser tedavisinde kullanilmak iizere istem 1-4’e gore inkliizyon kompleksleri.
Kanser teshisinde kullanilmak iizere istem 1-4’e gore inkliizyon kompleksleri.

Ultrason goriintiileme ajan1 olarak kullanilmak {izere istem 1-4’e gore inkliizyon

kompleksleri.

Histotripsi ajam1 olarak kullamlmak iizere, Istem 1-4’¢ gore inkliizyon

kompleksleri.
Istem 1-4’e gore inkliizyon komplekslerini iceren farmaséotik bilesimler.

Istem 17’ye gore bir farmasotik bilesim olup inkliizyon kompleksinin yani sira en

az bir yardimci ajan igerir.

Istem 17-18’e gore bir farmasotik bilesim olup dzelligi uygun dozaj formunda

hazirlanmasidir.
Istem 19’a gére bir farmasétik bilesim olup injektabl formda hazirlanr.

Istem 20’ye goére bir farmasotik bilesim olup intravendz, intraperitoneal,

intratrakeal yoldan verilmeye uygundur.

1Q
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HISTOTRIPSI AJANI OLARAK KULLANIMA UYGUN INKLUZYON
KOMPLEKSLERI

TARIFNAME
Teknik Alan

Mevcut bulus, histotripsi ajant olarak kullanima uygun inkliizyon komplekslerine, s0z
konusu komplekslerin  hazirlanmasinda kullanmilan usullere ve bulusa uygun

komplekslerin histrotripsi ajani olarak veya ilag tasimada kullamimina iliskindir.

Bilinen Teknik

Histotripsi, mikrosaniye siiresince, yiiksek frekansli ultrason (US) sinyalleri
kullanarak akustik kavitasyon mekanizmast ile mekanik olarak hiicre pargalama
teknigidir. Bu ultrason siyalleri viicutta halihazirda ¢dzlnmiis olarak bulunan gaz
baloncuklarindan bir baloncuk bulutu olustururlar. Bu bulutun yeteri kadar enerji
kazanarak pargalanmasi sonucu (kavitasyon) i¢inde bulunduklar dokuda da mekanik
parcalanmaj/hasar olusur. Kavitasyonun olusmas1 i¢in oldukga yiiksek basing

gerekmektedir.

Histotripsi, dokuda hasara yol agmasi nedeniyle kanser vakalarinda, timéor
dokularinin yok edilmesinde kullanilmasi 6ngdriilen yeni bir metottur. Ancak,
herhangi bir histrotripsi ajaninin kullamlmadigi durumda gaz baloncuklarindan bir
gaz bulutu elde etmek i¢in yaklasik 28MPa-30MPa bir basing gerekmektedir, ki bu

basing tiim&r olmayan saglam dokuda bile hasara yol acabilecek diizeydedir.

Bu amactan yola cikilarak yakin zamanda nanodamlacik aracili histrotripsi
geligtirilmistir. S6z konusu ydntemde bir pertlorokarbon (PFK), Ornegin
perfloropentan enkapsiile edilmis polimerik nanodamlaciklar kullanmilmaktadir. Bu
ajan timor igerisine girdiginde, doku igerisindeki gaz baloncuklar yerine, bu
nanodamlaciklarin icerisinde bulunan perfloropentan gaz bulutu (kavitasyonun)
olusumunda c¢ekirdek gorevi gormektedir. Bu yontemle beraber kavitasyonun
olusmasi i¢in gerekli basincin 28 MPa seviyesinden 7 MPa seviyesine indigi
goriillmekte olup bu sekilde uygulama esnasinda saglikli dokuya zarar verilmesinin

Oniine gecilmistir.
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Mevcut yontem nanodamlaciklarin ana bileseni olarak 3 bloktan olusan bir polimerin
hazirlanmasi i¢in komplike adimlar igermekte ve bu da gelismis sentez yetenegi ve
uzmanlik gerektirmektedir. Bir diger nokta ise nanodamlaciklarin cekirdeklerine
enkapsiile edilen PFK miktarinin belirlenmesinin  miimkiin olmamasidir. Ikincil bir
karakterizasyon yontemi ile nanodamlacik konsantrasyonu mL deki nanodamlacik
sayist olarak belirlenir ve uygulanan doz bu deger lizerinden hesaplanabilir, fakat bu
etkinlik gosteren PFK miktarinin belirlendigi anlamina gelmez ¢linkiit PFK miktan
sadece sayiya defil nanodamlacik boyut ve boyut dagilimma bagh olarak farkhilik
gostermektedir. Ayrica, s6z konusu nanodamlaciklar histotripsi ajam olarak
kullanilabilecek bilinen tek ajan olup, bu ajanlara alternatif olarak kullamilabilecek
yeni, hazirlanmasi kolay ve kullanici rahatligi saglayan yeni ajanlar gelistirilmesi

gerekmektedir.

Bulug sahipleri mevcut bulusla hazirlamasi kolay yeni histotripsi ajanlar1 gelistirmeyi

hedeflemektedir.

Bulus sahipleri ayrica, kullanim ve saklama kolaylig1 saglayan yeni histotripsi ajanlari

gelistirmeyi hedeflemektedir.

Bulus sahipleri ayrica, konsantrasyonun kolaylikla belirlenebilecegi histotripsi

ajanlari gelistirmeyi hedeflemektedir.

Bulusun Detayh Anlatim

Mevcut bulus alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya bunlarin
suda daha iyi ¢oziinlr turevleri veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril, pillaren
veya kaliksaren’den olusan bir konak molekiil ve C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden
secilen bir  konuk molekiili iceren konuk-konak (host-guest) inklizyon

komplekslerine iliskindir.

Burada kullanilan “alfa-siklodekstrin™ ifadesi birbirine alfa 1-4 baglar ile baglanmig
alt1 (6) adet glikoz tinitesinden olusan bir polisakkariti ifade etmektedir. S6z konusu
molekiil konik bir yapiya sahip olup, i¢ kismi hidrofobik dig kismi ise hidrofilik

Ozellige sahiptir.

Burada kullanilan “beta-siklodekstrin™ ifadesi birbirine kovalent olarak bagh yedi (7)

adet glikoz linitesinden olusan bir polisakkariti ifade etmektedir. S6z konusu molekiil
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konik bir yapiya sahip olup, i¢ kismu hidrofobik dig kismi ise hidrofilik dzellige
sahiptir.

Burada kullanilan “gama-siklodekstrin™ ifadesi birbirine kovalent olarak bagh sekiz
(8) adet glikoz Unitesinden olusan bir polisakkariti ifade etmektedir. S6z konusu
molekil konik bir yapiya sahip olup, i¢ kismu hidrofobik dis kismui ise hidrofilik

6zellige sahiptir.

Burada kullanilan “biyouyumlu hale getirilmis” ifadesi 6z konusu molekiillerin
viicutta herhangi bir immiin reaksiyona neden olmayacak, sitotoksik ve hemolitik etki
yaratmayacak sekilde modifiye edilmis olmasmi ifade eder. S6z konusu modifikasyon
herhangi bir protein veya amino asit veya bir polimer, dmegin gesitli boyutlarda
poli(etilen glikol] (PEG) zincirleri, ile vapilabilir. Bu baglamda, “biyouyumlu hale
getirilmis  kukurbituril, pillaren ve kaliksaren” ifadesi PEG’lenmis kukurbituril,

PEG’lenmis pillaren veya PEG’lenmis kaliksaren’i de kapsamaktadir.

Burada kullanilan “kukurbituril” ifadesi metilen kopriileriyle birbirine baglanan
glikoliiril monomerlerinden olusan makrosiklik molekiilleri tamimlamaktadir. S6z
konusu molekiiller igerisindeki glikoliiril tinitelerinin sayisina gore farkli boyutlarda
olabilirler, Bulug kapsaminda kullanilan kukurbituril molekiilleri 5 veya 6 veya 7 veya

8 glikoliiril Uinitesinden olusabilir.

Burada kullanilan “kaliksaren” ifadesi kisa hidrokarbon kopriileriyle birbirine

baglanan fenol gruplarindan olusan organik makrosiklik molekiilleri tanimlamaktadir.

Burada kullanilan “pillaren” ifadesi para pozisyonunda metilen képrileriyle birbirine
baglanan hidrokinon initelerinden olusan makrosiklik molekiilleri tanimlamaktadir.
S6z konusu molekiiller igerisindeki hidrokinon lnitelerinin sayisina gore farkh
boyutlarda olabilirler. Bulus kapsaminda kullanilan pillaren molekiilleri 5 veya 6 veya
7 veya 8 veya 9 veya 10 hidrokinon iinitesinden olusabilir. Bulus kapsaminda
kullanilan “pillaren” ve “pillararen™ ifadeleri birbiri ile aym olup, yukarida tanminu

verilen yapiyi ifade etmek i¢in birbiri yerine kullanilabilir.

Bulus kapsaminda kullamlan “konak molekiil” ifadesi alfa-siklodekstrin veya beta-
siklodekstrin veya gama-siklodekstrin veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril
veya biyouyumlu hale getirilmis kaliksaren veya modifiye edilmis alfa-siklodekstrin

veya modifiye edilmis beta-siklodekstrin veya modifiye edilmis gama-siklodekstrin
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molekiiliini ifade etmekte olup, mevcut bulus kapsaminda birbiri ile degisebilir

sekilde kullanilabilir.

Bulus kapsaminda kullanmilan “C3-C8 perflorokarbon tiirevi” ifadesi oktafloropropan,
dekaflorobutan, perfloropentan, perflorohekzan, perfloroheptan ve perflorooktan
molekiillerini ve (C3-C8 karbon tasiyan dalli doymus florokarbon yapilari
kapsamaktadir. Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda C3-C8 perflorokarbon tiirevi

olarak perflorohekzan kullanilir.

Bir diger agidan mevcut bulus, histotripsi ajan1 ve/veya ilag hedeflendirici ajan veya
ultrason gdriintiileme ajam  olarak kullamma uygun alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril,
pillaren veya kaliksaren’den secilen bir konak molekil ve C3-C8 perflorokarbon
tirevlerinden secilen bir konuk molekiilii iceren konuk-konak (host-guest] inkliizyon

komplekslerine iligkindir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, bulus histotripsi ajani ve/veya ilag
hedeflendirici ajan veya ultrason goriintiileme ajani olarak kullanima uygun beta-
siklodekstrin ve perflarohekzan konuk-konak (host-guest) inklizyon komplekslerine
iliskindir,

Bulus kapsaminda kullanilan “konuk-konak inkliizyon kompleksi” ifadesi bir konak
molekiiliin, drnegin beta-siklodekstrinin, bir konuk molekiilii, rnegin perflorohekzani
kovalent olmayan etkilesim sayesinde enkapsiile etmesini ifade etmektedir. Bulus
kapsamuinda “konuk-konak inkliizyon kompleksi”, *“inkliizyon kompleksi” veya *“host-

guest inclusion complex” ifadeleri aym anlamda olup birbiri  yerine

kullanilabilmektedir.

Beta-siklodekstin 7 seker (initesinden olusan dis ylizeyi hidrofilik, i¢ ylizeyi ise
hidrofobik 6zellikte olan yuvarlak bir halka formunda molekiildir. Bu molekiliin
kullantmimin giivenli oldugu Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan da
onaylanmistir. Beta-siklodekstrinin hidrofobik i¢ yiizeyi hidrofobik bir molekiil olan
perflorohckzan ile etkilesime girerek onu enkapsiile etmektedir, beta-siklodekstrinin
dis ylizevinin hidrofilik yapiya sahip olmasi sayesinde ise olugan inkliizyon kompleksi

viicudun hidrofilik ortaminda hedef dokuya iletimi saglamaktadir.

Bulus kapsaminda kullanilan konak molekiil 6rnegin beta-siklodekstrin herhangi bir

modifikasyon olmadan kullanilabilecegi gibi bir hidrokarbonla, 6rnegin, metil, etil,
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propil, hidroksi propil, siilfobutil eter tercihen metil grubuyla veya bir suda coziinir
polimerle, 6megin poli(etilen glikol) ile veya tersinir poliaminler veya citosan,
dekstran, hyalironik asit, poli(oksazolin}, poli(N-(2-hidroksipropil)metakrilamid
(HPMA] tercihen poli(etilen glikol) ile modifiye edilerek de kullanilabilir. Bulusun
tercih edilen bir uygulamasinda konak ¢oziintrliigiinii artirmak amaciyla metil

grubuyla modifiye edilmis konak kullanilmaktadir.

Bulusun 6zellikle tercih edilen bir uygulamasinda beta-siklodekstrinin ¢ozintirligiint
arttirmak amactyla metil grubuyla modifiye edilmis / metillenmis beta-siklodekstrin

kullamlmaktadir.

Burada kullamlan “modifiye edilmis™ ifadesi s6z konusu molekiil {izerindeki modifiye
edilebilir gruplarin %10 ile %100 {iniin, tercihen %20 ile %90’ 1nin, ézellikle tercihen
% 30 ile % 80’inin bahsi ge¢en modifikasyon gruplariyla modifiye edildigini ifade
etmektedir. Bir bagka deyisle; s6z konusu konak molekiller {izerinde bulunan
modifiye edilebilir gruplar %10, %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 veya

%100 oraninda modifikasyon grubuyla modifiye edilmis olarak bulunabilir.

Dolayisiyla bulus kapsamunda kullanilan “beta-siklodekstrin™ ifadesi herhangi bir
modifikasyona ugramanug beta-siklodekstrini ve bir hidrokarbonla modifiye edilen
beta-siklodekstrini 6rnegin metil grubuyla modifiye edilmis, bir diger deyisle
metillenmis beta-siklodekstrini de kapsamaktadir. Bulus kapsaminda bahsi gegen
hidrokarbonla modifiye edilen konak molekiil, érnegin beta-siklodekstrin, herhangi
bir hidrokarbonla, 6rnegin metil grubuyla modifiye edilmis olarak ticari
kaynaklardan satin alinabilir, veya laboratuvar ortaminda, teknigin bilinen
durumunda uzman kisilerce bilinen yontemler kullanilarak hazirlanabilir. Bulus
kapsaminda “metillenmis” ve metil grubuyla modifive edilmis” ifadeleri birbiri

ile degisebilir sekilde kullanilmaktadir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasi metillenmis beta-siklodekstrin  ve
perflorohekzan konuk-konak (host-guest) inkliizyon komplekslerine iliskindir.

Perflorohekzan; organoflor ailesine mensup bir molekiil olup, kararlh C-F baglarina
sahiptir. S6z konusu madde, viicutta metabolize olmamakta ancak basit sekilde
inhalasyon yoluyla viicuttan atilabilmektedir. Perflorohekzan oda sicakliginda sivi
formdadir, kaynama sicakligi ise 56 °C’dir. Kaynama noktasinin diigiik olmasi bu

maddenin histotripsi ajan1 olarak kullaniminda avantaj saglamaktadir. Bu sayede,
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perflorohekzan diisiikk basingla buharlasmakta ve gaz bulutu olusturarak dokuda
kavitasyon olusmasim saglamaktadir. Ayrica, perflorohekzan bir ultrason kontrast
ajamdir. Bu sekilde beta-siklodektrin-perflorohekzan inklizyon komplekslerinin
timdr dokuya ulasip ulasmadigi ultrason ile rahatlikla goriilebilmekte ve ajanlarin
hedef dokuya ulasmasinin ardindan kavitasyon islemi baglatilabilmektedir. Ayrica,
beta-siklodekstrinin boyutunun kii¢iik olmast ve uniform bir yapiya sahip olmasi
nedeniyle tlimér dokusuna bilinen histrotripsi ajanlarina gore daha iyi nifuz edecegi

ve boylelikle daha etkili bir kavitasyon saglayacag dngériilmektedir.

Bulus bir bagka agidan bir hedefleyici ajanla modifiye edilen alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril,
pillaren veya kaliksaren’den secilen bir konak molekil ve C3-C8 perflorokarbon
tirevlerinden secilen bir konuk molekiilii iceren konuk-konak (host-guest] inkliizyon

komplekslerine iligkindir.

Ayrica, bulus bir hedefleyici ajanla modifiye edilen beta-siklodekstrin veya
metillenmis beta-siklodekstrin ve perflorohekzan konuk-konak (host-guest] inklizyon

komplekslerine iliskindir.

Burada bahsi gecen hedefleyici ajanla modifikasyon; alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril,
pillaren veya kaliksaren’den olusan grubun icerisinden segilen bir konak molekiiliin
bir hedefleyici ajanlar konjugasyonu ile elde edilmektedir. Bulusun tercih edilen bir
uygulamasinda konak molekiil olarak alfa-siklodekstrin veya heta-siklodekstrin veya
gama-siklodekstrin molekiliiniin dis yiizeyinde bulunan serbest —OH grubunun

hedefleyici ajanla konjugasyonu ile elde edilmektedir.

Burada kullanilan “hedefleyici ajan” ifadesi viicut igerisindeki gesitli spesifik hedef
dokulara baglanma egilimi olan molekiilleri ifade etmektedir. Bir baska deyisle
hedefleyici ajanlar kendilerine 8zel reseptérlere sahip olan hiicrelere baglanma egilimi

olan molekiilleri ifade etmektedir.
Bulug kapsaminda kullamlabilecek hedefleyici ajanlar antibodiler, antibodi pargalari
veva cesitli peptitler igerisinden segilebilir,

Bulusun bir uygulamas: bulusa uygun alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-
siklodekstrin  veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril, pillaren veya
kaliksaren’den secilen bir konak molekiill ve C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden
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secilen bir konuk molekiilii iceren inkliizyon komplekslerinin hazirlanmasinda

kullanilan bir usule iligkin olup sz konusu usul;

a. Konak molekiiliin, 6érnedin beta-siklodekstrinin uygun bir céziici icerisinde
¢ozllmesi

b. Elde edilen ¢dzeltinin belirli bir sicakliga sogutulmasi

€. Sogutulan ¢ozelti igerisine C3-C8 perflorokarbon tirevlerinden segilen bir
konuk molekiil, 6rnegin perflorohekzan eklenmesi

d. Olusan ¢okeltinin katt ve s1v1 kisimlarinin birbirinden aynlarak kati kisminin
kurutulmasi ile konak molekiil- C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden secilen
bir konuk molekilu iceren inklizyon kompleksinin, &megin beta-
siklodekstrin-perflorohekzan inkliizyon kompleksinin elde edilmesi adumlarini
icermektedir.

Burada kullanilan “bir ¢dziicii” terimi, reaksiyon esnasinda kullanilan reaktiflerin

cOziinmesini saglayacak herhangi bir solventi ifade etmektedir.

Bulusun bir uygulamasinda a. adiminda kullamilan uygun ¢dziicii bir organik c¢oziicti
veya su veya herhangi bir sulu ¢ozelti olabilir. Bulusun tercih edilen bir

uygulamasinda ¢6ziicll olarak su kullanilmaktadir.

Bulusun bir uygulamasinda a. adiminda ¢oziinmenin saglanmasi igin beta-siklo-
dekstrin ¢dzelti karisimi belirli bir sicakliga 1sitilabilir, s6z konusu ¢ézelti tercihen 70-

90 °C sicakliga, ozellikle tercihen 80 °C sicakliga 1sitilir.

Bulusun bir uygulamasinda b. adiminda ¢ozelti 35 °C ile 55 °C arasinda bir sicakliga,

tercihen 45 °C sicakliga sogutulur.

Bulugsun bir baska uygulamasi bulusa uygun metillenmis beta-siklodekstrin
perflorohekzan inkliizyon komplekslerinin hazirlanmasinda kullanilan bir usule iliskin

olup s6z konusu usul;

a. Beta-siklodekstrin molekdlinin uygun bir organik solvent icerisinde
¢Oziilmesi

b. Elde edilen ¢bzeltiye bir inorganik tuz eklenmesi
Elde edilen ¢ozeltiye dimetil karbonat eklenmesi

d. Olusan karisimin oda sicakliginda karistirilmasi
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e. Soliisyonun siiziilerek katilarin  uzaklastirilmas:  ve sonrasinda ugucu
bilesenlerin uzaklastinlmasiyla metillenmis beta-siklodekstrinin elde edilmesi

f. Elde edilen metillenmis beta-siklodekstrinin uygun bir ¢éziicii icerisinde
¢ozllmesi

g. Elde edilen cozeltinin icerisine perflorohekzan eklenerek soliisyonun
karistirilmasi

h. Olusan katilarm smvilardan aynlarak kurutulmasiyla metillenmis beta-
siklodekstrin-perflorohekzan inkliizyon kompleksinin elde edilmesi adimlarim

icermektedir.

Bulus bir diger agidan alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya
biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril, pillaren veya kaliksaren’den olusan bir konak
molekil ve C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden secilen bir konuk molekiilii iceren
konuk-konak (host-guest) inklizyon komplekslerinin tedavi amagli kullamimina
iliskindir.

Bulus bir agidan beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest)

inkliizyon komplekslerinin tedavi amach kullanimina iliskindir.

Bulus bir agindan metillenmis beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-

guest) inkliizyon komplekslerinin tedavi amagh kullanimina iligkindir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, bulusa uygun alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril,
pillaren veya kaliksaren’den olusan bir konak molekiil ve C3-C8 perflorokarbon
tirevlerinden secilen bir konuk molekili iceren konuk-konak (host-qguest] inklizyon

kompleksleri kanser tedavisinde kullanilirlar.

Bulusun bir diger uygulamasinda beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak
(host-guest) inkltzyon kompleksleri kanser tedavisinde kullanlirlar.

Bulusun bir diger uygulamasinda metillenmis beta-siklodekstrin perflorohekzan

konuk-konak (host-guest] inklizyon kompleksleri kanser tedavisinde kullamlirlar.

Bulus bir diger agidan alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya
biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril, pillaren veya kaliksaren’den olusan bir konak
molekil ve C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden secilen bir konuk molekiilii iceren
konuk-konak (host-guest) inkliizyon komplekslerinin histotripsi ajam1  olarak

kullanumuna iligkindir.
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Bulus ayrica, beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest) inkliizyon

komplekslerinin histotripsi ajan1 olarak kullanimina iligkindir.

Bulus ayrica, metillenmis beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest)

inkliizyon komplekslerinin histotripsi ajani olarak kullanimina iliskindir.

Bulus bir diger acidan alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya
biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril, pillaren veya kaliksaren’den olusan bir konak
molekil ve C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden segilen bir konuk molekiilii iceren
konuk-konak (host-guest) inkliizyon komplekslerinin teshis amacgh kullammina
iligkindir,

Bulus ayrica, beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest) inkliizyon

komplekslerinin teshis amacli kullanimuna iliskindir.

Bulus ayrica, metillenmis beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest]

inklizyon komplekslerinin teshis amacli kullanimina iliskindir.

Bulusun bir tercih edilen bir uygulamasinda, bulusa uygun alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril,
pillaren veya kaliksaren’den olusan bir konak molekiil ve C3-C8 perflorokarbon
tirevlerinden secilen hir konuk molekiili iceren konuk-konak (host-guest] inklizyon

kompleksleri gesitli kanser tiirlerinin teshisinde, kullanilirlar.

Bulus ayrica, beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest) inklilzyon

komplekslerinin cesitli kanser tirlerinin teshisinde kullanimina iliskindir.

Bulus ayrica, metillenmis beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest)

inklizyon komplekslerinin gesitli kanser tiirlerinin teshisinde kullanimina iliskindir.

Bulug bir diger acidan alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya
biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril, pillaren veya kaliksaren’den olusan bir konak
molekil ve C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden secilen bir konuk molekiilii iceren
konuk-konak (host-guest) inklizyon komplekslerinin goruntileme amagl kullanimina
iligkindir.

Bulus ayrica, beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest inkliizyon

komplekslerinin goriintileme amag¢h kullanimina iliskindir.

Bulus ayrica, metillenmis beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest)

inkliizyon komplekslerinin goriintiileme amagli kullanimina iliskindir.
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Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda bulusa uygun alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril,
pillaren veya kaliksaren’den olusan bir konak molekiil C3-C8 perflorokarbon
tirevlerinden secilen bir konuk molekilii iceren inklizyon kompleksleri ultrason

goriintiileme amaciyla kullanilir.

Bulugun ozellikle tercih edilen bir uygulamasinda beta-siklodekstrin perflorohekzan

inkliizyon kompleksleri ultrason goriintilleme amaciyla kullamlir.

Bulugun dzellikle tercih edilen bir uygulamasinda metillenmis beta-siklodekstrin

perflorohekzan inkliizyon kompleksleri ultrason goriintiileme amaciyla kullanihr,

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda, bulusa uygun alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril,
pillaren veya kaliksaren’den olugan bir konak molekiil ve C3-C8 perflorokarbon
tirevlerinden secilen bir konuk molekiilii iceren konuk-konak (host-guest) inklizyon

kompleksleri ¢esitli kanser tiirlerinin gériintiilenmesinde kullanilirlar.

Bulusun 6zellikle tercih edilen bir uygulamasinda beta-siklodekstrin perflorohekzan

inkliizyon kompleksleri ¢esitli kanser tiirlerinin goriintiilenmesinde kullanilir.

Bulusun ozellikle tercih edilen bir uygulamasinda metillenmis beta-siklodekstrin
perflorohekzan inkliizyon kompleksleri gesitli kanser tlrlerinin gériintiilenmesinde

kullanmlir.

Burada kullanilan “kanser” ifadesi habis {malign) tiimérlere veya kontrolsiiz hiicre
biylimesi ile karakterize olan bir fizyolojik duruma isaret etmektedir. Kanser
érnekleri karsinoma, lenfoma, blastoma sarkoma ve l6semiyi icermekte olup bunlarla

sinirh degildir.

Karsinoma, burada kullanildig1 sekliyle, epitel hiicrelerden olusan bir kanser tiirlini

ifade etmektedir.

Lenfoma, burada kullamldigi sekliyle, lenfositlerden gelisen bir kanser tlirint

anlatmaktadir.

Blastoma, burada kullanildigr sekliyle, blast hiicre adiyla da bilinen oncti hiicrelerden

geligen bir kanser tiiriinii anlatmaktadir.

Sarkoma, burada kullamildigt sekliyle, mezenkimal kékenli degismis hiicrelerden

kaynaklanan kanser tiiriinii anlatmaktadar.

10
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Losemi, burada kullanildigi seklivle, kemik iliginde basglayan ve yiiksek sayida

anormal akyuvar hiicresi olusumuna neden olan kanser tiiriinii ifade etmektedir.

Kanser tirlerine ait daha 6zel ornekler meme kanseri, prostat kanseri, kolorektal
kanser, deri kanseri, kii¢iik hiicreli akciger kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri, mezotelyom, gastrointestinal kanser, pankreas kanseri, gliyoblastom, vulva
kanseri, rahim agzi kanseri, endometriyal karsinom, yumurtalik kanseri, karacier
kanseri, hepatom, mesane kanseri, bobrek kanseri, tiikuriik bezi karsinomu, tiroid

kanseri ve gesitli bas ve boyun kanserlerini igerir.

Bulus bir diger agidan alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya
biyouyumlu hale getirilmis kukurbituril, pillaren veya kaliksaren’den olusan bir konak
molekil ve C3-C8 perflorokarbon tirevlerinden secilen bir konuk molekiilii iceren
konuk-konak (host-guest) inkliizyon komplekslerini igeren farmasotik bilegimleri

actklamaktadir.

Bulus ayni zamanda, beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-konak (host-guest)

inkliizyon komplekslerini iceren farmasétik bilegimleri agiklamaktadir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda bulusa uygun alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin, gama-siklodekstrin veya biyouywmlu hale getirilmis kukurbituril,
pillaren veya kaliksaren’den olusan bir konak molekil ve C3-C8 perflorokarbon
tirevlerinden secilen bir konuk molekiili iceren konuk-konak (host-guest) inkllizyon
komplekslerini i¢eren farmasotik bilesimler; bulusa uygun inkliizyon kompleksinin

yani sira en az bir yardimel ajan igerir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda beta-siklodekstrin perflorohekzan konuk-
konak (host-guest) inkliizyon komplekslerini iceren farmasotik bilesimler bulusa

uygun inkllizyon kompleksinin yani sira en az bir yardimci ajan igerir.

Séz konusu yardimei ajan bulusa uygun farmasotik bilesimin, ¢oziiniirliigii, dagilimi,
doz tekdiizeliginin saglanmasi vb. kriterleri karsilamasi igin kullanilan bir ajan olup

herhangi bir farmasétik etkinligi bulunmamaktadir.

Bulusa uygun inkliizyon komplekslerini igeren farmasotik bilesimler teknigin bilinen
durumunda var olan herhangi bir dozaj formunda bulunabilir. Bulusun tercih edilen
bir uygulamasinda bulusa uygun dozaj formlar injektabl formda bulunur. S6z konusu
injektabl formlar ozellikle tercihen intravendz, intraperitoneal, intratrakeal yoldan

verilmeye uygun sekilde hazirlanmis olabilir.

11
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Simdi bulus sadece 6rnek amagli olan ve bu bulusun kapsamini herhangi bir gekilde
kisitlar olarak yorumlanmamasi gereken asagidaki orneklere atifta bulunularak

acgiklanacaktir.
ORNEKLER:

Ornek 1: Beta-Siklodekstrin  Perflorohekzan Inkliizvon Kompleksinin

Hazirlanmasi

50 mg beta-siklodekstrin 1 mL saf su ile kanstirihr ve 80 °C sicakliga isitilir ve
karigtirilir. Beta-siklodekstrin tamamen ¢oziindiikten sonra soliisyon 45 °C sicakliga
sogutulur. Sonrasinda 1, 2, 20 veya 50 kat olarak sckilde molar oranlarda
perflorohekzan cklenir. Karnisim gece boyunca 45 °C sicakhkta karigtinlir, Sonrasinda
bir saat boyunca bozdolabinda 4 °C sicaklikta bekletilen karisim 5000 rpm hizda 10
dakika boyunca santrifiijlenir. Stvi kisim dékiilir ve elde edilen katilar vakum altinda

kurutulur.

Ornek 2: Metillenmis  Beta-Siklodekstin  Perflorohekzan  inkliizyon

Kompleksinin Hazirlanmasi

3 g beta-siklodekstrin iizerinde sogutucu bulunan bir ¢ift boyunlu balon icerisinde 60
mL DMF ile ¢oziilir. Beta-siklodekstrin tamamen ¢oziindiikten sonra karigima 8.6 g
K2CO;3 eklenir. Sonrasinda karisima 8 mL anhidrus dimetil karbonat damla damla

eklenir ve olusan reaksiyon karisimi gece boyunca oda sicakliginda karistirilir,

Sonrasinda karnisim katalizériin uzaklastirlmast i¢in 2000 rpm hizinda 5 dakika
boyunca santrifiijlenir. Elde edilen sivi kisimdan ¢oziicii ve fazla dimetil karbonat
diisiik basingta distilasyon yontemiyle uzaklastirilir. Sonrasinda kalan kisim aseton
icerisinde rekristalize edilir ve olusan ¢okelti dietileterle yikanir. Elde edilen kati

madde filtrelenir ve vakum altinda kurutulur.

Metillenmis beta-siklodekstrin perflorohekzan inkliizyon kompleksinin elde edilmesi
icin Oncelikle 50 mg metillenmis beta-siklodekstrin 1 ml su icerisinde oda
sicakhiginda ¢oziiliir, sonrasinda karisima 5, 10 veya 50 kat olacak sekilde molar
oranlarda perflorohekzan eklenir. Olusan cozelti 24 saat boyunca karnistirilir.
Reaksiyon karisimi sonrasinda 5000 rpm hizinda 10 dakika boyunca santrifiijlenir,

s1vi kisim atilir, ¢6zen katt kisim ise diisiik basing altinda kurutulur,

Ornek 3: Hiicre Canlihig1 Testleri

12
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Hiicre canh@ testi metillenmis beta-siklodekstrin perflorohekzan inkliizyon
kompleksinin vicuttaki hiicrelerle ne sekilde etkilesime gegtiginin belirlenmesi

bakimindan énem tasimaktadir.

Bulusa uygun inkliizyon kompleksleri viicuttaki kani temizlemek ve kan akisindan
cesitli partkiilleri ve antijenleri uzaklastirmakla goérevli olan ve immiinolojik
uyaranlara karsi enflamatuar aracilar1  olusturan retikiilo-endoteliyal sistem

organlarindan bobrege ait HEK-293T hiicreleri kullanilarak test edilmistir.

Bu amacla 0.1 mg/mL, 0.5 mg/mL ve 1 mg/mL konsantrasyonundaki beta-
siklodekstrin (BCD), metillenmis beta-siklodekstrin (MCD) ve metillenmis beta-
siklodekstrin =~ ve  perflorohekzan inklizyon kompleksi (MIC)  soliisyonlan
hazirlanmustir. Ayrica 0.1 pl, 0.13 pL, 0.15 pL miktarinda perflorohekzan (PFH) da
ayni hiicreler {izerinde test edilmistir. Test edilen perflorohekzan miktart belirlenirken
1 mg/mL MIC igerisindeki perflorohekzan miktar1 baz alinmstir. 1 mg/mL MIC
icerisinde  0.15 upL  perflorohekzan  oldugu  belirlenmigtir.  Daha  diisik
konsantrasyonlardaki inkliizyon komplekslerinde, 6rmegin 0.1 mg/mL ve 0.5 mg/mL
konsantrasyonlarinda sirasiyla 0.015 plL ve 0.075 pL perflorohekzan oldugu tespit
edilmis, bu miktarlar ¢ok diisiik oldugundan 0.1 plL ve 0.13 pL miktarindaki

perflorohekzan miktarlariyla deneme yapilmistir.
Elde edilen sonuclar Sekil 1°de gosterilmektedir.

Bu grafikten de goriildiigii iizere 0.1 mg/ml miktarinda MIC inkliizyon kompleksi %
94,5 hiicre canlihigr gdsterirken, 1 mg/mL konsantrasyonunda % 86,8’e diismektedir
bu da konsantrasyonun L0 kat arttinlmasina ragmen hiicre canlilifinda ¢ok biiyiik bir

diistis olmadigini géstermektedir.

Diger yandan, perflorohekzan maksimum konsantrasyon olarak kullamilan 0.15 plL
miktarinda % 89 hiicre canlilign gdstermektedir. Bu da bu ajanin toksik olmadigina

isaret etmektedir.

Ornek 4: Dinamik Isik Sacihmu (DLS) Testi

Kompleksin boyutu histrotripsi i¢in gerekli esigin belirlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Kiiglik boyutlu parcaciklar hem daha kolay enjekte edilmekte hem de

tiimdr dokuda birikimleri daha yiiksek olmaktadir. Ozellikle tiimdr dokudaki gegirgen
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vaskiiler dokunun 200 nm ve altindaki partikiilleri timdr dokusu igerisine gecirdigi
gbz Oniine alimrsa boyutu 200 nm ve altinda olan partikiillerin ilag¢ tasima veya

tlimérde birikim bakimindan daha etkili oldugu sonucuna ulasilmaktadir.

Teknigin bilinen durumunda var olan nanodamlaciklarin boyutu 204 nm olarak
raporlanmigtir, bu degerin iist sinirda yer aldigi ve daha diisiik boyutta bir ajanin

tiimd&r dokusunda daha 1y1 performans gosterebilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan DLS testlerinde elde edilen sonu¢ Sekil 2°de grafik olarak verilmektedir.

Burada BCD; beta-siklodekstrin’i; MBCD metillenmis beta-siklodekstrini; MIC ise
metillenmis beta-siklodekstrin ile perflorohekzamn inkliizyon kompleksini ifade

etmektedir.

Sekil 2’den de goriilebilecegi tlizere, beta-siklodekstrin 16.42 nm boyutunda,
metillenmig beta-siklodekstrin 19.55 nm boyutunda ve metillenmis beta-sik lodekstrin
ile perflorohekzanin inkliizyon komplesi 1se 48.68 nm boyutunda olup tiimérde 1y1 bir
birikim icin gerekli olan maksimum partikiil boyutu olan 200 nm degerinin oldukga
altindadir. Bu 6zelligi nedeniyle, bulusa uygun inkliizyon komplekslerinin teknigin
bilinen durumunda var olan nanodamlacik formundaki histotripsi ajanlarindan daha
istlin oldugu sonucuna ulagilmaktadir. Diger bir Ustiinlik ise histotripside asil
etkinligi saglayan PFK miktarim belirleme noktasinda saglanmustir. Konuk- konak
kompleksi olusumu %98-%100 gibi viiksek bir degerle gergeklestirilebildigi igin
inklizyon kompleksinin molce miktar1 PFK konugunun molce miktarina esit

olacaktir. Bu durum kullanum pratikligi ve giivenirligi acisindan énemlidir.

Ornek 5: Doku Taklitleyen Agaroz Fantomlarda Histotripsi Simir Degerinin

Olciimii

Yapilan ¢alismalarda dokularda ve doku taklitleyen ortamlarda kavitasyon olusturmak

i¢in 26-30 MPa basing gerektigi agiklannmstir.

Bu amagla yapilan ilk deneyde 30V voltaj ve 500 kHz transformat6r kullanilmistir.
Ayni sartlar altinda gézlemlenmek tizere 3 farkli ortam hazirlanmistir. Bunlardan ilki
herhangi bir histotripsi ajani icermeyen negatif kontrol ortamudir, bir digeri sadece
PFH igeren pozitif kontrol ortami ve sonuncusu ise bulusa uygun metillenmis beta-

siklodekstrin perflorohekzan inkliizyon kompleksi (MIC) igeren ortamdur.
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Deneyin gergeklestirilmesinin  ardindan yiiksek hizli kamera goriintiileri tespit
edilmistir, séz konusu goriintiller Sekil 3’te verilmektedir. Gorintiilerden de
anlagilabilecegi gibi, hicbir histrotripsi ajani kullanilmayan negatif kontrol ortaminda
kavitasyon yokken, bulusa uygun inkliizyon komplekslerinin kullanildifi 6rnekte

kavitasyon olugmaktadir.

Ikinci deneyde 40V voltaj ve 500 kHz transformatér kullamlmistir. Bu deney icin de
vukanda detaylar1 verilen pozitif ve negatif kontrol ortamlan ve buluga uygun MIC
igeren ortam kullamilmigtir. Bu deneyde de histotripsi ajan1 igermeyen negatif kontrol
ortaminda herhangi bir kavitasyon gbzlemlenmezken MIC iceren ortamda kavitasyon
goriillmektedir, aynica kavitasyon olusumunun 30V ortamimna gére daha fazla oldugu

da gozlemlenmektedir (Sekil 4) .

Yapilan bu deneyler sonucunda; negatif kontrol ortamlarinda hi¢ kavitasyon
olmamast olusturulan basincin  26-30  MPa degerinden disiikk oldugunu
gostermektedir. Ayni sartlarda buluga uygun inkliizyon komplekslerinin kavitasyon
olusturmasi ise bulusun amaglanan sekilde daha disiik basing degerlerinde, etraftaki
saglikli dokuya da zarar vermeyecek sekilde kavitasyon olusumunu sagladigim

gostermektedir.
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