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OZET
INDIRGENMIS GRAFEN OKSIT (rGO) TEMELLI ILAC TASIMA SISTEMLERI

Mevcut bulus, ilag tagima sistemi olarak kullanim i¢in metakrilat bazli bir kopolimerle
kaplanmis indirgenmis grafen oksit (rGO) nanoplatformlarina ve bu platformlarin

hazirlanmasinda kullanilan yontemlere iliskindir.
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ISTEMLER

L.

Fonksiyonlanabilir rGO temelli bir nanotastyici olup 6zelligi poli[poli (etilen
glikol metakrilat)-ko-(metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azidopropil
metakrilat)]-asi-poli[(hekzil ~ metakrilat)-ko-(dimetilaminoetil ~ metakrilat)-ko-
(trimetilaminoetil metakrilat)] (PAMP-asi-PHDT) kopolimeriyle kaplanmis

olmasidir.

Istem 1’¢ gére rGO temelli bir nanotasiyict olup 6zelligi indirgenmis grafen
oksit’in (rGO) yiizeyinin Formil I ile poli[poli (etilen glikol metakrilat)-ko- (metil
metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azidopropil metakrilat)]-asi-poli[(hekzil
metakrilat)-ko-(dimetilaminoetil  metakrilat)-ko-(trimetilaminoetil  metakrilat)]
(PAMP-as1-PHDT) kopolimeri ile kaplanmis olmasidir ki burada; n 1 ile 200
arasinda p, q, 1, X, ¥, a, b, ¢ birbirinden bagimsiz olarak 1 ile 50 arasinda bir dogal

sayidir.

Formiil 1
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Istem 1-2’den herhangi birine gére rGO temelli bir nanotasiyici olup dzelligi alkin

grubuna sahip herhangi bir molektille fonksiyonellestirilmesidir.

istem 3’e gore rGO temelli bir nanotasiyic olup dzelligi alkin grubuna sahip veya
alkin grubuyla modifiye edilmis hedefleyici ajanlar veya terapdtik ajanlarla

fonksiyonellestirilmis olmasidir.

Istem 4’e gére rGO temelli bir nanotasiyici olup dzelligi alkin grubuna sahip veya

alkin grubuyla modifiye edilmis terapétik ajanin antineoplatik ajan olmasidir.

Istem 1-5’ten herhangi birine gére rGO temelli bir nanotastyici olup 6zelligi , n-m

etkilesimiyle rGO yiizeyine tutunabilen bir ajanla fonksiyonellestirilmesidir.

Istem 6’ya gdre rGO temelli bir nanotastyict olup dzelligi GO yiizeyine n-n
etkilesimiyle tutunabilen ajanin hedefleyici ajan veya terapdtik ajan, tercihen bir

antineoplastik, 6zellikle tercihen doksorubisin olmasidir.

Istem 5 veya 7’ye gdre rGO temelli bir nanotastyici olup dzelligi antincoplastik
ajanin niikleosit analoglari, antifolatlar, diger metabolitler, topoizomeraz I
inhibitorleri, antrasiklinler, podofilotoksinler, taksanlar, vinka alkaloidleri,
alkilleyici maddeler, platin bilesikler, antihormonlar, radyofarmasétikler,
monoklonal antikorlar, tirozin kinaz inhibitorleri, rapamisinin memeli hedefi
(mTOR) inhibitorleri, retinoidler, bagisiklik sistemini diizenleyici maddeler,
histonedeasetilaz inhibitorleri ve diger maddeleri kapsayan ancak bunlar ile sinirh

olmayan bir gruptan secilmesidir.

Istem 1-8’den herhangi birine gére rGO temelli bir nanotasiyict olup 6zelligi,

iyonik etkilesimle rGO yiizeyine tutunabilen bir ajanla fonksiyonellestirilmesidir

Istem 9’a gore rGO temelli bir nanotastyici olup &zelligi iyonik etkilesimle rGO
ylizeyine tutunabilen ajanin bir oligopeptit, polipeptit, DNA veya RNA fragmenti,
miRNA, siRNA, ssRNA gibi bir biyolojik molekiil olmasidir.

[stem 1 veya 2’den herhangi birine gdére PAMP-asi-PHDT polimerinin
hazirlanmasinda kullanirma uygun Formiil II ile gosterilen polimerizasyon

baslaticisi.
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Formul 11

12. istem 1-10’dan herhangi birine gére rGO temelli bir nanotasiyici ve bu
nanotasiyictya kovalent veya mn-m etkilesimiyle veya iyonik etkilesimle
5 nonkovalent olarak konjuge olmus terapétik ajan, tercihen antineoplastik ajan

ve/veya hedefleyici molekiil igeren ilag-nanotasiyici konjugatlari.

13. Kanser hastaligiin tedavisinde ilag olarak kullanim igin Istem 12’ye gore ilag-

nanotasiyici konjugatlari.

14. Istem 13’e gore ilag-nanotastyict konjugatlarini iceren farmasétik bilesimler.
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TARIFNAME
INDIRGENMIS GRAFEN OKSIT (rGO) TEMELLI ILAC TASIMA SISTEMLERI

Mevcut bulus, ilag tagima sistemi olarak kullanim i¢in metakrilat bazli bir kopolimerle
kaplanmis indirgenmis grafen oksit (rGO) nanoplatformlarina ve bu platformlarin

hazirlanmasinda kullanilan yontemlere iliskindir.
Teknigin Bilinen Durumu

Grafenin (G) diger bilinen biyomalzemelere goére {istiin Ozellikleri onu son
zamanlarda antikanser ajan veya gen veya peptit tasinmasinda énemli bir materyal
haline getirmistir. Ancak grafenin toksik etkisi kullammimi smirlandirmaktadir.
Grafen tek katmanlt bir yapiya sahiptir, diger yandan benzeri bir yapt olan Grafen
oksit (GO) hem ¢ok katmanli bir yapiya sahiptir hem de yapisi lizerinde onu hidrofilik
yapan ¢ok sayida fonksiyonel oksijen grubu bulundurur. Fakat GO yapisinda yer alan
sp° hibridize karbonlar nedeniyle bu materyal kusurlu bir yiizey olusumuna sahiptir.
GO iizerindeki oksijen grubunun azaltilmasiyla bu problem ortadan kalkabilir fakat bu

durumda elde edilen materyalin ¢oziiniirliigii kismen azalmaktadir.

Grafen’in yiizeyindeki oksijence zengin gruplarnn indirgenmesiyle elde edilen
indirgenmis grafen oksit (rGO), daha diizgiin ve genis yiizey alanina sahiptir. Ayrica
grafene kiyasla daha az toksisiteye sahiptir. Bu yonleriyle rGO biyolojik
uygulamalarda kullanim icin cazip bir ajan haline gelmektedir. Ancak, diisiik suda
coziiniirliige sahip olmasi ve biyouyumlulugunun diisiik olmasi kullanimim

sinrlandirmaktadar.

Teknigin bilinen durumunda rGO’nun ¢oziniirlik ve biyouyumluluk problemini
agmak i¢in siklikla rGO yiizeyi poli(etilen glikol) (PEG) gibi polimerlerle ylizey
kaplamas1 islemi uygulanmaktadir. Bu sekilde modifiye edilen rGO’nun immiin
hiicreler tarafindan karaciger ve dalaktan atilimi engellenir ve dolayisiyla kanda

dolasim siiresi vzar.

Bu sekilde PEG ve benzeri polimerlerle kaplanan rGO’larda farkli bir modifikasyon
yapilamamaktadir. Bu nedenle rGO’nun biyoyararlanimm artmasma ragmen ilag

tasima v.b. uygulamalarda kullammi zorlagmaktadir.

Bu teknik problemi ¢ozmek i¢cin yola c¢ikan bulus sahipleri rGO’nun

biyoyararlamimini arttirirken ayni zamanda ila¢c veya benzeri bir kargo molekiiliin
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tasimasina olanak saglayan fonksiyonlanabilir bir nanotasiyici gelistirmeyi

amaglamaktadir.
Sekillerin Detayh Agiklamasi

Sekil 1: Grafen oksit lizerine in-situ PAMP-as1-PHDT polimeri kaplama ve rGO’ya

indirgenmeyi gosteren sema.

A: Fonksiyonlu kopolimer, poli[(poli (etilen glikol metakrilat)-ko- (metil metakrilat)-
ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azidopropil metakrilat)] (PAMP)

B: Katyonik kopolimer, poli[(hekzil metakrilat)-ko-(dimetilaminoetil metakrilat)-ko-
(trimetilaminoetil metakrilat)y (PHDT)

C: PAMP-as1-PHDT polimeri
D: Grafen Oksit

E: PAMP-asi-PHDT polimeri ile kaplanmis indirgenmis grafen oksit (rGO)

(nanotasgiyici)
F: Doksorubisin

G: Doksorubisin yiiklii PAMP-asi-PHDT polimeri ile kaplanmis indirgenmis grafen
oksit (rGO) (ilag-nanotagiyic1 konjugati)

101: Hidrofobik monomer (HMA)

102: pH duyarli monomer (DMAEMA)
103: Katyonik monomer (TMAEMA)
104: CuAAC, click reaksiyonu katalizorii
105: n-m etkilesimi ve indirgenme adimui

Sekil 2: Anti-Bcel-2-siRNA ile kompleks olusturmug tasiyicilarin MDA-MB-231
meme kanseri hiicreleri ile 24 saat inkilibasyonu sonunda hiicre canlilif1 iizerine

etkilerinin Resazurin tahlili ile incelenmesi.

Sekil 3: siRNA tasiyan nanopartikiillerin MDA-MB-231 hiicreleri ile 48 saat
inkiibasyonu sonrasinda hiicre canlilifi lizerine etkilerinin Resazurin tahlili ile

incelenmesi.

(1) :Htucre Canlihig (%)
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201: Kontrol

202: Serbest Doksorubisin

203: (PAMP)peGao00-as1-PHDT-rGO-siRNA

204: (PAMP)peG2o00-a51-PHDT-rGO-EPPT1-siRNA

205: (PAMP)prgaoon-asi-PHDT-rGO-Doksorubisin-siRNA

206: (PAMP )pea2000-a51-PHDT-rGO-EPPT1-Doksorubisin-siRNA
Bulusun Detayh Anlatimi

Mevcut bulus fonksiyonlanabilir rGO temelli bir nanotasiyiciya iliskin olup 6zelligi
indirgenmis grafen oksit’in (rGQO) yiizeyinin poli[poli (etilen glikol metakrilat)-ko-
(metil metakrilat)-ko-( 1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azidopropil metakrilat}]-asi1-
poli[(hekzil metakrilat)-ko-(dimetilaminoetil metakrilat)-ko-(trimetilaminoetil

metakrilat)] (PAMP-agi-PHDT) kopolimeriyle kaplanmig olmasidir.

Bulusa uygun PAMP polimerinin yapisinda bulunan piren gruplar, polimerin n-n
etkilesimiyle rGO ylizeyine tutunmasini saglamaktadir. PAMP polimerinin yapisinda
yer alan PEG gruplan rGO’nun yiizeyini biyouyumlu hale getirmektedir. PAMP
polimeri iizerinde yer alan azid gruplan ilimh kosullarda gerceklestirilen click
reaksiyonuyla alkin igeren ¢esitli kargo molekiillerin nanotasiyici iizerine takilmasini
miimkiin kilarak bu yapiyr fonksiyonlanabilir rGO temelli bir nanotasiyici haline

getirmektedir.

Bulusa uygun sekilde PAMP polimerinin {istiine asilanan PHDT olarak adlandirilan
poli[(hekzil metakrilat)-ko-(dimetilaminoetil metakrilat)-ko-(trimetilaminoetil
metakrilat)] polimerinin yapisinda bulunan trimetil aminoetil metakrilat monomeri,
polimere katyonik &zellik kazandirmakta bu da elde edilen nanotastyicinin bir ilagla
konjuge edilmesi durumunda ilacin ylizeyden salimminin artmasimi saglayarak etkili

sekilde ilacin hedef bélgeye iletilmesini saglamaktadir.

Bulus kapsaminda kullanilan indirgenmis grafen oksit ve rGO ifadeleri birbiriyle

esdeger olup, birbiri yerine kullanilabilir,

Bulus kapsaminda kullanilan “bulusa uygun rGO temelli nanotasiyict” ifadesi yiizeyi
poli[poli (etilen glikol metakrilat)-ko- (metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-

azidopropil metakrilat)]-asi-poli[(hekzil metakrilat)-ko-(dimetilaminoetil metakrilat)-
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ko-(trimetilaminoetil metakrilat)] (PAMP-as1i-PHDT) kopolimeriyle kaplanmig
rGO’yu ifade etmektedir.

Burada bahsedilen “PAMP-as1-PHDT polimert ile kaplama” ifadesi PAMP-as1-PHDT
polimerinin rGO vylizeyiyle kovalent olmayan fiziksel etkilesim ile baZlanmasini

ve/veya n-w etkilesimiyle rGO ylizeyine tutunmasini ifade etmektedir.

Bulus kapsaminda kullanilan “PAMP” ifadesi ile “poli [poli (etilen glikol metakrilat)-
ko- (metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azido propil metakrilat)]” ifadesi

birbiri ile es anlamli olup, birbiri yerine kullanilabilir.

Bulug kapsaminda kullanilan “PHDT” ifadesi ile “poli[(hekzil metakrilat)-ko-
(dimetilaminoetil metakrilat)-ko-(trimetilaminoetil metakrilat)]” ifadesi birbiri ile es

anlamli olup, birbiri yerine kullanilabilir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamast rGO temelli bir nanotasiyictya iliskin olup
ozelligi indirgenmis grafen oksit’in (rGO) ylizeyinin Formiil I ile gdsterilen poli [poli
(etilen glikol metakrilat)-ko-(metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azido
propil metakrilat)-asi-poli[(hekzil metakrilat)-ko-(dimetilaminoetil metakrilat)-ko-
(trimetilaminoetil metakrilat)] (PAMP-as1-PHDT) kopolimeri ile kaplanmis olmasidir
ki burada; n | 1le 200 arasinda p, q, , X, Y, a, b, ¢ birbirinden bagimsiz olarak 1 ile 50

arasinda bir dogal sayidir.
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Formil I

Bulus bir diger agidan Formiil I ile gosterilen poli [poli (etilen glikol metakrilat)-ko-
(metil  metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azido  propil  metakrilat)-asi-
poli[(hekzil metakrilat)-ko-(dimetilaminoetil metakrilat)-ko-(trimetilaminoetil
metakrilat)] (PAMP-as1i-PHDT) kopolimerinin  hazirlanmasimda kullanima uygun

formiil II ile gésterilen polimerizasyon baslaticisina iliskindir.
o
= o HBr
\—4 /,—< >—o
HN-N

Formulll
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Bulusun bir uygulamasinda, bulusa uygun rGO temelli bir nanotagiyici alkin grubuna

sahip herhangi bir molekiille fonksiyonellestirilebilir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda rGO temelli bir nanotasiyict alkin grubuna
sahip veya alkin grubuyla modifive edilmis hedefleyici ajanlar veya terapétik

ajanlarla modifiye edilir.

Burada bahsedilen hedefleyici ajan teknigin bilinen durumunda var olan ve gesitli
hastaliklarin varh@inda daha fazla ifade edildigi bilinen reseptérlere veya enzimlere
spesifik substratlar olabilir. Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda hedefleyici ajan

olarak EPPT1 kullanilabilir.

Bulusun bir diger uygulamasinda bulusa uygun rGO temelli bir nanotasiyici, n-n
etkilesimiyle rGO viizeyine tutunabilen bir ajanla modifiye edilebilir. Burada bahsi
gecen -1 etkilesimiyle rGO ylizeyine tutunabilen bir ajan, tercihen bir terapétik ajan,
ozellikle tercihen doksorubisin gibi bir antineoplastik ajan olabilir. Nonkovalent
sekilde rGO ylizeyine tutunan doksorubisin gibi kargo molekiilleri hedef bélgede

tasiyiciyla beraber hiicre igerisine girmekte ve burada salimarak etki gdstermektedir.

Bulusun bir diger tercih edilen uygulamasinda n-m etkilesimiyle rGO yiizeyine

tutunabilen bir ajan, bir hedefleyici ajan olabilir.

Bulusun bir diger uygulamasimda bulusa uygun rGO temelli bir nanotasiyici, iyonik
etkilesimle rGO yilizeyine tutunabilen bir ajanla modifiye edilebilir. Burada bahsi
gegen iyonik etkilesimle rGO yiizeyine tutunabilen ajan bir oligopeptit, polipeptit,
DNA veya RNA fragmenti, miRNA, siRNA, ssRNA gibi bir biyolojik molekiil
olabilir. Bu sekilde rGO temelli nanotasiyic1 yiizeyine tutunan biyolojik ajanlarla
bulusa konu nanotasiyicilarin belirli bir hedefe, érnegin bir kanser hiicresine, daha
kolay girmesini ve lizerindeki terapdtik ajani burada salarak farmasétik etkinligin
attirilmasi amaglanmaktadir. Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda uygun rGO
temelli bir nanotasiyict anti-Bcl-2 siRNA ile modifiye edilmektedir. Burada

modifikasyon iyonik etkilesimle olmaktadir.
Bulus icerisinde bahsedilen “alkin grubuna sahip veya alkin grubuyla modifiye
edilmis terapotik ajan” ve/veya “n-m etkilesimiyle rGO yiizeyine tutunabilen terapotik

ajan” bulusun tercih edilen bir uygulamasinda bir antineoplastik ajan olabilir.
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Burada bahsi gegen “antineoplastik ajan” ifadesi kanser hastalif: tedavisinde veya
semptomlarinin - giderilmesinde veya semptomlarinin  hafifletilmesinde kullanilan

ajanlar ifade etmektedir.

Bulus kapsaminda antineoplastik ajanlar niikleosit analoglari, antifolatlar, diger
metabolitler, topoizomeraz 1 inhibitdrleri, antrasiklinler, podofilotoksinler, taksanlar,
vinka alkaloidleri, alkilleyici maddeler, platin bilesikler, antihormonlar,
radyofarmasétikler, monoklonal antikorlar, tirozin kinaz inhibitdrleri, rapamisinin
memeli hedefi (mTOR) inhibitorleri, retinoidler, bagisiklik sistemini diizenleyici
maddeler, histonedeasetilaz inhibitorleri ve diger maddeleri kapsayan ancak bunlar

ile sinirli olmayan bir gruptan seg¢ilebilir.

Niikleosit analoglar azasitidin, kladribin, klofarabin, sitarabin, desitabin, floksuridin,
fludarabin, florotirasil (5-FU), gemsitabin, merkaptopurin, nelarabin, pentostatin,
tioguanin, trifluridin ve tipiracili kapsayan ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan

secilebilir.

Antifolatlar metotreksat, pemetreksed, pralatreksed ve raltitreksedi kapsayan ancak

bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan secilebilir.

Diger metabolitler hidroksikarbamidi kapsayan ancak bunlar ile simirli olmayan bir

gruptan secilebilir.

Topoizomeraz I inhibitérleri irinotekan ve topotekani kapsayan ancak bunlar ile sinirli

olmayan bir gruptan segilebilir.

Antrasiklinler daunorubisin, doksorubisin, epirubisin, idarubisin, mitoksantron ve

valrubisini kapsayan ancak bunlar ile simrh olmayan bir gruptan segilebilir.

Podofilotoksinler etoposid ve teniposidi kapsayan ancak bunlar ile simrh olmayan bir

gruptan secilebilir.

Taksanlar cabazitaksel, dosetaksel ve paklitakseli kapsayan ancak bunlar ile sinirl

olmayan bir gruptan segilebilir.

Vinka alkaloidleri vinblastin, vincristin, vindesin, vinflunin ve vinorelbini kapsayan

ancak bunlar ile simirh olmayan bir gruptan segilebilir.
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Alkilleyici maddeler bendamustin, klorambusil, dakarbazin, melfalan, streptozotosin

ve trabestedini kapsayan ancak bunlar ile simirh olmayan bir gruptan segilebilir.

Antihormon bilesikler abirateron, bikalutamid, siproteron, degareliks, eksemestane,
fulvestrant, goserelin, histrelin, leuprolide, mifepristone ve triptorelini kapsayan ancak

bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan secilebilir.

Tirozin kinaz inhibitérleri afatinib, aksitinib, bosutinib, kobimetinib, crizotinib,
dasatinib, erlotinib, gefitinib, imatinib, lapatinib, nilotinib, osimertinib, pazopanib,
ruksolitinib, sunitinib ve vandetanibi kapsayan ancak bunlar ile simirh olmayan bir

gruptan secilebilir.

Rapamisinin memeli hedefi (mTOR) inhibitorler1 everclimus ve temsirolimusu

kapsayan ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan segilebilir.

Retinoidler alitretinoin, beksarotene, isotretinoin, tamibarotene ve tretinoini kapsayan

ancak bunlar ile sinirh olmayan bir gruptan segilebilir.

Bagisiklik sistemini diizenleyici maddeler lenalidomid, pomalidomid ve talidomidi

kapsayan ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan segilebilir.

Histon deasctilaz inhibitorleri belinostat, panobinostat, valproate ve vorinostati

kapsayan ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan secilebilir.

Diger maddeler anagrelide, seritinib, dabrafenib, idelalisib, ibrutinib, palbosiklib,
vemurafenib, bleomisin, bortezomib, daktinomisin, eribulin, estramustine,
iksabepilone, mitomisin, prokarbazin, alektinib, fluksimesteron, iobenguane,
imiguimod, interferon, iksazomib, lanreotid, lentinan, octreotid, omacetaksine,
tegafur, gimerazil, oterasil, urasil, kombrestatin ve klorokini kapsayan ancak bunlar

ile sinirli olmayan bir gruptan se¢ilebilir.

Bu tarifname igerisinde verilen uygulamalar gbz &niine alindiginda bulus; ylizeyi poli
[(poli (etilen glikol) metakrilat)-ko-(metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-
azido propil metakrilat)-asi-poli[(hekzil metakrilat)-ko-(dimetilaminoetil metakrilat)-
ko-(trimetilaminoetil metakrilat)] (PAMP-asi-PHDT) polimeriyle kaph grafen
oksitten olusan bir ilag-nanotasiyici konjugatma iligskin olup, 6zelligi; azid grubuna

sahip bir terapdtik ajan ve/veya hedefleyici ajanla kovalent olarak ve/veya m -m
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etkilesimiyle (nonkovalent olarak) rGO yiizeyine tutunabilen bir terapdtik ajan

ve/veya hedefleyici ajanla nonkovalent olarak fonksiyonellestirilmis olmasidir.

Bulugun bir diger unsuru buluga uygun rGO temelli nanotagiyici ile kovalent veya
non-kovalent sekilde konjuge olmus terapétik ajan tercihen antineoplastik ajanlar

ila¢g-nanotasiyici konjugatlaridir.

Bulusa uygun ilag-nanotasiyict konjugatlari, istege bagh olarak nanotasiyici lizerine
kovalent veya non-kovalent sekilde konjuge olmus bir hedefleyici molekiil de

igerebilir.

Bulug bir diger acidan bulusa uygun rGO temelli nanotasiyict hazirlanmasmda ara

uriin olarak kullanim icin formiil I ile gdsterilen polimerlere iligkindir.

Bulus ayn1 zamanda kanser hastaligmin tedavisinde ilac olarak kullanim icin bulusa
uygun rGO temelli nanotasiyict ile kovalent veya non-kovalent sekilde konjuge olmusg
antineoplastik ajanlari ve istefe bagli olarak hedefleyici ajanlari igeren ilag-

nanotastyici konjugatlarina iliskindir.

Burada kullanilan sekliyle, "tedavi" ya da "tedavi etme" ifadeleri bir rahatsizlik
tarafindan tehdit edilen ya da bir rahatsizliga sahip bir denekte patolojik bir
rahatsizi1 karakterize eden en az bir semptomun engellenmesini, azaltilmasini,
hafifletilmesini, ivilestirilmesini ya da bloke edilmesini ifade etmektedir. Farkli
kanser tilirlerine iliskin smirlayict olmayan bir liste asagida verilmektedir:
karsinomlar, kat1 dokularin karsinomlari, skuaméz hiicreli  karsinomlar,
adenokarsinomlar, sakromlar, gliyomlar, yiiksek dereceli gliyomlar, blastomlar,
noroblastomlar, plazmasitomlar, histiositomlar, melanomlar, adenomlar, hipoksik
timorler, miyelomlar, metastatik kanserler ya da genel anlamda kanserler. Burada
agiklanan bilesiklerin tedavisinde kullanilabilecegi spesifik kanser &rnekleri arasinda
ise B hiicreli lenfoma, T hiicreli lenfoma, mikozis fungoides, Hodgkin Hastaligi,
mesane kanseri, beyin kanseri, sinir sistemi kanseri, bas ve boyun kanseri, bas ve
boynun skuamdz hiicreli karsinomlari, bobrek kanseri, kiiglik hiicreli akciger kanseri
ve kiigik hiicreli olmayan akciger kanseri benzeri akciger kanserleri,
noroblastom/gliyoblastom, yumurtalik kanseri, pankreas kanseri, prostat kanseri, deri
kanseri, karaciger kanseri, melanom, agzin, bogazin, yemek borusunun skuamoz
hiicreli karsinomu, kolon kanseri, rahim agzi kanseri, rahim agz1 karsinomu, goégiis

kanseri ve epitelyal kanser, bdbrek kanseri, genitoiiriner kanser, pulmoner kanser,
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yemek borusu karsinomu, bag ve boyun karsinomu, kalin bagirsak kanseri,
hemotopoietik kanserler; testis kanseri; kolon ve Rektal kanserler, prostat kanseri ya

da pankreas kanseri sayilabilir.

Bulug konusu rGO temelli ilag-nanotagiyici konjugatlarn ayrica servikal ve anal
displazileri, diger displaziler, agir displaziler, hiperplazi, tipik olmayan hiperplazi ve

neoplazi benzeri kanser dncesi rahatsizliklarin tedavisi i¢in de kullanilabilir.

Burada kullanilan sekliyle "kanser" ve "kanserli” ifadeleri kotil huylu tiimorlere isaret
etmektedir ya da kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile karakterize edilen fizyolojik durumu

agiklamaktadir.

Bulus bir diger agidan rGO temelli nanotasiyict ile kovalent veya non-kovalent
sekilde konjuge olmus antineoplastik ajanlari iceren ve istege bagli olarak hedefleyici

ajan igeren ilag-nanotasiyici konjugatlarini igeren farmasétik bilesimlere iliskindir.

Bulus konusu rGQO temelli nanotasiyici ile kovalent veya non-kovalent sekilde
konjuge olmus antineoplastik ajanlan igeren ilag-nanotasiyict konjugatlarimi igeren
farmasotik bilesim bu bilesimin bir hastaya uygulanmasi acisindan tercih edilen
yonteme dayali olarak herhangi bir uygun formda olabilir. Herhangi bir durumda
uygulama acisindan en uygun yol bu bulusun konusu rGO temelli nanotasiyici ile
kovalent veya non-kovalent sekilde konjuge olmus antineoplastik ajanlari igeren ilag-
nanotasiyici konjugatlarinda bulunan belirli antineoplastik ajana, hastalifin mizacina

ve ciddiyetine ve denegin fiziksel durumuna dayah olacaktir.

Bulug konusu rGO temelli nanotasiyict ile kovalent veya non-kovalent sekilde
konjuge olmus antineoplastik ajanlarnn iceren ilag-nanotasiyict konjugatlari;
antineoplastik ajanlar ya da bagisiklik sistemi diizenleyici ajanlar, antiviriisler,
antimikrobiyaller, ya da anestetik maddelerden ya da bunlann ikili, {gli
kombinasyonlarindan segilen ikinci bir etken madde ile birlikte, érnegin eszamanl

olarak, sirali olarak ya da ayr1 olarak da uygulanabilir.

Bahsi gecen ikinci etken madde bulus konusu rGO temelli nanotasiyici ile kovalent
veya non-kovalent sckilde konjuge olmus antineoplastik ajanlarn iceren ilag-
nanotasiyict konjugatlarinda mevcut olan maddeden farkli olmasi1 kaydiyla bu

tarifname icerisinde listelenen antineoplastik ajanlar arasmdan secilebilir.
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Bu tarifname baglaminda igerir ifadesinin kapsar ifadesini belirtmesi amaglanmastir.
Teknik agidan uygun olan yerlerde, bulusun uygulamalar birlestirilebilir.

Uygulamalar burada belirli 6zellikler/elemanlar igerecek sekilde agiklannustir.
Aciklama ayrica esas olarak bahsi gecen Ozellikleri/elemanlar igeren va da bunlardan

meydana gelen diger uygulamalarn da kapsamaktadir.

Patentler ve bagvurular benzeri teknik referanslar referans yolu ile bu dokiimana dahil

edilmistir.

Burada spesifik olarak ve acgik¢a anlatilan uygulamalar tek basma ya da bir veya

birkac diger uygulama ile birlikte bir feragatnameye esas teskil edebilir.

Simdi bulus sadece drmek amagh olan ve bu bulusun kapsamimi herhangi bir sekilde
kisitlar olarak yorumlanmamasi gereken asagidaki orneklere atifta bulunularak

agiklanacaktir,
ORNEKLER

Ornek 1: Poli [poli (etilen glikol metakrilat)-ko-(metil metakrilat)-ko-(1-piren
metakrilat)-ko-(3-azido propil metakrilat) Graft Kopolimer (P(PEGMA-ko-AzPMA-
ko- MMA-ko-PMA)); PAMP Sentezi

4 O O gt

(D DAY

=7
PEGMA QQ AZPMA Q

PMA

P(PEGMA-co-MMA-co-PMA-co-AzZPMA)

Kisaca, farkli agirlik oranlarina sahip PEGMA (500 veya 2000 g / mol) MMA,
AzPMA ve PMA ve ¢o6ziicii olarak toluen, 10 mL cam reaktore eklendi, ardindan
ligand PMDETA ve katalizor Cu(I)Br eklendi. Son olarak, benzil fonksiyonlu ATRP
baglaticisinin  eklenmesiyle, reaksiyon karngimi, reaktorii atmosferden atil hale
getirmek 1i¢in sivi nitrojen iginde hemen donduruldu. 3 doéngii FPT'den (dondur-
pompala-¢ozdiir) sonra, reaksiyon karisimi 60 °C'de 3 saat bir yag banyosuna
konuldu. Katalizérlerin bazik aliiminyum oksit’le uzaklastirlmasindan sonra, THF

icindeki konsantre reaksiyon karisumi soguk dietil eter ile ¢okeltildi.
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Ormnek 2: P(HMA-ko-DMAEMA) ve P(HMA-ko-DMAEMA-ko-TMAEMA) Sentezi

CuCIHCuCIHMTETA
THF/60 °C o
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Alkin-hidrazon  fonksiyonlu ~ ATRP  baslaticist  ile  P(HMA-ko-DMAEMA)
kopolimerlerinin genel sentezi reaktanlarin iki ayri cam reaktdrde hazirlanmasi ve
sonra birlestirilmesi ile gerceklestirilmistir. Benzer sekilde, reaktanlarin tek reaktdrde
birlestirilmesiyle de aymi reaksiyon gerceklestirilebilir. Birinci reaktre sirasi ile
hekzil metakrilat (HMA), 2-(dimetilamino)etil metakrilat (DMAEMA), bakir (II)
kloriir (CuCly) ve bakir (I) klorlir (CuCl) eklenerek THF igerisinde ¢éziilmistiir.
Ikinei cam reaktdrde ise 1,1,4,7,10,10-hekzametiltrietilenetetramin (HMTETA) ve
baslatict THF i¢erisinde ¢6zilmiis ve bu iki reaktdr sivi azot igerisinde dondurularak 3
FPT (dondur, vakumla, erit) ddngilisiinden sonra azot altinda baslatici igeren
reaktordeki c¢ozelti birinci reaktére cam siringa ile aktanilmis ve polimerlesme 60
°C’de Onceden belirlenen siireler boyunca gerceklestirilmistir. Belirlenen siirenin
sonunda reaktdr yag banyosundan alinarak sogutulmus, bazik allimina iizerinden
gecirilip bakir siiziilmistiir. Donel buharlastiricida c¢éziiciisii ugurulan reaksiyon

karisimi soguk hekzanda ¢oktiirlilmiistiir.

Elde edilen polimerde bulunan DMAEMA tekrar eden iinitelerinin yarisi kuaternize
edilmek Gizere hedeflenmistir. Azot atmosteri altinda THF igerisinde ¢6ziilen polimer
tizerine metil iyodiir eklenmis, oda sicakhifinda gece boyunca kangtinlmistir. Ertesi
giin reaksiyon karigiminda bulunan THF donel buharlastiricr ile uzaklastinlmis, kalan
reaksiyvon karisimi su icerisinde c¢ozilip 1 kDa gozenek genisligine sahip diyaliz
torbalarma aktarilip suya karsi diyaliz edilmistir. Iki giin siire ile diyaliz edilen
P(HMA-ko-DMAEMA-ko-TMAEMA) (PHDT) liyofilizatérde kurutulularak elde

edilmistir. Alternatif olarak reaksiyon sonunda, reaksiyon karigimmin soguk hekzan
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igerisinde ¢oktiirilmesiyle P(HMA-ko-DMAEMA-ko-TMAEMA) (PHDT) polimeri
elde edilebilir.

Omek 3: P(PEGMA-ko-AzPMA-ko-MMA-ko-PMA) polimerine P(HMA-ko-
DMAEMA-ko-TMAEMA) polimerinin asilanmasi ve PAMP-asi-PHDT poelimerinin

elde edilmesi

PAMP kopolimeri tizerindeki 3 adet azit grubunun hedeflendigi reaksiyonda, PAMP
ve PHDT kopolimerlerin siras1 ile PBS igerisinde cam bir reaktdrde ¢dziilmesinin
ardindan tizerlerine bakir (IT) siilfat (1,5 eq) eklenmis, sodyum askorbatin (4,5 eq)
ilavesi sonrasinda sivi azot ile dondurulan reaksiyon karigimi 3 FPT cevirimi
sonrasinda gece boyunca oda sicakliginda kanstinlmaya birakilmistir. Ertesi sabah
reaksivona girmemis azit gruplarinin kapatilmasi maksadi ile azot altinda proparjil
alkol eklenmis ve yaklasik 5 saatin ardindan istege bagh olarak katyonik kopolimerin
asilandigr PAMP kopolimeri 3,5 kDa gdzenek genisligine sahip diyaliz torbasina
aktarihip saf suya karst 3 glin diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrasi elde edilen asi
kopolimeri liyofilizatorde kurutulmustur. Elde edilen a1 kopolimerinin '"H NMR
sonucuna bakildiginda iki kopelimerden gelen sinyaller acikca goriilmektedir. Bu
sinyaller arasinda 5,71 ppm’de bulunan piren grubunun metilen sinyali, 2,56 ppm’de
bulunan dimetilamino grubuna komsu metilen ve 2,27 ppm’deki metil protonlar
arasindaki oran kullanilarak ortalama 4,62 P(HMA-ko- DMAEMA-ko-TMAEMA)
baglandig tespit edilmistir.

Ornek 4: Grafen Oksit Uzerine PAMP-as1-PHDT Kaplamasi ve Grafen Oksitin In situ
Indirgenmesi; PAMP-as1-PHDT-rGO

Elde edilen PEG ve m baglan iceren piren iceren PAMP-as1i-PHDT as1 kopolimerleri
ile grafen plakalarin kaplanmasi ve ayni zamanda kaplama sirasinda indirgenerek
indirgenmis grafen oksite doniistiirilmesi amaclanmistir. Demirel ve arkadaslan
tarafindan vaymlanan makalede bu adimin optimizasyonundan ayrintili olarak
bahsedilmektedir. Kisaca grafen oksit (GO) soliisyonu (4 mg/mL), indirgeyici ajan
hidrazin ile GO/kopolimer: 1/10 (g/g) kaplama oram ile elde edildi. Coziicii sistemi
H»O: DMF / 2:1 (mL / mL) olarak diizenlendi. Baslangicta, reaksiyon karisimi oda
sicakliginda 2 saat boyunca kanstirildi. Daha sonra 1 mg GO i¢in 1 pL hidrazin hidrat
ilavesinden sonra reaksiyon 80 °C'de 20 saat siireyle devam ettirildi. Kaplamasiz

kopolimer, DMF ve hidrazini kaplamadan sonra uzaklastirmak igin saflastirma
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asamalarini takiben, plakalar dagitildi ve su ve ardindan kopolimer igin 1yi ¢oziiciiler
olan aseton iginde birkac¢ kez yikandi. Reaksiyon kangimi 14,000 rpm'de 15 dakika
santrifiijlendi, siipernatan bosaltildi. PEG fonksiyonel kopolimer kaph grafen plakalar
olarak PEG fonksiyonel kopolimer ve kopolimer {lizerindeki piren grubu ile
santrifiijlenmis ¢dkelti arasindaki GO yiizey n-n etkilesimi elde edildi. Halihazirda
arastirilmis  olan kopolimer ve rGO'nun termal davranisi kullanilarak, rGO

plakalarindaki kopolimer kaplama veriminin% 'st hesaplanmustir.

Omek 5: PAMP-asi-PHDT Kaplamali rGO Nanoplatformlarna [lag Yiiklenmesi;
PAMP-as1-PHDT-rGO-Dox

Doksorubisin-HCI, PAMP-as1-PHDT-rGO ylizeyine n- & istifleme yoluyla yiiklendi.
Terapttik ylikleme, 10 mg PAMP-asi-PHDT-rGO nanotasiyicilara 10 mg Dox
eklenerek uygulandi. PAMP-asi-PHDT-rGO ve doksorubisin 10 mL, igerisinde
hacimce %10 DMSO olan pH 8 degerine sahip PBS ¢ozeltisi iginde ultrasonikasyonla
dagitildi ve 35 °C'de karanlikta gece boyunca karistirildi. Reaksiyon karigim, 14,000
rpm'de 15 dakika siireyle santrifiijlendi, slipernatan bosaltildi ve ylklenmis ilag
miktarinin tayini i¢in toplandi. PAMP-agi-PHDT-rGO-Dox bilesimi, baglanmayan
ilagtan kurtulmak i¢in pH 8 PBS c¢ozeltisi i1le 3 kez ve PBS’ten gelen iyonlardan
kurtulmak icin safsu ile 3 kez yeniden dagitildi ve ardindan santrifiij edildi. Daha
sonra PAMP-as1-PHDT-rGO-Dox saf su icinde dagitilip, sivi zaot ile dondurulup
cozelti gece boyunca liyofilize edildi.

Yukandaki dérneklerde PAMP-agi-PHDT-rGO-Dox ilag-nanotasiyict konjugatimi elde
etmek i¢in; rGO yiizeyi oncelikle PAMP-as1-PHDT polimeri ile modifiye edilmis ve

sonrasinda bir ila¢ molekiilii olan doksorubisin n- 7 istifleme yoluyla yiiklenmistir.

Ayni Uriinll elde etmek i¢in bir diger yéntem &ncelikle grafen oksit yiizeyinin PAMP
polimeri ile modifive edilirken GO’nun rGO’ya in-situ indirgenmesi, sonrasinda
PHDT as1 polimerinin click reaksiyonuyla rGO iizerine kapli PAMP polimerine
astlanmasit ve bu sekilde elde edilen PAMP-rGO-PHDT nanotasiyicisi {izerine
doksorubisinin z- m istifleme yoluyla yiiklenmesiyle PAMP-rGO-PHDT-Doksorubisin

ilag-nanotagiyici konjugatinin elde edilmesi adimlarini igerir.
Ornek 6: Nanotasiyicinin Antikanser etkisi

Hiicre canliliginin tespit edilmesi maksadi ile tabani seffaf, duvarlan siyah 96 kuyulu

plaka poli-L-lizin ile kaplanip her bir kuyuya 10.000 hiicre ekilmis ve gece boyunca
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inkiibe edilmistir. Kuyu tabanina tutunan hiicrelerin iizerinden besi yeri ¢ekilip PBS
ile yikanmig ve besi yeri i¢indeki fakli konsantrasyonlarda nanopartikiil ¢ozeltileri
eklenmistir. Belirlenen siirenin (24 ya da 48 saat) dolmasi ardindan hiicreler tekrar
PBS ile yikanmis ve %5 resazurin ¢dzeltisi i¢eren besi yeri hiicreler iizerine eklenip 2
saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda her bir kuyu 550 nm’de uyarilip 590 nm’de
floresans siddetleri plaka tabanindan okuma alinarak kaydedilmis, elde edilen degerler

pozitif kontrole kiyaslanarak hiicre canlihgi tespit edilmistir.

MDA-MB-231 hiicreleri ile yapilan hiicre canlilifn deneylerinde artan konsantrasyon
ile beraber hiicre canliliginda azalma tespit edilmis, 24 saat boyunca nanopartikiiller
ile muamele edilip en yiiksek hiicre oliimiine hedefli, anti-kanser ilac ve siRNA yiikli
(PAMP)PEG2000-a51-PHDT-rGO-EPPT1-Doksorubisin-siRNA (206) sebep olurken
(PAMP)PEG2000-as1-PHDT-rGO-siRNA(203) kompozisyonu kayda deger bir
toksisteye sebep olmamistir (Sekil 2). Ote yandan nanopartikiil muamele siiresinin 48
saate  c¢ikarilmasi  ardindan  (PAMP)PEG2000-a51-PHDT-rGO-EPPT1  (204)
kompozisyonu hedefleme ajani tasimayan (PAMP)PEG2000-as1-PHDT-rGO-siRNA
(203) kompozisyonu ile kiyaslandiginda EPPTI1’in biyouyumluluk katkis1 ile
hedeflenmemis muadilinden daha biyouyumlu oldugu tespit edilmistir (Sekil 2).
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