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OZET
INDIRGENMIS GRAFEN OKSIT (rGO) TEMELLI ILAC TASIMA SISTEMLERI

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

hazirlanmasinda kullanilan yontemlere iliskindir.



10

15

20

13

ISTEMLER

1.

Fonksiyonlanabilir rGO temelli bir nanotasiyict olup 6zelligi indirgenmis grafen
oksit’in (rGO) yiizeyinin poli [poli (etilen glikol metakrilat)-ko- (metil metakrilat)-
ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azido propil metakrilat)] (PAMP) kopolimeriyle

kaplanmis olmasidir.

Istem 1’e gore rGO temelli bir nanotasiyict olup ozelligi indirgenmis grafen
oksit’in (rGO) ylizeyinin Formiil [ ile gosterilen poli [poli (etilen glikol
metakrilat)-ko-  (metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azido  propil
metakrilat)] (PAMP) kopolimeri ile kaplanmig olmasidir ki burada; n, q, x, y ve z

birbirinden bagimsiz olarak 1 ile 250 arasinda bir dogal sayidir.

Formil I

. Istem 1 veya 2’ye gore GO temelli bir nanotasiyici olup 6zelligi n; 1-250 arasinda

bir dogal sayidir, q, X, y ve z birbirinden bagimsiz olarak 1 ile 50 arasinda bir

dogal sayidir.

. Istem 1-3’ten herhangi birine gére rGO temelli bir nanotasiyici olup dzelligi alkin

grubuna sahip herhangi bir molekiille fonksiyonellestirilmesidir.

Istem 4’e gore rGO temelli bir nanotastyici olup dzelligi alkin grubuna sahip veya
alkin grubuyla modifiye edilmis hedefleyici ajanlar veya terapdtik ajanlarla
fonksiyonellestirilir. alkin grubuna sahip veya alkin grubuyla modifiye edilmis

terapotik ajanin antineoplatik ajan olmasidir.

Istem 1-5’ten herhangi birine gére rGO temelli bir nanotasiyici olup dzelligi , n-n

etkilesimiyle rGO yiizeyine tutunabilen bir ajanla fonksiyonellestirilmesidir.
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Istem 6’ya gore rGO temelli bir nanotastyici olup &dzelligi rGO yiizeyine m-m
etkilesimiyle tutunabilen ajanin terapotik ajan, tercihen bir antineoplastik,

ozellikle tercihen doksorubisin olmasidir.

Istem 5 veya 7’ye gére rGO temelli bir nanotasiyict olup 6zelligi antineoplastik
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 sinirl

olmayan bir gruptan se¢ilmesidir.

istem 1-8’den herhangi birine gore rGO temelli bir nanotasiyict ve bu
nanotastyiciya kovalent veya n - etkilesimiyle nonkovalent olarak konjuge olmus
terapdtik ajan, tercihen antineoplastik ajan ve/veya hedefleyici molekiil igeren

ilag-nanotasiyici konjugatlari.

Kanser hastaliinin tedavisinde ila¢ olarak kullanim igin Istem 9’a gore ilag-

nanotastyici konjugatlari.

Istem 9°a gore ilag-nanotasiyici konjugatlarini iceren farmasotik 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 gore {istiin 6zellikleri onu son
zamanlarda antikanser ajan veya gen veya peptit tasinmasinda énemli bir material
haline getirmistir. Ancak grafenin toksik etkisi kullanimini smirlandirmaktadir.
Grafen tek katmanli bir yapiya sahiptir, diger yandan benzeri bir yap1 olan Grafen
oksit (GO) hem ¢ok katmanli bir yapiya sahiptir hem de yapisi ilizerinde 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 azaltilmastyla bu problem ortadan kalkabilir fakat bu

durumda elde edilen materyalin ¢oziiniirliigii kismen azalmaktadir.

Grafen’in yilizeyindeki oksijence zengin gruplarin indirgenmesiyle elde edilen
indirgenmis grafen oksit (rGO), daha diizglin ve genis yiizey alanina sahiptir. GO’e
kiyasla daha diizgiin ar1 petegi yapisina sahip rGO grafene 6zgili ozellikleri daha iyi
sergilediginden biyolojik uygulamalarda kullanim i¢in cazip bir ajan haline
gelmektedir. Ancak, diisiik suda ¢dzlniirliige sahip olmasi ve biyouyumlulugunun

diistik olmas1 kullanimini sinirlandirmaktadir.

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

dolasim siiresi uzar.

Bu sekilde PEG ve benzeri polimerlerle kaplanan rGO’larda farkli bir modifikasyon
kovalent yolla yapilamamaktadir. Bu nedenle rGO’nun biyoyararlanimi artmasina

ragmen ila¢ tagima v.b. uygulamalarda kullanimi zorlasmaktadir.

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

biyoyararlanmimini arttirirken aymi zamanda ilag veya benzeri bir kargo molekiiliin
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tasimasina, ve yiizeyden daha hizli salinmasina olanak saglayan fonksiyonlanabilir bir

nanotastyici gelistirmeyi amaglamaktadir.
Sekillerin Detayh Ac¢iklamasi

Sekil 1: Grafen oksit {izerine in-situ PAMP polimeri kaplama ve rGO’ya indirgenmeyi
gosteren sema. Burada a) oda sicakliginda 2 saat karistirilma sonrasi ve sonrasinda
Hidrazin hidrat ve PAMP polimerinin eklenmesi ile 80 C’de 22 saat karistirildigini

gostermektedir.

Sekil 2: PAMP polimeriyle kapli ve yiizeyine EPPT1 peptidinin “click” yoluyla
baglandigi nanotasiyicinin  lizerine nonkovalent sekilde, fiziksel etkilesimle
doksorubisin  baglanmasiyla ilag-nanotasiyic1  konjugatiin  elde  edilmesi
gosterilmektedir. Burada bu baglanma islemi pH degeri 8 olan PBS i¢erisinde’de %10
DMSO ile 35°C’de yapilir.

Bulusun Detayh Anlatimi

Mevcut bulus fonksiyonlanabilir rGO temelli bir nanotasiyiciya iliskin olup 6zelligi
indirgenmis grafen oksit’in (rGO) yiizeyinin poli [poli (etilen glikol metakrilat)-ko-
(metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-azido propil metakrilat)] (PAMP)

kopolimeriyle kaplanmis olmasidir.

Bulusa uygun PAMP polimerinin yapisinda bulunan piren gruplari, polimerin n-m
etkilesimiyle rGO yiizeyine tutunmasini saglamaktadir. PAMP polimerinin yapisinda
yer alan PEG gruplari rGO’nun yiizeyini biyouyumlu hale getirmektedir. PAMP
polimeri {iizerinde yer alan azid gruplar ilimhi kosullarda gerceklestirilen “click”
reaksiyonuyla alkin iceren ¢esitli kargo molekiillerin nanotasiyici iizerine takilmasimi
miimkiin kilarak bu yapiy1 fonksiyonlanabilir rGO temelli bir nanotasiyici haline
getirmektedir. Ayrica, bulus sahipleri beklenmeyen bir sekilde polimer {izerinde yer

alan azid gruplarinin ila¢ salinimini hizlandirdigini tespit etmislerdir.

Bulus kapsaminda kullanilan indirgenmis grafen oksit ve rGO ifadeleri birbiriyle

esdeger olup, birbiri yerine kullanilabilir.

Bulus kapsaminda kullanilan “bulusa uygun rGO temelli nanotasiyict” ifadesi
ylizeyinin poli [poli(etilen glikol metakrilat)-ko- (metil metakrilat)-ko-(1-
pirenmetakrilat)-ko-(3-azido propil metakrilat)] (PAMP) kopolimeriyle kaplanmis
rGO’yu ifade etmektedir.
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Burada bahsedilen “PAMP polimeri ile kaplama” ifadesi PAMP polimerinin rGO
yiizeyiyle nonkovalent bag ile baglanmasini1 ve/veya n-n 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.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasi rGO temelli bir nanotasiyiciya iliskin olup
ozelligi indirgenmis grafen oksit’in (rGO) ylizeyinin Formiil I ile gosterilen poli
[poli(etilen glikol metakrilat)-ko- (metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-
azido propil metakrilat)] (PAMP) kopolimeri ile kaplanmis olmasidir ki burada; n, q,

X, y ve z birbirinden bagimsiz olarak 1 ile 250 arasinda bir dogal sayidir.

Formil [

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda n; 1-250 arasinda bir dogal sayidir, q, X, y ve

z birbirinden bagimsiz olarak 1 ile 50 arasinda bir dogal sayidir.

Bulusun bir uygulamasinda, bulusa uygun rGO temelli bir nanotasiyici alkin grubuna

sahip herhangi bir molekiille fonksiyonellestirilebilir.

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

ajanlarla modifiye edilir.

Burada bahsedilen hedefleyici ajan teknigin bilinen durumunda var olan ve ¢esitli

hastaliklarin varliginda daha fazla ifade edildigi bilinen reseptorlere veya enzimlere
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spesifik substratlar olabilir. Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda hedefleyici ajan

olarak EPPT1 kullanilabilir.

Bulusun bir diger uygulamasinda bulusa uygun rGO temelli bir nanotasiyici, n-m
etkilesimiyle rGO ylizeyine tutunabilen bir ajanla modifiye edilebilir. Burada bahsi
gecen 7-m etkilesimiyle rGO yiizeyine tutunabilen bir ajan, tercihen bir terapotik ajan,
ozellikle tercihen doksorubisin gibi bir antineoplastik ajan olabilir. Nonkovalent
sekilde rGO yiizeyine tutunan doksorubisin gibi kargo molekiilleri hedef bolgede

tastyiciyla beraber hiicre igerisine girmekte ve burada salinarak etki géstermektedir.

Bulus icerisinde bahsedilen “alkin grubuna sahip veya alkin grubuyla modifiye
edilmis terapotik ajan” bulusun tercih edilen bir uygulamasinda bir antineoplastik ajan

olabilir.

Burada bahsi gegen “antineoplastik ajan” ifadesi kanser hastaligi tedavisinde veya
semptomlarinin giderilmesinde veya semptomlarinin hafifletilmesinde kullanilan

ajanlar1 ifade etmektedir.

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

ile sinirli olmayan bir gruptan secilebilir.

Niikleosit analoglar1 azasitidin, kladribin, klofarabin, sitarabin, desitabin, floksuridin,
fludarabin, floroiirasil (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 segilebilir.

Diger metabolitler hidroksikarbamidi kapsayan ancak bunlar ile sinrli olmayan bir

gruptan secilebilir.
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Topoizomeraz [ inhibitorleri irinotekan ve topotekani kapsayan ancak bunlar ile sinirli

olmayan bir gruptan segilebilir.

Antrasiklinler daunorubisin, doksorubisin, epirubisin, idarubisin, mitoksantron ve

valrubisini kapsayan ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan secilebilir.

Podofilotoksinler etoposid ve teniposidi kapsayan ancak bunlar ile simirh olmayan bir

gruptan segilebilir.

Taksanlar cabazitaksel, dosetaksel ve paklitakseli kapsayan ancak bunlar ile sinirh

olmayan bir gruptan segilebilir.

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

ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan seg¢ilebilir.

Alkilleyici maddeler bendamustin, klorambusil, dakarbazin, melfalan, streptozotosin

ve trabestedini kapsayan ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan secilebilir.

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

bunlar ile sinirl olmayan bir gruptan segilebilir.

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

gruptan segilebilir.

Rapamisinin memeli hedefi (mTOR) inhibitorleri everolimus ve temsirolimusu

kapsayan ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan segilebilir.

Retinoidler alitretinoin, beksarotene, isotretinoin, tamibarotene ve tretinoini kapsayan

ancak bunlar ile sinirl olmayan bir gruptan secilebilir.

Bagisiklik sistemini diizenleyici maddeler lenalidomid, pomalidomid ve talidomidi

kapsayan ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan segilebilir.

Histon deasetilaz inhibitérleri belinostat, panobinostat, valproate ve vorinostati

kapsayan ancak bunlar ile sinirli olmayan bir gruptan segilebilir.
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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 segilebilir.

Bu tarifname igerisinde verilen uygulamalar gbz 6niine alindiginda bulus; yiizeyi poli
[poli etilen glikol metakrilat)-ko- (metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-
azido propil metakrilat)] (PAMP) polimeriyle kapli grafen oksit’ten olusan bir ilag-
nanotasiyici konjugatina iligskin olup, 6zelligi; alkin grubuna sahip bir hedefleyici ajan

ve/veya terapotik ajanla kovalent olarak fonksiyonellestirilmis olmasidir.

Bu tarifname igerisinde verilen uygulamalar goz 6niine alindiginda bulus; yiizeyi poli
[poli (etilen glikol metakrilat)-ko- (metil metakrilat)-ko-(1-pirenmetakrilat)-ko-(3-
azido propil metakrilat)] (PAMP) polimeriyle kapli grafen oksit’ten olusan bir ilag-
nanotastyici konjugatina iliskin olup, 6zelligi; alkin grubuna sahip bir hedefleyici ajan
ve/veya terapOtik ajanla kovalent olarak ve m -m etkilesimiyle rGO ylizeyine
tutunabilen bir ajan, tercihen bir terapdtik ajanla nonkovalent olarak

fonksiyonellestirilmis olmasidir.

Bulusun bir diger unsuru bulusa uygun rGO temelli nanotasiyici ile kovalent veya
non-kovalent sekilde konjuge olmus terapdtik ajan, tercihen antineoplastik ajanlari

iceren ilag-nanotasiyici konjugatlaridir.

Bulusa uygun ilag-nanotasiyict konjugatlari, nanotasiyici iizerine kovalent veya non-

kovalent sekilde konjuge olmus bir hedefleyici molekiil de icerebilir.

Bulus bir diger ac¢idan bulusa uygun rGO temelli nanotasiyict hazirlanmasinda ara

iiriin olarak kullanim i¢in formiil I ile gosterilen polimerlere iliskindir.

Bulus ayn1 zamanda kanser hastaligmin tedavisinde ilag olarak kullanim igin bulusa
uygun rGO temelli nanotasiyici ile kovalent veya non-kovalent sekilde konjuge olmus
antineoplastik  ajanlar1  ve/veya hedefleyici ajanlarn igeren ilag-nanotasiyict

konjugatlarina iliskindir.

Bulus aym1 zamanda kanser hastaliginin tedavisinde ilag¢ olarak kullanim i¢in bulusa

uygun rGO temelli nanotasiyici ile kovalent veya non-kovalent sekilde konjuge olmus
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antineoplastik ajanlar1 ve istege bagli olarak hedefleyici ajanlari igeren ilag-

nanotastyici konjugatlarma iligkindir.

Burada kullanilan sekliyle, "tedavi" ya da "tedavi etme" ifadeleri bir rahatsizlik
tarafindan tehdit edilen ya da bir rahatsizhifa sahip bir denekte patolojik bir
rahatsizig1 karakterize eden en az bir semptomun engellenmesini, azaltilmasini,
hafifletilmesini, iyilestirilmesini ya da bloke edilmesini ifade etmektedir. Farkl
kanser ftiirlerine iliskin sinirlayict olmayan bir liste asagida verilmektedir:
karsinomlar, kati dokularm karsinomlari, skuamdz  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 ornekleri 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 skuamoz hiicreli karsinomlari, bobrek kanseri, kiiclik hiicreli akciger kanseri
ve kiiclik 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, gogiis
kanseri ve epitelyal kanser, bobrek kanseri, genitotiriner kanser, pulmoner kanser,
yemek borusu karsinomu, bas ve boyun karsinomu, kalin bagirsak kanseri,
hemotopoietik kanserler; testis kanseri; kolon ve Rektal kanserler, prostat kanseri ya

da pankreas kanseri sayilabilir.

Bulus konusu formiil I ve formiil IT ile gosterilen hibrit karbon nanotiipler (h-CNT)
ayrica servikal ve anal displazileri, diger displaziler, agir displaziler, hiperplazi, tipik
olmayan hiperplazi ve neoplazi benzeri kanser oncesi rahatsizliklarin tedavisi igin de

kullanilabilir.

Burada kullanilan sekliyle "kanser" ve "kanserli” ifadeleri kotii huylu tiimoérlere isaret
etmektedir ya da kontrolsiiz hiicre biliylimesi ile karakterize edilen fizyolojik durumu

agiklamaktadar.
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Bulug bir diger agidan rGO temelli nanotasiyict ile kovalent veya non-kovalent
sekilde konjuge olmus antineoplastik ajanlar1 iceren ilag-nanotasiyict konjugatlarini

igeren farmasotik bilesimlere iliskindir.

Bulus konusu rGO temelli nanotasiyici ile kovalent veya non-kovalent sekilde
konjuge olmus antineoplastik ajanlar1 igeren ilag-nanotasiyict konjugatlarini iceren
farmasotik bilesim bu bilesimin bir hastaya uygulanmasi agisindan tercih edilen
yonteme dayali olarak herhangi bir uygun formda olabilir. Herhangi bir durumda
uygulama acgisindan en uygun yol bu bulusun konusu rGO temelli nanotasiyict ile
kovalent veya non-kovalent sekilde konjuge olmus antineoplastik ajanlar1 igeren ilag-
nanotasiyici konjugatlarinda bulunan belirli antineoplastik ajana, hastaligin mizacina

ve ciddiyetine ve denegin fiziksel durumuna dayali olacaktir.

Bulus konusu rGO temelli nanotasiyici ile kovalent veya non-kovalent sekilde
konjuge olmus antineoplastik ajanlart igeren ilag-nanotasiyict konjugatlari;
antineoplastik ajanlar ya da bagisiklik sistemi diizenleyici ajanlar, antiviriisler,
antimikrobiyaller, ya da anestetik maddelerden ya da bunlarin ikili, tgli
kombinasyonlarindan se¢ilen ikinci bir etken madde ile birlikte, érnegin eszamanl

olarak, sirali olarak ya da ayn olarak da uygulanabilir.

Bahsi gecen ikinci etken madde bulus konusu rGO temelli nanotasiyici ile kovalent
veya non-kovalent sekilde konjuge olmus antineoplastik ajanlar1 iceren ilag-
nanotastyict konjugatlarinda mevcut olan maddeden farkli olmasi kaydiyla bu

tarifname igerisinde listelenen antineoplastik ajanlar arasindan seg¢ilebilir.
Bu tarifname baglaminda igerir ifadesinin kapsar ifadesini belirtmesi amag¢lanmistir.

Teknik agidan uygun olan yerlerde, bulusun uygulamalar1 birlestirilebilir.

Uygulamalar burada belirli 6zellikler/elemanlar igerecek sekilde agiklanmistir.
Aciklama ayrica esas olarak bahsi gegen 6zellikleri/elemanlari igeren ya da bunlardan

meydana gelen diger uygulamalar: da kapsamaktadir.

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

edilmistir.

Burada spesifik olarak ve agikca anlatilan uygulamalar tek basmma ya da bir veya

birkag diger uygulama ile birlikte bir feragatnameye esas teskil edebilir.
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Simdi bulug sadece 6rnek amacli olan ve bu bulusun kapsamini herhangi bir sekilde
kisitlar olarak yorumlanmamasi gereken asagidaki oOrneklere atifta bulunularak

agiklanacaktir.
ORNEKLER

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

Lt @&@w\w

'?- { 60°C ?0_ KL
MMA

- o A Sy

@,

PEGMA OQ AzPMA

PMA

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

Kisaca, farkli agirlik oranlarina sahip PEGMA (500 veya 2000 g / mol) MMA,
AzPMA ve PMA ve ¢oziicii olarak toluen, 10 mL cam reaktdre eklendi, ardindan
ligand PMDETA ve katalizor Cu(I)Br eklendi. Son olarak, benzil fonksiyonlu ATRP
baslaticinin eklenmesiyle, reaksiyon karisimi, reaktorii atmosferden atil hale getirmek
icin sivi nitrojen i¢inde hemen donduruldu. 3 dongii FPT'den (dondur-pompala-
¢0zdlir) sonra, reaksiyon karisimi 60 OC'de 3 saat bir yag banyosuna konuldu.
Katalizorlerin bazik aliiminyum oksit’le uzaklastirilmasindan sonra, THF igindeki

konsantre reaksiyon karisimi soguk dietil eter ile ¢okeltildi.

Ornek 2: Indirgenmis Grafen Oksit Uzerine PAMP Kaplamasi ve Grafen
Oksitin In situ indirgenmesi; PAMP-rGO

Elde edilen PEG ve m baglan igeren piren iceren PAMP kopolimerleri ile grafen
plakalarin kaplanmasi ve aym1 zamanda kaplama sirasinda indirgenerek indirgenmis
grafen oksite doniistiiriilmesi amac¢lanmistir. Demirel ve ark tarafindan yaymlanan
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 orani ile elde edildi. Coziicii sistemi H,0: DMF / 2:1 (mL / mL)
olarak diizenlendi. Baslangigta, reaksiyon karisimi oda sicaklifinda 2 saat boyunca

karistirildi. Daha sonra 1 mg GO i¢in 1 pL hidrazin hidrat ilavesinden sonra reaksiyon
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80°C'de 20 saat siireyle devam ettirildi. Kaplamasiz kopolimer, DMF ve hidrazini
kaplamadan sonra uzaklagtirmak i¢in saflagtirma asamalarini takiben, plakalar
dagitild1 ve su ve ardindan kopolimer i¢in iyi ¢oziiciiler olan aseton iginde birkag kez
yikandi. Reaksiyon karisimi 14,000 rpm'de 15 dakika santrifiijlendi, siipernatan
bosaltildi. PEG fonksiyonel kopolimer kapli grafen plakalar olarak PEG fonksiyonel
kopolimer ve kopolimer lizerindeki piren grubu ile santrifiijlenmis ¢okelti arasindaki
GO ylizey n-n etkilesimi elde edildi (Sekil 1). Halihazirda arastirilmis olan kopolimer
ve rGO'nun termal davranigi kullanilarak, rGO plakalarindaki kopolimer kaplama

veriminin% 'si hesaplanmistir.

Ornek 3: EPPT1 Hedeflemeli, PAMP Kaplamah Nanotasiyic1 platformunun
Bakir Katalizli Azid-Alkin Click Reaksiyonu ile Hazirlanmasi; PAMP-rGO-
EPPT1

Alkin-PEG-EPPT1 polimeri, pH: 8'de PBS i¢inde CuSO, / Sodyum askorbat katalizor
sistemi kullanilarak PAMP kapli rGO (PAMP-rGO) vyiizeyinde yer alan azit
fonksiyonel grubuna konjuge edildi. 8 mg (P;sA;0MP)2000-tGO, 7 ml pH: 8 PBS
icerisine dagitilmistir. 11k olarak 1.178 x 107 mol CuSO; katalizorii ve 2.36 x 107
mol sodyum askorbat eklendi. Ardindan, CuAAC'den en iyi verimi elde etmek i¢in
reaktore 3 kez donma-pompa-¢6zme (FPT) uygulandi. Bundan sonra reaktor bir gece
boyunca 35 °C'ye kondu. (P;5A10MP)2000-rGO-EPPT1 bilesimi, pH: 8 PBS ¢ozeltisi
icerisinde 3 kez yeniden dagitildi ve baglanmayan PAMP-rGO'yu ¢ikarmak igin
santrifiijlendi ve baglanmamis Alkyne-PEG-EPPT1, reaksiyon karisimindan ayrildi.
PBS tuzlarindan gelen fazla iyonlardan kurtulmak i¢in, yaklasik pH: 8 deiyonize su ile
iki kez yikandiktan sonra peptid yiiklii par¢aciklar, sivi nitrojen ile kivamlandirildi ve

bir liyofilizatorde gece boyunca kurutuldu.

Ornek 4: EPPT1 Hedefli PAMP Kaplamali rGO Nanoplatformlarina ilac
Yiiklenmesi; PAMP-rGO-EPPT1-Dox

Doksorubisin-HCl, PAMP-rGO-EPPT1 yiizeyine n- = istifleme yoluyla yiiklendi, H-
baglanmasi ve elektrostatik etkilesimler,% 95'e varan olaganiistii yiiksek yiikleme
verimliligi ile ulasti. Terapotik yiikleme, 10 mg PAMP-rGO-EPPT1 hedefli
nanotasiyicilara 10 mg Dox eklenerek uygulandi, icerisinde 10 mL %10 DMSO olan
pH: 8 degerine sahip PBS coézeltisi igerisinde ultrasonikasyonla dagitildi ve gece

boyunca 35 °C'de karanlikta karistirildi. Reaksiyon karigimi, 14,000 rpm'de 15 dakika
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stireyle santrifiijlendi, siipernatan bosaltildi ve yiiklenmemis ilaclar1 6lgmek igin
toplandi. PAMP-rGO-EPPT1-Dox bilesimi, iyonlardan kurtulmak ig¢in pH: 8 PBS
¢ozeltisi ile 3 kez ve ¢ift damitilmis su ile 1 kez yeniden dagitild1 ve ardindan santrifiyj
edildi. Daha sonra PAMP-rGO-EPPT1-Dox soliisyonu gece boyunca dondurularak
kurutuldu (Sekil 2).

Yukaridaki 6rneklerde PAMP-rGO-EPPTI1-Dox ilag-nanotasiyict konjugatini elde
etmek icin; rGO ylizeyi oncelikle PAMP polimeri ile modifiye edilmis ve sonrasinda
polimer tizerinde azid gruplar ile alkin grubuyla modifiye edilen EPPT1 peptidi click
reasiyonuna sokularak EPPT1’in rGO yiizeyine baglanmas1 saglanmis ve sonrasinda

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

Ayni {iriinii elde etmek i¢in bir diger yontem PAMP polimeri ile modifiye edilen
rGO’nun yiizeyine once olan doksorubisin n- 7 istifleme yoluyla yiliklenmesi ve
sonrasinda Doksorubisin yiiklii rGO’nun alkin grubuyla modifiye edilen EPPTI
peptidi ile click reaksiyonuna sokulmasiyla PAMP-rGO-Dox-EPPT1 ilag-nanotasiyict

konjugatinin elde edilmesi adimlarini igerir.
Ornek 5: Nanotasiyicinin Antikanser etkisi

Nano tastyicilarin sitotoksisitesini ve biyouyumlulugunu belirlemek i¢in, serbest Dox,
PAMP-rGO-EPPT1, PMP-rGO-EPPTI bos tasiyicilar, PAMP/PMP-rGO-DOX
hedefsiz ila¢ tasiyicilar1 ve hedeflenen PAMP/PMP-rGO-EPPT1-Dox ilag¢ tasiyicilari,
hiicre canliliini belirlemek amaciyla Resazurin Assay ile, MCF-7 kanser hiicre hatti
ile 24. ve 48. saatlerde degerlendirildi. PAMP polimeri yapisinda azid grubu igeren

monomerler icermesi yoniiyle PMP polimerinden ayrilmaktadir.

Konsantrasyon ve zamana bagl toksisite, tastyicilardaki Dox konsantrasyonu 2.5, 5,
7,5 ve 10 pug / ul olmak iizere dort farkli konsantrasyona ayarlandiginda hiicre

canliliklarinin azalmasiyla yansidi.

Dox ve Dox tastyan farkli bilesimler ile 24 ve 48 saat inkiibasyondan sonra sonuglar,
PAMPg09 kaplt tiirevlerin, MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda bir konsantrasyon ve

zamana bagl hiicre canlilig1 profili gosterdigini gosterdi.

Bos tasiyicilar ((P1sAoMP)20oo-tGO-EPPT1 ve (PisA9MP)2000-tGO-EPPT1) hiicre
canliliginda herhangi bir azalma gostermedi, aksine tasiyicinin biyouyumlulugunu

gosteren hiicre ¢ogalmasimi gosterdiler.
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Dox tasiyan hedeflenen ve hedeflenmeyen tastyicilardaki doz miktari, 2.5, 5, 7.5 ve
10 pg/pl gibi aymi miktara sahipti. Azit iceren hedeflenmemis (PjsA oMP)2000-rGO-
Dox nanotastyicida azitten kaynakli hizlandirilmis salim performanst goriilmektedir.
Bu salim davramisi azid igermeyen (PisA10MP)2p00-rGO-Dox ila¢g nanotasiyici
konjugatinda goriilmemektedir. Azid grubu iceren (Pi5A10MP) 2000-rGO-Dox, tiim
konsantrasyon degerleri igin azid gruplari igermeyen analogdan daha fazla kanser
hiicresi 6ldiirmiistiir. EPPT1 tasiyictya konjuge olduktan sonra, daha dnce belirtildigi
gibi salimi yavaslatir. Ilag salim profili verilerinde gésterildigi gibi, EPPTI
hedefleyicili tasiyici, azidle veya azid olmadan, kanser hiicrelerinin yaklasik% 75'ini

oldiirmistir.

PEGS500 iceren PAMP kopolimer bilesimleri suda etkili bir sekilde dagilamadigindan,
hiicre canliligindaki azalma PEG2000 igeren bilesimler kadar net dl¢iilemedi, ancak

ilag salim profili ile orantil1 bir egilim gbzlemleyebildi.
Bos tastyict, herhangi bir bilesimde dnemli sitotoksisite yaratmadi.

(P26A10MP)s00-rGO-Dox, ayn1 zaman ¢ercevesi, Ozellikle 48 saatlik inkiibasyondan

sonra, i¢inde azid grubu icermeyen (P2sMP)spp-rGO-Dox'tan daha fazla ilag salimimm

yapti.
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