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OZET
HISTOTRIPSI AJANI OLARAK KULLANIMA UYGUN NANOKAP KUMELERI

Mevcut bulus, histotripsi ajani olarak kullanima uygun nanokap kiimelerine, séz
konusu kiimelerin hazirlanmasinda kullanilan usullere ve bulusa uygun kiimelerin

histrotripsi ajani olarak veya ilag tasimada kullanimina iligkindir.
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ISTEMLER

l.

Alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin ve/veya alkin, tiol, azit
veya amin gruplarindan en az biriyle modifiye olmus alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin, gama-siklodekstrinden secilen konak molekill ve C3-C8
perflorokarbon tiirevlerinden se¢ilen konuk molekiilii igeren ve en az ii¢ nanokap’in

bir araya gelmesiyle olusan nanokap kiimeleri.

Istem 1’¢ gore nanokap kiimeleri olup ozelligi konuk molekiilin C3-C8
perflorokarbon tiirevinin oktafloropropan, dekaflorobutan, perfloropentan,
perflorohekzan, perfloroheptan ve perflorooktan molekiillerini ve C3-C8 karbon

tagtyan dalli doymus florokarbon yapilari igerisinden secilmesidir.

Istem 2’ye gdre nanokap kiimeleri olup 6zelligi konuk molekiiliin perflorohekzan

veya perfloropentan olmasidir.

Istem 1-3’ten herhangi birine gére nanokap kiimeleri olup 6zelligi konak molekiiliin
alfa-siklodekstrin veya beta-siklodekstrin veya gama-siklodekstrin ile alkin, tiol,
azit veya amin gruplarindan en az biriyle modifiye edilmis alfa-siklodekstrin veya

beta-siklodekstrin veya gama-siklodekstrinin karistmindan olugsmasidir.

Istem 4’e gore nanokap kiimeleri olup 6zelligi konak molekiiliin kiitlece %1-30
oraninda alkin, tiol, azit veya amin gruplarindan en az biriyle modifiye edilmis alfa-
siklodekstrin veya beta-siklodekstrin veya gama-siklodekstrin ve kiitlece %99 ile
%70 oraninda alfa-siklodekstrin veya beta-siklodekstrin veya gama-siklodekstrin

karisimindan olusmasidir.

Istem 4’e goére nanokap kiimeleri olup 6zelligi konak molekiiliin beta-siklodekstrin
ve alkin, tiol veya amin gruplarindan en az biriyle modifiye edilmis beta-

siklodekstrinden olusmasidir.

Istem 1-6’dan herhangi birine gére nanokap kiimeleri olup 6zelligi en az bir

terapotik ajan ve/veya hedefleyici ajanla fonksiyonellestirilmesidir.

Istem 7’ye gére nanokap kiimeleri olup &zelligi hedefleyici ajanin folik asit,

antibodiler, antibodi pargalar1 veya gesitli peptitler icerisinden se¢ilmesidir.
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

Istem 7°ye gdre nanokap kiimeleri olup 6zelligi terapotik ajanin antineoplastik ajan,
tercihen kiiciik molekiillii antineoplastik ajan veya biyolojik kokenli antineoplastik

ajanlar olmasidir.

Istem 1-6’dan herhangi birine gére nanokap kiimesinin en az bir terapdtik ajanla

modifiye edilmesiyle elde edilen ilag-nanokap kiimesi konjugatlari.

.Istem 10’a gore ilag-nanokap kiimesi konjugatlart olup &zelligi nanokap

kiimelerinin hedefleyici ajanla modifiye edilmesidir.

Etken madde olarak Istem 10-veya 11’e gore ilag-nanokap kiimesi konjugatlarimi

iceren farmasotik bilesimler.
Istem 12’ye gore farmasétik bilesim olup en az bir yardimei madde igerir.

Istem 1-9°dan herhangi birine gore nanokap kiimelerinin hazirlanmasinda kullanim

i¢in bir usul olup 6zelligi

a. Konak molekiiliin uygun bir ¢6ziicii i¢erisinde ¢ozlilmesi

b. Cozelti igerisine kullanilan konak molekiil miktarinin, mol olarak 1-10 kati,
tercihen 3-6 kati, oOzellikle tercihen 5 kati kadar C3-C8 perflorokarbon
tiirevlerinden se¢ilen bir konuk molekiil eklenmesi

c. Olusan c¢okeltinin kat1 ve sivi kisimlarinin birbirinden ayrilarak kat1 kisminin
kurutulmas: ile nanokap kiimelerinin elde edilmesi adimlarini icermektedir.

Istem 14’e gore nanokap kiimelerinin hazirlanmasinda kullamilan bir usul olup

ozelligi,

a. Beta-siklodekstrinin ve alkin, tiol, azit veya amin gruplarindan en az biriyle
modifiye edilmis beta-siklodekstrinin uygun bir ¢dziicii i¢erisinde ¢oziilmesi

b. Cozelti igerisine toplam beta siklodekstrin ve alkin, tiol, azit veya amin
gruplarindan en az biriyle modifiye edilmis beta-siklodekstrin mol miktarinin 5
kat1 kadar perflorohekzan veya perfloropentan eklenmesi

c. Olusan c¢okeltinin kat1 ve sivi kisimlarinin birbirinden ayrilarak kat1 kisminin
kurutulmas: ile beta-siklodekstrin/amin veya alkin veya azit veya tiol beta-
siklodekstrin perflorohekzan veya perfloropentan nanokap kiimlerinin elde

edilmesi adimlarini igermesidir.

Istem 14 veya 15’e gore bir usul olup a. adiminda kullanilan uygun ¢éziicii bir

organik ¢oziicii veya su veya herhangi bir sulu ¢6zelti i¢erisinden segilir
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17.

18.

19.

20.

21.

Histotripsi ajan1 veya ultrason kontrast ajan1 olarak kullanim igin Istem 1-9 dan

herhangi birine gore gore nanokap kiimeleri.

Kanser tedavisinde kullanim icin istem 1-9° dan herhangi birine gore gére nanokap

kimeleri.

Histotripsi ajan1 veya ultrason kontrast ajani olarak kullanim igin Istem 10-

veyal 1’e gore ilag-nanokap kiimesi konjugatlari

Kanser tedavisinde kullanim icin Istem 10-veya 11’e gére ilag-nanokap kiimesi

konjugatlari.

Kanser tedavisinde kullanim i¢in Istem 12’ye gére farmasétik bilesimler.
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HISTOTRIPSI AJANI OLARAK KULLANIMA UYGUN NANOKAP KUMELERI

TARIFNAME
Teknik Alan

Mevcut bulus, histotripsi ajani olarak kullanima uygun nanokap kiimelerine, séz
konusu kiimelerin hazirlanmasinda kullanilan usullere ve bulusa uygun kiimelerin

histrotripsi ajani olarak veya ilag tasimada kullanimina iligkindir.

Bilinen Teknik

Histotripsi, mikrosaniye siiresince, yilksek {frekansli ultrason (US) sinyalleri
kullanarak akustik kavitasyon mekanizmasi ile mekanik olarak hiicre pargalama
teknigidir. Bu ultrason sivalleri viicutta halihazirda ¢ozlinmiis olarak bulunan gaz
baloncuklarindan bir baloncuk bulutu olustururlar. Bu bulutun yeteri kadar enerji
kazanarak pargalanmasi sonucu (kavitasyon) iginde bulunduklari dokuda da mekanik
pargalanma/hasar olusur. Kavitasyonun olusmasi igin oldukc¢a yiiksek basing

gerekmektedir.

Histotripsi, dokuda hasara yol a¢masi nedeniyle kanser vakalarinda, timor
dokularinin yok edilmesinde kullanilmasi 6ngériilen veni bir metottur. Ancak,
herhangi bir histrotripsi ajaninin kullamilmadigi durumda gaz baloncuklarindan bir
gaz bulutu elde etmek igin yaklasik 28MPa-30MPa bir basing gerekmektedir, ki bu

basing tiimér olmayan saglam dokuda bile hasara yol agabilecek diizeydedir.

Bu amagtan yola g¢ikilarak yakin zamanda nanodamlacik aracili histrotripsi
geligtirilmigtir. S6z konusu yontemde bir perflorokarbon (PFK), 6megin
perfloropentan enkapsiile edilmis polimerik nanodamlaciklar kullanilmaktadir. Bu
ajan tiimor igerisine girdiginde, doku igerisindeki gaz baloncuklar1 verine, bu
nanodamlaciklarin igerisinde bulunan perfloropentan gaz bulutu (kavitasyonun)
olusumunda ¢ekirdek goérevi gormektedir. Bu yodntemle beraber kavitasyonun
olusmas1 icin gerekli basmcin 28 MPa seviyesinden 7 MPa seviyesine indigi
gorillmekte olup bu sekilde uygulama esnasinda saglikli dokuya zarar verilmesinin

ontine gecilmistir.
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Mevcut yontem nanodamlaciklarin ana bileseni olarak 3 bloktan olusan bir polimerin
hazirlanmasi i¢in komplike adimlar icermekte ve bu da gelismis sentez yetenedi ve
uzmanlik gerektirmektedir. Bir diger nokta ise nanodamlaciklarn 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 iizerinden hesaplanabilir, fakat bu
etkinlik gosteren PFK miktarinin belirlendigi anlamina gelmez ¢linkli PFK miktar
sadece sayiya degil nanodamlacik boyut ve boyut dagilimina bagh olarak farklhilhik
gostermektedir. Ayrica, s6z konusu nanodamlaciklar histotripsi ajan1  olarak
kullanilabilecek bilinen tek ajan olup, bu ajanlara alternatif olarak kullanilabilecek
yeni, hazirlanmasi kolay ve kullanici rahath@i saglayan yeni ajanlar gelistirilmesi

gerekmektedir.

Bulus sahipleri mevcut bulusla hazirlamasi kolay, iizerine fonksiyonel gruplar
takilabilen, yiiksek stabiliteye sahip ve terapdtik ajan ve/veya hedefleyici ajanla

modifiye edilebilen yeni histotripsi ajanlar gelistirmeyi hedeflemektedir.
Sekillerin Detayli Anlatimi

Sekil 1: Mono-6-Alkin-Deoksi-6-B-Siklodekstrin molekiiliiniin (Alkin-BCD) sentez

semasi gosterilemektedir.

Sekil 2: Hedefli nanokap kiimelerinin sentezi ve karakterizasyonunu gdsteren sema.

Burada yer alan kisaltmalarin agiklamasi agagida verilmektedir.
A: Beta-siklodekstrin

B: Alkin grubuyla modifiye edilmig beta-siklodekstrin

C: Nanokap kiimesi

D: Nanckap kiimesinin EPPT1 peptidiyle modifive edilmesiyle elde edilen,

hedeflendirilmis nanokap kiimesi.

Sekil 3: Nanokap kiimelerinin histotripsy ajani olarak etkinlikleri gésterilmektedir.
Burada yer alan kisaltmalarin agiklamasi asagida verilmektedir.

1} EPPT1 ile modifiye edilmis nanokap kiimeleri

i1} Azid grubuyla modifiye edilmis beta-siklodekstrin igeren nanokap kiimeleri

i1} Alkin grubuyla modifiye edilmis beta-siklodekstrin iceren nanokap kiimeleri
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iv} Kontrol

Bulusun Detayh Anlatim

Mevcut bulus alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin’den secilen
bir konak molekiil ve C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden segilen bir konuk melekiilii
iceren ve en az iki inkliizyon kompleksinin bir araya gelmesiyle olusan nanokap

kiimelerine iliskindir.

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

ozellige sahiptir.

Burada kullanilan “beta-siklodekstrin™ ifadesi birbirine kovalent olarak bagl yedi (7)
adet glikoz tinitesinden olusan bir polisakkariti ifade etmektedir. S6z konusu molekiil
konik bir yapiya sahip olup, i¢ kismu hidrofobik dig kismi ise hidrofilik dzellige
sahiptir.

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

Ozellige sahiptir.

Bulus kapsaminda kullanilan “konak molekiil” ifadesi alfa-siklodekstrin veya beta-
siklodekstrin veya gama-siklodekstrin ve/veya alkin, tiol, azit veya amin gruplarindan
en az biriyle modifiye edilmig alfa-siklodekstrin veya beta-siklodekstrin veya gama-

siklodekstrin molektlini ifade etmektedir.

Bulus kapsaminda kullanilan “C3-C8 perflorokarbon tiirevi” ifadesi oktafloropropan,
dekatlorobutan, perfloropentan, perflorohekzan, perfloroheptan ve perflorooktan
molekiillerini ve (C3-C8 Kkarbon tasiyan dalli doymus florokarbon yapilar
kapsamaktadir. Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda C3-C8 perflorokarbon tiirevi

olarak perflorohekzan veya perfloropentan kullanilir.

Bulug kapsaminda kullamilan “nanokap” ifadesi alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin,
gama-siklodekstrin’den secilen bir konak molekil ve C3-C8 perflorokarbon

tirevlerinden secilen bir konuk molekiiliin konuk-konak kompleksi yapmasiyla elde
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edilen inkliizyon komplekslerini ifade etmektedir. Bu baglamda tarifname igerisinde

“konuk konak kompleksi”, “inkliizyon kompleksi” ve “nanokap” ifadeleri birbiri ile

aynt anlamda olup birbiri yerine kullamlabilir.

Bulus kapsaminda kullanilan “nanokap kiimeleri” ifadesi en az ¢, nanokap’in
biraraya kiimelenmesi ile olusan kompleksleri ifade etmektedir. Bu vapilar rastgele
sekilde biraraya gelmemektedir, bulusa konu inzkliizyon kompleksleri icerisindeki
konuk molekiiller olan perfloro karbonlarin sahip oldugu hidrofobik ozelligi bu
nanokaplarin  biraraya gelmesini saglar. Bu sekilde i¢ kismunda hidrofobik
perflorokarbon zincirlerinin ve dig kisminda ise hidrofilik alfa-siklodekstrin, beta-
siklodekstrin veya gama-siklodekstrin’in ve bunlarin inkliizyon kompleklerinin yer

aldig1 kiimelenmeler olusur.

Mevcut bulug alfa-siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin’den ve/veya
alkin, tiol, azit veya amin gruplarindan en az biriyle modifive edilmis alfa-
siklodekstrin beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin’den secilen bir konak molekiil ve
C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden segilen bir konuk meolekiilii igeren en az ii¢

inkliizyon kompleksinin bir araya gelmesiyle olusan nanokap kiimelerine iliskindir.

Bulusun bir uygulamasinda konak molekiil; %1-30 oraninda alkin, tiol, azit veya amin
gruplarindan en az biriyle modifiye edilmis alfa-siklodekstrin veva beta-siklodekstrin
veya gama-siklodekstrinden ve %99 ile %70 oraninda alfa-siklodekstrin veya beta-

siklodekstrin veya gama-siklodekstrin karisimindan olusur.

Bu anlamda bulusa uygun nanokap kiimelerini olusturan konak molekil alfa-
siklodekstrin veya beta-siklodekstrin veya gama-siklodekstrin ile alkin, tiol, azit veya
amin gruplarindan en az biriyle modifive edilmis alfa-siklodekstrin veya beta-
siklodekstrin veya gama-siklodekstrinin karisimindan olusur. Ornegin bulusa uygun
nanokap kiimesini olusturan konak molekiil beta-siklodekstrin ile alkin, tiol, azit veya

amin gruplarindan en az biriyle modifiye edilmis beta-siklodekstrini igerebilir.

Bulus bir diger agidan bulusa uygun nanokap kiimeleri en az bir terapdtik ajan

ve/veya hedefleyici ajanla modifiye edilmis olabilir.

Bu ydniiyle mevcut bulug en az bir terapétik ajan, bir diger deyisle ilag ve istege bagh
olarak hedefleyici ajanla modifiye edilen ilag-nanokap kiimesi konjugatlarina

iliskindir.
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Bu tarifname kapsaminda kullanilan “bulusa uygun nanokap kiimeleri” ifadesi alfa-
siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin ve/veya alkin, tiol, azit veya
amin gruplarindan en az biriyle modifive edilmis alfa-siklodekstrin veya beta-
siklodekstrin veya gama-siklodekstrin ve C3-C8 perflorokarbon tiirevlerinden secilen
bir konuk molekiilii iceren en az iki inkliizyon kompleksinin bir araya gelmesiyle elde
edilen ve istege bagl olarak bir terapdtik ajan ve/veya hedefleyici ajanla modifiye

edilen yapilari ifade etmektedir.

Bulug kapsaminda kullamlan “konuk-konak inklizyon kompleksi” ifadesi bir konak
molekiliin, drnegin beta-siklodekstrinin, bir konuk molekiilii, 6rmegin perflorohekzan
veya perfloropentani kovalent olmayan etkilegsim sayesinde enkapsiile etmesini ifade
etmektedir. Bulus kapsaminda “konuk-konak inkliizyon kompleksi”, “inkliizyon
kompleksi” veya “host-guest inclusion complex” veya ‘“nanokap” ifadeleri aym

anlamda olup birbiri yerine kullanilabilmektedir.

Beta-siklodekstin 7 seker {initesinden olusan dig yiizeyi hidrofilik, i¢ ylizeyi ise
hidrofobik o6zellikte olan yuvarlak bir halka formunda molekiildiir. Bu molekiiliin
kullamminin giivenli oldufu Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan da
onaylanmistir. Beta-siklodekstrinin hidrofobik i¢ yiizeyi hidrofobik bir molekiil clan
perflorohekzan ile etkilesime girerek onu enkapsiile etmektedir, beta-siklodekstrinin
dis yiizeyinin hidrofilik yapiya sahip olmasi sayesinde ise olusan inkliizyon kompleksi
viicudun hidrofilik ortaminda hedef dokuya iletimi saglamaktadir. Kiimelenme hem
hidrofobik serbes perflorokarbon molekiilleri hem de kompleks olusturmus yapinin
dista kalan kisa perflorokarbon zincir parcasinin serbest pertlorokarbon ile etkilesmesi
sonucu merkezde hidrofobik dista hidrofilik siklodekstrin molekiilleri kalacak sekilde

gerceklesiyor.

Burada kullanilan “modifiye edilmis” ifadesi s6z konusu molekiil lizerindeki modifiye
edilebilir gruplarin %10 ile %100’{iniin, tercihen %20 ile %90’ 1nin, dzellikle tercihen
% 30 ile % 80’inin bahsi gegen alkin, tiol, azit veya amin modifikasyon gruplaryla
modifiye edildigini ifade etmektedir. Bir baska deyisle; s6z konusu konak molekiiller
tzerinde bulunan modifiye edilebilir gruplar %10, %20, %30, %40, %50, %60, %70,
%80, %90 veya %100 oraminda modifikasyon grubuyla modifiye edilmis olarak

bulunabilir,
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Perflorohekzan; organoflor ailesine mensup bir molekil olup, kararli C-F baglarina
sahiptir. S6z konusu madde, viicutta metabolize olmamakta ancak basit sekilde
inhalasyon yoluyla viicuttan atilabilmektedir. Perflorohekzan oda sicakliginda siv1
formdadir, kaynama sicakhi@ ise 56 °C’dir. Kaynama noktasinin diisiik olmasi bu
maddenin histotripsi ajam1 olarak kullaniminda avantaj saglamaktadir. Bu sayede,
perflorohekzan diisiik basingla buharlasmakta ve gaz bulutu olusturarak dokuda
kavitasyon olusmasini saglamaktadir. Ayrica, perflorohekzan bir ultrason kontrast
ajanidir. Bu sekilde beta-siklodektrin-pertlorohekzan inkliizyon komplekslerinin
timor dokuya ulagip ulagsmadi@i ultrason ile rahatlikla goriilebilmekte ve ajanlarin
hedef dokuya ulasmasinin ardindan kavitasyon islemi baslatilabilmektedir. Ayrica,
beta-siklodekstrinin boyutunun kiiciik olmas1 ve uniform bir yapiya sahip olmasi
nedeniyle timor dokusuna bilinen histrotripsi ajanlarina gére daha iyi niifuz edecegi

ve boylelikle daha etkili bir tedavi saglayacag éngoriilmektedir.

Burada kullanilan “hedefleyici ajan™ ifadesi viicut igerisindeki g¢esitli spesifik hedef
dokulara baglanma egilimi olan molekiilleri ifade etmektedir. Bir baska deyisle
hedefleyici ajanlar kendilerine 6zel reseptorlere sahip olan hiicrelere baglanma egilimi

olan molekiilleri ifade etmektedir.

Bulus kapsaminda kullanilabilecek hedefleyici ajanlar folik asit, antibodiler, antibodi
parcalart veya cesitli peptitler icerisinden se¢ilebilir. Bulusun tercih edilen bir

uygulamasinda hedefleyici ajan olaran EPPT1 peptidi kullanilir.

Bulusun bir uygulamasi bulusa uygun nanokap kiimelerinin hazirlanmasinda

kullanilan bir usule iligkin olup s6z konusu usul,

a. Konak molekiiliin, 6regin beta-siklodekstrinin su igerisinde ¢6ziilmesi

b. Cozelti icerisine kullanilan konak molekiil miktarinin, mol olarak 1-10 kati,
tercihen 3-6 Kkati, Ozellikle tercihen 5 kati kadar C3-C8 pertlorokarbon
tirevlerinden se¢ilen bir konuk molekiil, 6rnegin perflorohekzan eklenmesi

c. Olusan ¢okeltinin kati ve s1v1 kisimlarinin birbirinden ayrilarak kat1 kisminin

kurutulmas ile nanokap kiimelerinin elde edilmesi adimlarini igermektedir.

Bulusun bir uygulamasinda a. adiminda ¢ozinmenin saglanmasi i¢in beta-siklo-
dekstrin ¢ozelti karisimu belirli bir sicakliga 1sitilabilir, s6z konusu ¢ézelti tercihen 70-

90 °C sicakliga, 6zellikle tercihen 80 °C sicakliga 1sitilir,
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Bulusa uygun usulde 1 mol esdegerlige sahip konak molekiile, ornegin alfa-
siklodekstrin, beta-siklodekstrin, gama-siklodekstrin ve/veya alkin, tiol azit veya amin
gruplarindan en az biriyle modifiye edilmig alfa-siklodekstrin veya beta-siklodekstrin
veya gama-siklodekstrine karsilik 1-10 mol, tercihen 3-6 mol, dzellikle tercihen 5 mol
esdeferlige sahip C3-C8 pertlorokarbon tiirevi, ©ornegin perflorohekzan veya

perflorokarbon kullanilmasi nanokap kiimelerinin olugsmasinda énemli rol oynar.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda nanokap kiimelerinin hazirlanmasinda

kullamlan bir usul;

a. Beta-siklodekstrinin ve alkin, tiol, azit veya amin gruplarindan en az biriyle

modifiye edilmis beta-siklodekstrinin uygun bir ¢dzlicii igerisinde ¢oziillmesi

b. Cozelti icerisine toplam beta siklodekstrin ve alkin, tiol, azit veya amin
gruplarindan en az biriyle modifive edilmis beta-siklodekstrin mol miktarinin 5

kati kadar perflorohekzan veya perfloropentan eklenmesi

c. Olusan ¢okeltinin katt ve sivi kisimlarinin birbirinden ayrilarak kat1 kisminin
kurutulmas: ile beta-siklodekstrin/amin veya alkin veya azit veya tiol beta-
siklodekstrin perflorohekzan veya perfloropentan nanokap kiimlerinin elde

edilmesi adimlarini igerir.

Bir diger agidan mevcut bulus, histotripsi ajan1 veya ultrason kontrast ajani olarak

kullanim igin bulusa nygun nanokap kiimelerine iliskindir.

Bir diger agidan mevcut bulus, bulusa uygun nanokap kiimelerinin histotripsi ajani

veya ultrason kontrast ajani olarak kullanimina iligkindir.

Bir diger agidan mevcut bulus, kanser tedavisinde kullanim ig¢in bulusa uygun

nanokap kiimelerine iliskindir.

Bir diger acidan mevcut bulus, kanser tedavisinde kullanim i¢in bulusa uygun ilag-

nanokap kiimesi konjugatlarina iliskindir.

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

sinirl degildir.
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Karsinoma, burada kullanildig: sekliyle, epitel hiicrelerden olusan bir kanser tiiriinii

ifade etmektedir.

Lenfoma, burada kullanildigi sekliyle, lenfositlerden gelisen bir kanser tiiriini

anlatmaktadir.

Blastoma, burada kullanildig: sekliyle, blast hiicre adiyla da bilinen 6éncii hiicrelerden

gelisen bir kanser tiiriinii anlatmaktadir.

Sarkoma, burada kullanildigt sekliyle, mezenkimal kokenli degismis hiicrelerden

kaynaklanan kanser tiiriinil anlatmaktadir.

Losemi, burada kullanildigi sekliyle, kemik iliginde baslayan ve yiiksek sayida

anormal akyuvar hiicresi olusumuna neden olan kanser tlriinii ifade etmektedir.

Kanser tiirlerine ait daha 6zel 6rnekler meme kanseri, prostat kanseri, kolorektal
kanser, deri kanseri, kii¢lik hiicreli akciger kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri, mezotelyom, gastrointestinal kanser, pankreas kanseri, glivoblastom, vulva
kanseri, rahim agzi kanseri, endometriyal karsinom, yumurtalik kanseri, karaciger
kanseri, hepatom, mesane kanseri, bobrek kanseri, tikirik bezi karsinomu, tiroid

kanseri ve gesitli bag ve boyun kanserlerini igerir.

Bulus bir diger acidan bulusa uygun nanokap kiimelerini veya ilag-nanokap

konjugatlarini i¢eren farmasoétik bilesimlere iliskindir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda farmasétik bilesim icerisinde yer alan
nanokap kiimeleri beta siklodekstrin veya alkin, tiol veya amin grubuyla
fonksiyonellestirilmis beta siklodekstrin ve pertlorohekzan veya perfloropentandan

olusur.

Bulug aymi1 zamanda, beta-siklodekstrin ve perflorohekzan veya perfloropentan

nanokap kiimelerini i¢eren farmasdétik bilesimleri agiklamaktadir.

Bulus aymi zamanda, beta-siklodekstrin ve perflorohekzan veya perfloropentan
nanokap kiimelerine konjuge olarak en az bir terapdtik ajan, tercihen antineoplastik

ajan, iceren farmasotik bilesimleri agiklamaktadir.

Bulug kapsaminda bahsedilen antineoplastik ajan kiigiik molekiillii antineoplastik
ajanlardan veya biyolojik kdkenli antineoplastik ajanlardan segilebilir. Biyolojik
kokenli antineoplastik ajanlar Oornegin proteinler, peptitler, antikorlar, moncklonal

antikorlar olabilir.
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Bahsi gegen antineplastik terapdtik ajanlar, kanser hastaliginin tedavisinde herhangi
bir rol oynayabilir. S6z konusu ajanlar émegin; hiicre dongiisiinii durdurma, damar
endotel biiylime faktéri (VEGF) inhibisyonu, immiin cevap degistirici v.b. sekilde

etki gdsteren herhangi bir ajan olabilir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda bulusa uygun nanokap kiimelerini veya ilag-
nanokap konjugatlarini igeren farmasétik bilesimler; bulusa uygun inkliizyon

kompleksinin yani sira en az bir yardimer ajan igerir.

S6z konusu yardimci ajan buluga uygun farmasotik bilesimin, ¢oziiniirligii, dagilimu,
doz tekdiizeliginin saglanmast vb. kriterleri karsilamasi i¢in kullanilan bir ajan olup

herhangi bir farmasotik etkinligi bulunmamaktadir.

Bulusa uygun inkliizyon komplekslerini iceren farmasdtik bilesimler teknigin bilinen
durumunda var olan herhangi bir dozaj formunda bulunabilir. Bulusun tercih edilen
bir uygulamasinda bulusa uygun dozaj formlarn injektabl formda bulunur. S6z konusu
injektabl formlar 6zellikle tercihen intravendz, intraperitoneal, intratrakeal yoldan

verilmeye uygun sekilde hazirlanmis olabilir.

Simdi bulus sadece drnek amagh olan ve bu bulusun kapsamini herhangi bir sekilde
kisitlar olarak yorumlanmamasi gereken asagidaki Orneklere atifta bulunularak

agiklanacaktir.
ORNEKLER:

Ornek 1: Beta-Siklodekstrin Perflorohekzan Inkliizyon Kompleksinin

Hazirlanmasi

100 mg beta-siklodekstrin 6 ml saf su ile karigtinhr. Beta-siklodekstrin tamamen
coziindikten sonra 5 kat olacak sekilde molar oranlarda perflorohekzan eklenir.
Karisim gece boyunca oda sicakliinda Kkarnstirilir. Sonrasinda bir saat boyunca
bozdolabinda 4 °C sicaklikta bekletilen karisim 5000 rpm hizda 10 (12000 rpm de 2
dk) dakika boyunca santrifijlenir. Sivi kisim dékiiliir ve elde edilen katilar vakum

altinda kurutulur.

Ornek 2: Mono-6-Alkin-Deoksi-6-B-Siklodekstrin (Alkin-BCD) Sentezi

Alkin-BCD sentezi icin Ts-CD (1 eq) azot atmosferinde dimetilformamid (DMF)
icerisinde ¢ozlilmis ve iizerine propargilamin (38 eq) ilave edilmistir. Reaksiyon, bir

yag banyosu kullamlarak 80°C'ye 1sitilmis ve gece boyunca kanstrilmistir. Uriin
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birkag kez MeOH/su kangiminda ¢oziiliip asetonitrilde ¢oktiiriilerek beyaz kati olarak

elde edilmistir. Elde edilen kat1, vakum altinda kurutulmustur (Sekil 1).
Ornek 3: Mono-6-Azido-Deoksi-6-Siklodekstrin (Azit- BCD) Sentezi:

Azit-BCD sentezi icin Ts-CD (1 eq) ve NaN3 (20 eq) geri sogutucu varliginda 300
mL su igerisinde 1000C’da gece boyunca kanstirilmistir. Kanisim siiziildiikten sonra
vakum distilasyonu ile hacmi yaklasik 15 mL’ye indirilmistir. Igerisinde 1,1,2,2,-
tetrakloro etan (15 eq) eklenerek yarim saat boyunca karistinlmistir. 4 °C 3500
rpm’de 15 dk santrifiij edilerek, kati faz alinarak kristalizasyon ile saflastinlmstir. Saf

kat1 vakum altinda kurutulur
Ornek 4: Mono-6-Amino-Deoksi-6-Siklodekstrin (Amin- BCD) Sentezi:

Azit-BCD (1 eq) ve tritenil fosfin (1,1 eq)} inert ortamda 2 saat boyunca oda
sicakliginda karistirildi. Uzerine bir miktar su eklenerek 90 °C’de 3 saat boyunca
spiral sogutucu ile yeniden karismaya birakildi. Bu siirenin sonunda sogutulan karigim
vakum distilasyonu ile baslangi¢ hacminin 1/3iine getirilmistir ve aseton eklenerek
¢oktlriilmistir. 3500 rpm’de 5 dk boyunca 4°C’de santrifiij edilmis ve kati faz

alimarak vakum yardimiyla kurutulmustur.

Ornek 5: Fonksivonel Nanokap Kiimelenmelerinin Hazirlanmas1 (Hedefsiz

Nanokap Kiimelenmeleri)

Fonksiyonel nanokap kiimelenmeleri kiitlece %20 fonksiyonel siklodekstrin (CD)
tirevi (Azit-CD veya Alkin-CD veya amine-CD) kullanilarak %80 beta-siklodekstrin
(BCD) ile karigtirilip molce 5 kat PFH eklenerek hazirlanmistir. Bu yolla baglangigta
tim bilegenler ¢ozintir haldedir. Elde edilen bu fonksiyonel nanokap kiimelenmeleri
hem PEG agilanmasinda hem de EPPT1 peptid as;ilanmasinda (hedefli nanokaplar)

kullanilmustir.

Alkin fonksiyonlu nanokap kiimelenmeleri i¢in alkin-BCD (1 eq) ve BCD (4 eq) SmL
¢ift damitilmis suda manyetik karistiricr kullanilarak 700 rpm'de ¢ézdiiriilmiistiir.
Berrak bir ¢ozelti elde edildikten sonra lizerine PFH (20 eq) eklenerek, gece boyunca
kanstinldiktan sonra ¢ozelti bir gece boyunca 4°C'deki buzdolabinda bekletildi. Daha
sonra ¢ozelti 15 dakika boyunca 5,000 rpm'de santrifiij edilerek nihai ¢okelti vakum

altinda kurutuldu.

Ornek 6: Hedefli Nanokap Kiimelerinin Sentezi ve Karakterizasyonu
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Hedefleme ajani olarak secilmis olan EPPT1 peptid azide ug grubu igerecek sekilde
sentezletilip satin alinmigtir. Dolayisiyla alkin gruplan igeren fonksiyonel nanokap

kiimelenmeleri bu peptid ile fonksiyonlandirilabilir.

Alkin-BCD nanokap kiimelenmeleri oda sicakhiginda 1.9 mL ¢ift damitilmis su i¢inde
manyetik karnistirict kullanilarak 750 rpm’de dagitildi. N3-EPPT1 (0.05 eq) ve CuSOy4
(1 eq) ve sodyum askorbat (2 eq) ilave edildi ve sistem azotatmosferinde birakilmustir.
Bu reaksiyon karanlik bir ortamda oda sicakliginda 24 saat boyunca karigtirildi.
“Click” reaksiyonu tamamlandiktan sonra CuSQOs/sodyum askorbat sistemi su ile

yikanarak ve santrifiyj ile uzaklastinildi (Sekil 2).
Ornek 7: Nanokap Kiimelerinin Histotripsi Etkinliklerinin Incelenmesi

Su ana kadar elde edilen kararli komplekslerin kavitasyon esik basinclart énceden
havasizlagtirilmig agaroz jel igerisine yerlestirilen nanokap kiimelenmeleri ile test
edilmistir. Bu yapilar ayni konsantrasyonda ve aynt PFH orani ile hazirlandiklarindan
kavitasyon esik basmcim belirlemek igin ayni miktarda nanokap kiimelenmesi
kullamlmistir. Yapilan ¢alismada mL igerisindeki nanokap miktarini esitleyerek
kiyaslama yapilmistir. Bu asamadan sonra, tek dongili histotripsi  darbeleri
uygulamak i¢in 500 kHz'lik bir doniistiiriicii kullanilmis ve darbe tekrarlama frekansi
1 HZ'e ayarlanmstir. Sonuglar yiiksek hizli bir kamera kullanilarak kaydedilmistir.
Sekil 3°te goriilecegi gibi, hedefli nanokaplar ve kullanilan fonksiyonel nanokaplar
normal BCD nanokap kiimelenmeleri ile normal histotripsi ile kivaslanmislardir.
Hedefli ve hedefsiz tim nanokap kiimelenmelerinin esik basmecin diisiirdiigii

gozlenmistir.
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