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OZET
BIiR HUCREDE TELOMER UZUNLUGUNUN ARTTIRILMASI

Hayvan hiicrelerinde telomerlerin uzunluklarinin arttirilmasinin bir yontemi, bir
hayvana bir Uncaria tiriiniin bir akdéz ekstrakti uygulanarak gerceklestirilir.
Hayvan, bir insan olabilir ve Uncaria tirti, Uncaria tomentosa olabilir. Yeterli bir
zaman periyodu boyunca Uncaria tomentosa’nin bir akdz ekstraktinin glinlik
dozunu alan insan 6zneler, tedaviden 6nce alinan bir taban ¢izgisi dl¢climiine gore
telomer uzunlugunda bir artis géstermistir. Ekstrakt, topikal olarak veya sistemik

olarak uygulanabilir.
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L.

ISTEMLER

Bir 6znenin hiicrelerinde telomerlerin uzunluklarinin arttirilmasi yontemi

olup, ozelligi;

a) 6zneden bir hiicre numunesinin bir veya daha fazla telomerinin
uzunluklarimin 6l¢iilmesi;

b) so6z konusu Oznenin s0z konusu hiicrelerinde s6z konusu
telomerlerin uzunluklarini arttirmak iizere farmasdtik olarak etkili bir
miktarda ve yeterli olan bir zaman periyodu boyunca bir Uncaria tiirtiniin
bir akodz ekstraktinin 6zneye uygulanmasi;

c) bir veya daha fazla telomerin uzunlugunun yeniden Olgiilmesi,
telomerlerin uzamamis olmasi halinde uygulamaya devam edilmesi; ve

d) s6z konusu yontemin, séz konusu telomerlerin uzamasina neden

olmasi adimlarmi igermesidir.

. Istem 1’e gbre yontemi olup, 6zellifi s6z konusu akdz ekstraktin oral

olarak uygulanmasidir.

[stem 2’ye gore yontemi olup, Ozelligi sz konusu akdz ekstraktinin
miktarmin yaklasik 200 mg/giin ila yaklasik 700 mg/giin araligida olmasi
ve ayrica sOz konusu akdz ekstraktmnin, minimumda %8 agirhik/agirhk

(w/w) karboksi alkil ester (CAE’ler) icermesidir.

Istem 3’e gore ydntem olup, 6zelligi s6z konusu akoz ekstraktin miktarinm

yaklasik 700 mg/giin olmasidir.

Istem 4’e gore yontem olup, 6zelligi dznenin bir insan olmasidir.
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10.

11.

12.

13

14.

[stem 1’e gore yontem olup, 6zelligi sz konusu akdz ekstraktm, bir
kapsiil, bir tablet, bir s1v1, bir surup ve bir jelden olusan gruptan segilen bir

dagitim aracinda formiile edilmesidir.

[stem 1’e gore yontem olup, 6zellii sz konusu akdz ekstraktin, bir

transdermal yama i¢inde formiile edilmesidir.

I[stem 2’ye gore yontem olup, dzelligi séz konusu akdz ekstraktin, bir
kapsiil, bir tablet, bir s1v1, bir surup ve bir jelden olusan gruptan segilen bir

dagitim aracinda formiile edilmesidir.

I[stem 5’e gdre yontem olup, 6zelligi s6z konusu Uncaria tiiriiniin Uncaria

tomentosa olmasidir.

[stem 1’e gore yontem olup, 6zelligi séz konusu Oznenin bir insan

olmasidir.

[stem 1°e gore yontem olup, dzelligi s6z konusu Uncaria tiiriiniin Uncaria

tomentosa olmasidir.

Istem 1’e gore yontem olup, 6zelligi soz konusu 6znenin hiicrelerinde séz
konusu telomerlerin uzunluklarini arttirmak iizere yeterli olan séz konusu

zaman periyodunun, en az 6 ay olmasidir.

. Istem 1’e gore yéntem olup, 6zelligi séz konusu 6znenin hiicrelerinde soz

konusu telomerlerin uzunluklarini arttirmak {izere yeterli olan s6z konusu

zaman periyodunun, en az 1 yil olmasidir.

Istem 7’ye gore yontem olup, dzelligi transdermal yamanin, uzatilmis bir

zaman periyodu iizerinde 6zneye s6z konusu ekstrakti dagitmasidir.
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15.

16.

17.

18.

Bir 6znenin hiicrelerinde telomerlerin uzunluklarimin arttirllmasi yontemi

olup, 6zelligi;

(a) bir 6zneden ¢ekirdekli hiicrelerin bir numunesinin elde edilmesi;

(b) ¢ekirdekli hiicrelerin s6z konusu numunesinde telomerlerin
uzunluklarinin 6l¢iilmesi;

(c) s0z konusu 6znenin hiicrelerinde telomerlerin uzunluklarini arttirmak
tizere yeterli olan bir zaman periyodu boyunca bir Uncaria tiriinlin bir
akdz ekstraktinin etkili bir miktarinin giinliik bir dozunun séz konusu
ozneye oral olarak uygulanmast;

(d) s6z konusu zaman periyodunun tamamlanmasindan sonra séz konusu
0zneden ¢ekirdekli hiicrelerin bir numunesinin elde edilmesi; ve

(e) soz konusu zaman periyodunun tamamlanmasindan sonra séz konusu
6zneden cekirdekli hiicrelerin s6z konusu numunesinde telomerlerin
uzunluklarinin dlgiilmesi;

(f) s6z konusu zaman periyodunun baglatilmasindan 6nceki séz konusu
telomerlerin s6z konusu uzunluklarinin s6z konusu zaman periyodunun
tamamlanmasindan sonraki s6z konusu telomerlerin séz konusu
uzunluklart ile karsilastirilmasi; ve

(g) telomerlerin uzamamis olmast halinde uygulamaya devam edilmesi

adimlarini icermesidir.
Istem 15°e gore yontem olup, dzelligi s6z konusu dznenin bir hiicresinde
telomerlerin uzunluklarini arttirmak tizere yeterli olan s6z konusu zaman

periyodunun, en az bir yil olmasidir.

Istem 15’e gore yontem olup, ozelligi s6z konusu cekirdekli hiicrelerin

beyaz kan hiicreleri olmasidir.

Istem 15’e gore yontem olup, ozelligi s6z konusu 6znenin bir insan

olmasidir.

20
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19. Istem 15’e gére yontem olup, ozelligi s6z konusu (b) ve (e) Ol¢iim

adimlarinin, nicel polimeraz zincir reaksiyonu ile gerceklestirilmesidir.

20. Istem 15°e gore yontem olup, 6zelligi sdz konusu Uncaria tiiriiniin

Uncaria tomentosa olmasidir.
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TARIFNAME
BIiR HUCREDE TELOMER UZUNLUGUNUN ARTTIRILMASI

BULUSUN ALTYAPISI

Mevcut bulus, bir hayvan hiicresinde bir telomerin uzunlugunu arttirma yontemi
ile ilgilidir. Bulus, bir Uncaria tiiriiniin akdz ekstraktinin bir hayvana uygulanmasi

ile gerceklestirilir.

Bir telomer, bir kromozomun ucunda, kromozom ucunu kesilmeye karsi ve bir
komsu kromozom ile fiizyona karst koruyan tekrarlayan DNA dizisinin bir
bolgesidir. Bu dogrultuda telomerler, lineer DNA molekiillerine stabilite saglar
(Greider, CW (1990) BioEssays 12(8):363-369). Kromozomlarin uglarina baslhk
saglayan telomerik TTAGGG tekrar dizilerinin, normal hiicrelerin replikatif
yaslanmasi esnasinda kisaldigr gosterilmistir (Harley et al. (1990) Nature
345(6274): 458-460).

Telomerler, hiicre béliinmesi esnasinda tiiketilir, ancak enzim telomeraz revers
transkriptazin etkisi ile yenilenir. Telomeraz icermeyen insan somatik hiicreleri,
tamamlanmayan replikasyonun sonucu olarak telomerik dizileri kademeli olarak
kaybeder. Bir hiicredeki bir telomerin uzunlugunun arttirllmasina yonelik cesitli
yontemler, teknikte bilinir (Joeng et al. (2004) Long lifespan in worms with long
telomeric DNA. Nature Genetics 36(6): 607-611; Bodnar et al. (1998) Extension
of life-span by introduction of telomerase into normal human cells. Science
279(5349): 349-352). Bu yontemler birincil olarak telomeraz aktivitesinin
arttirllmasma dayanir. Ornegin insan telomeraz katalitik alt birimini asir1 ifade
eden normal insan hiicrelerini inceleyen bir calisma, arttirilmis telomeraz
aktivitesinin sonucu olarak uzatilmis telomerleri gostermistir (Bodnar et al.,
yukarida yer almaktadir). Mevcut bulustan farkl olarak, 6nceki teknik yontemleri
telomeraz aktivitesini arttirma veya diger bir sekilde telomer uzunlugunu arttirma

yontemi ile kombinasyon halinde DNA onarimini arttirma araci saglamaz.
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Telomer uzunlugunun o6lgiilmesine yonelik yontemler, teknikte iyi bilinir ve
ornegin Cawthon, RM (2002) Nucleic Acids Res. 30(10): e47, Harley et al. (1990)
Nature 345: 458-460, O’Callaghan and Fenech (2011) Biological Procedures
Online 13:3, USPN 5,489,508 (West et al., 6 Subat 1996’da yayinlanmistir) ve
USPN 5,741,677°de (Kozlowski et al., 21 Nisan 1998’de yayinlanmistir)
aciklanir. Herhangi bir telomer uzunlugunu 6lgme yontemi, mevcut bulusta

kullanmlabilir.

Herhangi bir ¢ekirdekli hiicre tipi, telomer uzunlugunu 6lgme amacina yonelik
kullanilabilir. Lenfositler ve bukkal hiicreler, hastalardan kolay bir sekilde elde
edildiginden yaygin olarak kullanilir (O’Callaghan and Fenech (2011) Biological
Procedures Online 13:3). Periferal lokositler de telomer uzunlugu
degerlendirmesine yonelik yaygin olarak kullanilir (Aviv et al. (2011) Nucleic
Acids Research 39(20): e134). Burada agiklandigi iizere, “periferal 16kositler” ve
“beyaz kan hiicreleri” terimleri degisimli olarak kullamilir. ilgili ¢ekirdekli hiicre
tipinden izole edilen genomik DNA, telomer uzunlugunu 6l¢gmek iizere kullanilir.

Genomik DNA’nin izole edilmesine yonelik yontemler teknikte iyi bilinir.

Daha énceden C-Med 100® olarak bilinen AC-11%, Uncaria tomentosa bitkisinin
kabugunun sicak su ekstraktidir. Karakterizasyonu ve hazirlama yontemi, Pero’ya
ait U.S. Pat. No. 6,039,949’da agiklanir (21 Mart 2000°de yaymnlanmistir).
Hayvan ve insan g¢alismalari, DNA onarimimi ve immiin fonksiyonu arttirma
iizerindeki yararlh AC-11" etkisini gostermistir (Sheng et al. (2000) J.
Ethnopharmacol. 69: 115-126; Sheng et al. (2001) Phytomedicine 8(4): 275-282).

Pero’ya ait U.S. Pat. No. 6,039,949, bir Uncaria tiriiniin suda ¢oziilebilir bir
ekstraktin1 ve bunu hazirlamaya yonelik bir yontemi agiklar. Referans ayrica,
ekstraktin si¢anlara oral uygulamasini aciklar. Ancak referans, telomerleri uzatma
veya diger bir sekilde telomer uzunlugunu manipiile etme veya muhafaza etme
yontemini tasarlamaz. Benzer sekilde referans, telomer uzunlugunu olgmeyi

tasarlamaz.
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Sheng et al. (2001, yukarida yer almaktadir), C-MED-100"lin (Uncaria
tomentosa’nin bir su ekstraktl) on iki saglikli yetiskin insan goniilliiye oral
uygulanmasini agiklar. Test edilen dozlar, 8 hafta 250 mg ve 350 mg’lik giinliik
dozlardir. DNA hasarinin azalmasi ve DNA onarimindaki artis, tedavi edilmemis
bir kontrol grubu ile karsilastirildiginda iki takviye grubunda gorilmiistiir.
Referans, telomerleri uzatma  yontemini acgiklamaz ve  takviyenin

uygulanmasindan 6nce ve sonra, telomer uzunlugunu 6lgmeyi tasarlamaz.

Lamm et al. (2001, Phytomedicine 8(4):267-274), insan goniilliilere iki ay 350 mg
x gilinde 2 kez dozunda C-MED-100® oral uygulamasini agiklar. C-MED-100®
ile takviye edilen calisma katilimcilari, tedavi edilmemis bir kontrol grubu ile
karstlastirildiginda, 23 degerlikli pnomokoksik asiya yanit verme kapasitelerine
yonelik test edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli immiin iyilesme, takviye edilen
gruptakilere yonelik gozlenmistir. Referans, telomerleri uzatma yontemini
aciklamaz ve takviyenin uygulanmasindan 6nce ve sonra, telomer uzunlugunun

Olglilmesini tasarlamaz.

Pero’ya ait U.S. Pat. No. 7,955,626 (7 Haziran 2011’de yaymlanmistir),
saflastirilmig bir kinik asit alkil esterin veya bir karboksi alkil esterin topikal
olmayan uygulamasim agiklar. Referans, Uncaria tomentosa’nin su ekstraktini ve
karboksi alkil esterleri (CAE) elde etmek ilizere ince katmanli kromatografi ile
ekstraktin daha fazla saflastirilmasini agiklar. Bulus, kinik asit i¢eren bir bilesimin
uygulanmasi ile ilgili degildir. Ilaveten bulus, spesifik olarak belirlenen kriterleri
karsilayan bir kinik asit alkil ester veya bir karboksil alkil ester olmak tizere, bir
esterin etkili bir miktarini iceren farmasétik bir bilesimin uygulanmasi ile ilgili
oldugundan, bulusun yontemi kinik asidin (serbest asit formunda veya bunun bir
tuzu) eklenmesini gercktirmez. Ilaveten referans, telomer uzunlugunun

Olclilmesini agiklamaz ve telomerlerin uzunlugunun arttirilmasini kapsamaz.

U.S. Pat. No. 8,372,449 (Pero, Ronald W., 12 Subat 2013 te yayinlanmustir), kinik

asit ve bir kinik asit tuzundan olusan gruptan segilen saflastirilmis ve izole edilmis
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bir bilesigi iceren farmasotik bir bilesimin topikal olmayan uygulamasinin
metodunu agiklar. Bulus, buna ihtiyact olan bir memelide timor olusumuna
ve/veya biliylimesine yanit1 gelistirmeye yonelik bir yodnteme yoneliktir.
Farmasotik bilesim, TNF-a iiretimini inhibe etmek tlizere veya beyaz kan
hiicrelerinin apoptozunu indiiklemek tizere etkili bir miktarda uygulanir, burada
s6z konusu kinik asit ve soz konusu kinik asit tuzu, yaklasik olarak 500 pg/ml
veya daha az HL-60 hiicrelerinde ICsy kullanarak bir biyoanaliz etkinligine sahip
olan bir amonyum tuzu ve/veya bunun selatim olusturabilir. A¢iklama, C-MED-
100™ biyoaktif ajaninin (Uncaria tomentosa’nin bir su ekstrakti) in vivo olarak
kinik asit lakton olmadigini ancak bunun amonyum tuzu dahil olmak iizere kinik
asit ve bunun tuzlar1 oldugunu gosterir. /n vivo ¢alisma Ornekleri, siganlara gavaj
uygulamasi ile ve farelerde igme suyu aracilifiyla farelerde ve sigcanlarda oral
dozajlama calismalan ile ilgilidir. Farelerin C-MED-100" ile tedavisi, lenfosit
yar1 Omriinlin uzamasi nedeniyle dalak hiicrelerinin artan sayisina neden olmustur.
Siganlarda kinik asit (QA) ve bunu amonyum tuzu (QAA), yaklasik olarak ters
doksorubisin indiiklii lokopenide C-MED-100" kadar etkili olmustur. Referans,
250-700 mg arasindaki C-MED-100"’nin giinlik oral dozlarmmn, anti-
inflamatuvar, DNA onarimi, immiin stimiilasyonu ve anti-timér proseslerinin
gelistirilmesine iliskin insanlarda etkili oldugunu kanitladigin1 ortaya ¢ikarir. Bu
referans, telomerleri uzatma veya diger bir sekilde telomer uzunlugunu manipiile
etme veya muhafaza etme yontemini tasarlamaz. Benzer sekilde referans, kinik
asit, bir kinik asit tuzu veya C-MED-100" uygulanmasindan énce veya sonra

telomer uzunlugunu él¢meyi tasarlamaz.

Daha dnceden C-MED-100" olarak bilinen AC-11* i¢indeki biyoaktif bilesenin
kinik asit lakton oldugu rapor edilir (USPN 6,964,784, 15 Kasim 2005’te
yayinlanmistir). Ayrica in vivo biyoaktif ajan kinik asit olurken (USPN 8,372,449,
12 Subat 2013’te yaymlanmistir) in vifro biyoaktif ajan, kinik asit laktondur
(USPN 8,372,448, 12 Subat 2013 te yaymlanmistir).



10

15

20

25

30

02181-P-0001

Giampapa’ya ait U.S. Pat. No. 8,974,839 (16 Ekim 2014’te yaymlanmistir), bir
DNA onarim kompleksi olarak agiklanan Uncaria tomentosa’nin bir su ekstraktini
igeren bir ¢cok bilesenli takviye bilesimini aciklar. Bulusun takviyesi aym1 zamanda
bir telomer muhafaza kompleksini igerir. Ancak Uncaria tomentosa’nin su
ekstraktr, bir telomer muhafaza kompleksi olarak agiklanmaz. Referans,
telomerleri uzatma veya diger bir sekilde telomer uzunlugunu manipiile etme
yontemini tasarlamaz. Benzer sekilde referans, telomer uzunlugunu Olgmeyi

tasarlamaz.

Giampapa et al.’e ait U.S. Patent Bagvuru No. 2017/0128355 (11 Mayis 2017°de
yayimlanmistir), bir Uncaria tiiriiniin suda ¢dziinen bir ekstraktini iceren birgok
bilesenli bilesimin topikal olarak uygulanmasi yontemini agiklar. Referans,
telomerleri uzatma veya diger bir sekilde telomer uzunlugunu manipiile etme veya
muhafaza etme yontemini tasarlamaz. Benzer sekilde referans, telomer

uzunlugunu 6l¢meyi tasarlamaz.

Yu et al.’a ait U.S. Pat. No. 5,656,665 (12 Agustos 1997°de yaymnlanmistir), bir
deri kirigikligmin gorilebilir bir sekilde azaltilmasina yonelik ve kirisikliga
ve/veya etkilenen yiiz derisine kinik asit veya kinolakton topikal olarak
uygulanarak insan yiiz derisi lizerinde yaslanma etkisinin tersine g¢evrilmesine
yonelik bir yontemi acgiklar. Cok cesitli hazirlaniglar tasarlanir. Calisma 6rnekleri,
deriye topikal uygulama ile 90 insan goniillii 6znede ¢esitli bilesimlerin test
edilmesine yoOneliktir. Bu referans, telomerleri uzatma veya dier bir sekilde
telomer uzunlugunu manipiile etme veya muhafaza etme yontemini tasarlamaz.
Benzer sekilde referans, kinik asit veya kinolakton uygulanmasindan 6nce veya
sonra telomer uzunlugunu 6lgmeyi tasarlamaz. Referans, bir 6zneye veya bir
hiicreye Uncaria tomentosa’nm bir su ekstraktinin uygulanmasim agiklamaz.
Ayrica Uncaria tomentosa’nin bir eksraktindan bahsedilmez. Referans, topikal

uygulama ile sinirhdir ve diger uygulama modlarini tasarlamaz.
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Ehrenkranz’a ait U.S. Patent Bagvurusu Yaym No. 2015/0338387 (26 Kasim
2015’te yayinlanmustir), yaslanma gibi bir biyometrigin izlenmesi ve
ayarlanmasina yonelik bir yontemi a¢iklar. Bulusun yontemi, secilen biyometrigin
durumunu etkilemek iizere se¢ilen bir takviyenin bir 6zneye uygulanmasini igerir.
Takviye, oral uygulamaya yonelik formiile edilebilir. Uzun bir olasiliklar listesi
arasindan takviye, Uncaria tomentosa’nin bir ekstrakti olabilir ve biyometrik
analit, uzun bir olasiliklar listesi arasindan telomer uzunlugu olabilir. Referans,
herhangi bir ¢calisma 6rnegini icermez veya bir memeliye ekstratin uygulanmasi
ile bir hiicrede bir telomerin uzunlugunu arttirmak tizere Uncaria tomentosa’nin
bir ekstraktinin kullanilmasindan spesifik olarak bahsetmez. Ayrica referans,

Uncaria tomentosa’nin bir su ekstraktini spesifik olarak agiklamaz.

McDaniel’e ait U.S. Patent Basvuru No. 2014/0079836 (20 Mart 2014’te
yayinlanmistir), canli hiicrelerde telomerin uzunlugunu ve/veya yapisal
biittinliigiinii etkilemek amaciyla gen muhafaza prosesinin aktivitesinin modiile
edilmesine yonelik bir yontemi agiklar. Kinik asit, 6rnek niteliginde bir yasam
stiresini degistiren bilesik olarak agiklanir. Bulusun yontemi spesifik olarak bir
hiicrenin, dokunun, organin veya organizmanin kinik asit veya bunun bir analogu
veya tiirevi ile temas ettirilmesine yoneliktir. Kinik asit, kahve kirazinda dogal
olarak bulunan olarak agiklanir. Acgiklama, telomerlerin uzatilmasini ayrica
telomer uzunlugu muhafaza genlerinden en az birinin aktivitesini veya seviyesinin
modiile edilmesini veya telomerazin aktivitesi veya seviyesinin modiile edilmesini
tasarlar. Bu referans, herhangi bir amaca yonelik Uncaria tomentosa’nin bir su
ekstraktinin kullanilmasini tasarlamaz. Uncaria tiriinden bahsedilmez. Referans
spesifik olarak canli hiicrelerde telomerin uzunlugunu modiile edici olarak kinik
asiti gostermez. Bir organizmada kinik asite veya telomer uzamasima yonelik
herhangi bir ¢aliyma 6rnegi mevcut degildir. Telomer uzunlugu muhafazasina
yonelik ¢alisma ornekleri saglanir ancak yesil ¢ay ekstrakti, kahve kirazi ekstrakti
ve idebenonun etkilerini inceleyen in vitro deneyler (kiiltiir i¢inde hiicreler)

mevcuttur.
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Bagvuru Sahipleri tarafindan bir O6zneye bir Uncaria bitkisinin bir akoz

ekstraktinin uygulanmasinin telomer uzamasina neden oldugu gosterilmistir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulus, bir hayvan hiicresinde bir telomerin uzunlugunu arttirma yontemi
ile ilgilidir. Bulus, s6z konusu telomerin uzunlugunu arttirmak {izere yeterli olan
bir miktarda ve bir zaman periyodu boyunca bir hayvana bir Uncaria tiiriiniin
akéz eckstraktinin bir hayvana uygulanmasi ve s6z konusu ekstraktin
uygulanmasindan 6nce ve sonra s6z konusu telomerin uzunlugunun 6l¢iilmesi ile
gergeklestirilir. Tercih edilen bir diizenlemede bulusun yontemi, bir memeli
hiicresinde bir telomer uzunlugunun arttirilmasina yoneliktir, s6z konusu yontem,
bir memeliye veya buna ihtiyaci olan bir memeliye s6z konusu telomerin
uzunlugunu arttirmak tizere yeterli olan bir miktarda ve bir zaman periyodu
boyunca bir Uncaria tiiriiniin akdz bir ekstraktinin uygulanmasini ve séz konusu
ekstraktin uygulanmasindan Once ve sonra soz konusu telomerin uzunlugunun

Ol¢ililmesini igerir.

Boylece mevcut bulusun birinci bir amaci, bir hiicrede telomer uzunlugunun
arttirtlmasinin bir yontemini saglamaktir, s6z konusu yontem, s6z konusu 6znenin
bir hiicresinde bir telomerin uzunlugunu arttirmak tizere yeterli olan bir miktarda
ve bir zaman periyodu boyunca bir Uncaria tiiriniin bir akdz ekstraktinin bir

O0zneye uygulanmasini igerir.

Mevcut bulusun diger bir amaci, bir hiicrede telomer uzunlugunun arttiritlmasinin
bir yontemini saglamaktir, s6z konusu yontem, s6z konusu 6znenin bir hiicresinde
bir telomerin uzunlugunu arttirmak iizere yeterli olan bir zaman periyodu boyunca
bir Uncaria tiirliniin bir akoz ekstraktinin yaklasik 200 mg ila yaklagik 700 mg’lik

giinlik dozunun bir 6zneye oral olarak uygulanmasini igerir.
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Mevcut bulusun diger bir amaci, bir hiicrede telomer uzunlugunun arttiritlmasimin
bir yontemini saglamaktir, s6z konusu yontem, sz konusu 6znenin bir hiicresinde
bir telomerin uzunlugunu arttirmak tizere farmasotik olarak etkili bir miktarda ve
yeterli olan bir zaman periyodu boyunca bir Uncaria tiirlintin bir akéz ekstraktinin
bir 6zneye uygulanmasini igerir, burada s6z konusu Uncaria tirl, Uncaria

tomentosa’dir.

Mevcut bulusun diger bir amaci, bir hiicrede telomer uzunlugunun arttirilmasinin
bir yontemini saglamaktir, séz konusu yéntem, séz konusu 6znenin bir hiicresinde
bir telomerin uzunlugunu arttirmak {izere yeterli olan bir zaman periyodu boyunca
bir Uncaria tiriiniin bir akoz ekstraktinin yaklasik 200 mg ila yaklagik 700 mg’lik
giinliik dozunun bir 6zneye oral olarak uygulanmasinit igerir, burada s6z konusu
Uncaria turi, Uncaria tomentosa’dir, burada sd6z konusu 6znenin bir hiicresinde
bir telomerin uzunlugunu arttirmak {izere yeterli olan zaman periyodu en az bir
yildir ve ayrica burada s6z konusu akodz ekstrakt, minimumda %8 karboksi alkil

ester (CAE’ler) (agirlik/agirlik (w/w)) igerir.

Mevcut bulusun diger bir amaci, bir hiicrede telomer uzunlugunun arttirilmasinin
bir yontemini saglamaktir, séz konusu yontem, soz konusu 6znenin bir hiicresinde
bir telomerin uzunlugunu arttirmak iizere yeterli olan bir miktarda ve bir zaman
periyodu boyunca bir Uncaria tiiriiniin bir akdz ekstraktinin bir 6zneye oral olarak
uygulanmasim igerir, burada Uncaria tiriiniin séz konusu akéz ekstrakti, bir
kapsiil, tablet, sivi veya jel olarak saglanir ve burada s6z konusu Uncaria tiiri,
Uncaria tomentosa’dir. Kapsiil, tablet, sivi veya jel, yavas salimimli bir formiil

veya uzatilmig salinimli bir formiil olarak saglanir.

Mevcut bulusun diger bir amaci, bir hiicrede telomer uzunlugunun arttirilmasinin
bir yontemini saglamaktir, s6z konusu yontem, s6z konusu 6znenin bir hiicresinde
bir telomerin uzunlugunu arttirmak iizere yeterli olan bir zaman periyodu boyunca

bir Uncaria tiirlinlin bir akéz ekstraktinin yaklasik 700 mg’lik giinliik dozunun bir
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Ozneye oral olarak uygulanmasini icerir, burada séz konusu Uncaria tiiri,

Uncaria tomentosa’dir ve s0z konusu 6zne bir insandir.

Mevcut bulusun bu ve diger amaglari, agilart ve ozellikleri, burada agiklanan
ornekler ile baglantili olarak okundugunda asagidaki detayli agiklamadan daha iyi

anlagilacaktir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

SEKIL 1 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden once ve
tedaviden sonra, bir insan calisma katilimeisi, 6zne HV’nin telomer uzunlugu.
Tedavi, 700 mg’lik giinliikk dozda bir kapsiil iginde formiile edilen Uncaria
tomentosa’nin bir akdz ekstraktinin oral uygulamasi ile ger¢eklestirilmistir.
Standart egri, farkli yaslarda genel popiilasyona yonelik ortalama telomer

uzunluklari saglar.

SEKIL 2 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden o6nce ve

tedaviden sonra, bir insan ¢alisma katilimecisi, 6zne EL’nin telomer uzunlugu.

SEKIL 3 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden oOnce ve

tedaviden sonra, bir insan ¢alisma katilimcisi, 6zne DB nin telomer uzunlugu.

SEKIL 4 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden Once ve

tedaviden sonra, bir insan ¢alisma katilimcisi, 6zne LC’nin telomer uzunlugu.

SEKIL 5 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden once ve
tedaviden sonra, bir insan ¢alisma katilimcisi, 6zne RC’nin telomer uzunlugu. Bu
0zne, doktorunun talebine gore calismanin ikinci yihi sirasinda 4 ila 5 ay boyunca

AC-11" kullanimin birakmustir.
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SEKIL 6 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden oOnce ve

tedaviden sonra, bir insan ¢alisma katilimcisi, 6zne LM nin telomer uzunlugu.

SEKIL 7 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden once ve

tedaviden sonra, bir insan ¢aligsma katilimcisi, 6zne KC’nin telomer uzunlugu.

SEKIL 8 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden once ve

tedaviden sonra, bir insan ¢alisma katilimcisi, 6zne BD’nin telomer uzunlugu.

SEKIL 9 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden once ve
tedaviden sonra, bir insan ¢alisma katilimcisi, 6zne MM nin telomer uzunlugu. Bu
6zne, doktorunun talebine gore 4 ila 5 ay boyunca AC-11" kullanimini

birakmustir.

SEKIL 10 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden once ve

tedaviden sonra, bir insan ¢alisma katilimeisi, 6zne JM nin telomer uzunlugu.

SEKIL 11 Bir yil ve iki yillik zaman noktalarinda, tedaviden oOnce ve

tedaviden sonra, bir insan ¢alisma katilimeisi, 6zne LCR nin telomer uzunlugu.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Bir hayvana bir bitki ekstraktinin uygulanmasina, bdylece hayvanin bir hiicresine
bitki ekstraktinin dagitilmasina yonelik yontemler teknikte iyi bilinir. Standart
dagitim araglar1 tasarlanir. Buna gore bitki ekstrakti, istenen dozaj rejimini
kolaylastirmak amaciyla bir kapsiil, tablet, sivi, jel, losyon, krem veya merhem
gibi bir dagitim araci i¢inde formiile edilebilir. Bitki ekstrakti, oral olarak, topikal
olarak veya bir transdermal yama araciliiyla uygulanabilir. Dagitim araglar,
ozellikle bir kapsiil, tablet, s1v1 veya jel, yavas salinimli bir formiil veya uzatilmis

salinimli bir formiil olarak saglanabilir.
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Telomer uzunlugunun o6lgiilmesine yonelik yontemler, teknikte iyi bilinir ve
ormegin Cawthon, RM (2002, yukarida yer almaktadir), Harley et al. (1990,
yukarida yer almaktadir), O’Callaghan and Fenech (2011, yukarida yer
almaktadir), USPN 5,489,508 (West et al., 6 Subat 1996°da yayinlanmistir) ve
USPN 5,741,677 (Kozlowski et al., 21 Nisan 1998’de yayinlanmistir) ayrica
burada saglanan ornekler i¢inde agiklanir. Cawthon, RM nin (2002, yukarida yer
almaktadir) nicel polimeraz zincir reaksiyonu, diger bir primere
hibritlestirildiginde degil ancak telomer hekzamer tekrarlarina hibritlestirildiginde
her bir primerin, DNA polimerazinin bunun 3’-ucundan uzanmasina olanak
saglamak {izere tasarlandig1 bir primer ¢iftini kullanan bir floresan bazli analizdir.
Herhangi bir telomer uzunlugunu 6lgme yontemi, mevcut bulusun yonteminde

kullanilabilir.

Asagida belirtilen 6rneklerde kullanilan Uncaria tomentosa’nin akoz ekstrakti, 20
yillik bir aragtirma {izerine 1yi bir sekilde karakterize edilmistir (bakinz 6rnegin
21 Mart 2000°de yayinlanan, Pero, RW’ye, ait US Pat. No. 6,039,949 ve 12 Subat
2013’te yaymnlanan Pero, RW’ye ait US Pat. No. 8,372,449). Akoz ekstrakt, US
Pat. No. 8,372,449 (vukarida yer almaktadir) ve Sheng et al. (2001, yukarida yer
almaktadir) iginde aciklandigi ilizere %8-10 (w/w) araliginda degisen CAE
konsantrasyonu ile minimumda %8 (w/w) karboksi alkil esterleri (CAE’ler) igeren
ticari bir {iriin elde etmek iizere maltodekstrin gibi bir tasiyici eleman {izerinde
spreyle kurutulmustur. Bu iiriin aym zamanda AC-11% olarak bilinir. Burada
aciklanan Ornekler, bu sekilde hazirlanan 350 mg AC-11% iceren kapsiiller

kullanilarak gergeklestirilmistir.

AC-11%,  dikkatli toksikolojik c¢aligmalara (Sheng et al. (2000) J.
Ethnopharmacology 69: 115-126) tabi tutulmustur. 8 g/kg viicut agirhigmin bir
dozuna kadar Uriiniin tek oral dozlarinin bir grubu verilen siganlarda veya arka
arkaya alt1 hafta boyunca 5 mg/kg’lik giinliik dozlarin verildigi insan goniilliilerde
herhangi bir akut toksisite gézlemlenmemistir. 8 hafta boyunca 10/80 mg/kg veya
4 hafta boyunca 160 mg/kg dozlarinda U. Tomentosa ekstraktlari ile giinliik olarak
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tedavi edilen sicanlar, herhangi bir kronik toksisitenin akut isaretlerini
gostermemistir (Sheng et al., 2000, yukarida yer almaktadir). Ayrica U.
tomentosa asmasinin dis kabugu yaban, spesifik olarak Amazon yagmur
ormanlarindan toplanir. Bu, sicak su oOziitleme prosesine yonelik baglangig
materyalidir. Su disinda herhangi bir diger solvent, o6ziitleme prosesinde
kullanilmaz. Ayrica AC-11, 15 yillik ticari kullanim iizerine 6rnek niteliginde bir
mikrobiyolojik profile ve kusursuz bir giivenlik kaydina sahiptir. AC-11in
giivenlik profilini degerlendirmek iizere kullanilan toksikolojik tarama analizleri,
teknikte iyi bilinir (bakinmz 6rnegin, Hasnisa et al. (2017) J. Trop. Agric. and Fd.
Sci. 45(1): 111-119; Zhang et al. (2017) Fundam. Toxicol. Sci. 4(2): 45-56; and
Parasuraman, S. (2011) J. Pharmacol. and Pharmacotherapeutics 2(2): 74-79).

Tercih edilen bir diizenlemede hayvan, bir memelidir. Diger bir diizenlemede
hayvan, bir fare veya sigcan dahil olmak {izere bir kemirgendir. Diger bir

diizenlemede hayvan, bir insan dahil olmak {izere bir primattir.

Baz: diizenlemelerde 6zne, Alzheimer hastalifi, Parkinson hastalid1 veya kanser
gibi bir hastalifa veya bozukluga sahip olan bir insandir. Diger diizenlemelerde

0zne, agik bir sekilde saglig1 iyi olan bir insandur.

Bulusun yonteminin tercih edilen bir diizenlemesinde ekstrakt oral olarak
uygulanir ve doz yaklasik 700 mg/giin’diir. Diger diizenlemelerde doz, yaklasik
200 mg/giin ila yaklasik 700 mg/giin aralifinda degisir. Baz1 diizenlemelerde
giinliik doz yaklasik 350 mg’dir. Diger diizenlemelerde gilinliik doz yaklagik 250
mg’dir. Siganlarda oral dozajlama, LDs, > 8g/kg gdstermistir (Sheng et al. (2001)
J. Ethnopharm. 69: 115-26). Sicanlarda gosterilen yiiksek tolerans seviyesi goz
oniinde bulunduruldugunda 6zneye toksik olabilecek seviyenin altinda kalan bir
doza kadar olan, bir 6zneye uygulanan 10 g/giin’liikk bir doz tasarlanmir. Benzer bir
sekilde 200 mg/giin’liik bir dozun bir 6znenin bir hiicresinde bir telomerin
uzunlugunu arttirmak {izere etkili olmasi tasarlanirken ayn1 zamanda yeterli bir

zaman periyodu boyunca uygulandiginda 200 mg/giin’iin altindaki dozlarin uygun
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bir zaman periyodu boyunca uygulanmasi durumunda 6znenin bir hiicresinde bir
telomerin uzunlugunu arttirmak iizere etkili olmasi tasarlamir. Burada agiklanan

dozlar, %8-10 (w/w) CAE igeren bir ekstrakta refere eder.

Tercih edilen bir diizenlemede bir 6znenin hiicrelerinde telomerlerin uzunlugunu
arttirmak tlizere yeterli olan zaman periyodu en fazla bir yillik bir zaman
periyodudur. Diger diizenlemelerde bir 6znenin hiicrelerinde telomerlerin
uzunlugunu arttirmak {lizere yeterli olan zaman periyodu yaklasik 6 ay ila yaklagik
2 yil araligindadir. Bazi diizenlemelerde Uncaria ekstraktinin  gilinliik
dozajlamasini igeren diizenli dozajlama, 6znenin yasami boyunca devam ettirilir.
Tedavi siiresi genis c¢apta degisebilir ve telomer uzunlugunun artmasina neden
olmaya devam eder. Incelenen bu agiklama ile teknikte uzman bir kisi, telomer

uzatmasina neden olmak iizere farmasotik olarak etkili bir dozaji belirleyebilir.

Tercih edilen bir diizenlemede dozajlama sikligi giinde bir keredir. Diger
diizenlemelerde dozajlama sikligi glinde iki keredir. Diger diizenlemelerde
dozajlama siklig1, en az gilinde bir kere ila en az ayda bir kere araligindadur.
Uncaria ekstrakti, giinde bir kere, gilinde iki kere, iki giinde bir kere, ii¢ giinde bir
kere, haftada bir kere veya ayda bir kere uygulanabilir. Diger diizenlemelerde bir
transdermal yama, iki giinde bir kere veya haftada bir kere uygulanir ve uzatilmis
bir zaman periyodu boyunca 6zneye ekstrakti dagitir. Buna gore dozajlama sikligi
genis capta degisebilir ve telomer uzunlugunda bir artisa neden olmaya devam

eder.

Tercih edilen bir diizenlemede 6znenin telomerleri, ekstraktin uygulanmasindan
once ve bir 6znenin bir hiicresinde bir telomerin uzunlugunu arttirmak iizere
yeterli olan bir zaman periyodundan sonra Olgiiliir. Diger diizenlemelerde
numuneler, Uncaria ekstraktinin uygulanmasindan 6nce ve tedavi periyodu
sirasinda cesitli zaman noktalarinda bir 6zneden alinir. Numuneler muhafaza
edilebilir ve telomer uzunlugu, numunenin elde edilmesinden sonra herhangi bir

zaman degerlendirilebilir. Bazi diizenlemelerde numuneler toplanir, bir zaman
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periyodu boyunca muhafaza edilir ve akabinde biitiin numunelerin 6zneden elde

edilmesinden sonra telomer uzunlugunun 6lgtimiine tabi tutulur.

Tercih edilen bir diizenlemede Uncaria ekstrakti, oral uygulamaya yonelik bir
kapsiil, tablet, sivi, surup veya jel olarak formiile edilir. Diger diizenlemelerde
Uncaria ekstrakti, topikal uygulamaya yonelik bir losyon, krem, merhem veya jel
olarak formiile edilir. Diger bir diizenlemede Uncaria ekstrakti, sistemik

uygulamaya yonelik bir transdermal yama olarak formiile edilir.

Bulusun yonteminin tercih edilen diger bir diizenlemesinde Uncaria tiirii, Uncaria

tomentosa’dir.

ORNEKLER

Asagidaki ornekler, bulusun acilarin1 gdsterir ve teknikte uzman kisiye mevcut
bulusu nasil yapacagi ve kullanacagina yonelik tam bir aciklama saglar ve
buluscularin buluslari olarak kabul ettikleri kapsami sinirlandirmayr amaglamaz
ve asagidaki deneylerin tamamini veya sadece gerceklestirilen deneyleri temsil
etmeyi amaclamaz. Ayrica bu sirlayict  olmayan Ornekler, bulusun

uygulanmasinda faydali olan spesifik metodoloji saglar.

ORNEK 1

AC-11" insan Pilot Calismast: Yaslanan Popiilasyonda Telomer Uzunlugu

iizerinde AC-11% Etkisi

Ortalama kisi telomeri, yetiskinlikte her yil kisalir. Bu durum, sekillerin her biri
tizerinde koyu cizgiyle yansitilir. 11 insan goniillisiinlin bir pilot calismasi, bir
yillik ve iki yillik zaman noktalarinda AC-11% ile tedaviden 6énce ve tedaviden
sonra telomer uzunluklarimi 6lgmiistiir. Tedavi, 700 mg’lik gilinlik dozda bir

kapsiil i¢ginde formiile edilen Uncaria tomentosa’nin bir akdz ekstraktinin oral
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uygulamasi ile gerceklestirilmistir. Ekstrakt, %8-10 CAE (w/w) icermistir. 11
Oznenin hepsinin telomeri, bazi durumlarda dramatik olmak ilizere uzunluk
acisindan artmistir. SEKILLER 1-11, asil telomer uzunlugunu (kilobaz cinsinden)
ve agik gorsel gosterime yonelik her bir 6znenin yiizdeli puanlarini saglar.
Sonuglar sasirtict ve beklenmedik olmustur. Tek istisna, doktorunun talebine gore

®
1

her biri 4 ila 5 ay boyunca AC-11" kullanimin1 durduran iki 6zne (RC ve MM)
olmustur (SEKILLER 5 ve 9). Bunlarinki, kisalan tek telomerler olmustur. Tedavi
edilmemis olarak birakilmalar halinde ¢alisma stireci sirasinda verilen yaslarda
telomer uzunlugunda %?2 ila 5’lik kayba sahip olmalarinin ¢aligmadaki insanlara

yonelik normal oldugunu dikkate alin.

Bir kalip, taban ¢izgisi puanlari ortalamanin oldukca altinda baslayan 5 insandan
4’linde ortaya cikmustir. Her bir skor, yi1l 1 icinde yavasca yukari gitmistir ve
akabinde yi1l 2 i¢inde aniden ylikselmistir. Bu bulgu, daha kotii telomer saghigi
olan insanlarda telomer uzunlugu onarimina gecikmis bir yanit1 yansitabilir. Diger
bir ticari Uriin (bakiniz USPN 7,846,904, 7 Aralik 2010°de yaymlanmistir), DNA
hasarini onarmadan telomerazi ¢ogaltarak telomerleri uzatmay: sunarken bu
yaklasim, DNA hasarini  azaltmaksizin hiicrenin  bélme kapasitesinin
arttirtlmasimin kansere neden olabilecek hiicre mutasyonlarinin ve epigenetik
degisikliklerin birikmesi olasiligini arttirmasinin beklenmesi nedeniyle tartismaya
aciktir. Yeterli onarim olmaksizin hiicreler, saglik, yaslanma ve hastalik {izerinde
olumsuz bir etkiye sahip olabilecek hasarli DNA’nin artrms birikimi ile
tekrarlayacaktir. AC-11%"nin biyolojik etkileri, ayni zamanda dogal DNA onarim
prosesini gelistirirken telomerleri ve hiicresel yasam siiresini uzatmasi agisindan

bu sorunu ele alir.

En yiiksek puanl hasta, ortalama tolemer uzunlugundan y1l 1 icinde yiizde 91’
cikmistir ve akabinde yil 2 i¢inde %92’ye kiictilmiistiir.

Uygunluk saglamak amaciyla AC-1 1®, her bir hastaya aylik olarak dagitilmistir.

Secilen numune, olduk¢a homojen bir numune olmustur: daha yasli, etige uygun
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ve bilinen herhangi bir hastaligi olmayan saghik odakli kisilerdir, bunlar, kendi
telomer testlerine yonelik deme yapmistir. AC-11%, her bir kisiye iicretsiz olarak

saglanmustir.

Tam kan, her bir 6zneden alinmistir, uygun zaman noktalarinda islenmistir ve
SpectraCell ile analiz edilmistir bdylece tarafsiz veri toplama saglanmistir.
Cekirdekli beyaz kan hiicreleri, tam kandan ayrilmistir ve telomer uzunlugunu
Olecmek tlizere kullanilmistir. Genomik DNA, beyaz kan hiicrelerinden izole
edilmistir ve telomer uzunlugu, Cawthon, RM qPCR yoéntemine (2002, yukarida
ver almaktadir) gore degerlendirilmistir. Sonuglar sasirtict ve beklenmedik
olmustur. Istatistik numunenin kiigiik olmasina ragmen yil bir iginde agik ve giiclii
bir trend meydana gelmistir ve yil iki icinde devam etmistir (bakiniz Tablo 1).
Telomer uzunlugundaki degisiklikler normal olarak oldukga yavas bir prosestir ve

normal olarak bir kisaltma prosesidir (bakimz Sekiller 1-11°deki standart egri).

Tablo 1. Oral dozajlamadan dnce ve Uncaria tomentosa’nin bir akdz ekstraktinin
700 mg/giin oral uygulamasindan bir y1l ve iki yil sonra her bir 6zneye yonelik
telomer uzunluklari. Ozneler RC ve MM, doktorunun talebine gore 4 ila 5 ay

boyunca AC-11® kullanimin1 birakmistir. Kisaltmalar: kb = kilobaz.

One Taban cizgisi Yil 1 (kb) Yil 2 (kb) Degisiklik
(kb) (kb)
HV 5.68 6.09 7.24 +1.56
EL 4.57 4.57 5.52 +0.95
DB 7.71 8.16 8.48 +0.77
LC 6.4 7.98 8.06 +1.66
RC 6.02 6.55 6.36 +0.34
LM 5.15 5.37 7.44 +2.29
KC 6.01 7.06 7.63 +1.62
BD 5.67 6.62 7.74 +2.07
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MM 6.89 6.62 7.11 +0.22
M 7.27 7.7 7.67 +0.40
LCR 52 5.45 6.8 +1.60

ORNEK 2

Toksisite Caligmalari

En fazla 8 hafta boyunca 40, 80 veya 160 mg/kg/giin’liilk dozlarda siganlara
uygulanan oral AC-1 1%, gida tikketiminde veya kilo aliminda herhangi bir 6nemli
degisiklige neden olmamistir. 8 g/kg’ye kadar olan tek oral dozlar, 6liimlere veya
akut toksisite isaretlerine neden olmamustir. Bu nedenle siganlarda LDsy > 8g/kg
rapor edilmistir (Sheng et al. (2000) J. Ethnopharm. 69: 115-26). 5 ila 160 mg/kg
oral AC-11% verilen si¢anlar, karaciger, bobrek ve dalak agirhklarinda herhangi
bir 6nemli farklilik gdstermemistir. Bir calisma, 80 mgkg AC-11% arti
doksorubisin uygulanan siganlarin sadece doksorubisin alan hayvanlar ile
karsilastirildiginda énemli derecede artmis bir ortalama kalp agirligi katsayisina
(%4.4) sahip olmustur (%0.386 + 0.034’e kars1 %0.369 + 0.022). Ancak AC-1 1®
art1 doksorubisin ile tedavi edilen hayvanlar tedavi edilmeyen kontroller ile
karsilastirildiginda ortalama kalp agirhiginda énemli herhangi bir fark olmamistir.
En fazla 8 hafta boyunca 5 ila 160 mg/kg/gin AC-11% ile tedavi edilen
sicanlardan  elde edilen dokularin histopatolojik incelemesi, patolojik

degisikliklerde bir artis ortaya ¢ikartmamistir.
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