OZET

KURKUMIN VE PiPERIN DOGAL BILESENLERINI {HTiVA EDEN KATI LiPiT
EMULSIYONLARININ TEDAVi AMACLI UYGULAMALARI

Mevcut bulus kurkumin ve piperin dogal bilesenlerini ihtiva eden kati lipid emiilsiyon
formiilasyonlarma (emiilsomlara) ve s6z konusu emilsomlarm neoplastik

hastaliklarin tedavisinde kullanimma iligkindir.

11
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ISTEMLER

1.

Piperin ve kurkumin igeren farmasotik formiilasyonlara iliskin olup 6zelligi;
- ¢ekirdegi trigliserit tiirevlerinden
- dis katmani fosfolipidlerden

olusan ve hem ¢ekirdeginde hem de dis katmaninda kolesterol veya ester tiirevleri

bulunan emulsom formunda olmasidir.

Istem 1’e goére bir formiilasyon olup o6zelligi trigliserit tiirevlerinin 25 °C
sicaklikta kati veya likit kristal formda olan yaglardan, trikaprin, trilaurin,
trimiyristin, tripalmitin ve tristearin gibi dogal, ¢ift sayili, dalsiz trigliseritlerden,
mono doymamis yag asitlerinden, kismi hidrojene bitkisel yaglardan olusan bir

grubun igerisinden seg¢ilmesidir.

[stem 2’ye gore bir formiilasyon olup ozelligi trigliserit tiirevinin tripalmitin

olmasidur.

[stem 1-3’e gore bir formiilasyon olup &zelligi fosfolipidlerin, soya lesitini,
yumurta lesitini, fosfatidil gliserol, fosfatidil inostol, fosfatidil etanolamin,
fosfatidik asit, sfingomiyelin, di fosfatidilgliserol, fosfatidil serin, fosfatidil kolin,
kardiyolipin gibi dogal fosfolipidlerden veya dimiyristoyl fosfatidilgliserol,
dimiyristoyl fosfatidilkolin, 1,2-dipalmitol-rak-glisero-3- fosfatidilkolin (DPPC)
gibi sentetik fosfolipidlerden veya hidrojene veya kismi hidrojene lesitinler ve

fosfolipidlerden olusan bir grubun igerisinden seg¢ilmesidir.

Istem 4’c gére bir formiilasyon olup 6zelligi fosfolipitin 1,2-dipalmitol-rak-

glisero-3- fosfatidilkolin (DPPC) olmasidur.

Istem 1-5’e gore bir formiilasyon olup &zelligi kolesterol veya ester tiirevlerinin
kolesterol, palmitoyl kolesterol, oleoyl kolesterolden olusan bir grubun igerisinden

secilmesidir.

Istem 6’ya gore bir formiilasyon olup 6zelligi kolesterol veya ester tiirevlerinin,

kolesterol olmasidir.

I[stem 1-7’ye gore bir formiilasyon olup 6zellifi emulsom yapismi olusturan

trigliserit, fosfolipid ve kolesterol tlirevlerinin birbirine agirlik¢a oraninin
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

(trigliserit:fosfolipid:kolesterol) 17:1:1 ile 21:3:1 araliginda, tercihen 18:1.5:1 ile

20:2:1 arahginda olmasidir.

Istem 1-8’e gore bir formiilasyon olup dzelligi;

- gekirdegin trigliserin palmitattan

- dis katmanin 1,2-dipalmitol-rak-glisero-3- fosfatidilkolin (DPPC)

olusmasi ve hem c¢ekirdeginde hem de dis katmaninda kolesterol bulunan
emulsom formunda olmasi ve trigliserin palmitat: DPPC:kolesterol oraninin 17:1:1

ile 21:3:1 araliginda, tercihen 18:1.5:1 ile 20:2:1 araliginda olmasidir.

Istem 1-9’a gore bir formiilasyonun elde edilmesinde kullanilacak bir ydntem olup

ozelligi;

- triglisterit, fosfolipid ve kolesterol tirevlerinin bir organik ¢ozicti, tercihen
klorofom igerisinde ¢oziillmesi

- kurkumin ve piperinin bir organik ¢oziicli, tercihen kloroform igerisinde
¢ozillmesi

- Elde edilen ¢ozeltilerin karistirilmast ve diisiik basing altinda organik

¢Ozliclniin uzaklastirilmasiyla film yapisinin elde edilmesi

- Elde edilen film yapisinin suda ¢oziilmesiyle kurkumin ve piperin igeren

emulsom formiilasyonlarinin elde edilmesi adimlarini igermesidir.
Istem 10’a gore bir yontem olup dzelligi elde edilen kurkumin ve piperin iceren
emulsom formillasyonunun sonikasyon banyosu, filtrasyon (ekstriizyon) veya
homojenizasyon islemine tabi tutulmasidir.

Istem 1-9°a goére piperin ve kurkumin igeren emulsom formiilasyonunun

neoplastik hastaliklarin tedavisi i¢in ila¢ olarak kullanilmasi.
Istem 12’ye gore bir kullanim olup neoplastik hastalik kanserdir.

Istem 13’e gére bir kullanim olup kanser karsinoma, lenfoma, blastoma sarkoma

veya losemi olabilir.

Istem 14°e gore bir kullanim olup kanser meme kanseri, prostat kanseri, kolorektal
kanser, deri kanserti, kii¢iik hiicreli akciger kanseri, kii¢iik hiicreli olmayan akciger

kanseri, mezotelyom, gastrointestinal kanser, pankreas kanseri, gliyoblastom,
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vulva kanseri, rahim agz1 kanseri, endometriyal karsinom, yumurtalik kanseri,
karaciger kanseri, hepatom, mesane kanseri, bobrek kanseri, tikiiriik bezi

karsinomu, tiroid kanseri ve ¢esitli bas ve boyun kanserleri olabilir.
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TARIFNAME

KURKUMIN VE PIPERIN DOGAL BILESENLERINi iHTiVA EDEN KATI
LiPIT EMULSIYONLARININ TEDAVi AMACLI UYGULAMALARI

TEKNIK ALAN

Mevcut bulus kurkumin ve piperin dogal bilesenlerini ihtiva eden kat1 lipid emiilsiyon
formiilasyonlarina (emiilsomlara) ve s6z konusu emilsomlarin neoplastik

hastaliklarin tedavisinde kullanimina iliskindir.

TEKNIGIN BILINEN DURUMU

Kurkumin, zerdecal bitkisinin; piperin ise karabiber bitkisinin anamaddesini
olusturmaktadir. Bu dogal iki aktif bilesigin ¢esitli tedavi edici etkileri eski
medeniyetlerden giiniimiize bilinmektedir. Modern tip uygulamalarinda ise 6zellikle
son yillarda kullanimlar1 arastirilmakta ve belirli hastalik modellerine karsi (gesitli
kanser tiirleri ve Alzheimer gibi) etkili olduklar1 gozlemlenmektedir. Bilhassa
kurkumin (zerdecal), anti-inflamatuvar, anti-kanserojen, anti-bakteriyal, anti-
romatizmal ve rejeneratif Ozellikleri dolayisiyla biiyiik bir kullanim potansiyeli
olusturmaktadrr. Ancak kurkuminin suda yeterince ¢oziinmemesi ve sudaki
kararsizlig1 (hizla alt bilesenlerine ayrilmasi), terapotik uygulamalarda kullanimini
engellemektedir. Viicut emilimi diisiik olan kurkumin, yiiksek dozlarda (6rn. giinde 8-
10 mg) kullanilsa bile kandaki miktar1 terapdtik etki gosterecek konsantrasyon
degerlerinin ¢ok altinda kalmaktadir. Bu durum, saglik sorununun bulundugu dokuya

kurkumininin yeterli miktarda iletilememesi sonucunu dogurmaktadir.

Yapilan calismalarda karabiberin (piper nigrum) igerisinde bulunan piperin etken
maddesinin  zerdecal ile birlikte kullamiminin, zerdecalin ¢oziinlirliigiini ve
biyoyararlanimini arttirmak suretiyle sinerjik bir etki olusturdugu gériilmiistiir. Buna
gbre kurkumin ile piperin maddelerinin birarada kullanimi daha yiiksek

biyoyararlanima sahip formiilasyonlarin elde edilmesini saglamaktadur.

Teknigin bilinen durumu dikkate alindiginda kurkuminden maksimum fayda

saglamak icin bu maddenin 6zellikte bagirsaklarda emilimini arttiran ve/veya direkt
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kana enjeksiyonunu saglayan g¢esitli nanotasiyici sistemlere ihtiyag duyuldugu

gorulmektedir.

Bu oOzelliklere sahip formiilasyonlarin gelistirilmesi amaciyla yapilan cesitli
caligmalarda sinerjik etki goOsteren kurkumin ve piperin molekiillerinin lipozom,
misel, kati lipid nanopartikiiller, polimerler, dendrimerler gibi ¢esitli makromolekiiler
platformlar {izerinde tasinmasma yonelik calismalar gerceklestirilmistir. Ancak, su
ana kadar yapilan bu tip formiilasyonlarda temel olarak diisiik ila¢ yiikleme kapasitesi,
formiilasyonun hazirlanmasina kullanilan organik ¢dziicii ve siirfaktana bagli olarak
istenmeyen toksisite ve yan etkiler goriilmesi, diisiik kararlilik orani, hiicre icine
alimda yetersizlik, hizli ila¢ salmim problemi ve yiiksek ekonomik maliyet gibi
problemler goriilmektedir. Bulus sahipleri teknigin bilinen durumunda var olan bu
problemlerin, ozellikle surfaktan kullanimindan kaynaklanan toksisite probleminin,
istesinden gelmeyi amaglamakta ve var olan bu formillasyonlara alternatif bir

kurkumin-piperin formiilasyonu gelistirmeyi hedeflemektedir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bulug; bir fosfolipid katman ve piperin ve kurkuminin igerisinde dagildigi bir
trigliserit kati ¢ekirdekten olusan emulsomlara ve s0z konusu emulsomlarin

neoplastik hastaliklarm tedavisinde kullanimna iliskindir.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Mevcut bulus, piperin ve kurkumin igeren farmasotik formiilasyonlara iliskin olup
ozelligi;
- ¢ekirdegi trigliserit tiirevlerinden

- dis katman fosfolipidlerden

olusan ve hem g¢ekirdeginde hem de dis katmaninda kolesterol veya ester tiirevleri

bulunan emulsom formunda olmasidir.

Bulug sahipleri yaptiklar1 ¢alismalarda; yukarida verilen 6zelliklere sahip emulsomlar
icerisinde formiile edilen kurkumin ve piperin formiilasyonlarinin (i) yapisinda
organik ¢oziichi ve siirfaktan icermemesi sayesinde toksik etki gdstermemesi; (ii) yap1

igerisine yuksek miktarda kurkumin ve piperin yiiklenmesine olanak saglamasi; (iii)
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kendine 6zgii kat1 fazdaki yapist sayesinde salinim siiresini arttirarak kurkumin ve
piperinin etki siiresini uzatmasi; ve (iv) emulsomlarn dis yilizeyini olusturan
fosfolipidlerin modifiye edilebilir yapilar olmasi sayesinde protein, polimer, ¢esitli
hedefleyici ligandlar v.b. molekiillerin baglanmasiyla hedeflendirilmis veya salinim
veya emilim oOzellikleri degistirilmis kurkumin ve piperin formiilasyonlarinin

hazirlanmasina olanak saglamasi avantajlaria sahip oldugunu bulmuslardir.

Bulusun bir uygulamasinda bulusa uygun kurkumin ve piperin i¢eren emulsom
formiilasyonlarin ¢ekirdegini olusturan triglisterit tiirevleri; 25 °C sicaklikta kat1 veya
likit kristal formda olan yaglardan, trikaprin, trilaurin, trimiyristin, tripalmitin ve
tristearin gibi dogal, c¢ift sayili, dalsiz trigliseritlerden, mono doymamis yag
asitlerinden, kismi hidrojene bitkisel yaglardan olusan bir grubun igerisinden segilir.
Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda kurkumin ve piperin igeren emulsom
formiilasyonlarmm c¢ekirdegini olusturan trigliserit tiirevi madde olarak tripalmitin,

diger adiyla trigliserin palmitat, kullanilir.

Bulusun bir uygulamasinda kurkumin ve piperin igeren emulsom formiilasyonlarin dis
yuzeyini olusturan fosfolipidler, soya lesitini, yumurta lesitini, fosfatidil gliserol,
fosfatidil inostol, fosfatidil etanolamin, fosfatidik asit, sfingomiyelin, di
fosfatidilgliserol, fosfatidil serin, fosfatidil kolin, kardiyolipin gibi dogal
fosfolipidlerden veya dimiyristoyl fosfatidilgliserol, dimiyristoyl fosfatidilkolin, 1,2-
dipalmitol-rak-glisero-3- fosfatidilkolin (DPPC) gibi sentetik fosfolipidlerden veya
hidrojene veya kismi hidrojene lesitinler ve fosfolipidlerden olusan bir grubun
igerisinden segilebilir. Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda fosfolipid olarak 1,2-

dipalmitol-rak-glisero-3- fosfatidilkolin (DPPC) kullanilir.

Bulusun bir uygulamasinda kurkumin ve piperin igeren emulsom formiilasyonlarin
cekirdeginde ve dis katmaninda bulunan kolesterol; kolesterol, palmitoyl kolesterol,

oleoyl kolesterolden olusan bir grubun igerisinden segilir.

Bulusun bir uygulamasinda emulsom yapisini olusturan trigliserit, fosfolipid ve
kolesterol tiirevlerinin birbirine agrlik¢a orani (trigliserit: fosfolipid:kolesterol) 17:1:1

ile 21:3:1 araliginda, tercihen 18:1.5:1 ile 20:2:1 araligindadir.

Buna gore bulusun tercih edilen bir uygulamasinda mevcut bulus kurkumin ve piperin

igeren farmasotik formiilasyonlarina yonelik olup 6zelligi;

- ¢ekirdegin trigliserin palmitattan
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- dis katmanin 1,2-dipalmitol-rak-glisero-3- fosfatidilkolin (DPPC)

olusmasi ve hem c¢ekirdeginde hem de dis katmaninda kolesterol bulunan emulsom

formunda olmasidir.

Bulusun bir uygulamasinda emulsom yapisint olusturan trigliserin palmitat, 1,2-
dipalmitol-rak-glisero-3- fosfatidilkolin (DPPC) ve kolesteroliin birbirine agirlik¢a
orant (trigliserin palmitat:DPPC:kolesterol) 17:1:1 ile 21:3:1 araliginda, tercihen
18:1.5:1 ile 20:2:1 araligindadir.

Buna gore bulusun 6zellikle tercih edilen bir uygulamasinda mevcut bulus kurkumin

ve piperin i¢eren farmasotik formiilasyonlarina yonelik olup 6zelligi;

- gekirdegin trigliserin palmitattan

- dis katmanmn 1,2- dipalmitol-rak-glisero-3- fosfatidilkolin (DPPC)

olusmasi ve hem c¢ekirdeginde hem de dis katmaninda kolesterol bulunan emulsom
formunda olmasi ve trigliserin palmitat:DPPC:kolesterol oraninin 17:1:1 ile 21:3:1

araliginda, tercihen 18:1.5:1 ile 20:2:1 aralifinda olmasidir.

Bulusun bir uygulamasi bulusa uygun kurkumin ve piperin igeren emulsomlarin

hazirlanmasinda kullanilacak bir yonteme iliskin olup s6z konusu yontem;

- triglsterit, fosfolipid ve kolesterol tirevlerinin bir organik ¢oziicti, tercihen
kloroform icerisinde ¢dztilmesi

- kurkumin ve piperinin bir organik ¢odzici, tercihen kloroform igerisinde
cozillmesi

- Elde edilen c¢ozeltilerin karistirilmas1 ve diisiik basing altinda organik
¢ozliciinlin uzaklastirilmasiyla film yapisinin elde edilmesi

- Elde edilen film yapisinin suda ¢oziilmesiyle kurkumin ve piperin igeren

emulsom formiilasyonlarinin elde edilmesi adimlarini igerir.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda elde edilen kurkumin ve piperin igeren
emulsom formillasyonu, formiilasyonu olusturan emulsomlarin partikiil biiytikligii
dagiliminin homojen hale getirilmesi amaciyla sonikasyon banyosu, filtrasyon

(ekstriizyon) veya homojenizasyon islemine tabi tutulur.

Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda s6z konusu yontemde organik ¢oziici,
tercihen kloroform oda sicaklifinda, veya 40-60 °C arasinda bir sicaklikta

uzaklastirilabilir.
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Bulus bir diger ac¢idan, bulusa uygun kurkumin ve piperin igeren emulsom
formiiasyonlarmin neoplastik hastaliklarm tedavisi i¢in ila¢ olarak kullanilmasma
yoneliktir.

Mevcut bulus kapsaminda kullanilan “neoplastik hastaliklar” ifadesi habis (malign)
timdrlere veya kontrolsiiz hiicre bltylimesi ile karakterize olan bir fizyolojik duruma,
ornegin kanser hastaliga isaret eder. Bulus kapsaminda “neoplastik hastalik” ve
“kanser” terimleri birbiri ile degisebilir sekilde kullanilabilir. Kanser ornekleri
karsinoma, lenfoma, blastoma sarkoma ve l6semiyi icermekte olup bunlarla sinirli
degildir.

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

ifade etmektedir.

Lenfoma, burada kullamildigi sekliyle, lenfositlerden gelisen bir kanser tiirlini

anlatmaktadir.

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

gelisen bir kanser tlriinii anlatmaktadir.

Sarkoma, burada kullanildig1 sekliyle, mezenkimal kokenli degismis hiicrelerden

kaynaklanan kanser tiiriinii anlatmaktadir.

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

anormal akyuvar hiicresi olusumuna neden olan kanser tiirlinii ifade etmektedir.

Kanser tiirlerine ait daha dzel drnekler meme kanseri, prostat kanseri, kolorektal
kanser, deri kanseri, kiiclik hiicreli akciger kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri, mezotelyom, gastrointestinal kanser, pankreas kanseri, gliyoblastom, vulva
kanseri, rahim agz1 kanseri, endometriyal karsinom, yumurtalik kanseri, karaciger
kanseri, hepatom, mesane kanseri, bobrek kanseri, tukirik bezi karsinomu, tiroid

kanseri ve ¢esitli bas ve boyun kanserlerini igerir.
Bu tarifname baglaminda icerir ifadesinin kapsar ifadesini belirtmesi amaglanmustir.

Teknik ag¢idan uygun olan yerlerde, bulusun uygulamalar1 birlestirilebilir.
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Uygulamalar burada belirli ozellikler/elemanlar igerecek sekilde agiklanmistir.
Tarifname ayrica esas olarak bahsi gecen 0zellikleri/elemanlari iceren ya da bunlardan

meydana gelen diger uygulamalar1 da kapsamaktadir.

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

edilmistir.

Burada spesifik olarak ve acik¢a anlatilan uygulamalar tek bagma ya da bir veya

birkag¢ diger uygulama ile birlikte bir feragatnameye esas teskil edebilir.

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

aciklanacaktir.

ORNEKLER:
Ornek 1: Piperin ve Kurkumin I¢eren Emulsomlarin Hazirlanmasi

Tablo 1: Emulsom olusturan bilesenler ve miktarlari

Molekiler | nriktar
Agirhg Kitle Kesiri | Mol Kesiri
(mg)
(g/mol)
Tripalmitin 807.34 20 0.87 0.82
DPPC 734.04 2 0.09 0.09
Kolesterol 386.66 1.04 0.04 0.09

Tablo 1°de yer alan miktarlarda tripalmitin, DPPC ve kolesterol kloroform igerisinde
¢oziiliir. Ayr1 bir yerde kurkumin ve piperin de kloroform igerisinde ¢oziiliir. Elde
edilen iki karisim birlestirilir ve diisiik basing altinda 60 °C sicaklikta ¢oziicii olarak

kullanilan kloroform uzaklastirilir.

Elde edilen filmin suda c¢ozulmesiyle piperin ve kurkumin igeren emulsom

formiilasyonlari elde edilir.
Daha sonra istege bagh olarak elde edilen emulsomlarm boyutlarmm homojen hale
getirilmesini  saglamak amaciyla sonikasyon, filtrasyon (ekstriizyon) veya

homojenizasyon uygulanir.
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Ornek 2: HCT116 Hucreleri ile Hiicre Canlilig: Testi

HCT116 hicrelerinin kurkumin ve piperin yiiklii emulsomlar ile muamelesi sonrasi
hiicre canliliklart MTS hiicre canlilig1 teknigi yardimiyla saptanmistir. 96 kuyucuklu
tabaklar kullanilarak yapilan analizde, HCT116 hiicre hatt1 i¢in kuyucuk basina 10 bin
hiicre ekilmistir. Hiicrelerin oturmasi gozlemlendikten sonra 2,8 uM piperin yikla
emulsom ve 25 puM kurkumin yiklli emulsom ile ayr1 ayri ve birlikte muamele
edilmistir. Negatif kontrol olarak muamele gérmemis hiicreler kullanilmustir. 24, 48
ve 72 saatlik muamele siirelerinin ardindan hiicreler MTS (“CellTiter96 AQueousOne
Solution Cell Proliferation Assay“) kolorimetrik hiicre ajani ile muamele edilmistir
(Sekil 1). Karanhkta iki saat inkiibasyonu sonucunda mikrotabak spektrofotometre
kullanilarak hiicrelerin 490 nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu
prosediir 24 saat, 48 saat ve 72 saat zaman dilimlerinde tekrarlanmistir. Alinan
sonuglarin analizleri negatif kontrol hiicrelerinin canhlik oranmin %100 kabul
edilmesiyle hesaplanmistir. Elde edilen hiicre canlilik oranlar1t HCT116 hucreleri igin
Sekil 1°de verilen grafikte goriilmektedir. Buna gore sadece piperin yikli emulsom
ile muamele edilen hiicrelerde hiicre canliigi kontrol grubundan farklilik
gostermezken; kurkumin yukli emulsom ile muamele edilenler hiicrelerde hucre
canlili@i 48. saatte %65, 72. saatte %49 olurken; kurkumin arti piperin yukli
emulsomlar ile muamele edilen hiicreler igin bu degerler %56 ve %46 olarak
belirlenmistir. Kurkumin ve piperin yiklii emulsomlar ile muamele edilen HCT116

hiicreleri ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farkhlik oldugu gortilmektedir.
Sekillerin Agiklamalari:

Sekil 1'de sirasiyla 2.8 pM piperin yiiklii emulsom (PE) ve 25 uM kurkumin ytkli
emulsom (KE) ve kombinasyonlarmin (25 pM KE + 2.8 uM PE) HCT116 hiicre

canlilhigr tizerindeki etkisi gosterilmektedir.



% Hiicre Canhhgi

150 1

100 4

50 4

1/1

Bl 24 saat 0 48 saat MM 72 saat

2.8 yM PE 25 uM KE

Konsantrasyon (uM)

Sekil 1

25 pM KE + 2.8 pM PE



