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Bu tez kapsaminda, kitosan nanopartikiiller sentezlenerek ve bu nanopartikiillere
bevasizumab yiliklenmis ve bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiillerin karakterizasyon
caligmalar1 yapilmistir. Atomik kuvvet mikroskobu ve zeta sizer ile yapilan Slgiimlerde
bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiillerin boyutlar1 80-380 nm olarak &lgiilmiistiir. Ilag
ylikleme verimi 38+22 olarak hesaplanmistir. Hazirlanan bevasizumab nanopartikiillerin in
vitro salim c¢aligmalar1 yapilmistir. Yiiklii nanopartikiillerin 3 haftalik izleminde, ilag saliminin
5. glinden sonra artmaya basladig1 ve izlem yapilan 3 hafta boyunca ilag saliminin devam
ettigi izlenmistir. In vivo ¢aligmalarda, yiiklii nanopartikiiller tavsan gdzlerine subtenon
olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasi takip siiresinde herhangi bir enfeksiyon veya
inflamatuar ~ reaksiyon  gelismemistir.  Imiinohistokimyasal  incelemelerde yiiklii
nanopartikiillerin sklera duvarinda bir miktar ilerledigi gézlemlenmistir. Bevasizumab yiiklii
nanopartikiil enjekte edilen deney hayvanlarindan enjeksiyon sonrasi 1, 3, 5 ve 7. giin alinan
orneklerde vitreus serum ve vitreus bevasizumab diizeyleri Ol¢lilmiis ve serbest bevasizumab
enjekte edilen gozlerden alinan ornekle karsilastirilmistir. Yikli nanopartikiil enjekte edilen
gozlerde vitreus bevasizumab konsantrasyonunun, serbest bevasizumab enjekte edilen gozlere

oranla daha erken yiikseldigi izlenmistir.Yiiklii nanopartikiil enjekte edilen grupta serum
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bevasizumab konsantrasyonunun serbest bevasizumab enjekte edilen gruba oranla daha diisiik

oldugu gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kitosan, bevasizumab, nanopartikiil
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Chitosan nanoparticles were synthesized and bevasizumab was loaded to this chitosan
nanoparticles in the present thesis. Characterization of bevacizumab loaded chitosan
nanoparticles were made and the size of the bevacizumab loaded chitosan nanoparticles were
measured between the range of 80-380 nm in Atomic force microscope and zeta sizer. Drug
loading capacity was measured as 38+22.In in vitro studies it was observed that amount of
drug release was increased after fifth day of injection and continued during 3 weeks. In vivo
studies of these bevacizumab loaded chitosan nanoparticle were studied. Loaded nanoparticles
were injected as subtenon injections to rabbit eyes. No infectious or inflamatory reactions
were developed during follow up period. Immunohistochemical sections showed some degree
transport of bevacizumab loaded chitosan nanoparticles transport through sclera. After
subtenon bevacizumab loaded chitosan nanoparticle injections serum and vitreus samples
were obtained from the rabbits at first, third, fifth and seventh days. The values compared to
those of rabbits that were applied free subtenon bevacizumab injection. Elevation of vitreus
bevacizumab levels were observed earlier in bevacizumab loaded chitosan nanoparticle
injected rabbits compared to free bevacizumab injected rabbits. Serum bevacizumab levels
of bevacizumab loaded chitosan nanoparticle injected rabbits were lower that those of free

bevacizumab injected rabbits.
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1.GIRIS
Goziin arka segmentinde anjiyogenezle iliskili hastaliklar tiim diinyada geri doniisiimsiiz
korliiklerin en dnemli sebepleridir. ileri yas grubunda yasa bagli makiila dejeneresansi
(YMD), orta yas grubunda diabetik retinopati (DRP) ve bebek grubunda prematiire
retinopatisi, retinal ve koroidal neovaskiilarizasyona sebep olarak hastalarda gérmenin
ciddi oranda kaybedilmesine yolagmaktadir. Bu hastaliklarin sebep oldugu agir gérme
kayiplari, hastalarda isgiiclinii kaybetme, giinliik aktivitelerini yerine getirememe ve
yasam kalitesini ciddi oranda diisiirme gibi istenmeyen etkilerinin yanisira, bu hastaliklarin
tedavisinde ve gorme kayiplarina ikincil gelisen patolojilerin tedavilerin yliksek maliyetleri
sebebiyle saglik harcamalarinda ciddi artislara neden olmaktadair.
Anti Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktori (VEGF) tedavilerin gbzdeki patolojik
anjiyojenez tedavilerinde kullanilmasi 2004 yilinda baslamistir. Once yasa bagli YMD
tedavisinde yayginlik kazanan anti-VEGF uygulamalari, elde edilen anatomik ve
fonksiyonel basarilardan sonra DRP, ven dal tikanikligi, tiveit gibi diger hastaliklarda da
gittikge artan siklikla kullanilmaya baglanmistir. Bugiin artik arka segmentteki retina ve
koroid neovaskiilarizasyonla seyreden tiim hastaliklarda anti VEGF tedaviler tiim diinyada
en yaygin kullanilan segeneklerden biridir. On segment neovaskiilarizasyonlarinda da anti
VEGF kullanim1 giderek yayginlasmaktadir.
Bevasizumab, kolon kanseri tedavisi i¢in Federal Drug Administration (FDA) onay1 almis
ancak, goz hastaliklarinin tedavisindeki etkisi de pek ¢ok yayinla kanitlanmis olan ve tiim
diinyada intraokiiler uygulamalar i¢in en yaygin tercih edilen anti VEGF ajandir. Off label
(ruhsath endikasyon dis1) olmasina ragmen, FDA onay1 bulunan muadillerine karsi bu
kadar sik tercih edilmesinin sebebi fiyatinin ucuz olmasidir. Anjiyogenezle seyreden
hastaliklar kronik hastaliklar olduklarindan goézdeki etkileri siirekli devam etmektedir ve bu
uygulamalar hastaligin kesin tedavisini saglamamakta sadece belli siirelerle bulgular
diizeltmektedir. Bu nedenle uzun siireli tedaviler s6zkonusudur bu da tedavi maliyetlerini
ciddi oranda arttirmaktadir.
Anti VEGF tedavilerdeki en 6nemli sorunu, tiim goz ilaglarinin uygulanmasinda oldugu
gibi, hedef dokuda istenen terapétik ilag dozunun saglanmasidir. Goziin statik ve dinamik
bariyerleri, uygulanan ilag molekiillerinin goézig¢i dokulara ulagsmasini engellerler. Bu
nedenle sistemik, topikal gibi geleneksel yollarla goz i¢inde istenen ila¢ konsantrasyolarini
saglamak miimkiin olmadigindan subtenon veya intravitreal uygulamalar tercih

edilmektedir.



Intravitreal uygulamalarda, ila¢ direk vitreus bosluguna uygulanir. Bu uygulama ile istenen
doz kolaylikla saglanabilmekle birlikte, uygulamanin retina dekolmani, katarakt, iiveit,
endoftalmi gibi ciddi yan etkileri olabilmektedir. Ayrica bu hastaliklar kronik hastaliklar
oldugundan, yaklasik bir aylik peryotlarla bu uygulamanin tekrar edilmesi gerekmektedir.
Tedavi maliyetinin ve yan etki gelisme riskinin artmasinin yanisira, bu kadar siklikla
tekrarlanan enjeksiyonlar hastalar igin ciddi bir zorluktur.

Trasskleral uygulamalar daha az riskli olmas1 ve daha kolay uygulanabilmesi sebebiyle,
intravitreal enjeksiyonlara alternatif olabilecek uygulamalardir. Transskleral uygulamalarin
en Onemli dezavantaji intravitreal enjeksiyonlara oranla vitreusta istenen enjeksiyonlarin
saglanamamasidir. Subtenon, subkonjoktival uygulanan ilag molekiillerinin, goéz igi
dokulara ulagmas: statik ve dinamik pek ¢ok faktor tarafindan engellenmektedir.
Nanopartikiiler ila¢ tasima sistemleri, her alanda oldugu gibi oftalmoloji alaninda de ¢ok
yogun olarak calisilmaktadir. G6ze uygulanan ilaglarin ¢oziiniirliigiinii ve bariyerlerden
gecisini arttirmak ve ilag konsantrayonunu daha uzun siire koruyabilmek i¢in pek ¢ok
nanopartikiiler tasiyici konusunda ¢alisiimaktdir.

Bu tez kapsaminda gozde kullanilmak tizere 80-380 nm aralifinda bevasizumab yiiklii
nanopartikiiller sentezlenmistir. Bu nanopartikiillerin 3 hafta boyunca in vitro salimlarini
incelenmis ve 5. glinde artan salimin izlem siiresi boyunca siirdiigiinii gozlenmistir.
Hazirlanan bevasizumab yiikli nanopartikiiller tavsan gozlerine subtenon olarak
uygulanmis ve tavsanlar enjeksiyon sonrasi takip edilmistir. Hi¢bir hayvanin goéziinde 6n
kamarada reaksiyon, tiveit veya enfeksiyon gelisimi izlenmemistir. Alman doku
orneklerinde imiinohistokimyasal degerlendirmeler yapilmis nanopartikiillerin sklera
duvarinda bir miktar ilerledikleri izlenmistir. Enjeksiyondan 1, 3, 5 ve 7 giin sonra
sakrifiye edilen tavsanlarin gozlerinden alinan 6rneklerde, serum ve vitreus bevasizumab
diizeyleri ol¢iilmiis ve bu veriler serbest bevasizumab verilen gruptan elde edilenlerle
karsilastirilmistir. Bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiil enjekte edilen gozlerde vitreus
bevasizumab seviyesinin, serbest bevasizumab verilen gozler oranda daha erken yiikseldigi
izlenmistir. Basta verilen bevasizumab dozlar1 dikkate alindiginda, ayni diizeyde vitreus
ilag dozu elde etmek i¢in gerekli olan bevasizumab miktarinin, nanopartikiile yiiklii olan
grupta daha az oldugu izlenmistir. Serum diizeylerinin yiiklii nanopartikiil enjekte edilen

grupta c¢ok diisiik oldugu izlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Goz cisimlerden yansiyan 15181 elektriksel uyarilara ¢evirerek optik sinir araciligi ile beyne
ileten organdir. Goz anatomik olarak on ve arka segmentlere ayrilmistir. On segment
kornea, 6n kamara, iris, arka kamara, silier cisim ve lensten olusur. Arka segment vitreus,

retina, retina pigment epiteli ve koroidden olusur (sekil 2.1)
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Sekil 2.1. Goziin Tabakalar1 [1]

On segmentteki yapilarin temel gorevi 151k uyarilarimi arka segmente gecirerek makiilada
odaklamaktir. Arka segmentte yer alan yapilarin gorevi ise bu uyarilar elektriksel uyarilara
cevirmek ve beyne iletmektir. Arka segmentteki dokularin harabiyeti siklikla geri
doniistimsiiz korliikle sonuglanir. Tiim diinyada korliiklerin en 6nemli sebebi arka
segmentteki anjiyogenez-iliskili hastaliklardir [2-4]. Anjiyogenez iliskili hastaliklarda en

onemli bulgu koroidal neovaskiilar membran (KNVM) gelisimidir.



2.1.Koroid Neovaskiiler Membran (KNVM)

Gozdeki patolojik anjiyogenez, tiim diinyada ¢ok ciddi gérme kayiplari ile seyretmekte ve
sonugta tedavisi miimkiin olmayan korliige neden olmaktadir. Okiiler anjiyogenezin en
onemli bulgusu KNVM gelisimidir ve tiim yas gruplarimi etkileyerek geri doniisiimsiiz
gormek kaybina sebep olabilen bu patoloji, yasli populasyondaki gérme kaybinin en
onemli sebebidir [5]. KNVM, koryokapillaristen koken alan damarlarin bruch membrani
asarak subretinal alanda yeni bir damar ag1 yapisi olusturmasidir [6]. Yasa bagli makiila
dejenerasyonu, patolojik miyopi, okiiler histoplazmozis, anjiyoid streaks, travma gibi
kirktan fazla okiiler patolojide gérme kaybinin nedeni, KNVM gelisimidir [7].

KNVM subretinal veya subretinapigment epitel alanda gelisir ve beraberinde, bu alanda
stv1 birikimi ve kanama olabilir (sekil 2.2). Bu durum retina yiizeyinde diizensizliklere ve
kabarikliklara yolagar. Sonu¢ olarak hastada metamorfopsi olarak tanimlanan, objelerin
sekillerinde deformasyon sikayetleri gelisir. Tabloya bazen nérosensoryel RD eklenebilir
ve tiim bunlarin sonucunda gelisen fotoreseptor hiicre hasari tedavisi imkansiz gérme

kaybina yol agar [8].
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Sekil 2.2. KNVM’nin G6z Kesitlerinde Goriintiimii [9]

2.1.1 KVNM olusumunda Anjiyogenez

Koroidal neovaskiilarizasyon hayvan modelleri konusunda yapilan yogun caligsmalardan
elde edilen veriler ve cerrahi sirasinda veya mostmortem olarak eksize edilen KNVM’lerin
incelenmeleri sonucunda elde edilen veriler, bu dokularin gelisimi ve etiyolojileri hakkinda
onemli bilgilere ulasilmasii saglamigtir [10-13]. KNVM gelisiminde koryokapillaristen
gelisen damarlar, anjiyojenez yoluyla subretinal alana dogru uzanarak burada patolojik bir
membran olustururlar [6]. Anjiyojenez, varolan kan damarlarindan kéken alan yeni damar
aglarinin gelisimidir. Saglikli bireylerde, yara iyilesmesi, sa¢ uzamasi ve menstural siklus
gibi birkag¢ fizyolojik anjiyogenez disinda anjiyogenezler genelde patolojik olaylara eslik
eder. Fizyolojik anjiyogenez, anjiyogenik ve antianjiyogenik faktorlerin ¢ok kontrollii
ekspresyonu ile dengede tutulan bir mekanizmadir [14]. Hastalik siirecinde farkli
uyaranlarin etkisi ile angiyogenik faktorlerin oranmi artarken, antianjiyojenik faktorlerin
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azalir ve bu dengeli mekanizma bozularak patolojik anjiyogenez siireci bagslar. Solid
timorlerden hematolojik malignitelere, inflamatuar bozukluklardan farkli g6z
hastaliklarinda KNVM gelisimine kadar pek ¢ok farkli patolijinin gelismesinde ve
yayilmasinda patolojik anjiyogenez anahtar rol oynamaktadir [15,16].

Gozdeki fizyolojik angiyogenez, pozitif ve negatif uyaran faktorlerin arasindaki dinamik
denge tarafindan ¢ok siki bir sekilde kontrol edilen, ¢ok basamakli bir siiregtir [16].
Angiyogenezin pozitif uyaran faktorleri, VEGF-A, fibroblast biiyiime faktori (FGF),
anjiyopoetinler, transforming biiylime faktorii alfa, (TGF o) ve transforming biiyiime
faktorii beta (TGF B), hepatosit biiyiime faktorii (HGF), bag dokusu biiyiime faktorii
(CTGF) ve interleukin 8 (IL- 8) olarak sayilabilir [17,18]. Bunlar arasinda VEGF-A
anjiyogenezin en énemli pozitif uyaranidir [10,16].

Anjiyogenezin negatif diizenleyicileri incelendiginde, thromboplastin, anjiyostatin,
endostatin ve pigment epitelyum kokenli faktér (PEDF) gibi molekiiller tanimlanir. Bu
grubun i¢inde de anjiyogenez gelisimini en etkili sekilde onleyen PEDF diir [18].

KNVM gelisiminde yeni damar gelisimini uyaran veya Onleyen bu faktorlerin
konsantrasyonu degisir ve bu hassas denge bozulara patolojik anjiyogenez siireci baslar.
Ozetle, KNVM gelisiminde pek ¢ok farkli molekiil etkili olmakla birlikte bunlarin
bazilarinin siiregte anahtar rol oynar. Bilinen en giiclii anjiyogenik uyaranlardan biri olan
VEGF, KNVM gelisiminin en giiglii ve en énemli molekiiliidiir [10,16,19].

2.1.1.1. Anjiyogenezin Gelisim Mekanizmasi

Anjiogenez ¢ok asamali ve kompleks bir siirectir. Ilk asama varolan damarlarn
vasodilatasyonu ve gecirgenliklerinin artmasidir. Bu asamada basta VEGF-A olmak iizere
anjiyojenik uyaranlar vaskiiler endotel hiicreleri uyararak kapiller duvarinda yeralan
endotel hiicrelerinin aralarinda bosluklar olusmasina neden olur. Endotel hiicreler bir
tomurcuk olusturur, bu tomurcuk yiizeyinde eksprese ettigi matriks metalloproteinazlar ve
integrinler sayesinde ekstraseliiler matriksi pargalar ve ilerler. Prolifere olan endotel
hiicreleri daha sonra tiip yapisini alir (sekil 2.3). Bu olusan yeni damar agi farklilasan
periendotelyal hiicreler ve olusan gegici matriks tarafindan desteklenir. Liimen olusumu ve

komsu aglarin anastomozu ile kapiller yumak olusur [20].
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Sekil 2.3:Anjiyogenezin Sematik Gosterimi [20]

2.1.1.2. KNVM Gelisiminde VEGF-A’nin Rolii

Korneal, iris, retinal ve koroidal neovaskiilarizasyon hayvan modelleri konusunda yapilan
yogun caligmalar, neovaskiilarizasyon ve vaskiiler permeabilite artis1 gézlenen pek ¢ok g6z
hastaliginda, VEGF’lin anahtar rol oynadigin1 géstermistir [17,21]. Yine cerrahi olarak
eksize edilen KNMV’larin histopatolojik incelemeleri ve KNVM’11 gozlerde yapilan otopsi
calismalar;, VEGF’iin KNVM gelisimindeki roliinii desteklemistir [11-13]. Insanlardan
alinan KNMV’larda ve laser uygulamalari ile olusturulan YMD hayvan modellerinde
VEGF ekpresyonunun artmis oldugu gosterilmistir [10]. Tim bu caligmalar, koroidal
neovaskiilarizasyonda VEGF seviyesinin arttifini, deneysel olarak VEGF seviyesinin
arttirilmasmin KNVM gelisimine neden oldugunu ve VEGF’tin etkisinin baskilanmasinin
KNVM gelisimini engelledigini gostermistir [22]. Intravitreal anti-VEGF monoklonal
antikorlart maymunlarda lazer uygulamasiyla KNVM olusturulmasini engellemistir [10].
Tim bu g¢alismalar, insanlardaki KNVM o6rneklerinde ve hayvan modellerinde, KNVM

gelisiminde VEGF’iin ¢ok 6nemli rolii oldugunu gostermektedir.



2.1.2. Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii (VEGF), sentezlendigi organin gelisim evresine ve
fizyolojik fonksiyonlarina gére 6nemli pek ¢cok biyolojik aktiviteye sahip, multifonksiyonel
bir molekiildiir [23,24]. ilk olarak karsinoma hiicre serilerinden salgilandig1 kesfedilmis ve
timorlerde asit sivisini arttirdigi i¢in vaskiiler gecirgenlik faktorii (VPF) olarak
adlandirilmistir [25]. Kisa siire sonra endotel hiicrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu
uyararak endotel yasam siiresini uyardigi gosterilmis ve VEGF’iin c¢ok giiclii bir

anjiyojenik molekiil oldugu kanitlanmistir [26].

2.1.2.1. VEGF Olusumu ve Alt Tipleri

VEGF ailesi, Platelet kokenli biiyiime faktorii (PDGF), siipergen ailesinin bir iiyesidir ve
alt1 biiylime hormonundan olusmaktadir: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C VEGF-D ve viral
VEGF analogu olan VEGF-E ve Plasental Growth Faktor (PLGF).2 VEGF hipoksik ve
inflamatuar uyaranlarin etkisiyle, makrofajlardan, T hiicrelerinden, retina pigment
epitelyum hiicrelerinden (RPE), astrositler, perisitler ve diiz kas hiicrelerinden salgilanir.
VEGF-A grubun en iyi bilinen ve oOzellikleri en iyi karakterize edilmis elemanidir ve
kanserden goz hastaliklarina, inflamasyondan koagulasyon bozuluklarina kadar pek ¢ok
hastaligin patogenezinde temel rolii oynamaktadir [23,27, 28]. VEGF-B, non-anjiyojenik
tiimor gelisimde etkilidir. VEGF-C ve VEGF-D’nin kanser gelisimindeki lenfanjiyogenez
ve anjiyogenezdeki rolii konusunda ¢ok yogun g¢aligsmalar yapilmaktadir. PLGF, vaskiiler
gecirgenligi arttirir, proliferasyon, kemotaksis ve anjiyogenezde rol alarak, pek cok
patolojik durumda VEGF-A, ile sinerjistik etki gosterir [23,24,29]. VEGF-A, 46 kDa
agirhiginda homodimerik bir glikoproteindir. Literatiirdeki VEGF-A’nin angiyogenezin
temel mediyatérii oldugunu kanitlayan ¢ok sayida ¢alisma vardir [24,29,30]. Insan VEGF-
A geni, sekiz ekzon ve yedi introndan olusmaktadir. EKzonlarin alternatif kodlanmasi, alti
farkli transkript olusmasina ve alt1 farkli izoform tiretilmesine sebep olmaktadir:VEGF121,
VEGF145, VEGF165, VEGF165b, VEGF183, VEGF189, VEGF206. Bu izoformlar,
molekiiler agirliklari, asiditeleri ve heparine baglanip baglanmamalar1 gibi 6zellikleri ile
birbirlerinden ayrilirlar. Bu izoformlarin daha biiyiik yapili olanlari matris-bagli durumda
bulunurken kisa olanlar1 serbest diflizyon yapabilir. VEGF165 ve VEGF121 kovalent bagh
homodimerik proteinler olarak salgilanirlar. VEGF165, biyolojik olarak aktif olan ve
ortamda en fazla bulunan isoformdur. VEGF165 hem matris bagli formda bulunur hem de
serbest difiize olabilir. VEGF121 asidik ozelliktedir ve heparine baglanmaz. Endotel
hiicrelerinde biyolojik aktiviteye sahip olmakla birlikte, aktivitest VEGF165’den daha



diisiiktir.  Heparin-baglayict  iinitesi olmadigindan en kolay difiize olabilen
izoformdur.VEGF189 ve VEGF206 gibi daha biiyiik izoformlar, bazik &zelliktedir,
heparine baglanirlar. Bu izoformlar hiicre membranindan gegerek, sitoplazmaya

ulasamadigindan, ekstraseliiler matrikste birikirler [24,29,31].

2.1.2.2. VEGF Reseptorleri

VEGTF, tirosin kinaz ailesine ait hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak etki gosterir.
Vaskiiler ve lenf damar1 endotel hiicrelerinin yanisira, monositler, makrofajlar, hemopoetik
kok hiicreler, epitelyum hiicreleri, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri gibi non endotelyal
hiicrelerin yiizeylerinde de VEGF reseptorleri ve koreseptdrleri bulunur. Ug tip VEGF
reseptori vardir. VEGFR-1(flt-1), VEGFR-2 (KDR/flk-1), ve VEGFR-3 (flt-4).VEGF-A
icin iki yiiksek afiniteli tirosin kinaz reseptorii vardir: VEGFR-1(flt-1), VEGFR-2
(KDR/flk-1) [30,32,33,].

2.1.3. KNVM Tedavisinde Anti-VEGF Ajanlar

Kirktan fazla okiiler hastaligin sonucunda gelisebilmesi ve agir gérme kayiplarina yol
acmas1 nedeniyle, KNVM hem yaygin olarak tani konan, hem de yasam kalitesini ciddi
oranda diisliren 6nemli bir patolojidir. Bu nedenle KNVM tedavisi i¢in giiniimiize dek pek
cok farkli tedavi yontemi denenmistir. Lazer tedavisi, cerrahi yaklasimlar ve fotodinamik
tedavi secenekleri KNVM yaygin olarak kullanilmakla beraber, tatmin edici sonuglara
ulagsmak miimkiin olmamistir [11-13, 34,35].

KNVM’mn patogenezine ait verilerin elde edilmesi ile birlikte, angiyogenezin molekiiler
mekanizmasint hedefleyen tedaviler giindeme gelmistir [36]. 2004 yilindaki Okiiler
Neovaskiilarizasyonda Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori (VEGF)  baskilama
caligmasi, sonuglartyla bu alanda bir ¢igir agmistir [37]. Bu ¢alismada YMD bagli KNVM
tedavisinde, VEGF’ii hedefleyen tedavilerin, anatomik ve fonksiyonel iyilesmeye sebep
oldugu sonucunu vermistir. Daha sonra intravitreal anti-VEGF uygulamalar1 konusunda
yapilan pek cok prospektif ve retrospektif calisma, tedavi edilen hastalarda, gérme
seviyesinde artma, florosein anjiyografide sizintida azalma, optik koherent tomografi
(OCT)'de santral retina kalinliginda azalma ve 6dem miktarinda %90'lara varan azalma

gostermistir [38-40].
2.1.3.1.Goz Hastaliklarimin Tedavisinde Kullamlan Anti-VEGF Ajanlar

Giliniimiizde Amerika Birlesik Devletlerinde, gozi¢i kullanim i¢in ii¢ anti-VEGF ajan1 FDA
(Federal Drug Administration) onayir almistir: Pegaptanib sodyum (Macugen; Eyetech



Pharmaceuticals, Inc, New York NY), Ranibizumab (Lucentis, Genentech Inc, South San
Francisco, CA), Aflibercept (VEGF-Trab (Eylea) , Regeneron, Tarrytown, New York,
USA). Diger bir ilag bevasizumab, (Avastin; Genentech Inc, South San Francisco, CA)
metastatik kolorektal kanser, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, ve metastatik meme
kanseri i¢cin FDA onay1 olan ama tiim diinyada gdz hastaliklar1 uzmanlar tarafindan,

KNVM tedavisinde off-label (ruhsatli, endikasyon disi) olarak kullanilan bir ilagtir [41,42].

2.1.3.1.1. Bevasizumab haricinde kullanilan ilaclar
Pegaptanib VEGF 165 izoformuna yiiksek spesifisiteyle baglanabilen diger izoformlara
baglanamayan bir ajandir. Pegaptanib ve Ranibizumabi, birbirlerinden ayiran en 6nemli

ozellik, baglanma bolgeleri ve buna bagli olarak farkli izoformlara olan afiniteleridir.

Kimerik bir molekiil olan Ranibizumab tim tanimlanmis VEGF isoformlarina
baglanabilen bir antikor fragmanidir. Daha az antijenik olmasi i¢in baglanmayan kismi
insan kokenliyken, anti-VEGF'e baglanan yiiksek afiniteli epitopu fare kokenlidir. VEGF
Trab, rekombinant kimerik VEGF fiizyon proteinidir. Diger anti VEGF ajanlardan farkli
olarak VEGF-A’nin yanisira diger tim VEGF alt gruplarina ve VEGF reseptorlerine
baglanabilen bir ilagtir.

2.1.3.1.2.Bevasizumab
Bevasizumab, tam boyutlu, VEGF-A’'nin tiim izoformlarina etki eden, humanize

monoklonal antikordur ve 149 Kd agirliginda rekombinan bir IgG molekiiliidiir (sekil 2.4).
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Sekil 2.5.

Sekil 2.4.Avastinin {i¢ boyutlu yapis1 [41]

Bevasizumab 6.2 PH degerinde, renksiz, berrak, sterile ¢ozelti formudur. Orginalde

intravendz kullanim i¢in tasarlanmistir ve 100 mg ve 400 mg etken madde igeren 4ml ve
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16ml’lik (25 mg/ml) tek kullanimlik preservansiz bevasizumab formlari mevcuttur [41,42]
Bevasizumab VEGF-A’nin tiim izoformlarinin reseptdr baglayan iinitesine baglanabilir.
Boylece, VEGF-A’nin endotel hiicre yiizeyinde yer alan reseptorii ile etkilesimini bloke
ederek endotel hiicre proliferasyonu ve yeni damar olusumuna sebep olan hiicre i¢i sinyal

iletimini baslatmasini engeller [31].

2.1.3.2.KNVM Tedavisinde anti-VEGF Tedavilerin Etkinligi

KNVM tedavisinde anti-VEGF tedavisini degerlendiren c¢alismalar1 incelendiginde,
antivaskiiler ajanlarin doz, tedavi etkinliginin degerlendirildigi ¢ok sayida evre 1 diizeyde
calisma olmakla birlikte 6zellikle, 6zellikle 3 ¢alismanin diger ¢aligmalarda kaynak olarak
kullanildig1 izlenir. Bu ii¢ ¢alisma sunlardir:

VISION = VEGF Inhibition Study in Ocular Neovascularization [37]
ANCHOR=AnNti-VEGF Antibody for the Treatment of Predominantly Classical CNV in
AMD [43]

MARINA=Minimally Classic/Occult Trial of the Anti-VEGF antibody Ranibizumab in
the treatment of neovascular AMD [44]

Bu calismalarin sonuglar1 kisaca degerlendirildiginde, Vision g¢aligmasinda, intravitreal
pegaptanib sodium uygulamasinin, neovaskiiler YMD hastalarinda, gérme kaybini
yavaglattigi, tedavi alan hastalarin %70’inde 15 harften daha az gorme kaybi gelisirken,
kontrol grubunda bu oranmin %50 oldugu bildirilmistir. Ayrica intravitreal pegaptanib
sodium tedavisi alan hastalarin %6’sinda en az 15 harf gérme artist olurken bu oran kontrol
grubunda %2 olarak bildirilmistir. Fundus Florosein Anjiografi (FFA)’da da, tedavi edilen
grupta hem KNVM’nin total alanda kii¢iilme hem de sizint1 miktarinda azalma izlenmistir
[37]. MARINA ve ANCHOR c¢aligmalarinda ise ranibizumab tedavisinin, tim YMD
subtiplerinde gorme kaybini azalttigi ve gérme seviyesini arttirdigi bildirilmistir [43,44].
ANCHOR c¢alismasinda ranibizumab tedavisi verteporfin fotodinamik (PDT) tedavi ile
karsilastirilmis ve benzer sonuglar bildirilmistir. FFA incelemelerinde de, hem MARINA
ve hem ANCHOR c¢alismasinda toplam ve ortalama KNVM alaninda, KNVM’den sizint1
miktarinda, seroz retina dekolmani1 miktarinda ve subretinal fibrosis gelisimde istatistiksel
olarak anlamli oranda azalma bildirilmistir.

Intravitreal bevasizumab halen tiim diinyada off-label olarak kullanilmaktdir ve etkinligini
ve glivenilirligini degerlendiren evre 1 ¢aligma yoktur. Bununla birlikte bevasizumab 2006
yilinin baglarindan itibaren ¢ogu retina uzmani tarafinda YMD tedavisinde ilk tercih olarak

kullanilmaktadir ve literatiirde bevacizumab tedavisi ile ilgili ¢ok sayida evre 2 ve 3 yayin
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mevcuttur[45]. Bevacizumab neovaskiiler AMD tedavisinde ilk olarak intravenoz
uygulama olarak denenmis (5Smg/kg) ve kisa donemde iyi sonuglar bildirilmistir [46,47].
Fakat sistemik yan etkiler agisindan daha giivenilir olmasi ve tedavi sayisinin daha az
olmasi agisindan intravitreal uygulamalar tercih edilmistir.

intravitreal bevasizumab uygulamasina ait ilk klinik calismada, AMD'ye sekonder rekiiren
KNVM gelismis ve daha once pegaptanib, fotodinamik tedavi ve triamsinolon asetonit
tedavisi almis bir hastada, tek doz 1 mg intravitreal bevasizumab enjeksiyonu sonrasi,
uygulamadan 1 hafta sonra, santral retina kalinliginda azalma ve subretinal sivida emilime
paralel olarak gorme seviyesinde artma izlenmistir [43]. Daha sonra intravitreal
bevasizumab uygulamalar1 konusundaki pek ¢ok prospektif ve retrospektif ¢aligma, tedavi
edilen hastalarda, gérme seviyesinde artma, florosein anjiyografide sizintida azalma,
OCT'de santral retina kalinliginda azalma sonuglarini vermistir [38-40, 48]

[k biiyiik bevasizumab tedavi serilerinden birinin rapor edildigi ¢alismada, subfoveal
KNVM’si olan ve 1.25 mg (0.05 ml) intravitreal bevacizumab tedavisi alan 81 goz
incelenmistir. Bu gozlerin %80°1 daha 6nce pegaptanip, PDT veya her ikisini de almistir.3
ay sonra tedavi alan grupta merkezi retina kalinlig1, ortalam 340 p’dan, 213p’a diismiis ve
hastalarin %38.3’linde snellen eseline gore 2 veya daha fazla sira artis izlenmistir [49].

Bu ¢alismalart degerlendirirken gozoniinde bulundurulmas: gereken 6nemli bir nokta da
burada tedavi edilen gozlerin cogunun daha once tedavi edilmis olmasidir. AMD tanist ile
bevasizuumab tedavisi alan 50 olgunun incelendigi bir ¢alismada, daha 6nce herhangi bir
tedavi almamis olgularin tedaviye cevabinin daha once baska bir tedavi almis olgulara
oranla daha iyi oldugu sonucunu vermistir [50].

Anti VEGF ajanlarin KNVM tedavisinde uygulanmasi ile elde edilen anatomik ve
fonksiyonel basari, patolojik miyopi, anjioid streak, diabetik retinopati, retinal ven kok ve
retinal ven dal tikaniklig1 gibi angiogenezle seyreden pek c¢ok hastalikta da anti VEGF
ajanlarin uygulamasmin kullanimina yolagmistir [51]. Son on yildir giderek artan anti
VEGF uygulamalari sonucunda anti VEGF ajanlar gilinlimiizde, 6n segmentte ve arka
segmentte angiogenezle seyreden 50’den fazla goz hastalifinda etkinligi gosterilmis ve
tiim diinyada g6z hekimlerinin siklikla uyguladigi tedavi segenekleridir [52].

2.1.3.3. Anti Anjiyogenik Ilaclarin Géze uygulanmasinda geneleksel Yontemler

Goze ilag uygulamalarda hedef, goz icinde hedef dokularda, giivenli bir uygulama yontemi
ile istenen tedavi edici ila¢ dozunun saglanmasidir [53]. Halen bu amagla goz ilaglar1 temel

dort farkli yolla uygulanmaktadir [54-56]:
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a-) Topikal (damla, merhem, jel formlar1) uygulama

b-)Peribulber (goz ¢evresine yapilan ) uygulamalar (subtenon, subkonjuktival gibi )
c-) Intravitreal (direk goz igine yapilan) uygulamalar

d-) Sistemik uygulamalar (agizdan ve damar igine uygulama )

Yukarida da ifade edildigi gibi, goze ilag verirken hedef, istenen dokularda istenen ilag
konsantrasyonun saglanmasidir ve bunun hastaya en az zarar veren, yan etkisi en az olan
yontemle yapilabilmesidir. Maalesef bu hedef heniiz tamamen yakalanamamistir. Goz,
sahip oldugu kompleks anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri sebebiyle tiim
yabanci cisimlere ve ilaglara karsi ¢cok direnglidir, bu nedenle halen uygulanmakta olan
ilaglarin okiiler bariyerleri asarak, goz i¢i dokularda istenen terapdtik konsantrasyona

ulagsmasinda ¢ok ciddi zorluklarla karsilasilmaktadir [57,58].

Geleneksel damla formundaki tedavilerle arka segmentte, etkin bir ila¢ dozu elde etmek
miimkiin degildir Damla formunda goze uygulanan ilaglar, géziin i¢ine giremezler, daha
damlatildiklar1 andan itibaren goziin koruma mekanizmalar1 sayesinde hemen goézden
uzaklastirilmaya baslarlar ve ¢ok kisa bir siirede gbzden uzaklagtirilirlar [59]. Goziin
yiizeyel hastaliklarinda kullanilsalar da g6z icindeki hastaliklarda higbir kullanim alanlar1
yoktur. Periokiiler ilag uygulamalarinda, 6zellikle transsklaral ila¢ uygulamalarinda, ilag
goziin i¢cine degil de gbdz cevresindeki dokulara enjekte edilir, boylece gozden ilaci
uzaklastiran mekanizmalardan bazilarinin bypass edilmesi hedeflenir. Fakat burada ilag
g0z icine ulagsmak icin, baz1 gz tabakalarini yine kendisi asmak zorunda oldugundan,
buralarda elimine edilir ve ¢ok az bir kism1 goziin igine ulasabilir (sekil 2.5). Bu nedenle
maalesef istenen tedavi edici dozun elde edilmesi zordur. Ama direk olarak g6z igine igne

yapilmadigi i¢in bu yontem giivenilir ve hasta i¢in daha kabul edilebilir bir yontemdir.

Halen uygulanmakta olmakla birlikte, istenen doz yakalanamadigindan daha az tercih
edilmektedir [60-61]. Fakat paraokiiler uygulamalarin etkinligini arttirmak i¢in diinyada
yogun g¢alismalar yapilmaktadir [62-65].

Ucgiincii yol olan intravitreal yolda ilag direk olarak hastanin goziiniin igine olarak
uygulanir. Halen klinik uygulamalarda en sik uygulanan yontem bu yontemdir. Burada
ilag direk olarak goz igine verildiginden istenen yiiksek ila¢ konsantrasyonlar1 kolaylikla
saglanir fakat uygulamanin seklinden kaynaklanan c¢ok ciddi zorluklar ve yan etkiler
vardir[66-69].
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Oncelikle goz icine igne yapmak hasta icin ¢ok tedirgin edici ve rahatsizlik verici bir
uygulamadir. Bunun yaninda goz i¢ine direk enjeksiyon yapildiginda, enfeksiyon gelisimi,
katarakt, retina dekolmanu, iiveit gibi ¢ok ciddi ve gbz kaybina kadar yolagabilecek agir
komplikasyonlarin gelisme riski mevcuttur. Diger bir 6nemli husus da, burada tedavi

edilmeye ¢alisilan g6z hastaliklar1 genelde kronik hastaliklardir. Bu nedenle uygulanan

Sclera

Sekil 2.5.Transskleral gecisteki tabakalar [70]

tedavi belli periyotlarda birgok kez tekrarlanmak zorundadir. Bdyle riskli uygulama
yollarinin tekrarlanmasi da bir diger onemli zorluktur. Tiim bu yan etkilerinden dolay1
intravitreal ila¢ uygulamalari, riskli yOntemlerdir fakat istenen doz kolaylikla elde

edilebildiginden halen en sik tercih edilen yontemdir.

Sistemi tedavilerin kullaniminda da, gézde istenen tedavi edici dozun saglanmasi i¢in tiim
viicuda ¢ok yiiksek oranda ilag vermek gerekmektedir bu da dogal olarak viicudun diger
doku ve organlarinda istenmeyen yan etkilerin ve toksik reaksiyonlarin gelismesine sebep
olmaktadir [71-72]. Bu nedenle sistemik uygulamalar sadece nadiren kisa siireli

tedavilerde tercih edilmektedir.
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2.2.Periokiiler ila¢c Uygulamalar:

Gozin arka segmentine ilag ulastirmak igin subkonjoktival, sub-tenon, peribulbar,
posterior jukstaskleral ve retrobulbar gibi pek cok farkli periokiiler ilag uygulama
yontemleri kullanilabilir. Periokiiler olarak uygulanan ilag ti¢ farkli yolla vitreusa ulasabilir
(sekil 2.6). Ilk yol n kamaradan vitreusa gegis yoludur. Bu yolla ilag ya sklera veya siliyer
cisimden gecerek direk olarak veya konjoktivadan gdzyasi ve korneaya gecerek indirek
olarak 6n kamaraya ulasir. On kamaradaki ila¢ daha sonra arka kamaraya ve vitreausa
gecer. Ikinci yol ise ilacin konjoktival, episkleral ve koroidal damarlar aracilig: ile sistemik
dolasima katilmasinin ardindan sistemik dolasimda dilue olduktan sonra yine kan akimi
yoluyla géze gegmesidir. Ugiincii yol olan direk yol ise ilacin sklera ve alttaki dokular
gecerek vitreusa ulagmasidir. Literatiirde subkonjoktival enjeksiyondan sonra farkli
yollarin vitreusa gegen ilag miktar lizerindeki katkilarini arastiran pek ¢ok caligsma vardir
[73,75]. Bu c¢alismalar vitreusa ilag gecisinde en etkili yolun direk ge¢is oldugunu
gostermistir. Transskleral ila¢ uygulamalarinda da hedef i¢in ilacin sklera ve alttaki
dokuladan gecerek vitreusta hedeflenen ila¢ konsantrasyonu saglayacak diizeye
ulagsabilmesidir [76]. Dolayisiyla transskleral gecis konusunda yapilan c¢alismalarda

kastedilen yol sklera, koroid, retina ve vitreustan olusan yapilarin olusturdugu direk yoldur.
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Subkonjoktival subtenon peribulber retrobulber posterior
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Okiiler dolasim
intraokiiler
Arka dokular
kamara

! !

Vitreus

Sekil 2.6: Periokiiler alandan vitreus ve posterior okiiler yapilara transskleral yolla ilag
gecis yollar1 [77]

Bunun yaninda, maalesef heniiz klinik olarak intravitreal uygulamalar kadar etkili bir
transskleral ilag formu mevcut degildir [60,61]. Ciinkii transskleral uygulamalarda ilacin
retinaya ulagmasi icin, sklera, bruch membrani-koroid, retina pigment epiteli gibi pek ¢ok
farli dokuyu ge¢mek zorunda kalmaktadir. Tiim bu katmanlardan gecis esnasinda, ilag

stirekli olarak her bir tabakada elimine oldugundan, ila¢ konsantrasyonlar1 skleradan i¢
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katmanlara dogru hizli bir sekilde azalmakta ve retinaya ulasabilen ila¢ konsantrasyonu,
etkinlik igin gerekli dozun ¢ok altinda olmaktadir. Transskleral uygulanan ilaglar
ndroretinaya ulagmasi i¢in, pek ¢ok statik ve dinamik faktorleri agmalidir [76]. Halen
transskleral uygulamalarin klinik etkinligi ve kullamim yayginlig1 intravitreal
uygulamalara oranla ¢ok diigiikk olmakla birlikte, bu uygulamalarin etkinliginin arttirilmasi

konusunda yogun calismalar devam etmektedir.

2.2.1. Transskleral Bariyerler ve Ozellikleri
Bu konudaki literatiir incelendiginde, transskleral ila¢ uygulamalarinda, karsilasilan

bariyerlerin {i¢ baslik altinda toplandig1 goriiliir [77] (sekil 2.7).
2.2.1.1. Statik bariyerler
2.2.1.2. Dinamik bariyerler

2.2.1.3. Metabolik bariyerler

Fotoreseptorler

\
\

Bruch membram

Sekil 2.7.Transskleral gecisteki statik bariyerler
(sklera, koroid, retina pigment epiteli) [78]
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2.2.1.1.Statik Bariyerler
[lag molekiillerinin transskleral olarak, retinaya difiizyonuna karsi bariyer olusturan
dokular; sklera, bruch membrani-koroid (BK) ve retina pigment epiteli (RPE) statik

bariyerleri olustururlar [77].

2.2.1.1.1. Sklera

Gozlin beyaz kismi olarak tamimlanabilen sklera, g6z icindeki hassas tabakalar1 ve
hiicreleri 6rten ve koruyan fibréz bir dokudur. Onde kornea ile arkada optik sinir dura
kiliflar1 ile devamlilik gosterir. Sklera, korneanin devamidir, ikisi de kolajenden olusmus
dokulardir ve bu kolajenlerin diziliminin farkli olmasindan dolayr kornea seffaf bir
dokuyken sklera opaktir. Sklera korneaya oranla daha hidrate durumdadir (%65-70).
Korneanin temel fonksiyonu 15181 en yiiksek oranda gegirebilmek i¢in seffaflik olurken,
skleranin temel fonksiyonu dis etkenlere karsi ve gozdist kaslarin goz kiiresinde

olusturdugu ¢cekme kuvvetine karsi koruyuculuk saglayabilmek i¢in sert ve giiclii olmaktir.

2.2.1.1.1.1. SKkleranin Yapisi

Sklera, glikozaminoglukan (GAG) matrikse gomiilmiis kolajen liflerinden olusmustur ve
yapisinda az miktarda fibroblast ve elastik lifler bulunur. Skleranin temel bileseni
kolajendir, kuru agirliginin %75’ini kolajen olusturur. Skleranin yapisinda bulunan kolajen
temel olarak tip 1 [79]. Bunun yaninda skleranin yapisinda Tip III, V ve tip VIII ve XII
kolajenin de yeraldigi gosterilmistir [80-83]. Lamina kribroza ve koroidin basal
membranlart ise tip IV kolajen igerirler [84]. Kolajen fibrillerin ¢ap1 olduk¢a heterojendir
(25-300 nm) ve ¢aplar1 500-600 nm civarinda olan demetler seklinde organize olmuslardir.
Sklera ylizeyinde ¢aplar1 80-140 nm arasinda degisen retikiiler bir dizilim gosterirken igte
yeralan lifler diizensiz ramboid bir patern gosterirler [85]. Kolajen demetleri 35-75 nm ‘lik
makroperiyositelere ve 11 nm’lik mikroperiyositelere sahiptir. Santral korneadan perifere
dogru gidildikge lif yapis1 santral korneadaki lameller, tek tip diizenli bir dizilim gdsteren
liflerden, sklerada degisik ¢aplarda dallanmuis, igice ge¢mis dizilim gosteren liflerle dogru
degisir. Skleradaki kolajen liflerin oryentasyonunda kendi i¢inde de bolgesel farkliliklar
vardir. Ekvator bolgesindeki liflerin ¢aplart daha heterojendir (25-300 nm) ve bu bolgede
yeralan lifler rastgele oriyente olmus lameller demetler seklinde dizilmislerdir. Skleranin
yapisinda yer alan GAG’larin yapis1 yeraldigi bolgeye gore farklilik gosterir. Peripepiller
sklera dermatan stilfat acisindan zengindir. Ekvator bolgesi yliksek oranda hyaloronik asit
icerirken postekvatoryal bdlgede kontroidin siilfat oran1 fazladir. Ince miyopik skleralarda

GAG konsantrasyonu azalmistir. Sklera boyunca difiizyon perivaskiiler alanlarda, jel-
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benzeri mukopolisakkarid akdz medyada ve sklera matriks yapisinda gergeklesir.

Skleranin kalinligi limbus bolgesinde 0.53 mm, ekvatorda 0.39 mm optik sinir

komsulugunda ise 0.9-1 mm kadardir [86].Skleranin toplam yiizey alani, 16.3 cm® dir,

2.2.1.1.1.2. SKkleral Geg¢irgenlik

Skleranin genis ylizey alani, intraokiiler ila¢ taginmasi i¢in ¢ok Onemli bir avantajdir.
Bunun yaninda hidrasyon derecesinin yiiksek olmasi, hiposeliiler olmasi, az sayida
proteolitik enzim igermesi ve gegirgenliginin zamanla azalma gostermemesi gibi 6zellikleri

de skleraya ila¢ taginmasi konusunda avantaj saglayan diger sebeplerdir.

Skleranin gecirgenligi tlizerine yapilan c¢alismalar, skleranin korneaya yaklasik bir
gegirgenlige sahip oldugunu gostermektedir [87]. Korneal stromada oldugu gibi sklerada
da ila¢ gecisi akoz ortam boyunca pasif difiizyonla olmaktadir. Skleranin yapist %70
oraninda su, proteoglikanlar ve siki demetler halinde kolajen liflerden olugmaktadir.
Difiizyon yolunun, fibriller arasindaki proteoglikanlarin olusturdugu jel-kivaminda akoz
ortam sivisindan olmaktadir. Dekstran, degisen agirliklarda polietilen glikol molekiilleri,
antibiyotikler, oligonukleotidler, retinal antianjiogenik molekiiller, ve lipofilik molekiiller
gibi ¢ok degisik molekiillerin skleral gecirgenligi dl¢iilmiistiir. Skleral gecirgenlige etki
eden pek cok onemli faktdr vardir. Skleral gecirgenligin molekiiler agirliga bagli olarak
degistigi pek ¢ok calisma ile gosterilmistir [87-89]. Fakat molekiiler yarigap, molekiiler
agirhiktan daha belirleyici olmaktadir, globiiler yapida olan proteinler, ayn1 molekiil

agirligina sahip olmalarina ragmen, linear yapida olan dekstranlara gore tavsan sklerasinda

daha yiiksek gecirgenlige sahiptir [88].

Lipid ¢oziniirliiglin artmas:t hem tavsan hem de insan sklerasinda gecirgenligi
azaltmaktadir [90]. Skleranin hidrasyonu, Kriyoterapi uygulamasi, transskleral diod lazer
cerrahi inceltme ve goz ig¢i basincindaki degisiklikler gibi pek c¢ok faktoriin skleral
gecirgenlik tlizerine etkileri arastirilmigtir Skleranin hidrasyonunun ve skleranin cerrahi
olarak inceltilmesinin skleral gecirgenligi arttirdig1 bildirilirken kriyoterapi uygulamasi ve
transskleral diod lazer uygulamalariin skleranin gecirgenliginde herhangi bir degisiklige

yol agmadig1 gosterilmistir [74,86].

2.2.1.1.2. Bruch membran-Koroid (BK) ve RPE

Bruch membran1 ve koroid dokularini birbirinden ayirmak zor oldugundan, iki tabakanin
gecirgenlik ¢aligsmalart birlikte yapilmaktadir [91].
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2.2.1.1.2.1. Bruch membranin Yapisi
Bruch membran 7 p kalinliginda, koryokapillarisi RPE’den ayiran ince bir zardir. Bruch

membrani bes tabakadan olusur:
RPE basal membrani
I¢ gevsek kolajen alan

Esnek liflerin olusturdugu orta tabaka

Dis gevsek kolajen alan

Koryokapillaris endotelinin basal membrani

2.2.1.1.2.2. Koroidin Yapisi

Sklera ve retina arasinda yeralan damar ve pigment acisindan zengin dokudur.

2.2.1.1.2.3. RPE’nin Yapisi

RPE, bruch membani ile retina arasinda bulunan, néroekdodermal kokenli, tek katli,
altigen sekilli, kiiboidal hiicre tabakasidir. RPE hiicreleri algak ve yaklasik 16 um caph
hiicrelerdir. Komsu hiicrelerin dis ylizeyleri ile yakin temastadirlar ve apikal kisma yakin
olan sik1 baglant1 yapilar1 (zonula okludans) ile birbirine tutunmuslardir. Bu sik1 baglanti

yapilari dis retinal kan-okiiler bariyeri olusturur.

2.2.1.1.2.4. Bruch membran-Koroid ve RPE Gegirgenlik Calismalari

Bruch membrani ve koroid dokularini birbirinden ayirmak zor oldugundan, iki tabakanin
gecirgenlik calismalar1 birlikte yapilmaktadir [91]. RPE ise kolayca ayrilabildigi igin bu
tabakanin gecirgenlik caligmalar1 bagimsiz olarak yapilabilmektedir. Bir ¢calismada floresen
isaretli pigment epitel kokenli faktoriin (50 kDa) RPE gecirgenligini 6l¢mek icin kiiltiire
edilmis maymun RPE hiicreleri kullanilmistir. Sik1 kavsaklarin (tight jnx) varligina ragmen
protein kiiltiire edilmis RPE hiicrelerinden gegis gostermistir [92]. Hidrofilik
karboksiflorosein ve FITC-dextranla yapilan BK kompleks ve RPE gecirgenlik
caligmalarinda gecirgenligin molekiil yar1 c¢apindaki artigla orantili olarak azaldig:
gosterilmistir [93]. Kopeklerde yapilan bir g¢alismada BK kompleksinin 150 kDa
biytikligiindeki molekiillere gecirgen oldugu gosterilmistir [94]. Lipofilik 6zelligin
artmas1 BK kompleksinde gecirgenligi azaltirken, RPE’inde arttirmaktadir.

RPE’ine dogru pasif transportla gecen molekiiller disar1 (retina koroid) ve igeri (koroid
RPE) dogru ayni gecirgenligi gosterirken, aktif transportla gecen molekiiller iki yonde
farkli gecirgenlik gosterirler.
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2.2.1.2. Dinamik Bariyerler

Sadece in vivo calismalarda degerlendirilebilen, ex-vivo ¢alismalarda degerlendirilemeyen
konjuktival/episkleral akim, koroidal akim, uveoskleral akim, RPE transport proteinleri,
hidrostatik ve onkotik basing, metabolik bariyerler ve organik iyon pompalari dinamik

bariyerleri olusturur.

2.2.1.2.1. Konjuktival/Episkleral akim

Subkonjoktival akim, periokiiler alana enjekte edilen ilacin uzaklastirilmasinda 6nemli rol
oynar (sekil 2.8). Yapilan galismalarda subkonjoktival alana enjekte edilen maddelerin
servikal lenf nodunda izlendigi bildirilmistir. Tavsanlarda subtenon enjeksiyon Oncesi
koroidal an akimi ve lenfatiklerinin inhibe edilmesi i¢in konjoktival pencere

uygulamasinin, tavsanlarda ilacin vitreusa gegisini arttirdigi gosterilmistir [95].

implant veya depo

Koroidal
temizlenme

(clearance)

Sekil 2.8. Transskleral ila¢ uygulamalarinda konjoktiva/episklera ve koroiddeki
temizlenme (clearance) yollar1 [96]

2.2.1.2.2. Koroidal Akim

Koroiddeki hizli kan akimi sebebiyle koroidal akim transskleral geciste ila¢ molekiillerinin

uzaklastirilmasinda ¢ok etkili olarak disiiniilse de, yapilan g¢alismalar bu beklentiyi
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desteklememistir. Transskleral uygulama 6ncesi koroide kriyo uygulamas: ile koryoretinal
skar olusturularak koroid akimin 6nlenmesi, transskleral gec¢is miktarinda bir artisa sebep
olmamistir. Bu nedenle bu ¢alismalar koroidal akimin transskleral gegis tizerinde belirgin

bir etkisinin olmayabilecegini gostermektedir.

2.2.1.2.3. Uveoskleral Akim

Uveoskleral yol direk ve invaziv olmayan bir yontemle degerlendirilemediginden, bu
yolun ila¢ eliminasyonundaki etkisi ¢ok net olarak agiklanamamistir. Uveoskleral yol
insanlarda tiim akoz drenajina katkis1 %4 ile 60% arasinda degismektedir [96].Uveoskleral
yolun akdz drenajindaki roliiniin degisken olmasi, onun transskleral geciste de

beklenenden daha yiiksek rol oynadiginin gostergesi olabilir.

2.2.1.2.4. Hidrostatik ve Osmotik Basin¢

Koroid zengin vaskiilarizasyona sahip, protein icerigi yiiksek bir yapidir. Tavsanlarlarda
koroid basinct 12-14 mm olarak 6l¢iilmiistiir [97]. Koroid sistemik basinca yakin bir
osmotik basinca sahipken vitreus basinci sistemik basingtan ¢ok diisiiktiir (0’a yakindir).
Koroid ve vitreus arasindaki bu basing farki koroidden vitreusa dogru sivi alisina neden

olur.

2.2.1.2.4. RPE Tasiyic1 Proteinler

RPE iyonlarin ve molekiillerin subretinal alana gegisini diizenlemekle gorevlidir. RPE
tizerinde, iyon tastyicilar, aminoasit tasiyicilar ve ilag pompalar1 gibi pek ¢ok tasiyici
protein eksprese edilir. Tasiyici proteinler ilaglari koroide tagidiklarindan, transskleral
gecisi azaltabilirler. Bu konuda yeterli calisma olmamakla birlikte, transskleral gegiste
RPE’de ila¢ diizeyinin diisiik olmasi, tasiyici proteinlerin bariyer gorevi gordiigi tezini

desteklemektedir.

2.2.1.3. Metabolik Bariyerler

GOz insan viicudunun atmosfere acgik olan parcasidir. Bu nedenle koruma mekanizmasi
olarak goz, okiiler yapilara zararli olabilecek yabanci cisimleri parcalayabilecek koruma
mekanizmalarma sahiptir. Pek ¢ok g6z dokusunda ilag metabolize eden enzimler
bulunmakla birlikte bu mekanizmalarin en yogun oldugu yapilar silier cisim ve RPE’dir.
Bu dokularda yiiksek oranda koruyucu enzim bulunmasinin sebebi bu dokularin sistemik
dolasimla gelen zararli maddelerin parcalanmasinda rol almalaridir. Transskleral geciste de
RPE’deki metabolik enzimler ilaglarin parcalanmasinda ve gecisin azalmasinda rol

oynayabilir.
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2.2.2. Transskleral ila¢ Gegcislerinin Etkinligi

Subtenon enjeksiyonlarin intravitreal uygulamaya oranla iki 6nemli avantaji
1-Uygulama sirasinda gozigine girilmedigi i¢in diigiik komplikasyon riskine sahip olmasi

2- Uygulanin daha az invaziv olmasi nedeniyle hasta uyumunun daha yiiksek olmasi ve

tedavinin tekrar edilebilirliginin fazla olmasi olarak 6zetlenebilir.

Halen, klinik olarak intravitreal uygulamalar kadar etkili bir transskleral ilag formu
mevcut degildir [61,62]. Ciinkii transskleral uygulamalarda ilacin retinaya ulagmasi igin,
yukarida anlatildigt pek c¢ok farkli bariyeri ge¢cmek zorunda kalmaktadir. Tim bu
bariyerlerden gecis esnasinda, ilag siirekli olarak her bir tabakada elimine oldugundan, ilag
konsantrasyonlar1 skleradan i¢ katmanlara dogru hizli bir sekilde azalmakta ve retinaya
ulagabilen ila¢ konsantrasyonu, etkinlik i¢in gerekli dozun ¢ok altinda olmaktadir. Bu
nedenle transskleral ilag uygulamalar1 giivenilir ve etkin bir yontem olmasina ragmen,
giiniimiizde yaygin olarak sadece steroid tedavileri i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir
[98-101], intraokiiler tiimoérlerin  tedavisinde kullanilan kemoterapotik —ajanlarin
uygulanmasinda da etkili oldugunu bildiren ¢aligsmalar vardir [102-104]. Halen subtenon
uygulamalarin klinik etkinligi ve kullanim yayginlig1 intravitreal uygulamalara oranla ¢cok
diisiik olmakla birlikte, ila¢ tasima sistemleri konusunda yapilan pek c¢ok c¢alisma ile
transskleral gecisin etkinligi arttirilmaya calisilmaktadir. Nanopartikiiler ila¢ tasima
sistemlerinin kullanilmasi diger alanlarda oldugu gibi bu alanda da pek cok farklilig1 ve

istlinliigli beraberinde getirmistir [105].

Nanoteknoloji bazli ilag tagima sistemlerin kullanilmasi, ilag molekiillerinin biiyiikliik,
yik, yiizey 6zellikleri gibi parametrelerinin modifiye edilebilmesini saglayarak ve istenen
Ozellikleri tagiyan ilag tasiyict sistemlerin sentezlenmesini imkan vermektedir [106]. Bu
veriler 151g¢inda, nanoteknolojik yontemlerle hazirlanan ve istenen Ozelliklere gore
modifiye edilen ilag tasima sistemlerinin kullanilmasi ile transskleral uygulamalarda,
etkin tedavi dozunun yakalanmasini son zamanlarda iizerinde ¢ok galisilan 6nemli bir

konudur.
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2.2.2.1. Antianjiyojenik Tedavide Karsilasilan Sorunlar

Sekil 2.9.Intravitreal enjeksiyonun sematik ¢izimi[107]

Intravitreal uygulanan anti VEGF tedavilerinin en énemli komplikasyonu, endoftalmi,
retina dekolman, {iveit ve katarakt gelisimidir. Intravitreal anti VEGF uygulamasi sonrasi
retina dekolmani, endoftalmi gibi lokal komplikasyonlarin gelisme riski, herhangi bir
intravitreal uygulama sonrast lokal komplikasyon gelisme riski ile aynidir. Burada
komplikasyon gelisiminde esas etken uygulama yoludur [66-69] (sekil 2.9). Kanser
tedavilerinde intravendz bevasizumab uygulamalarindan sonra, hipertansiyon, artmis
tromboemboli riski, gastrointestinal perforasyon, miyokard enfarktiisii ve Olim gibi
komplikasyonlar gelismistir. Intravitreal uygulamalardan sonra da serum bevasizumab
diizeyleri yiikseleceginden, kanser tedavisinde izlenene benzer yan etkilerin gelisme riski
vardir. Literatiirde intravitreal enjeksiyon sonrasinda gelisen pek c¢ok sistemik bevasizumab
yan etkisi bildirilmistir [107-108].Ozetle intravitreal anti-VEGF tedavilerinde retina
dekolmani, endoftalmi, katarakt ve {iveit gibi ciddi komplikasyonlar gelisme riski olmakla
birlikte bu risk, uygulamanin sekline baghdir. Ayrica bu uygulamanin, tekrarlanmasinin
gerekmesi de hem komplikasyon riskini arttirmakta hem de hasta uyumunu disiirmektedir.
Bu nedenle, intravitreal uygulamanin getirdigi bu yan etkileri azaltmak amaciyla, diger

lokal okiiler ilag uygulama yontemleri giindeme gelmektedir. Bunlar arasinda en yaygin
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olarak kullanilan peribulber uygulamalardir. Peribulber uygulamalarin etkinligini arttirmk
icin pek ¢ok farkli yontem gelistirilmeye caligilmaktadir [65]. Bunlar arasinda {izerinde en

fazla calisilan sistemlerden biri de nanopartikiiler sistemlerin kullanilmasidir.

2.2.3. Gozde Nanopartikiiler ila¢ Tasima Sistemlerinin Kullanilmasi

Nanoteknoloji 0.1-100 nm boyutlarindaki bilim ve teknoloji uygulamalari olarak
tanimlanabilir [109]. Nanotip, hastaliklarin 6nlenmesi, tanisi, tedavisi ve insan sagliginin
korunmasi i¢in molekiiler diizeydeki bilginin ve molekiiler diizeydeki cihazlarin
kullanilmasi olarak tanimlanabilir [110]. Nanoteknoloji uygulamalar1 elektronik, fizik
kimya, bilgisayar bilimleri gibi pek ¢ok bilim dalinda oldugu gibi tip ve eczacilik alaninda
da pek ¢ok 0zgiin uygulamanin gelismesine ve ¢oziimii miimkiin olmayan konulara yeni
¢oziimler iretilmesine sebep olmuslardir. Tip ve eczacilik alaninda nanoteknoloji
uygulamalarinin en siklikla tercih edildigi konulardan biri nanoteknoloji bazli ilag tagima

sistemlerinin gelistirilmesidir [111].

2.2.3.1. Nanoteknoloji Bazh ila¢ Tasima Sistemleri
flag tasima sistemlerinin gelistirilmesinde hedef, tasinan ilacin etkin ve giivenilir bir
sekilde hedeflenen dokuya ulastirilmasidir. Basarili bir ilag tagima sisteminin hedefi su ii¢

konuda etkin ¢6ziimler liretmektir:

e Etken maddeyi kontrollii bir sekilde salarak terapotik konsantrasyonu uzun siire
korumak

e Organa veya dokuya 6zel hatta hastaliga 6zel hedeflendirimis tedavi modaliteleri
gelistirmek

e Ulasilmas1 gii¢ olan organ ve dokulara ila¢ tasinmasimi saglamak i¢in yeni ve

kullanilabilir uygulama yollar1 gelistirmek.

Bu hedeflerin saglayabilecek 6zellikte ilag tasima sistemlerinin gelistirilebilmesi i¢in ¢ok
farkli teknolojiler kullnilmaktadir [112]. Nanoteknoloji bazli ilag tagima sistemlerin
kullanilmas1 da o6zellikle son iki dekadda istenilen Ozelliklerde ilag tasima sistemlerinin

gelistirilmesinde yaygin olarak tercih edilen yontemlerden biridir [109-111].

Nanopartikiiller boyutlari, 1 ile 1000 nm arasinda degisen polimerik parcaciklardir. Bu

parcaciklar nanokabuklar ve nanokiireler olmak iizere iki grupta toplanabilir.

Nanokabuklar merkezde bir bosluk ve g¢evrede onu saran polimerik bir membrandan
olusan kiigiik kapsiillerdir. Nanokiireler ise yogun solid polimerik agdan olusan kiiciik

monolitik kiirelerdir. Ilag nanokiireler matriksine yiiklenebilecegi gibi yiizeyine de
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baglanabilir. Nanopartikiiller son iki dekatta kornea epiteli gibi dokularda ilag
biyoyararlanimini arttirmak ve hedefleme yapmak icin {izerinde en fazla calisilan nano

sistemlerdir.

Goz kendine has anatomik, biyokimyasal, fizyolojik 0zellikleri nedeniyle yabanci
molekiillere ve ilag uygulamalarina kars1 ¢ok korunaklidir. I¢ ve dis retinal bariyerler
sebebiyle retina ve vitreus sistemik dolasimdan ayrilmislardir. Goze uygulanan
molekiillerde temel hedefler hem bariyerlerin etkin bigimde asilirken, ilaglarin goz

dokularinda ¢ozliniirliigiiniin arttirilmasidir [113,110 ].

Nanopartikiiler ila¢ tasima sistemlerinin oftalmik ilaglarda kullanilmasinin en 6nemli

avantajlart soyle 6zetlenebilir [114].

1-laglarin kontrollii bir sekilde uygulanmasinin saglanmasi
2-Ilag pargalanmasinin en az diizeye indirilmesi
3-Istenmeyen zararl yan etkilerin &nlenmesi

4-Ilag biyoyararlaniminin arttirilmasi

5-Hedeflenen alanda ilag birikiminin arttirilmasi

6-Ilag gecirgenliginin arttirilmasi

Nanopartikiillerin glokom [115,116] okiiler enfeksiyonlar [117,118], okiiler inflamasyonlar
[119]ve okiiler imiin aracili hastaliklar [120] gibi pek ¢ok farkli g6z hastaliginda topikal
veya lokal enjekte edilebilir sistemler olarak kullanilmalar1 konusunda g¢ok yogun
aragtirmalar yapilmaktadir. ilag uygulamalarinda basariy: etkileyen faktorler ilag yiikleme
kapasitesi, ilag salim hizit ve kullanilan polimerin biyouyumlulugudur. Goéze ilag
tasinmasinda kullanilan nanopartikiiler ila¢ sistemlerinin basarisinda en Onemli
faktorlerden biri polimer se¢imidir. Giiniimiizde polimetilmetakrilat, polialkilsiyanoakrilat,
polikaprolaktone, alblimin, jelatin, polilaktik asit, kitosan ve Eudgarid gibi pek ¢ok sentetik

ve dogal biyouyumlu polimer goze ilag taginmasinda kullanilmaktadir.

Kitosan sahip oldugu biopargalanabilirlik, biyouyumluluk ve stabilite gibi o6zellikleri
sebebiyle g6z ilag tasinmasinda yaygin olarak tercih edilen bir materyaldir [121-123] .
2.2.3.1.1.Kitosamin Kaynag, Yapis1 ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Kitosan, degisik derecelerde deasitile ve depolimerize edimis deasetile kitinlere verilen
genel addir [124]. Kitin kabuklu deniz hayvanlarinin dis kabuklarinda, boceklerin iist

derilerinde ve pek ¢ok mantarin hiicre duvarinda bulunan dogal bir biyopolimerdir [125].
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Kitosan glukozamin ve asetilglukozamin {nitelerinin her ikisine de sahip bir
heteropalimerdir [121,122].Kitosan, polikatyonik, biyouyumlu ve biyobozunur olmasinin
yanisira, mukoadhesive ve gecirgenlik arttirict Ozelliklere sahip olmasi dolayisiyla
mukozal yolla ilag uygulamalarinda en sik tercih edilen polimerlerden biridir [126-129]
.Yiiksek molekiil agirhigina (yaklasik 1400 Kd) sahip kitosan diiksek molekiil agirligina
(500-800 Kd) sahip kitosanlara oranla daha iyi mukoadhesiv ozellik gosterir. Bununla
birlikte, gorece olarak diisik molekiill agirlikli kitosanlarin glutamat tuzlar1 da 1iyi
mukoadhesiv 6zellige sahiptir (25 — 50 kDa) [130]. Kitosan hem psdédoplastik hem de
elastik reolojik o6zelliklere sahiptir [131]. Kitosan biyouyumlu yapisi sebebiyle alerjik
reaksiyonlara sebep olmaz. Insan viicudunda, tamamen emilebilen zararsiz amino gruplara
parcalanir. Iyonize radyasyon, buhar, sicak uygulamasi ve kimyasal ydntemler gibi pek cok
farkli yontemle sterilize edilebilir olmasi kitosanin klinik uygulamalar1 agisindan énemli

bir avantaj saglamaktadir [132].

Kitosan Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) Genel olarak Giivenli Kabul edilen
(GRAS) maddeler siifinda kabul edilmektedir. Japonya, italya ve Finlandiya’da da gida
katki maddesi olarak kabul edilmektedir [121,133, 134].

2.2.3.1.2 Kitosan Bazh Tasima istemlerinin Goze ilac Tasinmasinda Kullanilmasi

Kitosan sahip oldugu farkli ve ozgiin biyolojik ozellikler, sebebiyle tiim diinyada
farmasotik formulasyonlarin hazirlanmasinda siklikla tercih edilen bir polimerdir [135-
137]. Kitosan gegirgenlik arttirict Ozellige sahip ve disiik toksisite riski tasiyan
mukoadhesif ve biyobozunur bir polimerdir. Tim bu segkin biyofarmasotik ozellikleri
kitosanin sadece parenteral ilag tasinmasinda i¢in degil okiiler ilag tasinmasi da dahil
olmak {izere transmukozal yolla ilag taginmasinda da tasiyict molekiil olarak siklikla tercih

edilmesine sebep olmaktadir [138-140].

Kitosanin goze ila¢ tasinmasinda yaygin olarak kullanilmasina sebep olan ozellikleri
incelendiginde, kitosanin mukoadhesif karakteri ilk gdze ¢arpan ozelliktir. ilk olarak ex
vivo calismalarla gosterilen bu 6zellik ilacin yiizeylere daha iyi yapismasini saglamakta ve
uygulama bolgesinde kalig siiresini uzatmaktadir[121,141]. Diger bir 6nemli 6zellikte
kitosanin epitel hiicreleri arasindaki siki kavsaklari acabilmesinden veya paraselliiler
yollardan absorbe olabilmesinden kaynaklanan gegirgenlik arttirict 6zelligidir. Bu 6zellik

kitosan yiiklii etken maddenin hedef dokulara ulastirilmasinda rol oynamaktadir [142,143].

27



Kitosanin psodoplastisitesi ve elastisitesi de hem uygulama alaninda kalis siiresini uzatarak
hem de epitel yiizeylerini harabiyetten koruyarak, uygulanan ilacin etkinliginin
arttirtlmasinda 6nemli rol oynar [144]. G6z dokularinin kitosana karsi yiiksek toleransi pek
¢ok calisma ile kanitlanmis olan bir diger 6nemli 6zelliktir [145,121]. Kesin mekanizmasi
heniiz agiklanamamis olmakla birlikte kitosanin antibakterial etkisi oldugu gosterilmistir
ve bu ozellik te kitosanin goze ilag tasinmasinda etkin olmasina katkida bulunan bir baska
onemli ozelliktir [146,121].

Giliniimiizde kitosanin farkli formiilasyonlarinin géze ila¢g tasinmasinda kullanimi
konusunda ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Goze ilag tasinmasinda en sik tercih edilen

kitosan formiilasyonlar1 soliisyonlar [147], jeller [148], lipozomlar [149], emiilsiyonlar

[150], nanoemiilsiyonlar[151], mikro ve nanopartikiiller[152,153] olarak 6zetlenebilir.

2.2.3.1.2.1 Kitosan Nanopartikiillerin Géze ila¢ Tasinmasinda Kullanilmasi

Kitosan nanopartikiiller, ila¢ tagima sistemi olarak giderek artan siklikla tercih edilmeye
baslanan formiilasyonlardir. Kitosan nanopartikiillerin diger alanlarda oldugu gibi goze
ilag uygulamalarinda da yaygin olarak kullanilmalarina sebep baz1 ozellikleri sdyle
Ozetlenebilir:
e Hazirlanmalar i¢in ¢ok ileri teknoloji gerektirmemeleri
e Homojen partikiil popiilasyonu elde edilebilmesi ve partikiillerin biiytikliigiiniin ve
yiizey yiiklerinin kolayca modifiye edilebilmesi
e Peptitler, proteinler ve niikleik asitler gibi c¢ok farkli etken maddelerle
etkilesebilmesi
e Poloksamerler, glukomannan, siklodekstrinler, hiyaloronik asit, aljinat gibi diger
molekiillerle nanomatriks yapisinda kolayca birleserek hibrit nanopartikiiller

olusturabilmeleri.

Kitosanin farmasotik formu, goze ilag tasinmasindaki etkinligini belirlemede onemlidir.

Yapilan caligmalar kitosan ¢ozeltisinin ve kitosan nanopartikiillerin géze uygulandiginda,
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mukoza ile etkilesiminin farkli oldugunu gostermistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, nanopartikiil formunun ¢6zelti formuna oranla uygulama sonrasi
kornea ve konjoktiva gibi gbz dokularinda daha uzun siire kaldigini gostermistir. Bunun
yaninda nanopartikiiler formdaki kitosanin géze uygulama sonrasi, okiiler epiteli gegisinde
paraseliiler ve transseliiler yollar1 kullandigini da gostermistir.

Konu ile ilgili genig literatiir bilgisi incelendiginde, kitosan nanopartikiillerin goze ilag
tasinmasinda etkin ve giivenilir tagima sistemi olduklar1 ve bu nedenle antibiyotiklerden
NSAT’lara, siklosporinden 5 FU’e kadar pek cok farkli ilacin goz dokularina taginmasinda
yaygin olarak tercih edildigi goriilmektedir [153-156] .
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Yapilan ¢alismada Oncelikle kitosan nanopartikiiller hazirlanip bevasizumab yiikklenmis ve
hazirlanan bu nanopartikiillerin karakterizasyonu yapilmistir. Daha sonrasinda ise in vitro
salim profili olusturulan partikiiller, in vivo ’da tavsan gozlerine uygulanarak salim
profilleri gézlemlenmistir. Bu asamada, tavsanlara goz muayenesi yapilarak tedavi siireci

takip edilmistir.

3.1. Nanopartikiillerin Gelistirilmesi, Karakterizasyonu ve In vitro ¢cahsmalar

Etken madde yiklii kitosan nanopartikiillerin 6n segment hastaliklarinda kullanim
konusunda literatiirde pek ¢ok c¢alisma vardir [110,121,135]. Bu c¢alismalarda Kitosan
nanopartikiillerin 6n segment hastaliklarinda etkinligi ve giivenilirligi kanitlanmis
oldugundan sunulan ¢alismada, subtenon uygulama amagh hazirlacak bevasizumab ytiiklii

nanopartikiillerin hazirlanmasinda tasiyict madde olarak kitosan tercih edilmistir.

3.1.1. Kitosan Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Kitosan nanopartikiillerin hazirlanmas1  genis literatiire sahip bir¢ok yontemle
yapilabilmektedir. Bu ¢aligmada iyonik jelasyon yontemi tercih edilmistir (sekil 3.1).
Kitosan polimeri ve sodyum tripolifosfat (TPP) tuzunun 3 e 1 oraninda karistirilmasiyla
elde edilen nanopartikiiller icin, asetik asit icerisinde %0,5’lik kitosan ¢dozeltisi
hazirlanmistir. Benzer sekilde %0,5’lik sulu TPP ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra, kitosan
¢ozeltisinin pH’s1 4,5 e ayarlanmistir. pH ayarlamalar i¢in ¢ozeltiye 0,1 M NaOH ve HCI
eklemeleri yapilmistir. Daha sonra manyetik karistirict tizerinde 2 ml TPP damla damla 6
ml kitosan ¢ozeltisine eklenmistir. 1 saat siireyle karistiricida homojenize olmasi beklenen

partikiiller daha sonra 12000 rpm’de 3 kere sentiriijlenerek yikanmustir.
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Kitosan Nanopartikiiller

Sekil 3.1.Kitosan nanopartikiil tiretim diizenegi

3.1.2. Bevasizumabin Kitosan Nanopartikiillere Yiiklenmesi

Kitosan nanopartikiillerin hazirlanmasi kisminda anlatildigi gibi hazirlanan partikiillerin
yikama basamagina gelindikten sonra 12000 rpm’de 15 dk kadar santrifiij edilerek MES(2-
(N-morpholino) ethanesulfonic acid) tampon ¢6zeltisiyle yikanmistir. 3.ytkamanin sonunda
slipernatant atilarak {izerine kitosanin miktarina es miktarda EDAC igeren 5ml soliisyon
eklenmis Ve rotatorda yarim saat dondiiriilmistiir. Sonra tekrar santrifiijlenerek siipernatant
atilmis ve 2 kez daha MES ile yikama yapilip EDAC uzaklagtirilmistir. Son olarak da ilag
(bevacizumab-0,5 ml) pellet iizerine eklenmis ve vortekslenip rotatora konulmistur.
Hazirlanan partikiil ve ilag etkilesmesi icin 24 saat boyunca rotatorda donmeye
birakilmustir. Tlag yiiklenen partikiiller 24 saat sonunda santrifiijlenerek 3 kez distile suyla
yikanmistir. Yikamalardan alinan 6rnekler Zeta- Sizer’in (Nano-ZS Malvern, USA) 280 A
IgG 6l¢tim yazilimi ile incelenerek, yiikklenmeyen ilag miktarlari bulunmustur. Toplam
sisteme eklenen ilag miktarindan yliklenmeyen kisim ¢ikarilarak, yiiklenen ilag miktart
hesaplanmistir. Toplam sisteme eklenen ilag ile yiiklenen ila¢ oranlanarak, ylikleme verimi

teorik olarak hesaplanmistir.
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3.1.3. Ila¢ Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiillerin morfolojik degerlendirilmeleri
zeta sizer ve Atomik Kuvvet Mikroskobuyla (AKM, Nano Magnetics Instruments, Turkey)
degerlendirilmistir. Zeta sizer ile yapilan ¢alismalarda hazirlanan kitosan nanopartikiiller
ve/veya bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiiller deiyonize su ile yaklasik 2 ml’lik
¢ozeltiler halinde seyreltilmis ve zeta sizer cihazinin PS kiivetine yerlestirilerek 6l¢iimler
gerceklestirilmistir. Kitosan nanopartikiillerin AKM incelemelerinde de yaklasik 10 ml
hacmindeki kitosan nanopartikiil igeren 6rnekler alinmis ve mika ornek plakasi tizerine

damlatilarak AFM goriintiileri alinmistir.

3.1.4. Salim Profillerinin Olusturulmasi

Hazirlanan ilag yiiklii kitosan nanopartikiiller 2,5 ml pH 7,4 PBS ¢o6zeltisinde dagitilarak in
vitro salim deneyleri baslatilmistir. 15 ml’lik falkon tiiplere alinan 2.5 ml ¢6zelti oda
sicakliginda rotatora yerlestirilerek 100 rpm hizinda donmeye birakilmistir. Daha sonra
ornek alabilmek i¢in tlipler 12000 rpm’de sentrifiijlenerek ila¢ yiiklii partikiillerin dibe
¢okmesi saglanmus, iist kisimda serbest ilag molekiilleri kalmistir. Ust kisimdan 100 ml
ornek alinarak yerine 100 pl PBS eklenmistir. Ayni islem bos nanopartikiillerle ayni sirada
tekrarlanmis, ¢oktiiriilen nanopartikiillerin iist kisimlarindan 6rnek alinarak 100 pl PBS ile
tazelenmistir. Alinan 6rneklerden, salinan ilag miktar1 serbestilag kullanilarak hazirlanan

kalibrasyon grafigi yardimiyla belirlenmistir.
3.1.5.Yiikleme Veriminin Hesaplanmasi

Yiikleme veriminin hesaplanmas: i¢in ilk olarak yiikleme icin segilen 12.5 mg
bevasizumab nanodropta Olciilmiistir. Yikleme islemleri 3.2.1°de anlatildigi gibi
yapilmustir. Yikama asamasinda yliklenmeyen ilag miktarinin belirlenmesi i¢in her yikama
asamasinda stipernatanttan 100 pl ’lik 6rnekler alinarak nanodropta dl¢iilmiistiir. 1., 2. ve
3. yikamada atilan toplam ila¢ miktarin1 hesaplamak icin, toplam hacim ve elde edilen
konsantrasyon miktarlar1 ¢arpildi ve elde edilen miktar baslangi¢ dozu olan 12.5 mg’dan

cikarilarak ylikleme verimi hesaplanmistir.

3.2. Hazirlanan Nanopartikiillerle yapilan In Vivo Calismalar

Sunulan ¢aligma kapsaminda yapilan tiim in vivo ¢alismalar igin Saglik Bakanligi Refik
Saydam Hifzissthha Merkezi Bagkanligi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 05/11/2010
tarih ve 46 karar sayil1 Etik Kurul onay1 alinmistir. Sunulan ¢alismada 36 tane 2-3 aylik, 2-

3 kg agirliginda Yeni Zelanda tipi tavsan kullanilmistir. Tavsanlar ii¢ gruba ayrilmistir. Bu
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gruplar, ila¢ igermeyen nanopartikiillerin enjekte edildigi kontrol grubu (n=12), serbest
bevasizumabin enjekte edildigi ilag grubu (n=12) ve bevasizumab yiiklii nanopartikiillerin
enjekte edildigi ilagli nanopartikiil grubu (n=12) olarak ayrilmistir. Enjeksiyonun yapildigi
giinden 1, 3, 5 ve 7 giin sonra sakrifiye edilen tavsanlarin vitreus sivisindan ve kanlarindan
ornekler alinarak test edilmis ve bir salim profili ¢ikarilmistir Ayrica sklera dokusu
tizerinde yapilan immunohistokimyasal c¢alismalarla salim profilinin ilag¢ iizerinden

gozlemlenmesi hedeflenmistir.

3.2.1. Subtenon Enjeksiyon

Subtenon enjeksiyonlar aseptik sartlarda ve genel anestezi altinda yapilmistir. Genel
anestezi intramuskiiler olarak uygulanan 20 mg/kg ketamine and 2 mg/kg xylazine ile
saglanmistir. Tim enjeksiyonlar aseptik kosullarda hazirlanmistir. Enjeksiyon Oncesi
tavsanlarin goziine %4 oksibuprokain ile topikal anestezi uygulanmis ve gozler birer damla
tropicamide ile dilate edilmistir. Enjeksiyondan 6nce ve hemen sonra topikal antibiyotik
(exocin) uygulanmustir. Enjeksiyondan 6nce tiim gozlere 2 dakika boyunca %5’1lik povidon
iodi uygulanmistir. Enjeksiyon Oncesi basal 6n segment incelemeleri ve enjeksiyondan
sonra takip siiresince yapilan kontrol muayeneleri taginabilir el biyomikroskobu (Optotek
Hawk Eye Dijital biomikroskop) ile yapilmistir. Enjeksiyonlar tavsanlarin sag goziine
uygulanmis ve enjeksiyon esnasinda kapaklar1 agik tutmak icin bleferosto kullanilmistir
(Sekil 3.2, 3.3.A,B). Subtenon enjeksiyon esnasinda, topikal anestezi uygulanmis gozde,
iist rektus lizerindeki konjoktiva penset yardimiyla kaldirilmistir (Sekil 3.4.A), 30 gauche
igne ile bu alanda konjoktivadan girilmis ve enjekte edilecek materyal {ist temporal
kadranda limbustan 5-6 mm uzakliktaki subtenon alana enjekte edilmistir (Sekil 3.4.B).
Her ii¢ gruba da 0,5 ml enjeksiyon uygulanmstir. Tlag grubu icin igerisinde 12,5 mg ilag
iceren enjeksiyon, ilaglt partikiil grubunda ise 12,5 mg ila¢’in %38 verimle yliklenmis
oldugu 30 mg kitosan nanopartikiil ve kontrol grubunda ise 30 mg kitosan nanopartikiil
verilmistir. Enjeksiyondan sonra igne geri ¢ekilerek konjoktivadaki agikliktan herhangi bir

ilag s1zintis1 olmadigi izlenmistir.
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Sekil 3.2:subtenon enjeksiyon uygulamasinin sematik gosterilmesi [157]

Sekil 3.3. A-B. Tavsan gozlerinin enjeksiyona hazirlanmasi
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d

ubtenon enjeksiyon uygulamasi

Sekil 3.4.A-B. S

3.2.2. Enjeksiyon Sonrasi Takip Muayeneleri

Enjeksiyondan sonra takip siiresince her giin hayvanlarin detayli 6n segment muayeneleri
tasinabilir el mikroskobu ile yapilmis ve goriintiiler kaydedilmistir. On segment
muayenesinin amaci, konjoktival hiperemi, kemozis, subkonjoktival kanama ve oOn

kamaradaki inflamatuar reksiyonun varligini, sikligini ve siddetini belirlemektir.

3.2.3. Orneklerin Toplanmasi

Deney hayvanlart 1, 3, 5 ve 7. gilinlerde ketamin (35mg/kg)/ksilazin (5mg/kg) verilerek
anestezi altinda intra kardiyak kan alinarak sakrifiye edilmislerdir. Go6z alinmasi
isleminde, konjoktiva 360 derece diseke edildikten sonra rektus kaslari kas forsepsi
yardimiyla ekarte edildikten sonra skleraya yapistiklart yerden kesilmistir. Orbita
serbestlestirildikten sonra nazik¢e one ¢ekilerek kiint uglu gbz alma makasi ile temporal
taraftan globun arkasina ucu kapali olarak girilmistir. Optik sinir kapali makas ucu ile

hissedildikten sonra makasin ucu agilarak optik sinir ¢ok kisa giidiik kalmayacak sekilde
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kesilmistir. GOz kiiresi ¢evre bag dokudan serbestlestirilerek c¢ikarilarak gozkiiresinin
alinmasi tamamlanmistir. G6z kiiresinin alinmasindan sonra hemen sivi azot igerisine
alinan gozler ve serumu ayristirilmis kanlar daha sonra — 80 dereceye kaldirilarak eliza ve

immiinohistokimya c¢aligmalari i¢in saklanmigslardr.

3.2.4. immunohistokimya

Vitreus ¢ikarma islemi esnasinda ¢oziilmeye birakilan goz kiireleri, doku bloklarmin
tizerine yerlestirilerek doku sabitleyici ortam igerisinde dondurulmustur. 30 pum ‘lik kesitler
alman doku Onceden sogutulmus aseton igerisinde fikse edilmistir. Alinan kesitler
kurutulduktan sonra, 1 saat siireyle 1:100 oraninda seyreltilmis yine Matriks biotek
laboratuarlarindan almman VEGF’e baglanmasi igin gelistirilmis rekombinant insan IgG1
antikoruna spesifik FITC isaretli antikorla boyanmistir. 1 saat sonunda 3 kere PBS ile

yikanan dokular fliloresan mikroskop altinda incelenmistir.

3.2.5. ELISA Ol¢iimleri

ELISA ¢aligmasi i¢in Shikari Q-Beva kiti kullanilmistir. Serum 6rnekleri 6n hazirhiga tabi
tutulmadan 1:100 oraninda seyreltilerek ¢alisilmistir. Vitreus 6rnekleri iginse, dncesinde -
80 derece donmus goz ornekleri ¢oziilmeden kesilerek, donmus vitreus ¢ikartilmis,
sonrasinda ise ¢oziilerek 1 saat siireyle 6000 rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda
istte kalan berrak kisim bagka bir tiibe alinarak tekrar sentrifiijlenmis, boylece ¢esitli doku
parcalart ve vitreus igerisinde kiricilik saglayan diger elementlerden uzaklastiriimistir.

Stiperantan alinarak 1:100 oraninda seyretilerek ELISA ¢alismasi yapilmaistir.
3.2.6. Vitreusta Bulunan Bevasizumab Miktarinin Hesaplanmasi

Bu hesaplamanin amaci 6l¢iim yapilan anlarda, vitreusta bulunan bevasizumab miktarinin
baslangictaki bevasizumab miktarina oranin1 belirleyemektir. Bu amacla her bir 6l¢ctim
aninda vitreusta bulunan bevasizumab miktari, eliza Olglimlerinden elde edilen
konsantrasyonun, ortalama tavsan vitreus hacmi olan 1.5 ile carpimu ile elde edilmistir. Bu
deger daha sonra baslangicta uygulanan bevasizumab mikarina boliinmiistiir. Serbest
bevasizumab uygulanan gozlerde elde edilen deger 12.5 mg’a boliinmiistiir. Bevasizumab
yiiklii kitosan nanopartikiil enjekte edilen olgularda ise baslangicta alinan bevasizumab
diizeyleri 12.5 mg olmakla birlikte, ilag yiikleme verimi %38 oraninda oldugundan,
nanopartikiillere yiiklenebilen miktar hesaplandiginda;

Nanopartikiile yiiklii bevasizumab miktar1 =Baslangictaki ila¢ miktarixilac yiikleme verimi
4.75= 12.5%3.8 olarak hesaplanacagindan bu olgularda baslangi¢ bevasizumab dozu 4.75

mg alinmig ve vitreusta Olciilen bevasizumab miktar1 bu degere boliinmiistiir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu c¢alismada kitosan nanopartikiiller hazirlanmis ve bu kitosan nanopartikiilere
bevasizumab yiiklenmistir. Bu nanopartikiiller karakterize edilmis ve nanopartikiillerin in
vitro ilag salim galismalar1 yapilmistir. In vivo uygulamalarda, ti¢ grup tavsana subtenon
bolgeye bos nanopartikiil, serbest bevasizumab ve bevasizumab yiiklii nanopartikiil
uygulanmistir. Enjeksiyondan sonra gozler takip edilmis ve toksisite ve inflamatuar cevap
gelisip gelismedigi izlenmistir. Enjeksiyondan sonra 1, 3, 5 ve 7. giinlerde hayvanlarin feda
edilmesinden sonra g6z kiireleri alinmis, vitreusta ve serumda eliza yontemi ile
bevasizumab diizeyleri tayin edilmis ve imiinohistokimyasal incelemeler yapilmistir.
Sonucta serbest bevasizumab enjekte edilen olgularla, bevasizumab yiiklii nanopartikiil
enjekte edilen olgulardan elde edilen serum ve vitreus bevasizumab konsantrasyonu
karsilastirilarak, nanopartikiile yiiklii ilacin transskleral gecis ve kontrollii salim {izerindeki
etkileri arastirilmistir. G6z dokularindan alinan 6rneklerde imiinohistokimyasal incelemeler

yapilmustir.

4.1.1. Tlac Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin Sentezi Ve Karakterizasyonu

Bu calisma kapsaminda edilen kitosan nanopartikiillerin boyutlar1 zeta-sizer ile yapilan
Ol¢timlerde 120-380 nm araligindadir (Sekil 4.1). Buna karsin AFM ile alinan goriintiilerde
boyutlar 80-150 nm araliginda goériilmektedir (Sekil 4.2.A, B). Partikiillerde ¢iplak gozle

ve ve ya sonrasinda yapilan Zeta sizer ve AFM Ol¢iimlerde agregasyon goriilmemistir.

Hacimce Boy Dagilimi

20 -

01 1 10 100 1000 10000

Boyut (nm)

Sekil 4.1: Hazirlanan kitosan partikiillerin Zeta Sizer’da hacimce boy dagilimi grafigi.
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Sekil 4.2. Hazirlanan kitosan partikiillerin A: AFM goriintlisii, B: AFM goriintiisiinden
olusturulmus 3 boyutlu yapisi

Iaglarmn, biyolojik bariyerleri gecisteki etkinligini arttirmak ve kontrollii salim saglayarak
hedef konsantrasyonu daha uzun siire koruyabilmek amaciyla nanopartikiiler tasima
sistemlerin kullanilmas1 giderek yayginlasan bir uygulama olmakla birlikte literatiirde
bevasizumab yiiklii nanopartikiillerin ¢alisildig sinirli sayida calisma vardir.

Leung karaciger tiimorlerinde manyetik resonans  goriintilenmesinde ~ VEGF

ekspresyonunun hedeflemek i¢in anti-VEGF PLA-PEG-PLL-DTPA-Gd anti-VEGF PLA-
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PEG-PLL-FITC ve nanopartikiiller sentezlemistir. Bu nanopartikiillerin boyutlarini
sirastyla 85.8 = 7.2 nm ve 85.2 + 5.8 nm olarak bildirmistir. Arastirmaci, her iki
nanopartikiilin de DTPA-Gd’ye oranla karaciger, kalp ve kas tiimorlerinin
goriintiilenmesinde tiimorden alinan sinyal yogunlugunu arttirdigini bildirmistir [158].
Yapilan literatlir taramalarinda bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiillerin goze ilag
taginmast ile ilgili hicbir calisma bulunmazken, bevasizumabin baska tasiyicilara
yiiklenmesi ile olusturulmus nanopartikiillerin arka segmente ilag taginmasi ile ilgili ¢ok
smirli sayida literatiir bulunmustur. Bu ¢alismalardan biri Pan ve ark [ PAN 2011].
tarafindan gergeklestirilmis ve bu calismada PEG ile modifiye edilmis bevasizumab ve
bevasizumab yiikli PLGA nanopartikiilleri olmak iizere bevasizumabin iki farkli
formulasyonunu iiretilmis ve bevasizumab yiikli PLGA nanopartikiillerin biiytikliiglini
ortalama 819 nm olarak bildirilmistir. Bu iki formulasyonun intravitreal enjeksiyon sonrasi
sican goziinde deneysel KNVM modelinde etkilerini inceleyen arastirmacilar, PEG-
bevasizumab ve bevasizumab-PLGA konjugasyonunun basarili kombinasyonlar oldugunu
ve bu sekilde hazirlanan bevasizumabin anjiyojenik etkinligini korudugu sonucunu
bildirmiglerdir.

Abrishami ve ark [159] intravitreal bevasizumab uygulamasindan sonra ilacin vitreusta
kalig siliresini uzatmak amaciyla lipozom kapli bevasizumab nanopartikiilleri
hazirlamiglardir. Aragtirmacilar, bir grup tavsana intravitreal serbet bevasizumab bir grup
tavsana lipozoma yiiklii bevasizumab enjekte etmisler ve vitreusta elde edilen bevasizuamb
konsantrasyonun zamana gore degisimini incelemislerdir. 6 haftalik izlem siireci sonunda
lipozoma yiiklii bevasizumab enjekte edilen gézlerde, serbest bevasizumab enjekte edilen
gozlere oranla hem maksimum vitreus bevasizumab diizeyleri (sirasiyla 246 pg/mL, 163
pg/mL), hem de 42 giin boyunca elde edilen tiim vitreus bevasizumab diizeyleri anlaml
olarak daha yiiksek bulunmustur.

Li ve ark [160], yasa bagli makiila dejenerasansinda kullanilan bevasizumabin etkinlik
stiresini uzatmak amaciyla bevasizumab yiikli PLGA nanopartikiilleri hazirlamislar ve
karakterize etmislerdir. Arastirmacilar, nanopartikiil sentezinde kullanilan farkl
yontemlerin ve ilag/polimer oraninin, olusan partikiillerin seklini ve salim profilini
etkiledigini bildirmisler ve sentezledikleri 0.2-1.0 p boyutlarindaki bevasizumab yiiklii
PLGA nanopartikiillerin in vitro ortamda 90 giin boyunca kontrollii salim sagladigim
bildirmislerdir.

Hao ve ark [161] da yasa bagli makiila dejenerasansinin tedavisinde transskleral yolla

uygulamak amaciyla 230 nm biiylikliiglinde bevasizumab yiiklii PLGA nanopartikiilleri
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sentezlemisler ve in vitro ortamda nanopartikiilden salinan bevasizumabin yapisini ve
aktivitesini korudugunu bildirmislerdir.

Steroidler, nonsteroid antiinflamatuar ilaglar ve antibiyotikler oftalmolojide en sik
kullanilan ilaglardandir. Bevasizumabtan farkli olarak oftalmoloji alaninda uygulanan bu
ila¢ gruplarinin nanopartikiiler formlarinin gelistirilmesi konusunda literatiirde ¢ok fazla
sayida calisma bulmak miimkiindiir. ilag tasiyici sistem olarak lipozomlar, niazomlar,
dendrimerler olmak tizere ¢ok farkl ila¢ tasima sistemleri kullanilmaktadir.

Arajuo ve ark [162] okiiler anjiogenik tedavilerde kullanilmak iizere triamsinolon yiiklii
NLC (nanostructured lipid carriers) hazirlamislardir. Arastirmacilar parcaciklarin ortalama
biiylikliigiiniin 200 nm’nin (100-300) altinda oldugunu ve partikiillerin in vitro
calismalarda herhangi bir okiiler toksisite gostermedigini bildirmislerdir.

Badawi ve ark [163], indometazinin kornea ilizerinde kalis siiresini arttirmak ve okiiler
bioyararlanimin1 arttirmak i¢in indometazin yiikli nanopartikiill ve nanoemiilsiyon
formunda iki kitosan tasiyici sistem olusturmuslardir. Arastirmacilar nanopartikiiliin
boyutlarin1 280 nm olarak bildirirken, nanoemiilsiyondaki parg¢acik boyutlarinin 220-690
nm arasinda degistigini ve her iki nanotasiyict formunun da korneaya uygulama sonrasi
akoz sivisinda elde edilen indometazin konsantrasyonunun serbest indometazine gore
yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Gupta ve ark [164] korneal gegirgenligi arttirmak, korneal kalig siiresini uzatmak ve okiiler
bioyararlanimini arttirmak i¢in sparfloxasin (yeni nesil hidrofobik florokinon antibiyotik)
yiiklii PLGA nanopartikiilleri hazirlamislardir. Arastirmacilar 180-190 nm boyutlarindaki
partikiillerin HET-CAM testi sonunda g6z dokular1 i¢in higbir irritan 6zellik tagimadigini
izlediklerini bildirmislerdir.

Nanopartikiiler sistemlerde kullanilan hemen hemen tiim tasiyici sistemler okiiler kullanim
amacli hazirlanan nanopartikiillerin hazirlanmasinda da kullanilmaktadir. Literatiirde farkli
ozelliklere sahip nanopartikiiler tasiyict sistemlerin okiiler kullanim agisindan farkli olup
olmadigini degerlendiren pek ¢ok ¢aligma vardir.

Li ark [160], bevasizuamab yiikli PLGA nanopartikiilerin hazirlanmasinda kullanilan
ilag/polimer oranmin  degistirilerek, salim profilinin  modifiye edilebilecegini
bildirmislerdir.

Badawi ve ark [163] nanoemiilsiyon ve nanopartikiill formlarinda hazirladiklar
indometazin yiiklii nanotasiyicilarin her ikisinin de serbest indometazin uygulamasina gore
indometazinin prekorneal kalig siiresini uzattigim1 ve daha yiiksek akéz indometazin

seviyesi sagladigini bildirmekle birlikte, in vivo ¢aligmalarda ve histolojik incelemelerde
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nanoemiilsiyon uygulanan tavsanlarda nanopartikiil uygulanan tavsanlara gore, kimyasal
korneal yanigin daha etkin bir sekilde iyilestiginin izlendigini bildirmislerdir.

Araujo ve ark [162] yiiksek ve diisiik viskositelere sahip flurbiprofen yiikli PLGA
nanosferleri hazirlamislar ve polimer vizkositesindeki farkliligin nanosferin fizikokimyasal
ozellikleri ve okiiler tolerans {izerindeki etkilerini arastirmiglardir. Arastirmacilar,
pargacigin stabilitesinin veya okiiler toleransin polimer viskositesinden etkilenmedigini
bildirirken, ila¢ salim profilinin ise polimer viskositesinden etkilendigini, yiiksek
viskositeli PLGA ile hazirlanan formulasyonun ila¢ salim hizinin daha yavas oldugunu
rapor etmislerdir.

4.1.2. Sahm Profillerinin incelenmesi

Kitosan yiiklii nanopartikiillerin ila¢ salimlar1 deneysel ¢alismalar boliimiinde belirtildigi
gibi 3 hafta siireyle takip edilmistir (sekil 4.3). Iki farkl1 yiikleme miktar1 arasinda salim
profillerinde biiyiik bir benzerlik olmakla birlikte, salinan ilag miktarlar1 arasindaki oran
yiikleme miktarlar1 arasindaki orandan fazla oldugu izlenmistir. /n vitro salim grafigi
degerlendirildiginde 12.5 mg bevasizumab yiiklii nanopartikiillerden ilk 5 giin anlamh
diizeyde bir salim izlenmezken, 5. glinde salinan bevasizumabin arttigi ve bir hafta
boyunca bir plato ¢izerek yiiksek oranda bevasizumab salindigi, daha sonra ise izlem
yapilan {i¢ hafta bounca salimin sabit bir oranda devam ettigi izlenmistir. 25 mg
bevasizumab yiiklii nanopartikiillerden ilk 7 giin anlamli diizeyde bir salim izlenmezken,
salimin 7. giin civarlarinda pik yaptigr ve 12. giin sonunda ise bu pikin diistiigili, izlem
yapilan 3 hafta siiresinde de yliksek oranda bevasizumab saliminin devam ettigi izlenmistir.
Biodegradable partikiillerden ila¢ salimi yiizeye adsorbe olmus ilacin desorbsiyonu,
dezentegrasyonu, matriksten difizyonu, polimer duvarindan difiizyonu, merkeze
hapsolmus ilacin ise yiizey ve kiitlenin degradasyonu veya diflizyon veya degrdasyon
proseslerinin kombinasyonu olacak sekilde pek ¢ok farkli mekanizma ile olabilir.

Hoa ve arkadaslarinin ¢alismasinda [161], bevasizumab PLGA nanopartikiillere % 45
oraninda bir verimle yiiklenebilirken, salim profilleri incelendiginde nanopartikiillerden 4
hafta boyunca bevasizumab salimi oldugu bildirilmistir.

Li ve ark’nin [160] ¢alismasinda ise PLGA nanopartikiillere bevasizumab yiikleme verimi
%95.4 olarak bildirilirken, nanopartikiillerden 90 giin boyunca bevasizumab salimi tespit
edildigi bildirilmis. Arastirmacilar, bildirdikleri sonuclarin bevasizumab/PLGA oraninin
%1.6 olarak hazirlandiginda elde edilen sonuglar oldugunu bildirirken, bevasizumab/PLGA
oraninin %13 oranin arttirildiginda, bazi sferik partikiillerin varligina ragmen genelde

partikiillerin sferik seklini kaybettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar,
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bevasizumab/PLGA oranint %1.6 olarak hazirladiklari nanopartikiillerin in vitro salim
profili degerlendirildiginde ilk 55 giin 0.5 mg bevasizumabin rolatif olarak dengeli bir
diizeyde salindigini, bu zamandan izlem yapilan 91. giiniin sonuna kadar ise anlamli bir
salim yapilmadigin1 bildirken bevasizumab/PLGA oraninin %13 oraninda secildigi
nanopartikiillerin ise iglem yapilan 91 giin boyunca 1.9 mg bevasizumabi dengeli bir
sekilde saldigini ifade etmislerdir.

Abrishami ve ark [159] ¢alismasinda ise, etken madde yiiklii nanolipozomlar hazirlanirken
bevasizumab %45.5 oraninda bir verimle lipozomlara yiiklenmis ve in vivo ortamda

vitreusta 42 giin boyunca vitreus diizeyi izlenebilmistir.

Bevacizumab Salim Grafigi
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Sekil 4.3. Farkli miktarlarda Bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiillerden salinan ilag¢
miktarinin zamana gore grafigi.

4.2.1.Enjeksiyon Sonras1 Muayene Sonuclari

Subtenon enjeksiyon sonrast géz muayeneleri sonucunda, enjeksiyon yerinde hafif
kemozis ve konjoktival hemoraji disinda herhangi bir bulgu izlenmemistir. Hi¢bir tavsanda
tiveit, 6n kamara reaksiyonu ve inflamatuar bir cevap gelismemistir. Enjeksiyona bagh

herhangi bir komplikasyon izlenmemistir (sekil 4.4.A-B).
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Sekil 4.4.Subtenon enjeksiyon sonrasi 6n segment muayene sonuglart; A:1. giin, B:5. Giin

Bevasizumabin arka segment hastaliklarinin tedavisinde farkli dozlarda etkinligini
kargilagtiran kontrollii in vitro g¢aligmalar yoktur. Halen kullanimda yaygin olarak
kullanilan doz intravitreal 1.25 mg dozdur. Literatiirde intravitreal 1.25 mg ile 3 mg
arasindaki dozlarin in vivo etkinliklerinin karsilastirilmasi konusunda yapilan ¢aligmalar
bu dozlar arasinda etkinlik agisindan fark olmadigini gostermistir. Arka segment
hastaliklarinin tedavisinde subkonjoktival veya subtenon bevasizumab uygulamalari
kullanilmamakla birlikte, on segmentte anjiogenezle seyreden hastaliklarin tedavisinde
subkonjoktival bevasizumab uygulamalar1 giderek daha siklikla uygulanmaktadir [52].
Sunulan calisma kapsaminda, klinikte uygulanan formlarin disinda 6zgiin bir uygulama
yontemi olarak subtenon uygulanan ilag¢ transskleral gecisin degerlenirilmesi ve vitreusta
hedef dozun saglanmas1 amaglari ile kullanildigindan rutinde kullanilan dozlardan daha
yiiksek dozlar (12.5 mg) kullanilmistir. Bu doz klinikte yaygin olarak kullanilan doz
olmamakla birlikte, yiiksek doz bevasizumab uygulamasinin goz dokularinda giivenle
uygulanabilecegi konusunda literatiirde pek ¢ok in vitro ve in vivo ¢aligma vardir.

Yoeurek ve ark [165], in vitro ortamda insan keratinosit, keratinosit ve korneal endotel
hiicre kiiltiirlerinde 5 mg/ml konsantrasyonunda bevasizumab uygulamasimin giivenle
uygulanabilecegini bildirmislerdir.

Kernt ve ark da [166], in vitro ortamda RPE, optik sinir basi1 astrositleri, insan trabekiiler
ag hiicreleri ve kornea hiicre kiiltiirlerinde, rutinde kullanilan bevasizumab dozlarinin 0.1,
1 ve 10 kattm (25 pg/ml, 250 pg/ml, and 2,500 ug/ml) hiicre toksisitesi agisindan
degerlendirmisler, 10 kat1 dozlarin sadece RPE hiicrelerine toksik etki gosterdigini, diger
hiicre kiiltriirlerine herhangi bir toksik etki gostermedigini bildirmislerdir.

Thaler ve ark [167], uygulama Oncesi retinal gangliyon hiicre hasari olusturulmus farelerde
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ve normal farelerde, normal ve yiiksek doz intravitreal VEGF inhibitori (bevasizumab,
ranibizumab ve pegaptanip), uygulamasinin toksisite incelemesini yapmislardir. Normal
doz bevasizumab (0.2ul hacimde 25mg/ml) ve yiiksek doz bevasizumab (0.2ul hacimde
125 mg/ml) uygulanan farelerde, ne normal grupta ne de uygulama Oncesi retinal
gangliyon hiicre hasar1 olusturulmus grupta herhangi bir toksisite izlenmedigini
bildirmislerdir.

Hoffart ve ark [168], farkli dozlarda subkonjoktival bevasizumab ugulamalarinin alkali
yanik sonras1 gelisen korneal neovaskiilerizasyonunda etkinligini arastirmislardir.
Arastirmacilar, kimyasal yanik sonrasi korneal neovaskiilarizasyon olusturduklari farelerde
subkonjoktival olarak farkli dozlarla sadece bevasizumab 2.5 mg/giin, 3.75 mg/giin, 5.0
mg/glin, sadece steroid (4 mg/giin deksametazon fosfat) veya steroid bevasiumab
kombinasyonunu (4 mg/giin deksametazon fosfat ve 5.0 mg/giin bevasizumab)
uygulamiglar ve bu uygulamay1 7 giin boyunca her giin tekrarlamislardir. Sonug olarak en
yiiksek etkinligin Smg/giin bevasizumab tedavisini monoterapi olarak veya steroidle elde
edildigini bildirmisler ve bu tedavilerle herhangi bir toksisite gelismedigini rapor
etmislerdir.

Sakurai ve ark [169] intravitreal uygulanan yiikksek doz bevasizumabin etkilerini
degerlendirdikleri ¢alismada bir grup maymuna 6.25 mg diger gruba da 12.5 mg
intravitreal bevasizumab uygulamiglar ve uygulamadan sonra 28 giin boyunca takip
etmislerdir. Enjeksiyon sonrasi takip siiresinde olgular1 fundus muayenesi, goriintiilleme
yontemleri ve elektrofizyolojik testlerle toksisite acisindan inceleyen arastirmacilar,
hayvanlarin feda edilmesinden sonra da aliman g6z dokularinda histolojik incelemeler
yapmuglardir. Arastirmacilar tim bu testlerin sonucunda yiiksek doz intravitreal
bevasizumab uygulamasinin goz dokularinda geri doniisiimsiiz herhangi bir toksisiteye yol
acmadig1 gostermislerdir .

Bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiil konusunda literatiirde herhangi bir calisma
olmamakla birlikte bevasizumabin yukarida ifade edildigi gibi diger tasiyicilarla
olusturulmus nanopartikiillerinin intravitreal uygulamalar1 konusunda ¢aligsmalar vardir. Bu
uygulamalar gozatildiginda, Abrishami ve ark [159], bevasizumab yiiklii nanolipozomlari
tavsan gozlerine intravitreal enjeksiyon sonrasit 42 giinliikk takip siiresinde herhangi bir
komplikasyon izlemediklerini bildirmislerdir.

Pan ve ark [170] da sigan goziinde deneysel KNVM modelinde intravitreal uygulanan
bevasizumab yiikli PLGA nanopartikiillerin etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada,

enjeksiyondan sonraki 8 haftalik takip siiresince herhangibir komplikasyon
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bildirmemislerdir.

Kitosan okiiler ilaglarin iiretiminde siklikla kullanilan bir tasiyicidir [123,140]. Kitosan
siklikla 6n segment tedavisinde kullanilan ilag molekiillerinin hazirlanmasinda kullanilan
bir molekiildiir ve subkonjuktival ve subtenon uygulanan kitosan molekiillerinin
giivenilirligi konusunda pek ¢ok ¢alisma vardir.

Nagarval ve ark [171] okiiler kullanim ig¢in, 5 florourasil yiiklii kitosan kapli kitosan-
sodyum alginat nanopartikiilleri hazirlamislar ve karakterize etmislerdir. Arastirmacilar in
vitro, ex-vivo ve in vivo g¢alismalar sonucu hazirlanan nanopartikiiliin hem anterior hem de
posterior segmente ila¢ uygulanmasi i¢in etkin ve giivenilir bir sistem oldugunu
bildirmislerdir.

Etken madde yiiklii kitosan nanopartikiillerin anterior segment hastaliklarinin tedavisinde
topikal veya subkonjoktival uygulamalar1 siklikla kullanilmakla birlikte kitosanin veya
kitosan nanopartikiillerin posterior segment hastaliklar1 i¢in intravitreal veya subtenon
uygulamalar1 konusunda literatiirde sinirli sayida literatiir vardir. Bu ¢alismalardan biri

Jin ve ark [172] tarafindan yapilmistir. Bu g¢alismada nanopartikiil aracili plazminojen
krinkle 5 (K5-NP) uygulamasimin koroid neovaskiilarizasyon ve retinal inflamasyon
tizerindeki etkilerini arastirmak ig¢in, sican koroid neovaskiiler membran modelinde
intravitreal K5 ekspresyon plazmidi igeren PLGA :kitosan nanopartikiilleri uygulanmaistir.
Arastirmacilar uygulamadan 2 hafta sonra retinada yogun bir K5 ekspresyonu bildirirken
ve K5-NP’nin KNVM iizerinde uzun siireli inhibitor etki sagladigini gostermislerdir.

Yang ve ark [173] ise kitosanin intravitreal tamponad materyali olarak kullanmak igin
uygun bir madde olup olmadigini arastirmak icin planladiklari calismada, intravitreal
Kitosan uyguladiklar tavsanlari 30 giin inflamatuar reaksiyon agisindan takip etmisler ve
takip siiresinde On ve arka segment muayenelerini ve gozi¢i basinci degisimlerini
incelemislerdir. Arastirmacilar tavsanlarin feda edilmesinden sonra alinan géz dokularinda
da kornea, lens, silier cisim ve retinadaki morfolojik degisiklikleri ve akdéz ve vitreus
stvilarinda inflamatuar markerlar1 incemisler ve inflamatuar markerlarda anlamh diizeyde
olmayan bir yiikseklik diginda anormal bir sonug¢ izlememislerdir. Arastirmacilar bu
verilere dayanarak kitosanin intravitreal tamponad ajani olarak giivenle kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

4.2.2. imunohistokimya Sonuclar:

Go6z dokusundan alinan kesitler, imunohistokimyasal boyamalar sonrasi floresan
mikroskop altinda incelendiginde kontrol grubunda hemen hemen hi¢ 1s1ma

gozlemlenmemistir (Sekil 4.5.A1-A4). Buna benzer sekilde ilag grubunun 1.ve 3. giliniinde
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anlamli bir 1g1ma gézlemlenmemistir, ancak 5. giinde bir miktar 1s1ma ortaya ¢ikip 7. giinde
ortadan kaybolmustur (Sekil 4.5.B1-B4). Buna karsin, ilachi nanopartikiil grubu tiim
giinlerde c¢esitli miktarlarda ve skleranin ¢esitli pozisyonlarinda 1s1ma vermistir(Sekil
4.5.C1-C4). Ozellikle 3. giinde skleranin orta kisimlarinda agrege olmus bir grup
partikiiliin bulundugu bir alan gézlemlenmistir (Sekil 4.5.C2). .

Al A2 A3 A4
B3 B4

C1 C2 C3 C4

Sekil 4.5. Skleranin immiinohistokimyasal boyamalari: A) Kontrol grubu Al:1l., A2:3,,
A3:5. ve A4:7. giin sonuglari, B) ilag grubu B1:1., B2:3., B3:5. ve B4:7. giin sonuglari, C)
Mag yiiklii nanopartikiil grubu C1:1., C2:3., C3:5. ve C4:7. giin sonuglar

Bl B2

Daha sonraki giinlerde ise benzer bir yap1 gozlenmemis, partikiillerin dagildiklar1 ve
giderek miktarlarinin azaldiklar1 ortaya konmustur (Sekil 4.5.C3,C4 ). Skleral kesitlerde
ilach partikiil grubunda 3. giin incelemelerinde elde edilen bu goriintiide, partikiillerden

alinan 1s1manin, bant seklinde, skleranin yapisi ile uyumlu bir 1s1ma oldugu izlenmektedir

46



[85]. Bu kesitlerde izlenen 1simada, serbest ilag verilen grupta elde edilen homojen
1simanin aksine, ilag molekiillerinin grup halinde kiimelenmis oldugu da goriilmektedir. Bu
veriler, bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiillerin sklerada bir miktar ilerleme
kaydettikleri seklinde yorumlanmustir.

Literatiirde nanopartikiillerin transskleral gecislerini inceleyen calismalara bakildiginda
farkli sonuglar bildirildigi goriiliir.

Amrite ve ark [174] 20 nm ve 200 nm boyutlarinda modifiye karboksile polisteren ve
bodipy yiklii flousfer nanopartikiillerin periokiiler enjeksiyonu sonrasi sistemik ve okiiler
dokulardaki konsantrasyonlarini incelemislerdir. Arastirmacilar, 20 nm boyutlarindaki
parcaciklarin sklera boyunca ilerlediklerini fakat sklera-BK-RPE hattin1 ge¢cemediklerini,
200 nm boyutlarindaki parcaciklarin ise skleray1 gecemediklerini bildirmislerdir.

Amrite ve ark’min [175] bir baska calismasinda da, 20 nm, 200 nm ve 2 mikron
boyutlarinda flourosein isaretli polisterene nano-mikropartikiillerin subkonjoktival
enjeksiyon sonras1 géz dokularinda dagilimini incelemislerdir. Arastirmacilar partikiillerin
biiyiikliige bagli bir temizlenme egrisine sahip oldugunu, 20 nm’lik kiiciik
nanopartikiillerin 200 nm ve 2 mikronluk partikiillere oranda ¢ok daha hizli temizlendigini,
2 ay sonra enjeksiyondan periokiiler dokularda 20 nm boyutlarindaki partikiillerin hig
gozlemlenmedigini, 200 nm’lik partikiillerin ise gdzlemlenebildigini bildirmislerdir.
Bourges ve ark.’nin [176] ¢alismasinda ise boyutlari ortalama 140+20 nm olan Rh yiikli
PLA-PMMA-co-MA nanopartikiilleri ile boyutlar1 310240 nm olan Nr PLA-PVA
nanopartikiillerin olusan 5 pgr’lik karistmin sican goziinde intravitreal enjeksiyon sonrasi
farmakokinetigini  arastirmiglardir.  Arastirmacilar, farkli yliik ve biyiiklikteki
nanopartikiillerin vitreustan retina tabakalarina dogru ilerledigini ve RPE hiicrelerinde
biriktigini gostermislerdir.

Bejjani ve ark (177) da Rhodamine-6G yiiklii PLA nanopartikiillerin RPE’ne direk gen
transferi i¢in kullanimima uygun olup olmadigin arastirdiklari calismada, 140+20nm
boyutlarindaki nanopartikiillerin intravitreal enjeksiyon sonrast RPE hiicrelerini transfekte
ettigini gostermis, bunun da nanopartikiillerin vitreustan bu dokulara dogru hareketinin
gostergesi olarak yorumlamiglardir.

Suen ve ark [178] in vitro ¢alismalarinda, 130 nm triamsinolon asetonid yiiklii folat-PEG-
PCL nanopartikiillerin RPE hiicreleri tarafindan reseptor tarafindan endosite edilerek hiicre
icine alindigin1 gostermislerdir. Arastirmacilar, nanopartikiilden 4 hafa boyunca ilag salimi
oldugunu gostermis ve RPE hedefli tedaviler i¢in folat-PEG-PCL nanopartikiillerin iyi bir

aday oldugunu savunmuslardir.
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Literatiirde etken maddenin nanopartikiillere yiiklenmesinin transkleral gecis {izerine
etkisini degerlendiren calismalar incelendiginde, bu calismalarda kriter olarak ya ilacin
hastalik iizerindeki tedavi edici etkisini veya serbest ilacin vitreustaki dozunun dikkate
alindig1 gorilmektedir. Literatiirde bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiillerin
transskleral gecisini inceleyen bagka calisma olmamakla birlikte farkli etken maddelerin,
farkli tasiyict sistemlerle taginmasinin transskleral geciste etkisini degerlendiren sinirh
sayida sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Kang ve ark [179] retinoblastom tedavisi i¢in yiliksek ve diisiik dozda uygulanan
subkonjuktival  karboplatin  yiikli =~ dendrimerik  nanopartikiillerin  etkinligini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, tek doz uygulanan subkonjuktival karboplatinin yiikli
dendrimerik nanopartikiillerin her iki dozda da etkin ve giivenilir bir tedavi sagladigim
gostermislerdir. Arastirmacilar ayrica yiiksek doz yiiklii nanopartikiil uygulanan farelerde,
diger gozdeki tiimor biiyiikligiinde de anlamli azalma oldugunu bildirmislerdir.

Shome ve ark [180], karboplatin nanomolekiillerinin nanopartikiilere yiiklii formunun
transskleral gecisin degerlendirdikleri ¢alismada, subkonjoktival uygulanan serbest
karboplatin ile nanopartikiile yiiklii karboplatinin transskleral gecis sonrasi intravitreal
karboplatin diizeyini karsilastirmislardir. Arastirmacilar nanopartikiile yiiklii karboplatin
uygulanan gozlerde, vitreusta karboplatin diizeyinin daha erken yiikselmeye basladigini ve
bir hafta sonunda, nanopartikiile yiiklii karboplatin uygulanan gozlerde vitreusta elde
edilen karboplatin seviyesinin, serbest karboplatin elde edilen gozlere oranla anlaml
olarak yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Kim ve ark [181] in vitro ortamda kadavradan alinan insan sklerasinda serbest doxorubisin
ve vinkristinin skleradan gecisini, PLGA ve liposomal tastyicilara yliklenmis doxorubisinin
gecirgenligi ile karsilastirmislardir. Arastirmacilar, serbest doksorubsinin sklera dokusuna
nanopartikiile yiiklii doksorubisine oranla daha fazla oranda tutundugunu ifade etmislerdir.
Aragtirmacilar, floresen mikroskopi goriintiilerinde de serbest doksorubisin uygulanan
olgularda sklerada izlenen yaygin florosan goriintiiniin aksine nanopartikiile yiikli
doksorubisin uygulanan olgularda, kiimelesmis florosein tutulumlar1 izlediklerini
bildirmislerdir.

Bu calisma kapsaminda hazirlanan bevasizumab yiiklii nanopartikiiller gozii arka
segmentindeki hastaliklarin tedavisinde kullanilmak i¢in tasarlanmis olmasina ragmen
maalesef iilkemiz kosullarinda hayvanlarda herhangi bir arka segment hastalik modelini
olusturacak arastirma merkezi bulunmadigindan, transskleral gegis etkinligi literatiirdeki

verilere dayanarak vitreustaki serbest bevasizumab molekiillerinin diizeyine gore
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degerlendirilmistir.

4.2.3. ELISA Sonuclari

Yapilan ¢alisma sonrasinda, enjeksiyonu takip eden 1., 3., 5. ve 7. glinlerde alinan kan ve
vitreus orneklerinde bevasizumab miktar1 6l¢iilmiistiir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda kontrol
grubu olan ila¢ yliklenmemis kitosan nanopartikiil minimal ve sabit bir oranda absorbans
vermistir. Ila¢ yiiklenmis nanopartikiilde ise artislar ve azalislar mevcuttur. In vivo salim
profili in vitro ¢alismalarla uyumludur.

Vitreusta Ol¢iilen bevasizumab diizeylerinin zamana gore degisimi, sekil 4.6’da, eliza
Olclimleri sonucu vitreusta belirlenen bevasizumab miktarinin baglangictaki bevasizumab
miktarina oranini1 gosteren vitreusta bulunan bevasizummab miktart ise sekil 4.7°de
verilmistir. Serumda 6lgiilen bevasizumab diizeylerinin zamana gore degisimi ise sekil

4.8’de verilmistir.

Vitreusta Bevasizumab Miktari
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Vitreusta Bulunan Bevasuzimab miktari
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Sekil 4.7.Vitreusta bulunan bevasizuamb miktarinin baslangic bevasizumab miktarina

oranlari

12.5 mg subtenon serbest bevasizumab enjekte edilen olgularda intravitreal bevasizumab
diizeylerinin zamana gore degisimi incelendiginde, bevasizumab seviyesinin, ilk ii¢ giinde
yavas bir artis gosterdigi, daha sonraki iki glinde ise bu artisin hizlandig, besinci glinden
sonraysa vitreustaki bevasizumab diizeyinin hizla azaldigi izlenmektedir. Bu grupta,
enjeksiyondan 1 giin sonra vitreustaki bevasizumab konsantrasyonu 8 pg/ml olarak
Olciiliirken, vitreustaki bevasizumab diizeyinin zirve degeri olan 21pg/ml diizeyine
enjeksiyondan 5 giin sonra ulasildig1 izlenmis, enjeksiyondan 7 giin sonra ise vitreustaki
bevasizumab diizeyinin 4 pg/ml diizeyine diistiigii izlenmistir (sekil 4.6). ila¢ yiikleme
verimi %38 + 22 olarak hesaplandigindan, yiiklii nanopartikiil enjekte edilen grupta,
enjekte edilen ila¢ miktar1 (4.75 mg), serbest ila¢ enjekte edilen gruba oranla, daha diisiik
olmustur. YUklii nanopartikiil enjekte edilen grupta, vitreustaki intravitreal bevasizumab
diizeylerinin zamana gore degisimi incelendiginde, bevasizumab seviyesinin, ilk ii¢ giinde
hizli bir artis gosterdigi, daha sonraki dort giin ise ilag diizeylerinin diismeye basladigi
izlenmektedir. Vitreus bevasizumab diizeyi enjeksiyondan 1 giin sonra 11p/ml diizeyine
ulagirken, enjeksiyondan 3 giin sonra, vitreustaki zirve degeri olan 18 p/ml degerine

ulagsmis ve daha sonraki 4 giin yavas yavas azalarak, enjeksiyondan sonra 7. Giinde 6 p/ml
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diizeyinde ol¢lilmistiir (sekil 4.6).

Transskleral yol, giivenilir ve etkin bir yontem olmakla birlikte, giiniimiizde yaygin olarak
sadece steroid tedavileri i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir [98-101], intraokiiler
tiimorlerin tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlarin uygulanmasinda da etkili
oldugunu bildiren ¢aligmalar vardir [102-104]. Klinik pratikte anti VEGF ajanlar
transskleral olarak uygulanmamaktadir. Literatiirde bevasizumb ve ranibizumab gibi anti
VEGEF ajanlarin transskleral gecisimi inceleyen sinirli sayida ¢alisma vardir.

Wen ve ark [182], insan sklerasinin bevasizumab ve ranibizumab i¢in transskleral gegisteki
bariyer fonksiyonlarint degerlendirmek ve makromolekiillerin molekiiler yapilarinin insan
sklerasindan gecis iizerindeki etkilerini incelemek igin, bevasizumab, ranibizumab,
florosein izosiyanat (FITC) isaretli sigir serum albiimini (FITC-BSA), FITC-isaretli ficol
(FITC-ficoll) ve FITC-isaretli dekstran (FITC-dekstran) molekiillerinin in vitro ortamda
insan sklerasindan gegislerini incelemislerdir. Aragtirmacilar bevasizumab, ranibizumab,
(FITC-BSA) molekiillerinin daha diisiik transskleral gegirgenlige ve daha uzun transport
gecikme siiresine sahip oldugunu bildirmisler ve bu durumun molekiiler yapilarindaki
farkliliklardan kaynaklandigini bildirmislerdir. Dekstranlarin lineer ve esnek bir yapiya
sahip olmalar1 sebebiyle, skleral porlardan daha kolaylikla gegebildiklerini savunan
arastirmacilar bevasizumab ve ranibizumab molekiillerinin ise kati ve sert bir yapida
olmalarindan dolay1 gecis siiresince sekillerini kolaylikla degistiremediklerini ve bunun
sonucu olarak daha biiyiik ¢apa sahip olan dekstranlarin daha kiigiik ¢apa sahip olan
proteinlerden daha yiiksek gecirgenlige sahip oldugunu bildirmislerdir. Molekiiliin
yapisinin  ve yiikiiniin transskleral geciste etkili faktorler oldugunu vurgulayan
aragtirmacilar ayrica transskleral ge¢is sonunda bevasizumab ve ranibizumabin yapisinin
stabil kaldigin1 ve ilacin aktivitesini siirdiirdiiglinii bildirmislerdir.

Chopra ve ark [183] iyontoforesisin yiiklii makromolekiillerin transskleral gegisi
tizerindeki etkilerini arastirdiklar1 c¢aligmada, sigir serum alblimini (BSA), polistrene
sulfonik asit (PSA) ve bevasizumab molekiillerinin in vitro ortamda kadavradan elde
edilen insan sklerasinda pasif gegisi, anodal iyontoferesis ve katodal iyontoforesis altinda
gecislerini 0lgmiislerdir. Her li¢ molekiiliin de transskleral gecisinin, hem anodal hem de
katodal iyontoforesis ile arttigini gozlemleyen arastirmacilar, bevasizumabin anodal
iyontoforesis uygulamasi ile elde edilen transskleral gegisinin, pasif transskleral gegisi ve
katodal iyontoforesisis ile transskleral gecisine oranla da anlamli oranda yiiksek oldugunu
gbzlemlemislerdir.

Pescina ve ark [184] da, iyontoforesisin bevasizumabin transskleral ge¢isi tizerindeki
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etklerini arastirdiklar1 ¢alismada, FITC isaretli bevasizumab molekiillerinin iontoforesis
uygulamasi altinda transskleral gegisini incelemisler ve anodal iyontoforesisin FITC
isaretli bevasizumab molekiillerinin skleradan gecisini anlamli olarak arttirdigini
bildirmislerdir.

Heiduscha ve ark [185] ise intravitreal enjekte edilen bevasizumab molekiillerinin retina
tabakalarindaki penetrasyonunu inceledikleri ¢aligmalarinda, intravitreal bevasizumab ve
125 jsaretli bevasizumab verdikleri maymun gozlerinden alinan kesitlerde, bevasizumab
molekiillerinin retinaya penetre oldugunu belirterek RPE, koroid ve fotoreseptor dis
segmentlerinde  bevasizumab  molekiillerinin ~ goriintiilemislerdir. ~ Bevasizumabin
fotoreseptor dis segmentlerine muhtemelen vitreustan direk olarak gitmis oldugunu
savunan arastirmacilar, bunun yaninda, hizla sistemik dolasima gegen bevasizumab
molekiillerinin, bruch membranin1 gecerek RPE’ne ve oradan fotoreseptor dis
segmentlerine ulasmis olma ihtimalinin de tamamen dislanamayacagini ifade etmislerdir.
Birinci yolun daha muhtemel oldugunu savunan arastirmacilar, bu goriis destekleyen kesin
bir delil olmamasina ragmen, kesitlerin incelenmesi sonucunda bruch membran veya RPE
tabakasinda harabiyete dair herhangi bir bulgunun izlenmemis olmasini ve enjeksiyondan 7
sonra dahi retinanin tiim tabakalarinda radyoaktivitenin izlenmesini, birinci goriisi
destekleyen bulgular olarak ifade etmislerdir.

Shahar ve ark [186] da intravitreal 2.5 mg bevasizumab enjeksiyonu yaptiklari tavsanlarda
bevasizumabin retinal penetrasyonunu ve giivenilirligini aragtirmislardir. Arastirmacilar
enjeksiyondan 1 giin sonra tiim retinal tabakalarda bevasizumab molekiillerini izlediklerini
bildirirken bu bulgunun klinik sonuglarla da uyumlu oldugunu vurgulamislardir.
Arastirmada elde edilen elektrofizyolojik testlerin sonuclar1 da bevasizumabin retina igin
toksik olmadigini gostermistir.

Mordendi ve ark [187] , maymunlarda yaptiklari ¢alismada intravitreal uyguladiklari 155l
isaretli tam uzunlukta insan ruMab HER2 antikorunun retina tabakalarina gecisini
incelemislerdir. Arastirmacilar enjeksiyondan 1 saat sonra ve 1, 3, 7 ve 14 giin sonra
sakrifiye ettikleri olgularin goz dokularinda mikrootoradyografik olarak uygulanan
antikorun retina tabakalarini dagilimini incelemisler ve hicbir degerlendirme periyodunda,
antikorun retina tabakalarina gegisinin izlenmediginin bildirmislerdir.

Shahar ve ark [186] sonuglardaki bu farkliligin sebeplerini agiklarken, her iki ¢alismada
kullanilan antikorun yapisimin farkli olmasinin, retinal gecisin degerlendirilmesinde
kullanilan tetkiklerin farkli olmasinin ve her iki calismada uygulanan antikor dozlarinin

farkli olmasinin, farkli sonuglar elde edilmesine sebep olabilecegini savunmuslardir.
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Olsen ve ark [188] mikrokaniil yardimiyla suprakoroidal alana uygulanan bevasizumabin
farmakokinetigini ve doku dagilimini incemek amaciyla yaptiklart c¢alismada, domuz
gozlerinde bir gruba intravitreal bevasizumab, bir gruba da suprakoroidal alana mikrakaniil
yardimiyla viskoelastik madde i¢inde bevasizumab enjekte etmislerdir. Arastirmacilar,
intravitreal alana enjekte edilen bevasizumabin, cogunlukla i¢ retinal tabakalara gegtigini,
suprakoroidal alana enjekte edilen bevasizumabin ise bruch membrani, RPE ve
fotoreseptor dis segmentlerinde lokalize oldugunu gozlemlemislerdir. Bunun yaninda
arastirmacilar, intravitreal bevasizumabin ayn1 dozdaki suprakoroidal bevasizumaba oranla
daha uzun siireli bir farmakolojik profil gosterdigini fakat suprakoroid alana enjekte edilen
bevasizumabin, serumda hizli bir zirve degerine ulastiktan sonra hizla gbézden
temizlendigini ve goz dokularindaki konsantrasyonunun hizla diistiigilinii ifade etmislerdir.

Literatiirde bevasizumab  yiiklii nanopartikiillerin  subtenon uygulama sonrasi
farmakokinetigini arastiran herhangi bir ¢calisma bulunmazken, subtenon uygulanan serbest
bevasizumabin in vivo ortamda transskleral gegisi konusunda bilgi veren yalnizca tek bir
calisgma vardir. Bu ¢alismada Nomoto ve ark [189] tavsan gozlerine topikal,
subkonjoktival ve intravitreal yolla enjekte edilen bevasizumabin farmakokinetigini
aratirmak amaciyla, enjeksiyonundan sonra 12 hafta boyunca serumdan ve gozigi
stvilarindan alinan orneklerde bevasizumab seviyesini 0l¢miislerdir. Arastirmacilar, 1.25
mg/0.05ml subkonjoktival bevasizumab enjeksiyondan iki hafta sonra vitreustaki
bevasizumab konsantrasyonun 11.1+1.0 ng/ml, serumda ise 3733.1+174.9 ng/ml olarak
bildirmislerdir. Bu calisma, subtenon alan uygulanan bevasizumabin farmakokinetigini
incelemesi bakimindan sunulan calismaya benzemekle birlikte, sunulan calismadan iki
yoniiyle farklidir. ik olarak Nomoto ve ark. 1.25 mg bevasizumab enjeksiyonu
yapmiglardir ve sunulan ¢alismaya oranla daha uzun siireli sonuglar vermislerdir.

Sunulan calisma kapsaminda elde edilen sonuglar Nomoto ve ark’nin sonuglar ile
karsilastirildiginda, bildirilen serum bevasizumab diizeylerinin birbirine oldukg¢a yakin
oldugu, bildirilen vitreus bevasizumab diizeyleri arasinda ise farklilik oldugu
izlenmektedir. Transskleral gecis kompleks bir siirectir ve bu siirecte pek ¢ok farklr statik,
dinamik ve metabolik bariyerler ilacin eliminasyonunda rol alir [190]. Bu sebeple
transskleral olarak uygulanan ilacin baslangic dozundaki farkliliklar, ilacin vitreustaki
konsantrasyonuna direk olarak yansimayabilir.

Robinson ve ark. literatlirde, transskleral gecis konusunda siklikla refere edilen
calismalarinda 6 grup tavsana farkli dozlarda ve farkl skleral hazirliklar: takiben subtenon

triamsinolon asetonid uygulamiglar ve transskleral gecis lizerinde etkili olan statik ve
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dinamik faktorleri arastirmiglardir. Arastirmacilar 10 mg subtenon triamsinolon
enjeksiyonundan 3 saat sonra vitreusta Olciilebilir diizeyde bir ilag konsantrasyonu elde
edemezken, 20 mg subtenon triamsinolon enjeksiyonundan 3 saat sonra vitreusta
16.56+16.4 pg/ml ilag konsantrasyonu elde etmislerdir [190]. Arastirmacilar 10 mg
triamsinolon asetonid uygulamasinda, ilacin subtenon bolgedeki yikanma (clearance) hizi
astlamazken 20 mg triamsinolon uygulamasinda bu hizin asildig1 ve vitreusta 16.56+16.4
ug/ml ila¢ konsantrasyonu elde edildigi yorumunu yapmislardir. Robinson ve ark daha
Once triamsinolon asetonitin farmakokinetik modelini inceledikleri ¢alismanin verilerine
atifta bulunarak [191]10 mg triamsinolon asetonid-depo formunun 8 ug/saat, 20 mg
triamsinolon asetonid-depo formunun 13 pg/saat oldugu gbéz Oniine alindiginda,
triamsinolon asetonitin subtenon bdlgeden temizlenme hizinin 8 ile 13 pg/l arasinda
oldugunu bildirmislerdir.

Shahar ve ark [186] yaptiklart ¢alisma kapsaminda intravitreal uygulanan bevasizumab
molekiillerinin retina tabakalarina gecisini gostermelerine ragmen, Mordenti ve ark’nin
[187] c¢alismasinda uygulanan tiim uzunlukta antikorun retinal tabakalara gegisinin
gosterilememesinin sebeplerinin aciklarken, uygulanan miktarin arttirilmasimin  gegisi
arttiran sebeplerden bir olabileceginin savunmuslardir. Arastirmacilar iki ¢aligmada
uygulanan dozlar arasinda yaklasik 100 kati fark olmasina dikkati ¢ekerek (sirasi ile
25png/2.5mg), uygulanin dozun arttirilmasinin, gegis esnasindaki bariyerlerin asilmasinda
etkin olabilecegi sonucuna varmislardir.

Transskleral gecis konusunda yapilmis calismalar incelendiginde, benzer sonuglarin
bildirildigi izlenmektedir. Inaue ve ark [192] subtenon bélgeye 5 mg veya daha az
trimsinolon asetonid depo formu enjekte ettiklerinde, enjeksiyondan 5.5 giin sonra
olgularin ¢ogunda vitreusta dlgiilebilir diizeyde bir ilag konsantrasyonu elde edemezken,
Thomas ve ark [193] ise 40 mg depo subtenon triamsinolon enjeksiyonundan 4 hafta sonra
bile sonra vitreusta Olciilebilir diizeyde ilag konsantrasyonu elde ettiklerinin
bildirmislerdir. Depo kortikosteroid kullanilan hayvan galismalarinda [194] vitreus ilag
diizeyinin subkonjoktival veya subtenon enjeksiyondan 24-72 saat sonra en yiiksek oldugu,
daha sonra 1-2 hafta i¢inde hizla diiserek Olciilemeyecek diizeye diistiigii bildirilmektedir.
Buradaki hizli diisiisiin sebebini arastirmacilar, deponun zamanla kiigiilmesi sebebiyle
salinan ilag miktarinin azalarak, temizlenme (clearance) icin esik deger olan diizeyin altina
inmesi ve boylece temizlenme mekanizmalarini asamamasi olarak yorumlamiglardir [190].
Nanopartikiile yiiklii bevasizumab enjekte edilen olgularda vitreusta elde edilen

bevasizumab diizeyleri incelendiginde, maksimum vitreus bevasizumab diizeyinin
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enjeksiyondan 3 giin sonra 18 pg/ml olarak elde edildigi ve enjeksiyondan 7 giin sonra
dahi vitreusta 6 ug/ml diizeyini korudugu izlenmektedir (sekil 4.6). Iki grup arasinda
vitreustaki maksimum ilag diizeyleri karsilastirildiginda serbest bevasizumab enjekte
edilen olgularda maksimum bevasizumab konsantrasyonu, bevasizumab yiikli
nanopartikiil enjekte edilen olgulara oranla daha yiiksek goriinmekle birlikte (sirasiyla 21
png/ml/18 pg/ml ) bu fark baslangigtaki bevasizumab miktarlarindan kaynaklanmaktadir.
Yukarida da ozetlendigi gibi her iki gruba da 12.5 mg bevasizumab verilmekle birlikte
ikinci grupta bevasizimab kitosan nanopartikiile yiiklendiginden ve yaklasik %38 oraninda
bir verimle yiikleme saglanabildiginde, bu grupta verilen gercek bevasizumab miktar1 diger
gruba oranla {igte bir oranindadir yani bu gruba yaklasik 4.75 mg diizeyinde bevasizumab
enjeksyonu yapilmistir. Ote yandan, yiizdece vitreusta bulunan bevasizumab miktarlarlart
incelendiginde, vitreusta bulunan bevasizumab miktarinin baslangic bevasizumaba
oraninin nanopartikiile yiikli bevasizumab enjeksiyonu yapilan olgularda serbest
bevasizumab enjekte edilen olgulara oranla daha yiiksek oldugu izlenmektedir.
Enjeksiyondan sonra 6rnek alinan tiim giinler igin bu durum gegerlidir (sekil 4.7).

Bu veriler imunohistokimyasal incelemelerle birlikte degerledirildiginde, nanopartikiile
yiiklemenin, bevasizumabin hem transskleral gecisini kolaylastirdigi hem de kontrollii
salimi1 saglayarak, vitreusta daha uzun siire daha yiliksek konsantrasyonu sagladigi
goriilmektedir. Ozetle hedeflenen intravitreal konsantrasyona ulasmak i¢in nanopartikiile
yiiklii ila¢ uygulamasinda daha az ilag uygulamak gerekmektedir.

Bevasizumab tiim diinyada 50’nin {izerinde g6z hastaliginin tedavisinde ¢ok yaygin olarak
kullanilan bir ila¢ olmasina ragmen goz hastaliklari i¢cin kullaniminda FDA onay1
olmadigindan halen endikasyon dis1 (off-label) olarak bir ilagtir bu nedenle hayvan veya
insan gozlerinde bevasizumab farmakokinetigini arastiran ¢ok sinirli sayida yayin vardir.
Gerek insan gerekse hayvan gozlerinde bevasizumab farmakokinetigini inceleyen bu az
sayida calisma incelendiginde de bildirilen veriler arasinda ciddi farkliliklar oldugu
izlenmektedir [189,190,195-197] .

Zhu ve arkadaslar1 [196], koroid neovaskiiler membran tanisi ile intravitreal bevasizumab
tedavisi yapilan 11 hastanin gdzlinden aldiklar1 vitreus Orneklerinde bevasizumab
farmakokinetigini arastirmislar ve bevasizumabin vitreusta iki kompartmanli bir model
izledigini ve yarilanma omriiniin baslangi¢ ve terminal yarilanma Omiirleri olarak sirasiyla
0.5 ve 6.7 giin oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar ilk fazin hizli bir dagilim fazi
oldugunu ikinci fazin ise eliminasyon fazi oldugunu ve bu fazdaki bevasizumab yikiminin

birinci derece kinetigine sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Csaky ve ark[198] ise 18 olguda 1.25 mg intravitreal bevasizumab enjeksiyonu sonrasinda
elde edilen bevasizumab konsantrasyonunun 80-170 upg/ml arasinda degistigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar bevasizumabin vitreusta yarilanma omriiniin insanda 10 giin
oldugunu ve birinci derece kinetigine sahip oldugu bildirmislerdir . Zhu ve ark. ilk fazda
vitreus boslugunda c¢ok hizli bir bevasizumab dagilimi oldugundan intravitreal
bevasizumab dozunda ¢ok hizli bir diisiis oldugunu, bu nedenle bu fazda ¢ok sik 6rneklem
yapilmazsa, bu fazin atlanarak yanhishikla yikimin tek fazli modele sahipmis gibi
algilanabilecegini de bildirmislerdir.

Bakri ve ark [195] tavsanlarda intravitreal bevasizumabin dagilimini ve farmakokinetigini
incelemigler ve bevasizumabin vitreusta 400 pu/ml’lik zirve konsantrasyonuna 1. gilinde
ulastigin1 ve yarilanma Omriintin 4.32 giin oldugunu, 8. giinde intravitreal bevasizumab
dozunun yaklasik 100 p/ml diizeylerinde oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar
intravitreal uygulamadan sonra bevasizumab diizeylerinin serumda 8 giinde zirve yaptigini
(3.3 pg/ml) ve 6.86 giinliik bir yarilanma émriine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Sinapis ve ark [197] da yine tavsanlarda intravitreal bevasizumabin dagilimini ve
farmakokinetigini incelemisler ve bevasizumabin vitreusta enjeksiyondan 1 giin sonra 406
ng/ml’lik zirve konsantrasyonuna ulastigini ve yarillanma Omriiniin 6.61 giin oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar serum bevasizumab diizeylerinin intravitreal enjeksiyondan
8 giin sonra zirve degeri olan 0.413 pg/mL diizetine ulagtigini ve 5.87 giinliik bir yarilanma
Oomriine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Nomoto ve ark [189] ise tavsanlarda topikal, subkonjoktival ve intravitreal uygulama
sonras1 bevasizumabin farmakokinetigini arastirmislar ve intravitreal uygulama sonrasinda
bevasizumabin vitreusta yarilanma Omriiniin yaklasik 6 giin oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar ilk bir hafta sonunda subkonjoktival enjeksiyon uygulanan gozlerde
intravitreal bevasizumab konsantrasyonun 11.1 +1.0 ng/ml, intravitreal bevasizumab
uygulanan gozlerde ise 59,730.8 ng/ml olarak bildirmislerdir.

Bu sonug farkliliginin temel sebepleri okiiler anatominin farkliligi ve bevasizumab diizeyi
Ol¢iim yoOntemlerinin farkliliklart olabilir. Konu ile ilgili literatiirde yeralan bazi
caligmalarda insan, bazi ¢aligmalarda ise tavsan gozleri kullanmilmistir. Fakat sonuglar
incelendiginde insan gozlerinde yapilan calismalarin ve tavsan gozlerinde yapilan
caligmalarin kendi aralarinda da farklilik gosterdigi izlenmektedir ki bu durumun
bevasizumab diizeyini belirlemede kullanilan yontemlerin farklilifindan kaynaklandig:
ifade edilmektedir.

Bakri ve ark sadece serbest bevasizumabi tantyan bir yontem kullanirken, Nomoto ve ark.
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tavsan bevasizumabin hem hafif hem agir zincirine baglanabilme 6zelligi olan tavsan anti-
human IgG kullandiklarindan, hem VEGF’ e bagli bevasizumab diizeyini hem de serbest
bevasizumab diizeyini 6l¢miiglerdir.

Sunulan c¢alismada, intravitreal enjeksiyon yapilmadigindan, vitreusta sabit bir baslangi¢
dozu bulunmamaktaydi, vitreustaki bevasizumab dozu doz transskleral gegisle zamanla
artmaktaydi. Bu nedenle bevasizumabin yar1 démriinii hesaplama imkani olmamistir. Bunun
yaninda vitreusta Ol¢iilen bevasizumab diizeylerinin zamana gore degisimi incelendiginde
serbest bevasizuamb verilen olgularda, maksimum bevasizumab dozunun (21pg/ml) 2 giin
icinde hizla azalarak 4pg/ml diizeyine diistiigii, nanopartikiile yiiklii bevasizumab enjekte
edilen olgularda da benzer sekilde maksimum bevasizumab diizeyinin (6 pg/ml) hizla
azaldig1 izlenmektedir (sekil 4.6). Yukarida ifade edildigi gibi, transskleral gegis siiresince
bu siirede vitreusta sadece bevasizumab temizlenmesi (clearance) degil ayni zamanda
transskleral yolla gelen bevasizumab da oldugundan, bu sonuglar direk olarak vitreustaki
bevasizumab yariomriinii vermemekle birlikte bevasizumab yikim hizi hakkinda bir fikir
vermektedir. Bu sonuclar degerlendirildiginde, her iki gruptaki olgularda da bevasizumabin
literatiirdeki verilere oranla ¢ok daha hizl bir sekilde yikildig1 izlenmektedir. Bu farkliligin
sebebinin vitreustaki bevasizumab diizeylerinin farkli olmasindan kaynaklandigi
disiiniilmektedir.

Bakri ve ark’nin ¢alismasinda 1.25 mg intravitreal bevasizumab enjeksiyonu sonrasinda
bevasizumab yar1 dmrii hesaplanmistir ve bu calismada vitreusta elde edilen diizey 400
ug/ml, yartlanma omrii 4.32 giindiir. Synapis ve ark. ¢alismasinda da vitreusta elde edilen
bevasizumab diizeyi 406 pug/ml, yarilanma 6mrii 6.61 giin olarak bildirilmistir. Sunulan
calismada elde edilen maksimum bevasizumab diizeyleri iki grup ic¢in 21 pg/ml ve 18
ug/ml dir. Agikga gortilebildigi gibi Bakri ve Synapis’in ¢aligmalari ile sunulan ¢alismada
elde edilen vitreus bevasizumab diizeyleri arasinda ciddi fark bulunmaktadir. Literatiirde
farkli  dozlarda intravitreal bevasizuamb  enjeksiyonu sonrasi  bevasizumab
farmakokinetigini inceleyen bir ¢alisma bulunmamakla birlikte farkli dozlarda intravitreal
bevasizumab enjeksiyonu sonrasi 6n kamaradaki bevasizumab farmakokinetigini inceleyen
bir ¢alisma vardir. Meyer ve ark [199], diabetik makiiler 6dem, KNVM ve ven tal
tikaniklig1 tanist almis 29 olguya intravitreal bevasizumab tedavisi uygulamiglardir.
Olgularin 13 tanesine 1.5 mg, 16 tanesine de 3.0 mg bevasizumab uygulayan arastirmacilar
enjeksiyondan sonraki takip siiresinde (1-60 giin) olgulardan 6n kamaradan akoz sivist
alarak bevasizumabin intraokiiler farmakokinetigini arastirmiglardir. 1.5 mg bevasizumab

enjekte edilen olgularda maksimum ak6z bevasizumab konsantrasyonu 14.86 pg/ml olarak
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oOlgiilirken, 3.0 mg bevasizumab enjekte edilen olgularda maksimum akdz bevasizumab
konsantrasyonu 27.74 pg/ml olarak oOlg¢lilmiistir. Bu olgularda bevasizumabin akdzde
yarilanma 6miirleri incelendiginde 1.5 mg bevasizumab enjekte edilen olgularda yarilanma
Oomrii 7.85 giin olarak belirlenirken, 3.0 mg bevasizumab enjekte edilen olgularda
yaritlanma Omrii 11.69 giin olarak belirlenmistir. Buradan da anlasilacagi gibi
bevasizumabin g6z i¢i sivilarinda yarilanma 6mrii, baslangigtaki maksimum bevasizumab
konsantrasyonuyla iliskili olarak degismektedir [199]. Sunulan ¢alismada da her iki
gruptaki maksimum intravitreal bevasizumab diizeyleri (21ug/ml, 18 pg/ml) hem Bakri’nin
calismasindaki (400 pg/ml), hem de Synopis’in ¢alismasindaki (406 pg/ml) diizeylerle
karsilastirildiginda ¢ok diisiik diizeylerde oldugundan, bu kadar hizli bir sekilde vitreustan
temizlenmeleri normaldir. Sonug olarak bu calisma kapsaminda elde edilen bulgular
literatiirdeki verilerle uyumludur.

Steroidler, antibiyotikler, antineoplastikler, NSAI ajanlar ve bevasizumab tiim diinyada
g0z hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmakla birlikte, géz hastaliklarinin
tedavisi i¢in FDA onaylar1 olmadigindan off-label (ruhsatli endikasyon digi) olarak
kullanilmaktadir. Bu ilaglarin, iiretim ve gelistirme asamasinda gz hastaliklarina yonelik
kullanim planlanmadigindan, doza bagli kontrolli in vitro ve in vivo etkinlik ve
giivenilirlik ¢alismalar1 yapilmamistir bu nedenle bu ilaglarin kullanimi, genelde
piyasadaki formulasyonun toksik olmayan en yiiksek dozu olarak tercih edilmektedir.
Uygulama esnasinda elde edilen ampirik ve anekdodal veriler, resmiyet kazanmadan
aktarilmakta ve klinik uygulamalar1 yonlendirmekte ve bazen bu veriler klinik ¢aligsmalarla
detayli olarak incelenmektedir [200].

Literatiirde bevasizumabin iris, koroid ve retinal neovaskiilarizasyonlarin tedavisi igin
gereken etkin terapotik konsantrasyonu konusunda kesin bir bilgi bulunmamaktadir. In
vitro ¢aligmalar, endotel proliferasyonunun maksimum diizeyde inhibisyonu igin gerekli
bevasizumab dozunun 2.6 ile 1 molar arasinda oldugunu gostermistir. Bevasizumabin
maximum yarim inhibitér konsantrasyonu (ICsp) 22ng/ml’dir ve VEGF-indiiklenmis
endotel hiicre ¢ogalmasi, migrasyon ve hiperpermeabilite dahil tim VEGF aktivitelerini
tamamen bloke eden bevasizumab dozu da 500 ng/ml’dir [201].

Arka segment hastaliklarindaki gerekli etkin tedavi dozu tam olarak bilinmemekle birlikte,
literatiirde arka segment hastaliklarinin tedavisi i¢in bevasizumab uygulanmis olgulardan
elde edilen vitreus oOrneklerinden Olgiilen degerleri bildiren calismalar vardir. Zhu ve
ark’nin [196] ¢alismasinda KNVM tedavisi i¢in bevasizumab tedavisi uygulanan gézlerden

alian vitreus orneklerinde, intravitreal bevasizumab konsantrasyonu 165 pg/ml olarak
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Olciilmiistiir.

Klettner ve Roider [202] in vitro ortamda, VEGF nétralizasyonu igin ¢ok az miktarlarda
bevasizumab ve ranibizumabin yeterli oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar, in vitro
ortamda bevasizumabin 1 pg/mL konsantrasyonda VEGF ekspresyonunu inhibe ettigini
bildirirken, bu degerin esik deger oldugunu, 975 ng/mL konsantrasyondaki bevasizumabin
VEGF neutralizasyonunda etkisini kaybettigini bildirmislerdir. Thomas, intravendz
mikrodoz (1.25-2.5mg) bevasizumab uygulanan 37 hastanin 11’inde tam iyilesme, 11’inde
ise parsiyel iyilesme izlediklerini, 15 hastada ise herhangi bir cevap alamadiklarini
bildirmis ve mikrodoz bevasizumab tedavisinin secilmis hastalarda ve gozigi enjeksiyonu
reddeden hastalarda tercih edilebilecegini savunmustur [203].

Avery ve ark [204], proliferatif diabetik retinopati tanisi olan 32 olgunun 45 goziine 6.2 pg
ile 1.2 mg arasinda degisen dozlarda intravitreal bevasizumab enjeksiyonu uygulamis ve
elde edilen anatomik ve gorsel basariy1 degerlendirmistir. Arastirmcilar 6.2 ug intravitreal
bevasizumab uygulanan olguda dahi  belirgin bir biyolojik etki elde edildigini
bildirmislerdir.

Buna ek olarak, enjeksiyon sonrasi, literatiirde diger gozde vitreus bevasizumab
konsantrasyonlarinin, enjeksiyon yapilan gbéze oranla ¢ok diisiik olarak bildirilmekle
birlikte [189,195,197] enjeksiyon yapilmayan gbézde de bevasizumaba bagli etkilerin
gelistigini bildiren ¢alismalar vardir [205-208].

Charbel Issa ve ark [205] tip 2 idiyopatik makiiler telenjiyektazi tanisi ile intravitreal
bevasizumab tedavisi uyguladiklar1 5 olgunun 18 aylik takibini degerlendirdikleri
calismada, intravitreal enjeksiyon uygulanmayan goézlerdeki lezyonlarda da diizelme
izlendigini bildirmislerdir.

Mennel ve ark [206] yas tip AMD tanisi olan bir olguda 4 ay boyunca 5 kez intravitreal
bevasizumab enjeksiyonu uygulamasi yaptiklarimi ve bu siirede tedavi uygulanmayan
gbzde retina pigment epitel yirtig1 gelistigini rapor etmislerdir.

1.25 mg intravitreal bevasizumab enjeksiyonu sonrasinda tavsanlarda enjeksiyon
yapilmayan gozlerde oOlgiilen en yiiksek bevasizumab konsantrasyonlar1 Bakri ve ark
caligmasinda 11.17 ng/ml, Nomoto ve ark calismasinda 6.7 ng/mL, Synopis’in
calismasinda ise 0.335ng/ml olarak bildirilmistir.

Bevasizumab uygulamalarinda, baslangicta elde edilen yiiksek maksimum diizeyler,
terapotik etkinin saglanmasindan ¢ok, geleneksel yontemlerle uygulanan serbest ilag
molekiillerinin vitreusta kalis siiresini uzatmaktir [201].

Saati ve ark. tavsan retinal koroid neovaskiilarizasyon modelinde tek doz bevasizumabin
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intravitreal enjeksiyon olarak uygulanmasi ile ayni miktarin kii¢lik dozlara boéliinerek
tekrarlayan enjeksiyonlar seklinde uygulanmasi sonucunda elde edilen cevabi
karsilastirmiglardir. Arastirmacilar, gruplar arasinda gerek retina kalinligi, gerekse VEGF
tarafindan indiiklenmis vaskiiler degisiklikler agisindan herhangi bir fark bulmadiklarini,
VEGF tarafindan indiiklenmis vaskiiler degisikliklerin tedavisinde tekrarlayan kiiclik doz
uygulamasinin, toplam dozun bir defada uygulanmasi kadar etkin oldugunu gostermislerdir
[209].

Yukarida ifade edilen belirsizligin giderilebilmesi i¢in yapilan ¢alismalarin hastalik modeli

olusturulmus hayvanlarda tekrarlanmasi konuya ¢éziim getirecektir.
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Sekil.4.8.ELISA testi ile belirlenen serumdaki bevasizumab miktari.

Serbest bevasizumab uygulanan oldularda serum bevasizumab diizeyi enjeksiyondan 3 giin
sonra 13 pg/ml, 7 giin sonra ise 8 pg/ml olarak Oolgiiliirken, nanopartikiile yiikli
bevasizumab uygulanan gozlede elde edilen serum bevasizumab diizeyi enjeksiyondan 3
giin sonra 3 pg/ml, 7 gilin sonra ise 2 pg/ml olarak Sl¢iilmiistiir. Bevasizumabin serumdaki
maksimum seviyeleri incelendiginde ise serbest bevasizumab enjekte edilen olgularda
maksimum konsantrasyonun 5. giinde 15 pg/ml diizeyinde izlenirken bevasizumab yiikli
nanopartikiil enjekte edilen olgularda ise serumdaki maksimum bevasizumab diizeyi 5.

giinde 7 pg/ml diizeyinde izlenmistir (sekil 4.8). Yukarida da ifade edildigi gibi serbest
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bevasizumab uygulanan olgularda verilen toplam bevasizumab konsantrasyonu
nanopartikiile yiiklii bevasizumab verilen olgulara gore ii¢c kat daha fazladir. Bu fark goz
Oniine alindiginda, serum diizeyleri arasindaki fark, baslangic ila¢ dozlarindan
kaynaklanmaktadir, serum diizeyleri arasinda iki grup arasinda daha yiiksek bir fark
izlenmemistir.

Bakri ve ark calismasinda 1.25 mg intravitreal bevasizumab enjeksiyonu sonrasinda
serumda Olgiilen maksimum bevasizumab diizeyi enjeksiyondan 8 giin sonra elde edilen
3.3 pg/ml olarak bildirilirken bevasizumabin serumda yar1 omrii 6.86 giin olarak
bildirilmistir. Synopis’in ¢aligmasinda ise maksimum serum bevasizumab konsantrasyonu
yine enjeksiyondan 8 giin sonra elde edilen 0.413 pg/ml olurken, bevasizumabin serumda
yar1 Omrii 5.87 giin olarak bildirilmistir.

Nomoto ve ark ¢alismasinda[189] 1.25 mg subkonjoktival bevasizumab enjeksiyonundan 1
hafta sonra serumda oOlgiilen maksimum bevasizumab diizeyi 3733.1 ng/mL olarak
Olciiliirken, bevasizumabin vitreustaki yarilanma Omrii 1.75 hafta olarak Olgiilmiistiir.
Subkonjoktival ve intravitreal uygulanan bevasizumabin sistemik dolasgima katilma
ozellikleri benzerdir [189].Sunulan c¢aligma kapsaminda elde edilen serum bevasizumab
diizeyleri literatiirdeki calismalarla karsilastirildiginda, c¢alisma kapsaminda kullanilan
yiiksek dozlar dikkate alindiginda elde edilen sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Burada 6nemli olan sonug, nanopartikiile yiiklenmis bevasizumab enjeksiyonu sonrasinda,
vitreusta hedeflenen terapdtik bevasizumab dozunun saglanmasi i¢in serbest bevasizumaba
oranla ¢ok daha az ila¢ kullanilacaktir dolayisiyla seruma gecen ilag dozu da daha diisiik
olcaktir. Bdylece bevasizumabin istenmeyen sistemik yan etkilerinin gelisme riski
azaltilacaktir.

Literatlirde intravitreal enjeksiyon sonrasinda gelisen pek cok sistemik bevasizumab yan
etkisi bildirilmistir [107-108]. Bu yan etkiler hipertansiyon, tromboembolik olay ve 6liim
gibi bevasizumabin sistemik olarak kullanildigi kanser tedavisinde kullaniminda
goriilenlere benzer yan etkilerdir. Nanopartikiile yiiklii bevasizumab kullanimi ile
hedeflenen dozun daha az sistemik ilag¢ diizeyi ile saglanabilmesi yan etki sikliginin
azalmasi agisindan da 6nemli bir bulgudur.

Tavsan modeli, gbéze uygulanan ilaglarin farmakokinetik incelemelerinin c¢alisilmasi i¢in
uygun bir modeldir [190].Tavsan sklerasi insan sklerasina oranla daha incedir koroidal
akim daha yiiksektir [210].Tavsan modelinin insan modelinden diger farklar1 da, tavsan

retinasinin insan retinasindan daha az vaskiiler olmasi [211] hacim dagiliminin insan
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modelinden farkli olmasit ve lensin insan lensine oranla daha biiylik olmasidir. Bu
farkliliklar insan gozii ile karsilastirildiginda farmakokinetik degisikliklere neden olabilir.
Insanlarda vitreus hacmi ortalama 4.5 ml iken tavsanlarda 1.5 ml kadardir. Serum hacmi de
insanlarda tavsanladan ¢ok daha fazla oldugundan, sistemik dolasimdaki konsantrasyon
insanlarda daha diigiiktiir. Tiim bu farkliliklarina ragmen gozicinde kullanilan ilaglarin
farmakokinetiginin degerlendirilmesinde tavsan modeli literatiirde en sikilikla tercih edilen
modellerden biridir [190]. Bu g¢alisma kapsaminda eclde edilen sonuglar direk olarak
insanlar i¢in kullanilamasa da, insan uygulamalarinin gelistirilmesi konusunda ¢ok 6nemli

katkilar saglayacaktir.
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SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde:

1.

80-380 nm araliginda kitosan nanopartikiiller sentezlenmis ve bu nanopartikiillere
bevasizumab yiiklenmistir. ilag¢ yiikleme verimi %38+22 olarak hesaplanmustir.
Sentezlenen bu nanopartikiillerin AFM ve zeta sizer Ol¢limleri alinarak
karakterizasyonlar1 yapilmistir.

Sentezlenen bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiillerin in vitro salim ¢aligmalari
yapilmistir. Sentezlenen nanopartikiillerden ilag yiikleme dozuna bagli olarak farkl
salim profilleri elde edilmistir. 12.5 mg bevasizumab yiiklenen kitosan
nanopartikiillerden ilk bes giinde anlamli oranda ilag salimi olmazken, besinci
giinden itibaren bir hafta siire ile yiliksek miktarda ilag salimi1 gerceklesmis ve bu
salim azalmakla birlikte izlem yapilan 3 hafta boyunca stirmiistiir.

Enjeksiyon sonrasi yapilan kontrol muayenelerinde hi¢bir gozde inflamatuar veya
alerjik bir reaksiyon gelismemistir.

Go6z dokularindan aliman Orneklerin  imiinohistokmyasal incelemelerinde,
bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiil verilen olgulardan 6zellikle enjeksiyondan
3 giin sonra alinan kesitlerde, skleranin yapisi ile uyumlu, bant seklinde 1s1malar
izlenmis ve bu 1simalar nanopartikiillerin sklerada bir miktar ilerlediklerinin
gostergesi olarak yorumlanmustir.

Eliza olgiimlerinde subtenon serbest bevasizumab enjekte edilen olgularda
enjeksiyondan 1 giin sonra vitreustaki bevasizumab konsantrasyonu 8 pg/ml olarak
oOl¢iiliirken, vitreustaki bevasizumab diizeyinin zirve degeri olan 21pg/ml diizeyine
enjeksiyondan 5 giin sonra ulasildigi izlenmis, enjeksiyondan 7 giin sonra ise
vitreustaki bevasizumab diizeyinin 4 ng/ml diizeyine diistiigii izlenmistir.
Nanopartikiile yiiklii bevasizumab enjekte edilen olgularda vitreusta elde edilen
bevasizumab diizeyleri incelendiginde, maksimum vitreus bevasizumab diizeyinin
enjeksiyondan 3 giin sonra 18 pg/ml olarak elde edildigi ve enjeksiyondan 7 giin
sonra dahi vitreusta 6 ug/ml diizeyini korudugu izlenmektedir.

Yiizdece vitreusta bulunan bevasizumab miktarlarlari incelendiginde, vitreusta
bulunan bevasizumab miktarinin baglangicta uygulanan bevasizumab miktarina
oraninin nanopartikiile yiiklii bevasizumab enjeksiyonu yapilan olgularda serbest

bevasizumab enjekte edilen olgulara oranla daha yiiksek oldugu izlenmektedir.
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Enjeksiyondan sonra 6rnek alinan tiim giinler i¢in bu durumun gecerli oldugu tespit
edilmistir.

8.  Serbest bevasizumab uygulanan oldularda serum bevasizumab = diizeyi
enjeksiyondan 3 giin sonra 13 pg/ml, 7 giin sonra ise 8 pg/ml olarak ol¢iiliirken,
maksimum serum bevasizumab konsantrasyonun 5. giinde 15 pg/ml diizeyinde
izlenmistir.

9. Nanopartikiile yiliklii bevasizumab uygulanan gozlede elde edilen serum
bevasizumab diizeyleri enjeksiyondan 3 giin sonra 3 pg/ml, 7 giin sonra ise 2 pg/ml
olarak Olgiilirken serumdaki maksimum bevasizumab diizeyi 5. giinde 7 pg/ml
diizeyinde izlenmistir.

10.  FElde edilen sonuglar degerlendirildiginde sentezlenen nanopartikiillerin subtenon
uygulama i¢in giizenilir oldugu ve herhangi bir reaksiyona sebep olamdigi
izlenmektedir. Imunuhistokimyasal incelemeler ve vitreus ve serum bevasizumab
diizeyleri incelendiginde sentezlenen bevasizumab yiiklii kitosan nanopartikiillerin
transskleral gecise katkida bulundugu ve ilacin vitreusta kalim siiresini arttirdigi
goriilmektedir. Bu veriler 15181nda, bavasizumab yiiklii kitosan nanopartikiiller, arka
segment hastaliklarinin  tedavisinde daha az invaziv bir yolla terapotik

konsantrasyonu saglayabilme konusunda umut verici olarak bulunmustur.

Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde sentezlenen nanopartikiillerin subtenon
uygulama i¢in gilizenilir oldugu ve herhangi bir reaksiyona sebep olamadigi izlenmektedir.
Imunuhistokimyasal incelemeler ve vitreus ve serum bevasizumab diizeyleri
incelendiginde elde edilen bevasizumab yiiklii nanopartikiillerin transskleral gecise katkida
bulundugu ve ilacin vitreusta kalim stiresini arttirdigi goriilmektedir. Bu konuda yeni
caligmalarin ozellikle hastalik olustulmus hayvan gozlerinde de yapilmasi konunun daha

gelistirilmesine fayda saglayacaktir.
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EK 1:APANDIX

Kontrol ilag Nanopartik(il
Grubu Grubu Grubu
Gin 1 0,172 0,207 0,291
0,173 0,199 0,196
0,173 0,202
Gun 3 0,173 0,301 0,344
0,171 0,254 0,557
0,211 0,132
Gin 5 0,139 0,435 0,321
0,141 0,23 0,106
0,549 0,226
Gun 7 0,087 0,08 0,218
0,089 0,097 0,122
0,156 0,111

Vitreus oérnekleri igin

Eliza absorbans sonuclari

Kontrol ilag Nanopartikl
Grubu Grubu Grubu
Gin 1 0,173 0,139 0,118
0,153 0,098 0,171
0,128 0,224
Gin 3 0,082 0,321 0,074
0,058 0,209 0,072
0,124 0,142
Gin 5 0,069 0,215 0,137
0,057 0,284 0,216
0,218 0,079
Gin7 0,093 0,238 0,068
0,057 0,129 0,107
0,11 0,079

Serum ornekleri icin Eliza absorbans sonuglari
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