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OZET

Akbas, S., Beyine hedeflendirilmis Bevasizumab yiiklii nanopartikiiler ilag tasiyici
sistemlerin hazirlanmasi ve etkinliklerinin degerlendirilmesi, Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji Programi Doktora Tezi,
Ankara, 2020. Bu ¢alismada, Bevasizumab’in (BVZ) beyne hedeflendirilmesi amaciyla,
kan-beyin endotelinde eksprese oldugu bilinen transferrin reseptorlerine (TfR)
spesifik baglanan Anti-CD71 antikorlariile konjuge edilmis poli (laktik-ko-glikolik asit)-
Poli etilen glikol (PLGA-PEG) nanopartikiller hazirlanmistir.  Konjugasyon
basamaginda, sentezlenen Oleil Sisteinamid (OCA) molekild kullanilmistir. Anti-CD71
antikoru konjuge edilen nanopartikiillerin kontrol gruplari olarak, Anti-CD71 ile ayni
yapida ancak reseptdre spesifik olmayan izotip Kontrol antikorlari konjuge edilmis
nanopartiklller kullaniimigtir. BVZ, aktif hedeflendirilmis nanopartikiillere yiiklenerek
enkapsiilasyon etkinligi ve salim ozellikleri degerlendirilmistir. Hicre kalttrd
calismalari bEnd.3 ve hCMEC/D3 endotel hiicreleri ve U87 glioma hiicreleri Gizerinde
gerceklestirilmistir. Bu (¢ hicre hattinda hazirlanan ilag tasiyici sistemin
sitotoksisitesi arastirilmistir ve antikorlar ile antikor konjuge nanopartikillerin bu
hiicrelerin yizeyindeki TfRlere baglanma afiniteleri arastiriimistir. KBB’den gecis
asamasinda, ilag taslyici sistemin reseptor aracili endositozunun gerceklesecegi
bEnd.3 ve hCMEC/D3 hiicreleri ile hiicre igerisine alim ¢alismalari gergeklestirilmis ve
olusturulan monokdltir transitoz deneyleri ile BVZ'nin in vitro KBB’'den gecisi
gosterilmistir. Nil kirmizisi yiklenmis nanopartikillerin, KBB'yi gegisi in vivo
deneylerle arastirilmis ve floresan mikroskop ile gdsterilmistir. Nude farelerde in vivo
GBM modeli gelistirilmis ve ilag yliklenmis kontrol gruplari ile ilag yiklenmis Anti-
CD71 antikoru konjuge edilmis nanopartikl gruplarinin etkinlikleri karsilastirilmistir.
BVZ yukli ve aktif hedeflendirilmis nanopartikillerin verildigi fare grubu, diger fare

gruplarina gére daha uzun siire hayatta kalmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanoteknoloji, PLGA, BVZ, Transitoz, Glioma, bEnd.3, hCMEC/D3

Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2165704).



viii

ABSTRACT

Akbas, S., Preparing and evaluating the effectiveness of BVZ loaded nanoparticular
drug delivery systems targeted to the brain, Hacettepe University Graduate School
of Health Sciences Pharmaceutical Technology Program PhD Thesis, Ankara, 2020.
In this study, in order to target Bevacizumab to the brain, PLGA-PEG nanoparticles
conjugated with Anti-CD71 antibodies that bind specifically to transferrin receptors
known to be expressed in the blood-brain endothelium were prepared. In the
conjugation step, synthesized OCA molecule was used. As the control groups of the
anti-CD71 antibody conjugated nanoparticles, nanoparticles conjugated with Isotype
Control antibodies, which are the same as Anti-CD71 but not specific to the receptor,
were used. Bevacizumab was loaded into actively targeted nanoparticles to evaluate
encapsulation efficiency and release properties. Cell culture studies were performed
on bEnd.3 and hCMEC / D3 endothelial cells and U87 glioma cells. The cytotoxicity of
the drug delivery system prepared in these three cell lines was investigated and the
binding affinities of antibodies and antibody conjugated nanoparticles to TfRs on the
surface of these cells were investigated. In the transition phase of the blood-brain
barrier, intake studies were carried out with bEnd.3 and hCMEC / D3 cells, in which
the receptor-mediated endocytosis of the drug delivery system would occur, and the
in vitro passage of bevacizumab through the blood-brain barrier was demonstrated
with the monoculture transcytosis experiments. The passage of Nile red loaded
nanoparticles across the blood brain barrier was investigated by in vivo experiments
and demonstrated by fluorescence microscopy. An in vivo GBM model was
developed in nude mice and the efficacy of drug loaded control groups and drug
loaded Anti-CD71 antibody conjugated nanoparticle groups were compared. The
group of mice loaded with bevacizumab and given actively targeted nanoparticles

survived longer than other groups of mice.

Keywords: Nanotechnology, PLGA, BVZ, Transcytosis, Glioma, bEnd.3, hCMEC / D3
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1. GiRiS

Nanoteknoloji, ilag gelistirme calismalarinda son yillarda Gzerinde siklkla
calisilan alanlardan birisidir. Ancak ilag gelistirme uzun siiren ve zahmetli bir slirectir.
Her ne kadar nanoteknolojik ilag tasiyici sistemler Uzerine her gecen yil daha fazla
arastirma vyapilsa ve veri Uretilse de nanoteknolojik ilag tastyici sistemlerin
gelistirilmesinde  ¢esitli  zorluklar  karsimiza ¢ikmaktadir.  Bu  zorluklarin
ongorilebilmesi igin preklinik calismalar Gnem kazanmaktadir.

Bu doktora tezi kapsaminda beyne ila¢ hedeflendirme stratejileri Gzerinde
durulmustur. Merkezi sinir sistemi hastaliklari ya da beyin tlimorleri gibi kan beyin
bariyerinden (KBB) ilag gegcisinin sinirl olmasi sebebiyle tedavi zorlugu yasanan
hastaliklarda, aktif hedeflendirme ile ilacin hedeflenen dokuya daha disuk dozda
ulastiriimasi, hastanin yasam kalitesi agisindan Ustiinlik saglayacaktir.

Beyne aktif hedeflendiriimis ve BVZ vyiklenmis ilag tasiyici sistemin
hazirlanmasinda PLGA nanopartikiiller tercih edilmis olup, aktif hedeflendirme
amaciyla, beyin endotel hiicrelerinde yiksek miktarda eksprese edilen TfR’ye spesifik
Anti-CD71 antikorlari kullaniimistir. Tez kapsaminda, KBB’nin in vitro modellenmesi
ve in vivo Glioblastoma Multiforme (GBM) modelinin gelistirilerek, ila¢ tasiyici
sistemin etkinliginin degerlendirilmesi saglanmistir. Elde edilen verilerin, bu alanda

yapilacak ¢alismalara katki saglamasi amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Beyne ila¢ Hedeflendirilmesi
2.1.1. Kan-Beyin Bariyeri

insan beyninde, yaklasik 664 km kan damari bulunmaktadir ve bu damarlar,
beyin hicrelerine oksijen ve enerji metabolitlerini iletmek, karbondioksit ile diger
atiklari uzaklastirmakla gorevlidirler. Beyin, toplam viicut agirhginin %2’si kadar olsa
da, tim vicudun tikettigi enerjinin %20'sini tiketmektedir. Merkezi sinir sistemi,
kendisini c¢esitli patojenlerden, toksik molekiillerden ve dolasimdaki kan
hiicrelerinden korumak amaciyla, bircok bariyer icermektedir. Serebrospinal sivi-kan
bariyeri, kan-beyin bariyeri (KBB), kan-retinal bariyer ve kan-spinal kord bariyeri
bunlardan bazilaridir. Tum bu bariyerler arasinda KBB en 6nemli ve en genis olanidir
(1-3).

KBB, noral doku ve kan arasinda konumlanan, hayati dneme sahip bir
bariyerdir. Bu bariyer; beynin homeostazini saglayarak, iyon ve molekil gegislerini
kontrol eder. Bu yilizden beynin korunmasinda rolii ¢ok buyuktir. Bu bariyerde
meydana gelen fizyolojik ya da patolojik bir bozulma ise, kiside nérodejenerasyona
veya noroinflamasyona sebep olmaktadir. Alzheimer’s ve Parkinson gibi hastaliklarda
da yine KBB’de problemler gézlenmekte, KBB'nin gecirgenligi artmakta ve boylece
beyin, gesitli tehlikelere karsi savunmasiz kalmaktadir. Nanoteknolojik yaklasimlar ile,
beyne hedeflendirme saglanabilmekte, norodejeneratif hastaliklara karsi da bu
nanoteknolojik ilag tasiyici sistemler umut olabilmektedir (4).

Kapillerler ise en kiglik serebral kan damarlaridir ve KBB'nin %85'ini
olustururlar. Kan ve beyin arasinda madde gegisleri igin genis bir ylzey alani saglarlar.
KBB'de yer alan kapiller damarlar, sistemik kapillerlere gére ¢cok daha az transitoza
izin verirler. Gegis icin, en uygun olan molekillerin ya 6zellesmis olmalari gerekir ya
da transport aracili gecis ile KBB’den gecmeleri gerekir. KBB butlnligl, beyin
interstisyal svinin kimyasal bilesimi icin ¢cok énemlidir. interstisyal sivi ise, sinaptik
iletimlerde, bilginin islenmesinde ve noral iletkenlikte cok énemli rol oynamaktadir.

KBB bitlnligliniin bozulmasi, yiksek vaskiiler gecirgenlige sebep olarak, serebral



kan akisinin azalmasina yol agar. Bu patolojik durumda, KBB’den normalde
gecemeyecek olan toksik kan molekdllleri, mikrobiyal ajanlar beyne girerek
inflamatuar ya da immun yanitlara yol agablilirler. Bu patolojik durum, Alzheimer’s,
Parkinson, Huntington, Multiple Skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklarda ya da GBM
gibi beyin timorlerinin varliginda ortaya ¢ikmaktadir (5).

KBB, ilaclarin beyne gecisini engellemede birincil faktorlerden birisidir. ilacin
molekidl blyikligi, yagda ¢ozunebilirligi, hidrofilisitesi, disosiyasyon katsayisi ve
diger bircok fizikokimyasal 6zelligi, KBB gecisinde énemli rol oynamaktadir. Kiiclik
molekilli ilaglarin %98'i KBB'yi gecememekte ve bu durum merkezi sinir sistemi
hastaliklarinin tedavisinde ciddi bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (3, 6).

Anatomik olarak, KBB'nin %99'u endotelyal hiicrelerden olusan membrandan
meydana gelmektedir. KBB'nin 3 ana bélimu; i¢c tabakada beyin endotel hiicreleri ve
bunlari birbirine baglayan siki kavsaklar , orta tabakada matriks ve periferal hiicreler
ve dis tabakada ise astrositler ve ekstraselller matriks olarak tanimlanabilmektedir
(Sekil 2.1). KBB'nin en temel hiicreleri endotelyal hiicrelerdir ve bir ilacin beyne gecisi
icin bu hiicrelerden ge¢mesi gerekmektedir. Endotelyal hiicrelerin ve astrositlerin
olusturdugu fiziksel bariyerin yaninda, cesitli enzimlerden ve transporterlerden
olusan bir de biyokimyasal bariyer bulunmaktadir. Bu vyapilar birlikte KBB
batinlugliniin ve segici gegirgen 6zelligin korunmasinda rol almaktadirlar. Astrositler,
noronlari koruyan ve destekleyen glial hiicrelerdir. Bu hiicreler, nérotransmiter ve
iyon konsantrasyonlarini kontrol ederek, néral mikrogevrenin homeostatik dengesini
korurlar. Astrositler ayni zamanda endotelyal hiicrelerle iliski icindedilerler; end-feet
uzantilari serebral kabillerlerin abluminal tarafinda bulunmaktadir. Boylece KBB
bitlnltgh ile ilgili d6nemli bir rol Gstlenmekte ve KBB yapisini desteklemektedirler.
Son zamanlardaki in vitro ve in vivo ¢alismalara gore, astrositlerden salinan gesitli
efektor molekiller bariyerin sizdirmazligini koruma ve artirma yoniinde etkili

oldugunu ortaya koymustur (7, 8).



Astrosit

_________________

' Astrosit Kapillerler

Perisit
Membran

Endotel

Sekil 2.1. Kan beyin bariyerini olusturan yapilarin sematik gésterimi (ecs:
ekstraseliler bosluk) (6)

Perisitler, kapiller ¢api, serebral kan akisi ve ekstraselller matriksteki protein
sekresyonunu reglle eden, KBB'nin en dnemli bilesenlerinden biri olan perivaskdler
hlcrelerdir. Platelet tlirevi blylime faktorinin (PdgfB) durduruldugu farelerde
perisitlerin ~ tamamen  kaybolmasi  durumunda, merkezi sinir  sistemi
mikrokanamalarina rastlanmis, siki kavsaklarda (tight junctions, TJ) fonksiyon
bozukluklari meydana gelmis, vaskiiler permeabiite artmistir. Perisitler KBB
bitlinliglini  saglamakla birlikte, astrosit ayaklarinin serebral damarlara
yonlenmesine de rehberlik etmektedir. Beyin endotelyal hiicreleri ise okludin,
klaudin, 1-3-5-12, membran iliskili guanilat kinazlar, ZO1, 202, Z03 siki kavsak
proteinleri iceren siki kavsaklar ile kaderinler, PECAM1 (platelet endothelial cell
adhesion molecule), adheren kavsak molekilleri olan (JAMs) JAMA, JAMB ve JAMC
iceren adheren kavsaklar ile birbirlerine baglanmislardir (9, 10).

Oksijenin  KBB'den gecisi, kiclUk arteriyoller ve kapillerler sayesinde
olabilmektedir ve karbondioksitle birlikte oksijen, KBB'den en hizli difiize olan
molekillerdendir. Bunlarin yaninda kii¢lik yagda ¢ozlinebilir molekiller ve molekdil

agirhigi 400 Da altinda olan/8'den az hidrojen bagi bulunduran (etanol gibi) molekiller



de KBB'den basit transmembran diflizyon ile gecebilmektedir. Karbonhidratlar,
aminoasitler, yag asitleri, monokarboksilik asitler, niikleotidler, hormonlar,
vitaminler, organik anyon ve katyonlar gibi ¢6zlinebilir molekiiller ise tasiyici aracili
transport ile KBB'yi gecebilmektedirler. Bir baska yol olan reseptér aracili transitoz ise
protein ve peptitlerin transendotelyal gegisini iki sekilde saglayabilir. Bunlardan birisi
transferrin ve insilin gibi kandan beyne gecistir. Digeri ise beyinden kana gegistir ve
apolipoprotein 6rnek olarak verilebilir. KBB'nin abluminal membranindaki sodyum
pompasi da beyin interstisyel sivisinin sodyum ve potasyum degisimini diizenlemekle
gorevlidir. ATP baglayan kaset transporterlar ise (ATP-binding cassette (ABC)
transporters) KBB'nin luminal tarafinda eksprese edilirler. Bu ABC transporterlar,
hastaya verilen ilaglarin ya da yabanci maddelerin endotelden kana aktif akisini
saglayarak beyinde birikmesini engeller. Endotelyal hiicreler arasindan gegis
mekanizmasi paraseliiler olarak adlandiriimakta ve konsantrasyon gradientine gore
iyonlarla ¢6ziinmis molekillerin gegisi bu yolla olmaktadir. Endotelyal hiicrelerden
gecis ise transsellller yol olarak isimlendrilmekle birlikte, bu iki yol arasindaki denge,
KBB'nin permeabilitesi, dolayli olarak da saglik durumu hakkinda bilgi vermektedir (9,

11-13).
2.1.2. Beyne ila¢ Hedeflendirme Stratejileri

ilaglarin KBB'den gecemeyerek etkinliklerini gdsterememeleri, KBB'nin
asilmasi yolunda arastirmalarin artmasina ve bircok dnerinin ortaya ¢ikmasina sebep
olmustur. Bu ydntemler; invazif ve invazif olmayan olarak ikiye ayrilabilir ve asagidaki

basliklar altinda incelenebilir.
intranasal yol ile KBB’den gegisin artirilmasi

intranasal yol, hizli absorbsiyon saglayan, uygulamasi kolay, invazif olmayan
bir yoldur. ilaglarin, koku alma mukozasi (olfactory mucosa) cevresindeki koku alma
noronlarinin aksonlari sayesinde, KBB ile karsilasmadan serebrospinal siviya ya da
beyne iletiimesi mimkiin olabilmektedir. Birgok peptit, protein ve kiiglik molekil bu

sekilde beyne iletilebilmektedir. Olanzepin ile yapilan bir ¢galismada, nanokapsuller



hazirlanmis ve siganlara intranasal yolla uygulama sonucunda, siganlarin beynindeki
olanzapin miktarinin ilag ¢ozeltisi kontroliine gore 1,5 kat daha fazla oldugu
gorilmistir. Intanasal yolun avantajlarina karsilik, sinirlamalar1 da bulunmaktadir.
Bunlar; ilacin dozu ve fizikokimyasal Ozellikleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunun
yaninda olfaktOr bOlgenin, nasal epitelyuma orani kemirgenlerde %50 iken,
insanlarda yalnizca %5dir ve bu durum, ilacin insana uygulanabilirligi acisindan sorun
yaratmaktadir. Ayrica ilacin fizikokimyasal ozellikleri ile beyinde ulastigi bdlge
arasinda bir korelasyona rastlanamamistir. ilaglarin intranasal yol ile verilmesi
sonrasinda vyapilan kantitatif analizlerde etkinlik degerlerinde tutarsizliklar
gorilmistir. intranasal yol ile KBB'nin bypass edilebilmesi icin mekanizmanin daha
iyi anlasilmasi ve daha glvenilir kantitatif analiz metodlarn gelistirilmesi

gerekmektedir (14, 15).
Fiziksel metodlar ile KBB’den gegisin artirilmasi

KBB'nin fiziksel bir bariyer olarak ilaglarin sistemik dolagimdan beyne gegisini
engelliyor olmasi nedeniyle, osmotik bozulma, ultrason ile bozulma ve manyetik
bozulma gibi yontemler ortaya atilmistir. Mannitol, KBB'nin gegici olarak agilmasini
saglayan bir madde olarak bilinmektedir. Ancak mannitoliin enjeksiyonunda,
konsantrasyon, uygulama hizi, uygulama zamani ve enjeksiyon sonrasi retansiyon
zamani KBB agilmasinda 6énemli etkilere sahiptir. Mannitol enjeksiyonundan sonra,
KBB'de yer alan vaskiiler endotelyal hiicreler dehidrate olurlar ve bdylece biziserek
siki kavsaklarin gevsemesine neden olurlar. KBB'nin gegirgenligini kontrol eden
mekanizmalardan biri olan siki kavsaklar bozuldugunda ise, geri doniisiimsiiz merkezi
sinir sistemi hasari meydana gelir. Mannitol gibi yliksek osmotik basing yaratan diger
maddeler; arabistan sekeri, Ure, fruktoz, siit amidi ve gliseroldiir. Bu maddeler de
osmotik basing yaratarak KBB'nin agilmasi igin kullanilabilirler. Ancak KBB
bitlinliglinin bu sekilde bozulmasi, istenen ilacin disinda diger bliyik molekdillerin
ya da toksik maddelerin de beyne penetrasyonuna izin vermekte ve orada biriken
maddeler myelin yapisinda pargalanmalara dolayisi ile de néropatolojik degisimlere

yol agmakta ya da merkezi sinir sisteminin normal fonksiyonunu bozmaktadir (16-18).



Son yillarda, ultrason kullanilan teknikler de KBB'nin agilmasi igin
kullanilmaktadir. Bu metot, hastaya sistemik olarak uygulanan mikro-kabarciklar ile
gelistirilmistir. Bu mikro-kabarciklar akustik olarak aktive edilebilmekte ve KBB'nin
geri donusebilir sekilde acilmasini saglamaktadir. Alkins ve arkadaslari, 10B izotopu
ile zenginlestirilmis L-4-boronofenilalanin-fruktoz (BPA-f) maddesinin, enjekte
edilebilir mikro-kabarciklar yardimi ile ve odaklanmis ultrason ile invazif olmayan bir
sekilde beyne iletilmesi lzerine galismislardir. Mikro-kabarciklarin ultrason etkisi ile
hacimlerinin artmasi ve KBB'nin fiziksel olarak acilmasi sonrasinda BPA-f'nin timorde
biriktigi gosterilmistir. Ultrason etkisinin ortadan kaldiriimasi ile ise mikro-kabarcik
eski hacmine dénmis ve KBB eski haline gelmistir. Glioblastoma igin alternatif bir
tedavi olarak o6nerilmis olsa da yontem her yerde uygulamaya uygun degildir ve
Uzerinde ayrintili galismalar devam etmektedir (19, 20).

KBB'nin acilmasi i¢in bir baska fiziksel yontem olan manyetik nanopartikiiller,
degisimli manyetik alana maruz kaldiklarinda, i1si kaynagi haline gelirler. Manyetik
alan etkisi ile olusan isi sayesinde KBB butiunligl degismekte ve permeabilitesi
artmaktadir. Manyetik nanopartikuller ile KBB'yi agsma stratejisi umut verse de, bu
partikillerin beyin icin kullanimlari sinirlidir. Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)
insanlar Gzerinde kullanilabilecek olan manyetik alani yetiskinler icin 8T ve ¢ocuklar

icin 4T olarak sinirlamigtir (21).

Hiicreye Penetre Olan Peptitler (Cell Penetrating Peptides (CPPs)) Araciligi

ile KBB’den gegisin artirilmasi

Hiicreye penetre olan peptitler, genellikle 30 aminoasitten daha az sayida
aminoasit icerirler ve kiglk molekkullerin yaninda kendi agirliklarinin 100 kati
biyuklikteki, protein, plazmid, siRNA, lipozom gibi makromolekilleri de hiicre
icerisine tasiyabilirler. Bu peptitler, biyolojik olarak glivenlidirler ve toksisiteleri de
duslktir. Tum bu 6zellikleri bu peptitleri ilag tasiyici olarak etkili bir ajan konumuna
getirmekte ve vyeni bir alan dogurmaktadir. CPPlerin membranlardan gegis
mekanizmasi endositozdur. Endositoz yolagi, klatrin aracili endositoz, kaveol aracili

endositoz ve makropinositozdan olusmaktadir. Makropinositoz ana endositoz



yolagidir. nanopartikiiller CPPler ile birlestirildiginde, transfer etkinliklerinin arttigi
gozlenmistir. Yeni bir alan oldugu icin ayrintili yeni calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir

(22).
Pasif Hedeflendirme ile KBB’den gegisin artirilmasi

Hedeflendirilmis ilag tastyici sistemler, ilacin spesifik bir fizyolojik bélgeye
ulasmasi ve etkinlik gostermesi icin hazirlanan sistemlerdir. Boylece hedef bélgede
artinlmis terapotik etki ve hedeflenmeyen boélgelerde azaltilmis yan/toksik etki
gozlenecektir. ilac hedeflendirme stratejileri aktif ve pasif hedeflendirme olarak
bashklandirilir. Aktif hedeflendirmede antikor-antijen ya da ligand-reseptor gibi
spefisik biyolojik etkilesimlerden yararlanilarak ilaglarin tasinmasi amagclanir. Pasif
hedeflendirme ise hedeflenen bélgedeki farklilasmis fizyolojik kosullar nedeniyle
ilacin o bolgede tercihli olarak birikmesi esastir. Sistemik dolagima verilen
nanopartikillerin retikiiloendotelyal sistem ile toplanarak karaciger ve dalakta
toplanmasi pasif hedeflendirmeye 6rnek olarak verilebilir. Artmis gegirgenlik ve
kalicilik etkisi (EPR), diizensiz olarak artmis damarlanma yapilari ve yetersiz lenfatik
drenajlari ile karakterize timoér dokularinda nanopartikillerin birikmelerine neden
olan pasif hedeflendirme mekanizmalarindan birisidir (23, 24).

Nanopartikillerin baytklikleri EPR etkisi icin cok 6nemli bir faktordir.
Hidrofilik bir ylizeye sahip olan 10-100 nm boyutlarindaki nanopartikuller
fagositozdan kacabilmektedirler. Bu sayede sistemik dolasimda daha uzun siire
kalabilmekte ve tiimér dokularina ulagma sanslarini artirmaktadirlar. Timérlerin yeni
Urettikleri damarlarin ¢ok dizensiz ve sizdiran yapisi nedeniyle damarlardaki
endotelyal hiicrelerin ve lenfatik damarlarin arasinda bosluklar meydana gelmekte,
bu bosluklardan nanopartikiller gecebilmektedir. Bu etkiye EPR etkisi adi verilir. Her
timordeki damarlanmanin dulzensiz sekilde olusmasi, 6lgilebilir ya da tahmin
edilebilir olmamasi, sistemik dolasimdaki ilacin ne kadarinin timor dokusuna
gececegi ile ilgili olarak kantitatif bir tayinin mimkiin olmamasi pasif hedeflendirme

stratejisini tek basina yetersiz kilmaktadir (25).



Reseptor Aracili Endositoz KBB’den gegisin artirilmasi

insulin ya da transferrin gibi makromolekiillerin KBB'den gegisi, reseptor
aracil endositoz ile olmaktadir. Buylik molekilli ilaglarin KBB'den gegisi diger yollar
ile mimkin olmadigindan, membrandaki reseptoérlerin ligandlari tasarlanarak
ilaglarin reseptoér aracili endositoz ile gegisi amaglanmistir. Diistik dansiteli lipoprotein
reseptor iliskili protein 1 (LRP1) ve LRP2 ligandlari da ilag tasiyici sistemlerin aktif
hedeflendirilmesi igin kullanilan ligandlardir. KBB'de eksprese edilen bu reseptoérler,
laktoferrin, melanotransferrin gibi maddelerin KBB'den reseptor aracili endositoz ile
gecisini saglarlar. Sekil 2.2’de nanopartikiillerin KBB’ye penetrasyon mekanizmalari
gosterilmistir.

CD71, 95 kD molektl agirligina sahip, Il homodimerik transmembran
glikoproteinidir. Ayni zamanda T9 ya da TfR olarak bilinir. TfR (CD71), beyin
kapillerlerinde, yiiksek oranda ekpsrese edilen bir reseptordir ve kendi ligandi olan
demirin beyne gecisini saglamaktadir. Dolayisi ile bu reseptor ligandi olarak
tasarlanan bir ligand, endositoz sirasinda demir ile yarismak zorunda kalacaktir. OX26
ise, peptidomimetik monoklonal antikordur (mAb) ve TfRepitopeat ligandi olarak
tasarlanmistir. TfRepitopeat dogal olmayan bir TF baglama bolgesi olup, demir ya da
diger ilaglar ile de yarismak zorunda kalmamaktadir. Yapilan bir calismada, intravenoz
OX26-BDNF (beyin kaynakli norotrofik faktor), orta serebral arter tikanikhigi bulunan
sicanlarda inme hacminde %65-70'lik bir azalmaya neden oldugu gézlenmistir. TfR
gibi kapiller endotelyal hiicre yuzeylerinde eksprese edilen insilin reseptorleri,

instlinin reseptor aracili endositoz ile beyne girisini saglarlar (4, 26).
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Reseptdr Aracih Endositoz:
TfR - Transferrin, anti-TfR antikor

[ | IR -> Insiilin

LDLR == LDL

Adsorbsiyon aracili endositoz:
Katyonik NPler

Taslyict aracil transport
Transport protein ve liganlari:
GLUT1 (glukoz)

ACST2 (Glutamat)

KBBden ge¢is mekanizmalari —

FE— E](;Uk lipofilik molekalemnd;telyal
. hiicrelerden gecisi
Pasif < 400-500 Da
— < 8-10 hidrojen bagi

Sekil 2.2. Nanopartikillerin KBB'ye penetrasyon mekanizmalari (4). (Kisaltmalar:
TfR, transferrin reseptor; IR, insulin reseptor; LDL, distk-dansiteli
lipoprotein; LDLR, diisiik-dansiteli lipoprotein reseptor)

2018 yihindaki bir galismada, glioblastoma multiforme igin gelistirilen bir ilag
tasiyici sistemde, yiksek toksisitesi ve diisiik biyoyararlanimi nedeniyle sakincalari
olan temozolamid etkin maddesi, PLGA nanopartikillere yiklenmis ve TfR’ye spesifk
0X26 tip mAb ile hedeflendirilmistir (26). OX26 antikoru, nanopartikillerin glioma
hiicreleri icerisine girisini saglamis ve U87 ve U215 hiicreleri lzerinde yapilan hiicre
kiltir  calismalarinda temozolamidin  antikanser aktivitesinin  artirildigi
gosterilmistir. Loureiro ve arkadaslarinin 2016 yilindaki galismalarinda, anti-TfR mAb
ve anti anti-A} (DE2B4- anti-amyloid) ile hedeflendirilmis olan PLGA nanopartikillere
Alzheimer hastaliginda endike iABs yiklenmis ve domuz endotelyal hiicreleri
(PBCECs) ile hiicre icerisine alim calismasi yapilmistir (27). Antikor hedeflendirilmesi
yapilan nanopartikillerin iABs etkin maddesini, kontrol grubuna gére daha yuksek
oranda hicre igerisine tasidigi gosterilmistir. Ayni arastirma grubu, 2017 yilinda
yaptiklari bir calismada, Alzheimer hastaligi tedavisinde kullaniimak Gzere, kati lipit
nanopartikiillere resveratrol vyiklemis ve nanopartikiller Anti-TfR mAb ile
hedeflendirilmiglerdir. Sonug¢ olarak mAb ile hedeflendirilen nanopartikillerin

transitozunun daha fazla oldugu gézlenmistir (7, 27).
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2.2. Beyne ilag Hedeflendirmede Nanoteknolojik Yaklagimlar
2.2.1. Nanoteknoloji

Nanomateryaller, 1-100 nm boyutlarinda olan mekanik, elektronik, fotonik ve
manyetik 6zellikler gésteren, ila¢ ya da gen tasinmasinda, biomedikal gortintilemede
kullanilan materyallerdir. Lipozomlar, lipid nanopartikiller, dendrimerler, miseller,
altin nanopartikiiller ise kanser tanisinda da kullanilabilmektedir. Kanser tedavisi,
ameliyat, radyoterapi, kemoterapi, immunoterapi ya da bunlarin kombinasyonu ile
sirdirdlmekle birlikte bu yontemlerin sistemik yan etkileri, immin sistemin
baskilanmasi, invazif tedavi gibi hastanin hayat kalitesini distirmesi, arastirmacilari
farkl yollar aramaya itmektedir. Hedeflendirilmis kanser tedauvisi ile, sitotoksik ilacin
saglikli hicrelere degil, yalnizca timor bodlgesine gonderilmesi amaglanmistir.
Nanoteknolojinin gelismesi ile birlikte, ilaglarin nanopartikillere enkapsile edilmeleri
ve boylece ilacin yan etkilerin azaltilmasi, kontrolli salim saglanmasi, kanda dolasim
suresinin artirlmasi ve bu slirede stabilitesinin korunmasi, ¢6zunurliginin
artirilmasi, biyodagiliminin degistirilmesi, toksisitesinin azaltilmasi maddenin cesitli
enzimlerden vs korunmasi s6z konusu olabilmistir. Bu yaklasim kanser tedavisinde
etkinligi artirmistir. Piyasada varolan nanoilaglarin vyanisira, klinik denemeler
asamasinda olan da bir¢cok nanoila¢ bulunmaktadir (28, 29).

Antikanser ilaglarin tasinmasinda kullanilmasi planlanan ilag tastyic
sistemlerin, timorlere iki sekilde etki etmesi amaclanir: Artmis gecirgenlik ve kalicilik
etkisi (Enhanced permeation and retention, EPR) etkisi ve aktif hedeflendirme. Bu
sekilde antikanser ilacin, terapotik penceresinin genisletilmesi ve hedeflenen
organ/dokular disinda kalan bolegelerde ise toksisitesinin azaltilmasi hedeflenir. EPR
etkisi ile, artinlmis kalicillik sayesinde, ilacin viicutta daha uzun siire sirkile olmasi ile
etkinlikliginin artirilmasi, boylece de pasif hedeflendirmenin saglanmasi amaglanir.
Ancak, EPR etkisi tek basina, antikanserin etkinliginin artirilmasi icin yeterli
olamamaktadir. Clnki tumor fizyolojisindeki ters basing gradienti ve transport
direnci, nanopartikillerin timor dokusunda birikmesini ve tiimére penetre olmalarini

engellemektedir. Tumor dokusunda, artmis intersitisyal sivi basing ve diizensiz olarak
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cogalmis, sizdiran damarlanma, fonksiyonlari bozulmus lenfatik kanallar gézlemlenir.
Bu durum, tiimorlerde kan damarlarindan interstisyuma sirekli bir akis oldugunu
gosterir. Bu akis nedeniyle kan dolasgimindan timoére ulagsmaya ¢alisan
nanopartikiller timor dokusu icerisine giremeden, interstisyum icerisinde dagiima
egilimindedirler (30).

Aktif hedeflendirme ile hedeflendirilen ilaglarin, spesifik secicilik ile istenen
dokuya iletilmesi amacglanmaktadir. Bu sayede, cevredeki saglikh dokulara zarar
vermemekte, sadece kanserli dokuda etki gostermektedir. Aktif hedeflendirme
ligand-reseptor etkilesimlerine bagli olarak gerceklesir. Nanopartikiiler ilag tasiyici
sistemin, sekil, blyuklik, yuzey yukd, kimyasal yapilari vs gibi 6zellikleri de optimize
edilmelidir. Elde edilen ilag tasiyici sistemin toksisitesinin, biyouyumlulugunun ve
biyodagilabilirliginin arastiriimasi gerekmektedir (31).

Doxil®, PEGile lipozomal doksorubisin formilasyonu olarak tasarlanmistir.
Boylece doksorubisinin kanda kals siresi artirlmistir ve kardiyotoksisitesi
azaltilmistir.  Doxil®’in 1995'te Kaposi sarkoma ve yumurtalik kanseri icin FDA
tarafindan onaylanmasi ile gérilmustlr ki, nanoilaglar klinik alanda birgok getiri
saglamaktadir. Bu getirilere artirilmis etkinlik, azaltilmis toksisite, kontrolli salim,
hedeflendirme vs 6rnek olarak verilebilir. Tim bu Ustlnlikler, hastalarin yasam
surelerini uzatmakta ya da tedavi siiresinde antikanser ilaglarin agir yan etkilerini
azaltmakta, boylece yasam kalitesini artirmaktadir. Doxil®in FDA onayi almasindan
sonra, Paklitaksel'in de nanoteknolojik formu (Abraxane®) onaylanmis ve diger
nanoilaglarin (nanokonjugatlar vs) yolunu agcmistir. 2019 yil itibariyle piyasada 12
adet FDA onayl nanoteknolojik ilag bulunmakta ve 13 adet nanoteknolojik ilag igin de

faz 11111l calismalari devam etmektedir (32).

Nanopartikiillerin partikiil boyutu ve yiizey yiikiiniin nemi

Nanopartikillerin in vitro ve in vivo deneylerde istenen sonuglari vermeleri
icin, biyodagilimlarinin ve farmakokinetik 0Ozelliklerinin  ¢ok iyi bilinmesi

gerekmektedir. Bunun igin de nanopartikillerin karakterizasyonu buyik 6nem
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tasimaktadir. Nanopartikil karakterizasyonu ile birlikte, ilacin terapoétik getirileri
tahmin edilebilir ve muhtemel problemler 6nceden engellenebilir.

Dinamik 1sik sagilimi yontemi (Dynamic light scattering, DLS), partikil
biyakligu olcimlerinde siklikla kullanlilan, givenilir ve basit bir metottur. DLS
metodu ile; slispansiyon icerisindeki nanopartikillerin Brownian hareketleeri ile
hizlari arasinda iliski kurulur (translasyonal difiizyon esitligi) ve Stokes-Einstein esitligi
sayesinde partikll blylklGgli hesaplanir. DLS metodu ile elde edilen sonug,
partikillerin ortalama blyuklGgu ve biyiklik dagiliminin homojenligi anlamina gelen
polidispersite indeksi (PDI) olarak ifade edilir. PDI degerinin 0,1 ile 0,25 arasinda
olmasi dar bir partikal buyaklGgi dagilimi anlamina gelirken bu degerin 0,5'i agmasi
istenen bir durum degildir. Partikdl blyuklGgi, nanopartikiller ile ilgili birincil
oncelige sahip olan 6zelliktir. Partikiil blyuklGgl bir nanopartikiliin, biyodagilimini,
kanda kalis suresini, hedef dokuya ulasma basarisini etkilemektedir. Mikroskop ile
partikil buyuklGgi 6l¢iimi kesin sonuglar verse de mikroskoba gore 6rnek hazirlama
prosesinin uzun ve zahmetli olmasi, bu islemler sirasinda nanopartikillerin agrege
olabilmelerine sebep olmaktadir. Bu sekilde gozlenen partikiller ile bir buyuklik
dagilimi elde etmek oldukca zordur. Nanopartikiil takip analizleri (Nanoparticle
tracking technique) karanlik bir ortamda floresan mikroskop ile gerceklestirlmekte ve
bir nanopartikiliin belirli bir zamandaki Brownian hareketlerinin dlgiimine
dayanmaktadir. Bu metod ile bir nanopartikilin yiksek ¢ozinirliikte izlenmesi
miumkiin olsa da, 6rneklerin dlcllebilmesi icin seyreltmeye ihtiya¢c duyulmasi bir
sakinca olarak karsimiza ¢citkmaktadir (33).

Nanopartikillerin fizikokimyasal degisikliklerinin, hiicresel alim 6zelliklerinde
ya da biyolojik proseslerinde biiyik rol oynadigi bilinmektedir. Lipozomlar, quantum
dotlar, polimerik nanopartikiller, altin nanopartikiiller ya da silika nanopartikiller
gibi ilag tasiyici sistemlerin partikil byuklikleri ve yuzey yiikleri, bu sistemlerin ilag
tasima etkinliklerini degistirebilmekte ve hiicre igerisine alim mekanizmalarini
etkileyebilmektedir. Polimerik nanopartikiller 6zellikle tercih edilen ilag tasiyici
sistemlerdir ¢linkii timor dokusuna pasif hedeflendirme, yiiksek enkapsilasyon

etkinligi ve bircok etkin maddenin tasinabilirligi gibi avantajlar saglamaktadirlar.
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Ancak, bu nanopartikillerin homojen bir siispansiyon olarak stabilitelerinin
saglanmasi, ylizey yliklerine ve monodispers partikil blyuklik dagilimlarina baghdir.
Partikil buydklik dagilimlari monodispers olmayan nanopartikillerin, pasif
hedeflendirme ile hedeflenen dokuya ulasma ihtimalleri ayni olmadigi icin etkin
maddenin biyodagilimi ile ilgili dogru bir sonuca varilamamakta ve bu da tedavi
etkinligini belirsiz kilmaktadir. Bir baska nokta, nanopartikiillerin hedeflenen organa
gore partikiil biyikliginin belirlenmesi gerektigidir. Ornegin akciger icerisindeki
kilcal damarlara hedeflendirilen nanopartikillerin buyikliklerinin 5-6 um ‘den daha
biyik olmasi gerekmektedir (34, 35).

Ylzey yuki, zeta potansiyel olarak ifade edilmekte ve nanopartikillerin gevre
ile olan etkilesimini direkt olarak etkilemektedir. Nanopartikillerin bulunduklari
ortamda, etraflarini saran, gliclii baglanmis i¢ tabaka (stern tabakasi) bulunmaktadir.
Bu glicli baglanmis tabakaya, zayif baglanmis olan bir de dis takaba yer almaktadir.
Nanopartikiilin ylzeyindeki tabakalar ile ortam arasindaki elektrik potansiyeli
farkinda zeta potansiyel denir. Zeta potansiyel genel olarak lazer Doppler elektroforez
yontemi ile ya da DLS yontemi ile 6lglliir.Genel olarak polimerik nanopartikdllerin
zeta potansiyeli +30 mV ile -30 mV arasindadir. Yizey yikid uygun olmayan
nanopartikillerin, raf omiurleri kisa olmakta ve stabilitelerini saglamak mimkiin
olmamaktadir. Nanopartiklllerin yuzey yuki, partikillerin sistemik dolagimda kalma
strelerini  etkilemektedir. Retikiiloendotelyal sistem tarafindan taninan
nanopartikiller, sistemik dolasgimdan hizla temizlenmekte ve etkin madde kargosu

hedef dokuya ulastirilamamaktadir (33).
2.2.2. Nanobiyoteknoloji

Nanobiyoteknoloji; biyoteknoloji ve nanoteknolojinin birlesimi olmakla
birlikte, gen terapisi, ilag tasinmasi, biyomarkerlar, molekiler gorintileme ve
biyosensorleri kapsamaktadir. Bilim insanlari, ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde
yeni polimerlere ve polimer-ilag kombinasyonlarina yonelmis durumdalardir.
Nanobiyoteknoloji arastirmalari sayesinde yakin gelecekte yenilikgi nanocihazlar ve

nanosistemler gelistirilebilecektir. Bu sayede biyolojik materyallerin, hedeflenen
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bolgeye, daha az yan etki ile ve uzun sureli stabiliteleri saglanmis olarak iletilmesi
mumkin olacaktir (34).

Bildigimiz tGzere KBB, kan ile beyin arasinda, nurtientler, peptitler, proteinler
ve immun hicreler icin gecise izin veren bir bariyerdir ve beyni zararli ajanlara karsi
korur. Son vyillardaki calismalara gére ise KBB endoteline penetrasyonu artiran
transport sistemleri, enzimler ve reseptorler belirlenmistir. Vicuttaki diger
organlardaki damarlanmaya goére KBB, plazmadaki ilaglarin beyne gegisini engeller,
ornegin proteinlere gbére yagda ¢oziinen molekillerin KBB'den gecisi daha kolay
olmaktadir. Merkezi sinir sistemine ila¢ tasimasi amaciyla gelistirilen Griinlerde
KBB'nin etkisini gbzardi etmemek gerekir. Blylik yapili proteinlerin KBB'den gegisi ise
reseptor aracili yolaklar ile olabilmektedir. Bu sekilde gecise 6rnek olarak transferrin
verilebilir ¢iinkli beynin fonksiyonlarini siirdiirebilmesi igin belirli miktarda demire
ihtiyac duyar. Bunun yaninda insilin ya da igG gibi biyolojik olarak aktif molekiillerin
de genel olarak endotelyal hiicreler araciligi ile beyne gecebilmesi, terapétik ajanlarin
da bariyerden gecebilmelerine yonelik yeni yaklasimlarn gelismesine 6nayak olabilir
(34, 36).

MAblar, intraventz olarak enjekte edildiklerinde, KBB'yi gecemeyebildikleri
icin ya da gecseler de beyinde terapotik konsantrasyona ulasamadiklarindan diisiik
etkinlik gosterdikleri igin, bu antikorlarin beyine tasinmalari igin gesitli stratejiler
gelistirilmistir. Antikorlarin direkt intrakranial uygulanmasi, KBB'nin bozulmasi ya da
nanopartiklllere bu antikorlarin konjugasyonu bu stratejilerden bazilaridir.

Antikorlarin nanotasiyicilara enkapsilasyonu ile bu kisitlamalarin 6niine
gecilmesi amacglanmaktadir. Boylece antikor dozlamasinin azaltilmasi ve buna bagh
olarak gelisen toksisitenin azaltilmasi mimkin olabilecektir. Etkinligin artiriimasi,
amaca yonelik tasarlanabilen nanotasiyicilar, kontrolli salimin saglanabilmesi de
diger Ustunlukler olarak karsimiza cikmaktadir. Ayrica nanotasiyicilar antikorlari
lizozomal kompartmanlarda degrade olmaktan da korumaktadirlar. Nanotasiyicilarin
aktif olarak hedeflendirilmeleri, ylzeylerine, reseptériine yiksek segicilik ve afinite
ile baglanan bir antikorun baglanmasi ile saglanabilir. Bu hedefleyici antikorun

reseptoriniin hedef doku hiicrelerinde overeksprese ediliyor olmasi tercih edilir bir
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durumdur. Bu sekilde nanotasiyicilarin fonksiyonalizasyonu ile, tasinan etkin madde
icin bircok Ustlinliik saglannirken, aktif hedeflendirme ile de sinerjik etki elde edilir.

Nanoenkapstilasyon prosesinin antikor stabilitesini bozmasi bir problem
olarak karsimiza cikmaktadir. Bu prosesde pH, organik solvanlar, yiksek basing,
sicaklik degisimleri, mekanik stres kosullari degerlendirilmelidir. Antikorun bu
kosullarda degrade olmasi ile ortaya cikabilecek olan degradasyon ya da agregasyon
drdnleri immunojenik reaksiyonlara sebep olabilmektedir. Bu durum sonucunda ise,
immun cevap meydana gelmesi ve dolayisi ile tedavi etkinliginin ortadan kalkmasi
ortaya cikabilmektedir (37, 38).

Modern nanotip tarihi gok uzun olmasa da konvansiyonel onkoloji ilaglarina
gore daha fazla umut vadetmektedir. Onkolojide kullanilan ilaglarin, faz |
calismalarindan FDA onayina kadar olan suregte, klinik basarisi yaklasik %5 olarak
gorilirken, terapotik antikorlarin da icerisinde bulundugu hedeflendirilmis ilaglarin

klinik basarisi yaklasik %10'dur.
2.3. Glioblastoma Multiforme

Diinya Saglik Orgiiti’ne gére (WHO), GBM yetiskinlerde en sik gériilen beyin
timorudar. Tim gliomalarin %54’Un0 olustururken, primer beyin tlimorlerinin
%16’sina GMB olarak tani konmaktadir (37). Glioblastoma, yetiskinlerde en ¢ok
gorilen primer beyin timorlerindendir ve genellikle hastanin tanidan sonra 15 aydan
daha kisa siire yasam suresi olan oldukca agresif timorlerdir. Tanidan sonra 5 yillik
hayatta kalma ylizdesi ise %6,4-%14 arasindadir. (39, 40) Multiforme, GBM'in oldukga
heterojen bir yapida oldugunu ifade etmektedir. GBM tiimorlerinin blyik cogunlugu
oldukega invazif ve infiltratif timorlerdir. (41) Beyin kanserinin en 6limcil ve en
yaygin olarak rastlanan formu olan glioblastoma multiforme, hastada hizli biylime
gostermesi ile karakterizedir. Bu kanser tirl, ginimuizde uygulanan tedavilerden
ameliyat ya da radyoterapi gibi seceneklere diren¢ gostermekte oldugu icin, yeni
tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Hastaya tani konulduktan sonra hayatta
kalma stresi 7-15 ay ile sinirhdir. Gliobastoma multiforme, beyin parenkimasinda ¢ok

hizli vaskiiler proliferasyona yol acarak, agresif bir sekilde blylime gosterir.
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Gliblastoma multiforme igin standart tedavi halen ameliyattir. Timor dokusunun
mumkin olan kisminin alinmasi amaclanir ancak, timorin agresif yapisi ve
damarlanmasinin ¢ok fazla olmasi nedeni ile timaoriin tamaminin alinmasi genellikle
mumkiin olmaz (42, 43).

Yeni Uretilen etkin maddelerin KBB'yi gegememeleri ve etkinliklerini
gosterememeleri sebebiyle de beyin timorlerinin tedavisi zor hale gelmektedir.
Beyindeki kanser olusumu sonrasinda, KBB bitlinligli bozulmakta ve artmis
damarlanma ve endotelyal proliferayon, hipoksi ya da timoér nekrozu gibi cesitli
patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir. KBB bitinliginiin kaybolmasi da homojen
olarak degil, duzensiz olarak ortaya ¢ikmakta bu da ilaglarin timoér bolgesine
ulasiminin  heterojen olarak gerceklestigini gostermektedir. Ayrica timor
dokusundaki heterojen kan sizisi, dokuda anormal bir kan akisina sebep olmakta
boylece ilaglarla birlikte ayni zamanda oksijenin de dogru bir sekilde hiicrelere
dagitilmasini engellemektedir (10, 44).

GBM icin kemoterapi, 1970lerde, arastirmacilarin karmustin etkinligi ile ilgili
calismalari ile baslamistir. Bu etkin madde, KBB'yi gegebilmekte ve direkt olarak
kanser hicreleri Gzerinde etki gosterebilmektedir. 1979 yilinda ise, radyasyon
tedavisinin beyin kanserleri Gzrindeki etkisi gosterilmis ve boylece kemoterapi ve
radyoterapinin GBM tedavisi igin kullanilmasinin 6niint agmistir. Glinimizde, GBM
hastalari icin standart tedavide, ameliyat 6ncesi ya da sonrasinda, radyoterapi yalniz
olarak ya da kemoterapi ile birlikte uyuglanabilmektedir (45-47).

GBM icin ilag tedavisi gliniimuzde de birkac ilag ile sinirlidir. 1999 yilinda FDA
tarafindan GBM igin onaylanan oral antikanser Temozolamid halen kullanilmaktadir.
BVZ'nin 2009 yilinda FDA onayli olarak GBM tedavisinde kullaniimaya baslanmasi ile
yeni bir tedavi yolu agilmistir. Yeni tedavi yaklasimlari adina yapilan ¢alismalardan
ancak birkag tanesi umut vadetmistir. Tedavide etkinligin artirilmasi ve kisa hayatta
kalma siresine sahip olan hastalarin, tedavi siiresince yasam kalitelerinin artirilmasi
amaglanmaktadir. Bunun igin de, nanoteknolojik temelli ilag tasiyici sistemler gittikge

onem kazanmaktadir (42, 48-50).
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Glioblastoma Multiforme Tedavisinde Nanoteknolojik Yaklagimlar

Nanoteknolojik ila¢ tasiyici sistemler ile etkin maddelerin beyin dokusuna
gonderilmesi amaclanmakla birlikte, KBB bu etkin maddelerin ve toksinlerin beyne
gecisinde en ciddi engeli teskil etmektedir. KBB, kan ve néral doku arasinda fiziksel
bir engel olarak yer almaktadir (Sekil 2.3.). Endotelyal hiicreler, astrositler, perisitler
ve komsu noronlarin bir araya gelmesi ile olusmustur. Endotelyal hicreler, siki
kavsaklar ile bir arada tutulurlar ve maddelerin gegisini sinirlarlar. KBB, ABC
proteinleri (atp-binding cassette transporters) ve P-gp (p-glycoprotein) gibi efflux
proteinleri icerir. Beyin endotelinin luminal ylzeyinde yer alan p-gp proteini, beyin
kapillerlerinden proteinlerin transportunu saglar. P-gp'den kagabilecek olan
molekiller, yagda ¢oziinebilen kiglik molekkiiller, elektrik yiki nétral molekiller ya
da 400-600 Da molekil blayukligiunin altindaki besinlerdir. Beyne hedeflendirilerek
gonderilen etkin maddelerin blyik cogunlugunun basarisiz olmasinin sebebi olan
KBB, beyni yabanci maddelere karsi korumasinin yaninda, ¢ogu noérolojik hastaligin
tedavisini de olumsuz etkilemektedir (51, 52).

Merkezi sinir sistemini hedef alan ya da beyin dokusundaki bir timor
tedavisinde kullanilacak olan etkin maddenin beyne ulastiriimasi icin, toksisite ya da
KBB'nin asilmasi gibi engelleri gecmesi gerekmektedir. Etkin maddelerin timor
bolgesine ulastirilmasi da tek basina problemi ¢6zmemekte ¢linki, kanser
hiicrelerinin kompleks timor mikrogevresi, invazif 6zellikleri ve metabolizmalarinin
degismis olmasi, maddelerin etkinligini azaltmaktadir. Sekil 2.3 ile gosterildigi gibi,
nanopartikillerin timor bolgesine ulasabilmeleri icin siki kavsaklar ya da reseptorler
gibi yollari kullanmalari gerekmektedir. Nanoteknolojik ilag tasiyici sistemler, ilaglarin
optimize edilerek beyin dokusuna yonlendirilmesi, spesifik bolgeye ilag tasinmasi,
etkin maddenin stabilitesinin korunmasi ya da kontrolli/devamli salimi igin Gstiinlik

yaratmaktadir.
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Sekil 2.3. Kan beyin bariyeri ve glioblastoma multiforme cevresi (52)

Lipozomlar, nanoemdiilsiyonlar, polimerik miseller ya da demir oksit
nanopartikiller gibi bircok nanomateryal, GBM tedavisinde kullanilan etkin
maddelerin tasinmasi igin arastirilmaktadir. GBM tedavisinde kullanilmak Uzere
tasarlanan ila¢ tasiyci sistemlerden biri, Zhou ve arkadaslarinin gerceklestirdigi
calismada, paklitaksel ylkli PLGA nanopartikillerdir. BU nanopartikillerin EPR etkisi
sayesinde tumor bolgesine ulasmasi hedeflenmis ve U87MG ksenograf inrakranial
sican modelinde, serbest paklitakselin uygulandigl hayvan gruplarina gére enkapsiile
edilen paklitakselin uygulandigl hayvan gruplarinda daha uzun yasam siresi
gozlenmistir (25).

Polimerik miseller de GBM tedavisinde kullanilmak Uzere arastirilmis ve
antikanser ila¢ olan doksorubisinin PEG ile konjuge edilmesi sayesinde polimerik
miseller olusturulmus ve L9 intrakranial sigan timor modelinde, serbest
doksorubisine gore daha fazla tiimor dokusuna giris saglamistir. Polimerik misellerin
yaninda lipozomlarla da calisilmistir. Lipozomlar, fosfolipitlerden olusan cift tabakal
yapilardir ve amfifilik ya da hidrofobik maddelerin tasinmasi i¢in avantaj saglarlar. Bir

calismada, doksorubisin tasiyan bir lipozoma IL-13 konjugasyonu ile, yiiksek oranda
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IL-13Ralfa2 tasiyan GBM igin aktif hedeflendirme saglanmis ve timor hiicrelerden

doksorubisinin P-gp ile atilmasinin 6niline gecilmistir (51, 52).
2.4. Bevasizumab

Antikorlar biyoteknolojik, farmasotik ve endistrial uygulamalarda siklikla
kullanilan terapétik ajanlardir. Ozellikle de kanser, astim ya da immun ve enfeksiyon
hastaliklarinda terapé6tik olarak kullanilmalari icin arastirmalar sidrmektedir.
Terapotik antikorlarin istenmeyen yan etkilerinden kaginilarak, afiniteleri olan
reseptorlere baglanabilmeleri ve boylece daha az miktarda uygulama ile daha etkin
bir tedavi amacglanmasi ise son zamanlarda (izerinde siklikla ¢alisilan konulardandir.
Ozellikle de klinik tedavide onaylanmis mAblar, reseptérlerine yiiksek spesifite
gostermekte ve basarili tedavi saglamaktadirlar (37).

ilk mAb 1986'da onaylandiktan sonra giiniimiize kadar yaklasik 50 mAb FDA
tarafindan onaylanmistir. Gelistirilen rekombinant teknoloji ile de yeni Uretilmis ya
da inovatif mAblar da piyasada yer almaya baslamistir (Tablo 2.1). MAblar biyuk
molekilli (yaklasik 150 kDa) ve pahali molekiller oldugundan, yiksek dozlarda
uygulama, mAblar ile tedaviyi pahali kilmaktadir. Ayrica hastaya, ¢oklu olarak
parenteral ya da intravitreal yol ile verilmeleri de mAblarla tedavinin uyumlulugunu
azaltmaktadir. Ornegin FDA onayli mAblardan olan, ranibizumab, BVZ ve infliximab
birden fazla intravitreal uygulama gerektirmektedir. Antikorlarin intravitreal yol ile
verildiklerinde yari-émiirlerinin kisa olmasi (7-10 giin) nedeniyle birden fazla kez
hastaya uygulama gerektirmeleri bu sakincaya yol agmaktadir. Hastaya yapilan
tekrarli uygulama, gozde vitr6z kanama ya da lens/retinal ayrilmaya sebep

olabilmektedir (53).
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Tablo 2.1. Kanser immunoterapisinde kullanilan baslica monoklonal antikorlar ve
hedef antijenleri (54-57)

Hedef Antijen mAb Antikorun Tipi Kullanildigi Baglica kanser Turleri
EGFR Cetuximab Kimerik, 1gG1 Metastatik kolorektal kanser
ve skuamoz hiicre kanserleri
EGFR Panitumumab  insan, IgG2 Metastatik kolorektal kanser
EGFR-2 Trastuzumab Humanize, IgG1 Meme kanseri
(HER2)
CD20 Rituximab Kimerik, 1gG1 B hiicre non-Hodgkin
lenfoma
CD20 Ofatumumab insan, IgG1 Kronik Lenfositik Losemi
(KLL)
CD52 Alemtuzumab  Humanize, IgG1 B hiicre |16semisi
CTLA-4 Ipilimumab insan, IgG1 Metastatik Melanoma
VEGF BVZ Humanize, IgG1 Metastatik kolorektal kanser, kiguk

hiicreli olmayan akciger kanseri,

over kanseri, GBM, Metastatik renal
hiicre karsinomasi, metastatik serviks
kanseri

TUmor blyumesi, timoérid besleyen damarlardan yeni damarlarin olugmasi
anlamina gelen anjiogenez sureci ile gergeklesir. Bu siiregte, endotelyal hiicrelerin
kan damarlarinin i¢ yizeyinde migrasyonu, bliyiimeleri ve farklilasmalari gerceklesir.
Yeni kan damarlarinin olusumu sireci gesitli kimyasal sinyaller ile kontrol edilir.
Tumorin anjiyojenezi, vaskiler endotelyal biylime faktori (Vascular Endothelial
Growth Factor-VEGF) platelet-tlirevi bliyume faktori, hipoksi indlklenebilir faktor
lalfa ve diger bircok faktor ile saglanir. Bu faktorlerden anjiyogenez tizerinde en etkili
olani VEGF olarak bilinmektedir; normal endotelyal hiicrelerin Gzerindeki kendisine
spesifik reseptorere baglanarak, bu hiicrelerden vyeni hiicrelerin yapimini
uyarmaktadir. Bu sireci durduran kimyasal sinyallere ise, anjiyogenez inhibitorleri
denmektedir. Normal saglikli hiicrelerde anjiogenez uyarici ve inhibe edici sinyaller
denge halindedir ve yalnizca kan damarlarinin ihtiyaci oldugunda, 6rnegin yasca
bliyiime ya da iyilesme siireci, bu denge anjiogenez uyaran taraf lehine bozulurken,
kanser hiicrelerinde bu denge bozulmus durumdadir. Kanser hiicrelerinde dengesiz
ve diizensiz olarak damarlanma artisina rastlanmaktadir (58).

Anjiyogenezin 6nemi dolayisi ile, VEGF yolaklarinin bloklanmasi, timor
blylmesinin durdurulmasinda 6nemli stratejilerden biri haline gelmistir. VEGF

inhibisyonunda ise klinik calismalarda en etkili goriilen etkin madde ise, bir
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rekombinant humanize mAb olan BVZ olmustur. BVZ (Avastin®; Genentech, Inc.,
South San Francisco, CA), yapisinda sabit kismini (constant) 1gG1 olustururken, VEGF
baglayan bodlgeleri ise faregillerden alinmistir. VEGF (VEGF-A), kan endotelyal
hiicrelerinin yizeyinde eksprese edilen VEGFR1 (FLT1) ve VEGFR2 (FIk1 ya da KDR)
reseptorlerine baglanir. VEGFR2 endotelyal hiicre mitogenezinde ve mikrovaskiiler
permeabilitenin artmasinda ana medyatér olarak bilinir. VEGFR1 ise tumor
blylimesinde ve metastazinda etkili olabilecek matriks metalloproteinazin
indliksiyonundan sorumludur. Prekilinik ¢calismalarda da gosterildigi lizere, BVZ
etkisini VEGF'e segici olarak baglanarak ve VEGF'in biyolojik aktivitesini notralize
ederek gosterir. Boylece VEGF gorevini yapamadigl icin tiimodrde damarlanma azalir.
BVZ, timor biylkliginde azalma gerekmeksizin timor damarlanmasini normalize
ederek, damarlarda artmis permeabiliteyi azaltir. Bu da timor buylimesinin

azalmasina neden olur (Sekil 2.4)(44, 48, 58).

VEGF-A D3 Avastin
VEGFR-2 [ VEGFR-2
Extracellular
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Sekil 2.4. Bevasizumab etki mekanizmasi, anjiogenesizi VEGF’ e baglarak, VEGF'in
kendi reseptoriine baglanmasini inhibe ederek saglar (www.avastin-
hcp.com)

BVZ, metastatik kolorektal kanser, skuamoéz olmayan kiicik hicreli akciger
kanseri, metastatik renal hiicre karsinomasi, direngli ve tekrarlayan ya da metastatik

cervikal kanser, epitelyal ovaryan, fallopi tlipi ya da primer peritoneal kanser tedavisi
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icin kullanilmaktadir. 2009 Yilinda, FDA BVZ’'nin GBM tedavisinde kullanimina onay
vermistir (59).

BVZ’nin diyare, yuksek kan basinci, yorgunluk ve gligstzliik, kas ve eklemlerde
agri, enfeksiyon kapma riskini yiikseltmesi, el ve ayak parmaklarinda hissizlik, istah
kaybi, konstipasyon, menstural donginin bozulmasi gibi sik gorilen yan etkileri ve
kalp problemleri, kanama riskini artirmasi, i¢ organlar arasinda anormal baglantilara
sebep olmasi, hizh kalp atisi, ndbet gegirtme riski ve derinin ciddi enfeksiyonu gibi
onemli yan etkileri bulunmaktadir. Biitliin bu yan etkiler ve mAblarin genel olarak
Uretimlerinin pahali bir slire¢ olmasi ve BVZ gibi etkin maddelerin konvansiyonel yol
ile kanser dokusuna istenen oranda ulastirilamamalari, BVZ icin yeni ilag tasiyici

sistemlerin arastiriimasinin éniint agmistir (60).
2.5. Poli(laktik ko-glikolik asit) Polimeri

KBB'yi gecebilen polimerik nanopartikiillere o6rnek olarak; kitosanlar,
dendrimerler, nanojeller, PLGA nanopartikiller, PLA nanopartikiller verilebilir ve bu
yapilarin biyouyumlu, nontoksik, nontrombojenik, nonimmunolojik olmalari gerekir.
Polimerik nanopartikiller, ilaglari enkapsile ederek, onlari dis etmenlerden
korumalari ve bariyere zarar vermeden ilaglarin beyine tasinmalarini sagladiklari icin
merkezi sinir sistemine ila¢ tasinmasinda avantaj saglarlar. ilaglarin kontrolli
salimlarinin saglanabilmesi, polimerik yapilari sayesinde biyolojik olarak pargalanir
olmalari ve hedeflendirilebilir olmalari da polimerik nanopartikilleri bu alanda
avantajh kilar. Nanopartikilleri olusturan polimerlerin FDA onayl polimerlerden
secilmesi, ucuz olmalari, dolayisi ile dlgek bliyitme (scale-up) calismalarinda kolaylik
saglamalari, polimerik nanopartikillerin tercih sebeplerindendir (61).

Nanoenkapstilasyonun, terapoétik ilaglarin ve 6zellikle de mAblarin etkinliginin
artirlmasinda ve dokuya hedeflendirilme stratejilerinin gelistirilmesinde etkili olmasi
ile birlikte, enkapslilasyon metodlari dikkatle secilmeli ve tasicizi sistemin
olusturulmasinda biyolojik olarak uyumlu ve biyoparcalanir polimerler, lipitler vs

kullaniimahdir.
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Polimerik nanopartikiller dogal ya da sentetik polimerlerden elde edilmis olabilirler.
Polimerik nanopartikillerin icerisinde ilaglar fiziksel olarak disperse olmus
durumdadir. Antikorun nanopartikll ile tasinmasi birgok yol ile olabilir; antikor
nanopartikil ylizeyine adsorbe olmus, nanopartikil icerisinde enkapsile edilmis ya da
matriks igerisinde ¢6zllmuUs/disperde olmus sekilde bulunabilir. PLGA, biyolojik
olarak parcalanir ve biyolojik olarak uyumlu, FDA onayli bir polimer olmakla birlikte,
iki polimerin rastgele ring-opening kopolimerizasyonlari ile sentez edilmistir. PLGA
nanopartikilleri ile ilaglarin uzatilmis salimlari saglanabilir ve KBB'yi gecebilmesi ile
MSS'ne hedeflendirilmis ila¢g tasiyicilar gelistirilebilir. Bilindigi Uzere, sentetik
biyopargalanabilir polimerler, dogal polimerlerden daha stabildir. Bu polimerlere en
iyi ornek olan PLGA, literatiirde de en sik kullanilan polimerlerdndir. PLGA, kontrolli
salim saglayabilmekte, biyouyumlu ve biyopargalanabilir bir polimler olarak disik

diizeyde toksisite gostermektedir (25, 61, 62).
PEGilasyon

Nanopartikillerin yilizeyinin PEG ile kaplanmasi, yani PEGilasyon islemi,
hedeflenen dokulara ya da hicrelere etkin madde tasinmasinda etkinligin
artirillmasinda stk kullanilan  bir yaklasimdir.  Sistemik olarak uygulanan
nanopartikillerin dolasimda kalis sdrelerinin uzatilmasi, immunojenisitelerinin
azaltilmasi, PEGilasyon ile mimkdin olabilmektedir.

Protein ve peptit gibi yapilar, hizla degrade olup kan dolasimindan cok hizli bir
sekilde temizlendigi igin, bu yapilarin kanda kalis surelerinin dolayisi ile de
biyoyararlanimlarinin  artirllmasi  6nem  kazanmistir.  Kan  dolasimindaki
komponentlere direngli olan bir inert polimer ile nanopartikiillerin kaplanmasi ile kan
dolasiminda taninmalarinin ve retikiloendotelyal sistem tarafindan karaciger/dalak
gibi organlara génderilmelerinin engellenmesi amaglanmistir. Bu 6zellikleri tasiyan
PEG, en sik kullanilan "stealth" polimerdir ve FDA tarafindan genel olarak glivenli
Generally Regarded as Safe (GRAS) olarak siniflandirilir. ilk olarak 1977 yilinda, Davis
and Abuchowski albumin ile PEG arasinda kovalent bir bag olusturmus ve bu bag

sayesinde albuminin kanda kalis sliresinin arttigini ve immiinojenisitesinin azaldigini



25

gostermislerdir. 1990 yilinda ise ilk PEGile protein trlin olan Adagen, siddetli kombine
immun eksiklik icin FDA tarafindan onay almistir (63).

Nanopartikillerin sistemik uygulanmasindan sonra, kan dolasimi ile hedef
organ ya da dokulara ulasmasi amaclanir. Bu asamada kanda kalis slireleri cok 6nemli
bir parametredir. Mononikleer fagosit sistem (mononuclear phagocyte system,
MPS), karaciger, dalak ve lenf nodlari gibi kisimlardan ve bu kisimlara ait olan
dendritit hiicreler, kan monositleri, granilositler ve makrofajlardan olusan bir
sistemdir. MPS, kandaki yabanci maddelerin temizlenmesinden, kandan
uzaklastiriimalarindan sorumludur (64).

Kanda dolasan nanopartikiiller opsoninler olarak bilinen, kompleman
bilesenleri, immunglobulinler, fibronektin ve apolipoproteinlerden olusan serum
proteinleri tarafindan taninirlar. Bu opsoninler nanopartikillerin ylizeyinde adsorbe
olurlar (opsonizasyon) ve fagositler tarafindan temizlenmelerini saglarlar.
Opsonizasyon, genellikle hidrofobik etkilesimler ile gerceklesse de elektrostatik
etkilesimler ve hidrojen baglari da etkili olabilmektedir. Bunun vyaninda,
nanopartiklller direkt olarak makrofajlar tarafindan da vyakalanabilirler. Kan
dolasiminda nanopartikiller ile etkilesebilecek yizlerce tip serum proteini oldugu
gosterilmistir.  Bu proteinlerin nanopartikiller ile etkilesmeleri sonucunda,
nanopartiklllerin etrafinda toplanmalari ile protein korona meydana gelmektedir.
Opsonizasyon yalnizca nanopartikillerin kanda kalis sirelerini kisaltmakla kalmayip,
ayni zamanda aktif hedflendirme etkinliginin de diismesine neden olmaktadir (Sekil

2.5)(24, 65).
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Kan dolagimindaki nanatagiyicilar

Serum proteinleri

ve opsaninler < :'.'l' % Z ’ . ‘ : .. -.‘l *

44 )
= /

Protein korona ile kaplanmis nanopartikiil

Sekil 2.5. Sistemik dolasimda, hedeflendirilmis nanopartikiilerin, serum proteinleri
ve opsoninler ile kaplanmasi (24)

Dolasimdaki nanopartikillerin agregasyonu da MPS ya da diger makrofajlar
tarafindan alinmalarinin yaninda, sistemik dolasimda kalma sirelerini azaltmaktadir.
Yukstuz ve hidrofobik nanopartikiller, van der Waals ve/veya sulu ortamdaki
hidrofobik etkilesimler ile hizla agrege olma egilimindedirler. Ancak negatif ya da
pozitif yukli nanopartikiller, genel olarak kolloidal stabilitelerini korumaktadirlar.
Yine de kan dolasiminda gliclii iyonik etkilesmeler, nanopartikiillerin ylizey yuklerini
notral hale getirerek agrege olmalarina neden olmaktadir (24, 66).

Hidrofilik yapisindan dolayi PEG, baglandigi nanopartikil ylizeyinde hidrate bir
bulut olusturur. Bu sterik engel sayesinde diger nanopartikiller ya da kan
komponenetleri uzak tutulmus, hem agregasyonun hem de opsonizasyonun oniine
gecilmis olur. Klibanov ve arkadaslarinin ¢alismasinda gosterilmistir ki PEGilasyon,
sistemik olarak uygulanan lipozomlarin yari émdrlerini 30 dakikadan 5 saate kadar
cikarmistir (67). Bu calismalar sonucunda, 1995 yilinda, ilk defa PEGile bir lipozom

formulasyonu olan Doxil, FDA tarafindan onaylanmistir (63).

2.6. Nanopartikiil-Aktif Hedefleme Ajani Antikor Konjugasyon Stratejileri

Kemoterapotiklerin, istenen miktarda, azaltilmis toksik etki ile, saghkl
bolgelere minimum zarar verecek sekilde hedeflenen bolgeye gonderilebilmesi amaci

ile, bu kemoterapétikleri tasiyan nanopartiklllere antikorlarin konjuge edilmesi
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yaklasimi 6nem kazanmistir. Bu hedeflendirici antikorlarin, yilksek afinite ile
reseptorlerine baglanmalari ve hiicre igine girisi artirmalari ile ilag tasiyici sistemlere
konjugasyonu da uzerinde sik¢a ¢alisilan konulardan olmustur. Hedeflendirici
antikorlar sayesinde, nanopartikiller hiicre icine reseptoér aracili endositoz ile
girebilirler ve hiicre iginde birikebilirler. Reseptér aracili endositoz sayesinde de P-Gp
tarafindan taninmadan hiicre icerisinde birikme imkanlari olabilir. Antikorlarin
nanopartikillere istenen oranda ve sekillerde konjuge edilebilmeleri de avantaj
yaratan durumlardandir. Lipozomlar, polimerik miseller ve polimerik
nanopartikillere antikor konjugasyonlari uygulanmaya baslanmis ve umut verici
sonuglar alinmistir (68, 69).

Nanopartikillerin antikorlar ile konjuge edilmesi islemi, hedeflendirme icin
cok blyik 6nem tagimaktadir. Nanopartikile konjuge edilen antikorun, spesifik
olarak baglandigi reseptoriin, timor hicresi ylizeyinde eksprese ediliyor olmasi
gerekmektedir. Antikor konjuge nanopartikiiller, karsilasabilecekleri fizyolojik
bariyerlerden gecebilmeli, hedeflenen hiicreler tarafindan taninabilmeli ve reseptor-
antikor etkilesimleri ile hicre igine alinabilmelidir. Hedeflendirici antikorlar,
streptavidin ya da biotin gibi adapter molekillerin araci olarak rol aldig reaksiyonlar
ile nanopartikiillere adsorbsiyon ile baglanabilirler. Konjugasyon islemi etkili, stabil
sonug veren, ylzeyde belirli miktarda hedefleyici antikorun bulunmasini saglayacak
bir yontem olmahdir. Bu kimyasal islemler sirasinda da antikorun etkinliginin

kaybolmadigi analizler ile gosterilmelidir (70).
NHS-EDC kimyasi ile konjugasyon

Konjugasyon islemi, fiziksel adsorbsiyona gore c¢ok daha Ustindir; fiziksel
adsorbsiyonda antikor kan proteinleri tarafindan nanopartikiilden uzaklasabilir.
Konjugasyonda, nanopartikillerin ylzeyinde en ¢ok bulunan kimyasal gruplar
kullanilir. Bu gruplar genellikle aminler ve karboksilik asit uglaridir. Antikorlarin
konjuge edilmeleri igin kullanilan metodlar 6zet olarak Sekil 2.6’da gosterilmistir.
Ozetle; 1-ethyl-3  (3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) ve N-

hydroxysuccinimide (NHS) varliginda nanopartikil ylizeyindeki karboksilik asit uclari
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ile antikordaki primer amin gruplari reaksiyona girmektedir. Bu reaksiyondan stabil
bir amid bagl meydana gelmektedir. Bunun yaninda, partikil yizeyindeki amin
gruplarinin, antikordaki sulfidril gruplari ile maleimid kimyasi tGizerinden baglanmasi
sonucunda yine saglam bir tiyoeter bagi olusmaktadir. Bu metod digerine goére daha
tercih edilebilir bir metoddur (71).

Sekil 2.6’da gosterildigi gibi, 1-ethyl-3 (3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
(EDC) ve N-hydroxysuccinimide (NHS) varliginda nanopartikil ylizeyindeki karboksilik
asit uclar ile antikordaki primer amin gruplar reaksiyona girmektedir. Bu
reaksiyondan stabil bir amid bagi meydana gelmektedir (Ustte). Partikiil yiizeyindeki
aldehit gruplari ve antikordaki primer amin gruplarinin reaksiyonu (Ortada). Partikiil
ylizeyindeki amin gruplarinin, antikordaki silfidril gruplari ile maleimid kimyasi

Uzerinden baglanmasi sonucunda yine saglam bir tiyoeter bagi olusmaktadir (Altta).
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Sekil 2.6. Nanopartikiillere antikor konjugasyonu stratejileri (68)
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2.7. Hiicre Kiltiirii Calismalari
2.7.1. Fare (bEnd.3) ve insan (hCMEC/D3) Beyin Endotelyal Hiicreleri

KBB'nin ilag molekdillerinin beyne gegisini engellemesi sebebiyle, merkezi sinir
sistemi hastaliklarini hedef alan ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde in vitro
deneylerde KBB'nin modellenmesi ve ilag tasiyici sistemin bu modelde test edilmesi
dnem tasimaktadir. iyi karakterize edilmis biyolojik hiicreler ile gerceklestirilen in
vitro c¢alismalar, ilag tasiyici sistemin KBB'ye penetrasyonunun olgllmesinde ve
hedefleme  stratejilerinin  calisip  calismadiginin  gbsterilmesinde  vyararli
olabilmektedir. KBB'nin secici gecirgen yapisini olusturan siki kavsaklar, endotelyal
hicreler arasinda bulunmaktadir. KBB, hidrofilik molekillerin beyne gegisine izin
verirken, endotelyal hiicrelerde eksprese edilen P-gp gibi transporterlari ise lipofilik
molekillerin kandan beyne transseliler gecisine engel olmaktadir (4, 8, 12, 17, 72,
73).

GUnumdizde bilimsel arastirmalarda kullaniimak tizere, Hayvan Hicre Kiltara
Koleksiyonu (ECACC) gibi piyasadaki hiicre bankalarinda bulunan bEnd.3 ve b.End5
hicreleri, fare beyinlerinden elde edilmistir. bEnd.3 hiicreleri fare beyin endotelyal
hiicreleridir ve KBB’nin birincil komponenti olarak kabul edilen hiicrelerdir. bEnd.3,
domuz PBMEC/C1-2 ve insan hCMEC/D3, gibi beyin kapiller endotelyal hiicre hatlari
ya da serebral olmayan CaCo-2, MDCK-MDR1 ve ECV304 gibi hiicre hatlari, KBB'nin
modellendigi in vitro calismalarda siki paraseliiler bariyerler olusturabilirler. Bunlarin
yaninda, akis modelli bos-fiber modeller, mikrofluidik modeller ya da insan
pluripotent kok hiicre kokenli in vitro modeller de varolsa da, bu yaklasimlar uzmanlik
gerektirdikleri ve ¢ok vyaygin olarak kullanilamadiklari igin dezavantaj
saglamaktadirlar (74, 75).

bEnd.3 hicreleri, aslinda serebral mikrovaskller hiicre biyolojisi
arastirmalarinda kullanilmak Gzere Gretilmis olsa da, KBBnin gecilmesini hedefleyen
ilag tastyici sistem tasarimlarinin in vitro modellerinde de siklikla kullaniimaktadirlar.
Yabanci maddelerin KBB'den gecisini engelleyen bircok transporter eksprese

etmektedir. bEnd.3 hiicre hatti, tipki primer fare endotelyal hiicreleri gibi, floresein
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permeabilitesi gdstermekte ve klaudin-5 siki kavsak proteini eksprese etmektedir.
Ayrica, P-gp, glukoz transporter (GLUT1) ve monokarboksilik asit transporter (MCT1)
gibi cesitli transporterleri bulundurmaktadir. TfR1 gibi reseptoérleri de eksprese
etmektedir (76).

1970lerde, KBB’nin in vitro ortamda taklit edilebilmesi icin, serebral
mikrodamar endotelyal hiicrelerin (CECs) izole edilmeye baslanmistir. Ancak, bu
hicrelerin insan taze serebral dokusundan elde edilmesi, hiicrelerin galismalarda
kullanilmasi icin pratik bir yol olmadigindan, arastirmacilar baska hiicre hatlarina
yonelmislerdir. hCMEC/D3 hicre hatti, stabil, kolayca cogaltilabilen ve transfer
edilebilen bir hiicre hatti olma Ustinliklerini tasidigi icin, KBByi taklit etmede
Ustlnlik saglamistir.  hCMEC/D3 hiicreleri, in vivo insan KBB hicrelerin
reseptorlerinin ¢cogunu (6rnegin; MDR1, BCRP, MRP4, TfR, insiilin reseptori vs)
eksprese etmektedir. Bu hiicre hatti, ilaglarin hiicre icine alimi, aktif transportu gibi
calismalarda KBB’nin taklit edilmesinde kullanilabilmektedir (76, 77).

in vitro ve in vivo GBM modelleri icin en ¢ok kullanilan iki hiicre hatti U251 ve
U87 hiicre hatlaridir. U251 malignant glioma Hicre hatti, 75 yasindaki bir erkek
hastadan alinmistir ve U87 malignant glioma hiicre hatti ise, pleomorfik glioma
hastas! bir kadindan elde edilmistir. Bu iki hiicre hatti GBM modellemelerde siklikla
kullanilsa da, invazyon ve hiicre migrasyonu gibi konularda birbirlerinden farkhliklar
gosterirler. Li ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismaya gore, ayni kosullarda, U87
hicreleri U251 hiicrelerine gore daha hizli prolifere olmakta ve daha hizli migrasyon
ozelligi gostermektedir. U87 hiicrelerinin daha agresif olmasi, in vitro ve in vivo
calismalarda GBM modellerinin olusturulmasi konusunda Ustlnlik saglamaktadir

(78, 79).

2.7.2. Hiicrelerin Canhiliklari Uzerine Nanopartikiillerin Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Nanoteknolojik ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasi ve ilag yilklenmesi
asamalarindan sonra, bu formilasyonlarin  hiicre hatlart  {izerindeki

sitotoksisitelerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. ila¢ yiiklenmis ve yiiklenmemis
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halde hazirlanan ilag tastyici sistemlerin hiicre hatlari Gizerine sitotoksistesi, MTT testi
ile degerlendirilmistir. MTT testi; mitokondriyal aktivitenin tetrazolyum tuzlarini

renkli formazan kristallerine donistirmesini temel almaktadir (80).
2.7.3. Nanopartikiillerin Hiicre icerisine Alim ve Transitoz Calismasi

Nanopartikillerin  hicre igerisine alim g¢alismalari, konfokal, floresan
mikroskop analizleri ya da bunlarla birlikte akim sitometri yontemi ile
arastirilabilmektedir. Nanopartikillerin uygun boyalar/belirtegler ile isaretlenmesi
sonrasinda, hiicre icerisine alimlari incelenebilmektedir. Mikroskopi yontemleri ile
yalnizca belirli sayida hiicre degerlendirilebileceginden akim sitometri yontemi
kantitatif analiz UstinlGglu ile o6ne g¢ikmaktadir. Akim sitometri hicre
siispansiyonunun lazer 1si8ina maruz kaldigi noktadan gecisi sonrasinda floresan
ozellik gosteren hiicre sayisi ve floresan siddetinin 6lgiilmesine dayanmaktadir (81,
82).

KBB’yi asmak amaciyla bir nanopartikiler ilag tasiyici sistem gelistirildiginde
oncelikli  olarak  bu  nanopartikillerin  hedeflendirilmesinde  kullanilan
hedeflendirmenin hiicre igine alimi etkileyip etkilemediginin gdésterilmesi en énemli
basamaklardandir. Giniimizde KBB ile nanopartikillerin etkilesimini incelemek
amaciyla bilimsel arastirmalarda kullanilmak (izere bEnd.3 ve b.End5 , PBMEC/C1-2
ve insan hCMEC/D3 gibi beyin kapiller endotelyal hiicre hatlari gelistirilmis ve siklikla
kullanilmaktadir (83).

Transitoz deneylerinde, endotel hiicreleri bir insert tGzerine ekilerek burada
birbirleri arasinda sik kavsaklar olusturarak KBB’yi modelledigi cesitli calismalarda
gosterilmistir. Transwell icerisindeki insert’iin taban kisminda, endotel hiicrelerinin
tutunacagl membran yapisi bulunmaktadir. Transwell sisteminin st kismi, KBB'nin
apikal (luminal) kismini temsil ederken, alt kompartmani (basolateral) bolim ise
KBB'nin beyin tarafini temsil etmektedir (Sekil 2.7). Bu modelde c¢alismaya
baslamadan 6nce KBB’nin butlnliginin olustugunun belirlenmesi amaciyla
hicrelerin olusturdugu transendotelyal elektrik direnci (TEER) takip edilmektedir (12,
84).
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Sekil 2.7. bEnd.3 hiicreleriyle olusturulan kan beyin engeli modeli

Endotelyal hiicreler arasindaki siki kavsaklarin sikiliginin élgtilmesi igin (TEER)
kullanihr (Sekil 2.8). TEER, ku¢uk hidrofilik bir molekiliin permeabilitesi ile korele bir
degerdir. Olusturulan in vitro modeldeki hicrelerin permeabilitelerinin ve
batlnluklerinin KBB'yi modellemek igin uygun oldugunu goéstermek igin kullanihr.
Endotel butlinlGgl saglandiktan sonra apikale uygulanan nanopartikillerin
bazolateral kisimda gegisinin degerlendirilmesi ile nanopartikillerin beyne gegisi

hakkinda fikir elde edilebilmektedir.

( )TEER

Sekil 2.8. Transepitelyal/transendotelyal elektriksel direnc¢ (TEER), hiicre tabakasinin
Olclilen elektrik direncini ifade eder, hiicre tabakasinin butinlGgi ve
permeabilitesi hakkinda bilgi verir (76).
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2.8. in vivo Glioblastoma Multiforme Modelinin Olusturulmasi

GBM modeli olustururken hiicre kiltira yetersiz kalmaktadir ¢linkd timorin
ve in vivo ortamin kompleks biyolojisini, anjiyogenezi ve metastaz
yansitamamaktadir. GBM modelinin histolojik olarak, genetik olarak insan gliomasina
benzemesi ve ortotopik olmasi gerekmektedir. Clinkii denenecek yeni terapotik
sistemlerin klinik verilerinin glivenilir tahminleri icin hayvan modelinin insan
timoriini ¢ok iyi sekilde yansitmasi gerekmektedir (79). Bu timor ile miidacedelede
kullanilabilecek ilaclarin gelistirilmesi icin gerekli literatlir ¢alismalarinda hayvan
modellerine gereksinim duyulmaktadir. En fazla kullanilan hayvan faredir. Farelerde
Fertilize edilmis yumurtalara DNA mikroenjeksiyonu ya da kok hiicreler ile homolog
rekombinasyon yontemi ile genetik degisimler saglamak diger tiirlere goére cok daha
kolaydir. Ayrica farelerin 20 jenereasyondur inbred olarak Uretilmis olmalari ve
dolayisi ile genetik olarak birebir ayni olmalari da tercih edilmelerinde etkendir (78,
79).

Nude fareler, insan kanser hiicrelerinin transplante edilerek timor
olusumunu saglayabilmeleri igin kullanilan bagisiklik sistemi zayiflatiimis farelerdir.
Bu farelere kanser hicrelerinin ksenotransplantasyonu ile kolaylikla izlenebilir,
kontrol edilebilir, olcllebilir timorler elde edilebilmektedir. Bu hiicre hatlari,
otoriteler tarafindan test edilmis ve fareler lGzerinde timodrijiniteleri kanitlanmistir.
Bu hiicre hatlarinin kolayca cogaltilabilmesi, laboratuvar ortaminda surdirilebilir
olmalari da tiimoér galismalarini kolaylastiran etmenlerdendir. Bu hiicre hatlari ayni
zamanda cesitli mutasyonlara sahip olabilirler. Ancak hiicre hatlari her zaman insan
timeérlerindeki genetik cesitliligi ya da timér ici heterojeniziteyi yansitamaz. insan
timor  hicrelerinin - bagisikhgr  baskilanmis  (SCID:  severely copromised
immunodeficient ya da nude) farelere implante edilmesi sonrasinda elde edilen
sonuclarin insanlarda elde edilecek sonuglar ile paralelligi sorgulanabilir. Daha kolay
ve ucuz bir yol oldugu icin akademide ve farmasoétik endustride siklikla kullaniilmaya

devam etmektedir (78, 79, 85).
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Farelerde GBM modeli olusturmak igin kullanilabilecek ydontemler; ortotopik,
ksenograft ya da transgenik olabilmektedir. ideal bir fare GBM modeli, gelistirilen ilag
tastyici sistemin klinik sonuglarinin dogru bir sekilde tahmin edilmesine izin verecek
Ozelliklere sahip olmali, insan gliomasina histolojik benzerlik gostermeli, insan
gliomasina genetik bir benzerlik tasimal ve ortotopik olmalidir. Transgenik fare
modelleri, kolayca yeniden Uretilebilir, rastgele manipile edilebilir ve insan
timorlerine daha yakin modeller olustursa da, bu modellerin olusturulmasi zaman
almaktadir ve pahalidir. Ancak ksenograft ve allograft modeller, genetik olarak
modifiye edilmis modellere gore, ilaclarin terapotik etkilerinin arastirilmasina daha
hizli yanit vermektedir (86).

Beyin tlimori calismalarinda siklikla kullanilan modeller ksenograft
modellerdir. Timoér hicrelerinin deri altina subkltan olarak implant edildigi
heterotipik modeller ve timor hicrelerinin intrakraniyal olarak implant edildigi
ortototipik modeller olmak tizere Iki cesit ksenograft model vardir. Heterotipik model
her ne kadar basit, hizli ve daha az 6ldiirme oranina sahip olsa da beyin parenkimasi
mikrogevresinin ve KBB’nin bulunmamasi, ilaglarin beyne ulasmasi ile ilgili
calismalarda sakinca yaratmaktadir. Ortotopik modeller ise hiicrelerin implante
edildikten sonra cogalma hizlari ve insan beyin timorli mikrogevresi ile KBB'nin
modelde yer almasi agisindan preklinik ¢alismalar igin ¢ok daha uygun modellerdir
(85, 87-89).

in vivo GBM modellerinin olusturulmasinda ¢ok kullanilan hiicre hatlari — 9L,
T9, RG2, F98, RT-2, C6, 9L, GL261, U251MG ve US7MG olmasina karsin, U87MG hiicre
hatti ile olusturulan timorlerin damarlanmasinin homojen olmasi ve BVZ'nin
baglanarak etki ettigi VEGF'i daha fazla salgilamasi, calismalarda U87 hiicre hattinin
daha ¢ok tercih edilmesine neden olmustur (90). U87 hiicre hatti, daha agresif ve

invazif oldugundan, in vivo GMB modelleri icin Gstinlik tasimaktadir (91).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Yazilimlar

Cihaz/Yazilim

Akim sitometri cihazi

Atomik kuvvet mikroskobu

Gok noktali manyetik karistirici
Floresan mikroskop

FTIR cihazi

Hassas terazi

Isiticil manyetik karigtirici
inkiibatér

in vivo goriintiileme sistemi
istatistik yazilimi

Laminar hava akimli kiltur kabini
Liyofilizator

Mikropipetler

Partikdl blyukliglu ve zeta potansiyeli Olglim
cihazi

Refraktif indeks Olciimii

Resim dizenleme yazilimlari

Rotavapor

Santrifij aleti

Termostatli yatay calkalayici
Ultra saf su sistemi
Vizkozite Olgliimii

Vorteks
Yiizey Gerilimi Olctimleri

Marka/Program Adi
Becton-Dickinson, A.B.D.
Veeco, A.B.D.

Variomag Telesystem, Almanya
Leica, Germany

Bruker, A.B.D.

Mettler Toledo, isvicre

IKA, Almanya

Sanyo, Japonya

Newton Vilber, Fransa
Minitab 16

Faster, italya

Jouan, Danimarka

Ependorf, Almanya

Malvern Instruments, ingiltere

Schimidt Haensch ATR W2,
Almanya

Image), Image Plus, Adobe
Photoshop CS3

IKA, Almanya

Hermle Z383 K, Almanya
Memmert, Almanya

Milipore, A.B.D.

Ubbelohde vizkozimetresi,
Hacettepe Universitesi

IKA, Almanya

Attension, Biolin Scientific AB
isvigre



3.2. Kullanilan Madde ve Malzemeler

Madde

BVZ (Avastin ®)

PLGA (50:50, Mw: 7.000-17.000)
PLGA-PEG ( PEG Mn: 5.000, PLGA Mn: 10.000)
Etanol

DMSO

Formaldehit

DAPI

SDS

Oleik asit

Nil Kirmizisi

Tetrahidrofuran

Trietil amin

Etil Kloroformat

Etil Asetat

MgSO,

Pluronik F-68

Tween 20

Saflastirilmis insan Anti-CD71 Antikoru
Saflastirilmis Fare Anti-CD71 Antikoru

Saflastiriimis Sican 1gG2a, k izotip Kontrol Antikoru

Saflastiriimis Fare IgG2a, k izotip Kontrol Antikoru
DMEM

FBS

L-Glutamin

Penisilin-Streptomisin

Tripsin EDTA

Endogro temel besiyeri ortami

Endogro destek kiti

Slide-A-Lyzer® Diyaliz Kaseti

Marka

Genentech, A.B.D.
Sigma Aldrich, A.B.D.
Sigma Aldrich, A.B.D.
Sigma Aldrich, A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Sigma Aldrich A.B.D.
Merck, Almanya
Biolegend, A.B.D.
Biolegend, A.B.D.
Biolegend, A.B.D.
Biolegend, A.B.D.
Lonza, isvicre

Lonza, isvicre

Lonza, isvicre

Lonza, isvicre

Lonza, isvicre
Milipore, Almanya

Milipore, Almanya

Thermo Scientific, A.B.D.

36
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3.3. Bevasizumab’in Ticari Uriin Formiilasyonundan Elde Edilmesi

Tez calismalari kapsaminda gergeklestirilecek ¢calismalar icin kullanilacak olan

BVZ, tek basina bir molekiil olarak satin alinamadigindan, ticari formu olan Avastin®
satin alinmis ve 25 mg/ml konsantrasyonda BVZ iceren bu formilasyondaki yardimci
maddeler diyaliz ydntemi ile uzaklastirilmistir. Avastin® formiilasyonu icerigi asagida
verilmistir:

e 25mg/mlBVZ

e 51 mM Sodyum Fosfat pH 6,2 Tamponu

e 60 mg/ml a,a-trehaloz dihidrat

e  %0,04 polysorbate 20

25 mg/ml Bevacizumab iceren formilasyonun 3 ml’si, 3.500 MWCO diyaliz

kaseti icerisine bir siringa yardimi ile eklenmistir. Kasetin kapag uygun sekilde
kapatilarak manyetik karistirici Gzerindeki 1 L’lik ultra saf su ortami icerisine
yerlestirilmistir. Diyaliz kasetinin membran por agikhg degeri, kiigik molekillerin
gecebilecegi ancak Bevacizumab’in gecemeyegi sekilde belirlenmistir. Bu sekilde BVZ
diyaliz kaseti icerisinde kalirken, formiilasyon bilesenleri diyaliz kasetinin icerisine
yerlestirildigi ultra saf su ortamina ge¢mistir. Diyaliz islemi +4°C’de 2 saat boyunca
sirdirdlmis, daha sonra diyaliz ortami tazelenerek 2 saat daha devam ettirilmistir
(Sekil 3.1). Diyaliz ortami yeniden degistirilerek, gece boyunca diyaliz islemi
gerceklestirilmistir. Diyaliz sonrasinda kaset icerisinde kalan BVZ c¢ozeltisi siringa
yardimi ile alinarak, tez kapsamindaki tim deneylerde kullaniimak Uzere +4°C’'de

saklanmistir.
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Sekil 3.1. Bevasizumab’in formiilasyon bilesenlerinden diyaliz yontemi ile ayrilmasi
calismasi gorintisa

3.4. Bevasizumab Miktar Tayin Yontemi Gelistirilmesi ve Validasyonu

BVZ miktar tayini ELISA yontemi ile gergeklestirilmistir. Tez kapsaminda
kullanilan ELISA metodu, iLKOGEN ila¢ San. Ve Tic. A.S firmasindan Uzm. Melike
Berksoz tarafindan gelistirilmis ve valide edilmis, tez calismalari igin bagislanmigtir.

ELISA prensibi su sekilde aciklanabilir: Bir hiicre kiltiiri plaginin her bir
kuyucugu BVZ’nin baglandigi VEGF ile kaplanmistir. Ornekler ve standartlar bu
kuyucuklara eklendiginde BVZ molekilleri VEGF molekiillerine baglamakta ve
kuyucuklarin icerisinde kalmaktadir. Yikama islemleri ile baglanmayan diger
molekiller ortamdan uzaklastirilmistir. Bu asamada eklenen Horseradish Peroksidaz
(HRP) konjugati bir glikoproteindir ve VEGFlere tutunmus olan BVZlere
baglanmaktadir. 3,3’,5,5'- tetramethylbenzidine (TMB) substrat sollisyonu ise HRP

varhiginda mavi renk vermektedir. Son olarak eklenen durdurma ¢ozeltisi ise asidik bir
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¢Ozeltidir ve asidik ortamda mavi renk sari renge donmekte, absorbansi
sabitlenmektedir (Sekil 3.2). HRP ve TMB arasindaki bu etkilesimden faydalanarak,
kuyucuklar icerisindeki VEGF’e bagh BVZ miktari kolorimetrik olarak kantitatif miktar

tayinine olanak vermektedir.

- A
p p fl p /]
L—0" W - ) L

TME substrat solisyonu

VEGF kuyucuklara - .
asidik ortamda san renk verir,

adsorbe haldedir.

Bevasizumab'a, HRP

VEGF molekiillerine baglanan
konjugati baglanir.

Sekil 3.2. ELISA ¢alisma prensibi sematik gdsterimi. (www.bio-rad-antibodies.com)

ELISA prosediiri asagida aciklanmistir:

Gozelti ve Materyal Hazirlanmasi:

e Plaka kaplama tamponu olarak, 200 mM karbonat/bikarbonat tamponu
(pH:9,4) hazirlanmustir.

e Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) hazirlanmistir.

¢ 100 pg/ml VEGF stogu hazirlanmistir.

e Yikama c¢ozeltisi (0,05 % PBS-T): Ara stok olarak, 1x PBS icerisinde 10 %
(v/v)luk Tween-20 ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ara stoktan 5 pl alarak 1 litre PBS ile
karistinilmistir.

e Bloklama c¢ozeltisi (5 % sit): 5 g yagsiz siit 100 ml 1X PBS icerisinde
¢OzUlmugtar.

Not: Tim sollisyonlar hazirlandiktan sonra 2-8 °C'de saklanmistir. Deneye
baslamadan 6nce oda sicakligina getirilmistir.

BVZ referans standart hazirlanmast:

Standart egri olusturulmasi icin 25 mg/ml Avastin/Altuzan stogundan seri
seyreltme vyapilmistir. 500, 125, 62,5, 31,25, 15,7, 7,8, 3,9 ve 1,95 ng/ml

konsantrasyonlardan en az 6 tanesini kapsayacak sekilde bir standart aralig
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olusturulmustur. Bu aralik, analizi yapilacak test 6rneginde beklenen BVZ miktarina

gore secilmistir. Seyreltme icin bloklama sollisyonu kullanilmistir.

On hazirliklar:
TMB substrat ¢ozeltisi deney baslamadan 6nce oda sicakliginda bekletilmistir.
Optimum test performansi igin oda sicakligi 25° C + 2° C arasinda tutulmustur.
Deney Protokoli:
Her kuyucuga 100 ul seyreltilmis VEGF ¢6zeltisinden eklenmis ve 2 saat boyunca
oda sicakliginda inkibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasi kuyucuklarin iceri dokiilmustiir. Sonrasinda her bir kuyucuga
200’ser ul 0,05 % PBST soliisyonu doldurululmus ve hafifce calkalayip
dokilmustir. Yikama islemi 4 kez tekrar edilmistir. En sonunda plak kagit bir
havluya hafifge wvurularak kuyucuklarda kalan tim yikama soliisyonu
uzaklastiriimistir.
Her kuyucuga 100 ul bloklama ¢ozeltisi eklenerek oda sicakligina 1 saat boyunca
200 rpm’de calkalanmistir.
Kuyucuklar 200 pl 0,05 % PBST ile 4 kez yikanmistir.
Plak icerisine, hazirlanan standartlar, test 6rnekleri, kor ornek ve negatif
kontrolden 100’er pl eklenmis ve oda sicakhiginda 1 saat inklibe edilmistir.
Kuyucuklar 200 ul 0,05 % PBST ile 4 kez yikanmistir.
Seyreltilmis Anti human fc-HRP sekonder antikoru c¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanacak toplam hacim, her kuyucuga 100 pl eklenecek sekilde ayarlanmistir.

Oda sicakhginda 1 saat inklibe edilmistir.

Not: Sekonder antikor her kullanimdan once taze hazirlanmalidir.

Kuyucuklar 200 pl 0,05 % PBST ile 4 kez yikanmuistir.

Her kuyucuga 100 pl substrat ¢ozeltisinen eklenmistir. Plak aliiminyum folyo ile
sarilarak 15 dakika boyunca karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 15
dakikanin sonunda BVZ iceren referans ve test drneklerinde sollisyon maviye
dénmis olmalidir.

Her kuyucuga durdurma ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Bu islem

sonucunda mavi renk sariya donmelidir.
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e Spektrofotometrede 450 nm’de absorbans dlglimi yapilmigtir. Test 6rnegindeki
BVZ miktari, referans Urinle hazirlanan 4 parametreli standart egriye gore

hesaplanmistir.
Elisa Yontemi Validasyonu

VEGF-Bevacizumab etkilesimine dayanarak olusturulan ELISA metodunun,
Bevacizumab miktarini belirleme amaciyla kullaniminin uygunlugunu gostermek icin
validasyon galismalari gergeklestirilmistir.

Analiz uygunlugu asagidaki denklemler ile degerlendirilmistir:

% RE : % Bagil Hata ya da deney dogrulugu

% CV : Standart Sapma ya da deney kesinligi

% RE: (Olclilen ortalama konsantrasyon — Nominal konsantrasyon) x 100

Nominal Konsantrasyon

% CV: Optik dansiteler arasindaki standart sapma x 100

Ortalama optik dansite
Cift tekrarli olcllen optik densiteler arasindaki kesinlik (% CV) ve dogruluk

%RE) her konsantrasyon icin sirasiyla <20 % ve <+ 20 % olmalidir.
(%RE) yon ig y

Dogrusallik

Metodun tekrar edilebilir sekilde dogrusal cevap verdigi konsantrasyon
araligini belirlemek icin su konsantrasyonlarda BVZ ¢o6zeltileri hazirlanmistir: 500,
250, 125, 62,5, 31,25, 15,63, 7,813, 3,906 ve 1,953 ng/ml. Seyreltme icin Bloklama
gozeltisi (5 % sut) kullanilmistir. Dogrusallik testi igin, yeni 6rnekler hazirlanarak, test
3 giin tekrarlanmistir. Konsantrasyon-cevap iliskisini en iyi tanimlayan egrinin 4
parametreli lojistik fit oldugu belirlenmistir. Softmax Pro yazilimi ile olusturulan
standart egriye 4 parametreli lojistik fit egri modeli uygulanmistir. Regresyon

katsayisinin (R?) 1’e yakin olmasi standart egrinin uygun oldugunu gostermektedir.
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Gunler Arasi Tekrarlanabilirlik

Ginler arasi kesinlik calismasi icin, testler 5 ayri ginde tekrarlanmistir.
Ornekler kalibrasyon standart araligini kapsayacak sekilde her élgiimden énce seri
seyreltme ile hazirlanmistir. Tekrarlanabilirligin degerlendiriimesinde kalibrasyon
standartlarinin geri hesaplanmis konsantrasyonlari ve optik densite degerleri baz
alinmistir. Her bir ginde olcllen ortalama degerler ginler arasi CV %’'nin

hesaplanmasinda kullaniimigtir.
Deney i¢i Tekrarlanabilirlik

Deney ici tekrarlanabilirlik calismasi icin, 6rnekler ayni plaka Gzerinde 5 veya
6 farkh kuyucuga eklenmistir. Kalibrasyon araligindaki dugsik, orta ve ylksek
konsantrasyonlara denk gelen 5 seviyede 6rnek hazirlanmistir. Her deney igin 1,95
ng/ml-500 ng/ml arasinda standart egri hazirlanmistir. Olciimler 3 ayri giinde
tekrarlanmis ve hergiin icin kuyucuklarda oélciilen optik densite degerleri arasindaki

% CV’ler hesaplanmistir.
Dogruluk

Deney dogrulugunu gostermek icin, 4 gin boyunca 6l¢imler alinmistir. 4
giinde vyapilan oOlcimlerde kalibrasyon standartlarinin  geri  hesaplanmis
konsantrasyonlari ile nominal konsantrasyonlar arasindaki bagil hata hesaplanmistir.
Bu galisma igin kabul edilen deger, sinir konsantrasyonlari igin bagil hata £ 25 %,

calisma araligiicin + 20 % olarak belirlenmistir.
3.5. Bevasizumab On Stabilite Calismalari

BVZ gibi antikor yapisidaki maddeler ile ¢alisilirken, bu maddenin etkinligine
etki edebilecek faktorler goz online alinarak on stabilite testleri uygulanmalidir.
Nanoteknolojik ila¢ tasiyici sistemin hazirlanmasi asamasinda literatiir arastirmasi
sirasinda elde edilen alternatif yontemler degerlendirilirken, antikor yapisinda olan
etkin maddeye muhtemel etkileri arastiriimalidir. Bu sebeple, nanotasiyici sistemlerin

hazirlanmasinda siklikla karsilagilan pH, sicaklik ve mekanik stres maruziyetlerinin BVZ
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Uzerine olasi etkileri DLS yontemi ile incelenmis, nanotasiyici sistemin hazirlanmasi

yontemine karar verilirken géz ontinde bulundurulmustur.
Sicaklik Etkisi

Sicakligin BVZ stabilitesine olan etkisi Malvern Zetasizer Nano ZS instrument
cihazi ile incelenmistir. Oda sicakligindaki BVZ’'nin hidrodinamik cap Olglimleri
gerceklestirilmis ve daha sonra cesitli sicakliklarda olglimler yapilarak BVZ'nin
agregasyon noktasi ve Tonset noktasi tayin edilmistir. BVZ partikul blyUklGgu 6lglim
parametreleri Tablo 3.1 ile gosterilmistir. BVZ 25 mg/ml ¢6zeltisinden 45 ulL alinarak,
Isitma islemi icin uygun olan 6lciim kiveti (quartz micro cuvette, ZEN2112 (Hellma
Analytics, Germany) icerisine konmustur. Her Olciim oncesi ve sonrasinda kivet,
Altuzan® ortami ile yikanmistir. Altuzan® ortami; 51 mmol/L sodyum fosfat, 60
mg/ml trehaloz dihidrat, ve 0,4 mg/ml polysorbat 20 ile hazirlanmis, 0,22 um filtreden
gecirilmistir. Cozeltinin pH’1 6,2’ye ayarlanmigtir. Hazirlanan ortamin vizkozitesi

Ubbelohde vizkozimetre ile ve refraktif indeksi refraktometre ile dlctimdistar.

Tablo 3.1. BVZ partikil buytklugi icin 6lgim parametreleri (92)

Ornek Adi BVZ 25 mg/ml

Kiivet ZEN2112 (Hellma Analytics, Almanya)
Ornek Hacmi 45 plL

Materyal Protein

Dispersiyon Ortami

Olgiim Sicakhig
Olgiim Agisi
Ol¢iim Sayisi
Olgiim Tekran
Pozisyon Metodu

Otomatik Attaniiasyon

51 mmol/L sodyum fosfat, pH 6,2, 60 mg/ml trehaloz
dihidrat, and 0,4 mg/ml polisorbat 20.

Vizkozite: 1,0178 mPa.s, Refraktive indeks : 1,342
25°C

173 °C

11

3

Optimum Pozisyon

Evet
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BVZ'nin agregasyon onset noktasinin tayin edilmesi amaciyla, ilk olarak

sicaklik 25 °C’ten 80 °C’ye 5 °C intervalde yiikseltilmistir. Onciil deneyler sonrasinda

analizler, 60 °C ve 70 °C arasinda 1 °C intervalde gergeklestirilmistir. Vizkozite ve

refraktif indeks, sicaklikla degistigi icin her bir sicaklik icin bu parametrelerin

degistirilmesi mimkiin olmamistir. Bu yiizden, Altuzan® ortami ve su ile dlciimler

yapilarak karsilastirilmis ve iki ortamin partikiil buylkligiine etkisinin 2 nm fark

olusturdugu gorilmustir. Bu ylzden analizlerde, Zetasizer Software v7.11.in

otomatik olarak vizkozite ve refraktif indeksi degistirebilmesi icin, dispersiyon ortami

olarak su kullaniimistir. Deney ayrintilari Tablo 3.2’de verilmistir. BVZ'nin agregasyon

noktasinin belirlenmesi galismalarinda, ortalama partikil blyikligu, PDI degeri ve

sayim oraninin tlirevi parametre olarak belirlenmistir.

Tablo 3.2. BVZ'in agregasyon noktasi analizi igin 6lgim parametreleri (92)

Ornek Adi
Kiivet

Ornek Hacmi
Materyal

Dispersiyon Ortami

Ol¢iim Baslangi¢ Sicakhig
Olgiim Bitis Sicakhgi
Sicaklik intervali
Dengelenme Siiresi
Olgiim Siiresi

Ol¢iim Sayisi

Pozisyon Metodu

Otomatik Attaniiasyon

BVZ 25 mg/ml

ZEN2112 (Hellma Analytics, Almanya)
45 plL

Protein.

Degisken vizkozite ve refraktif indeks sebebi ile su
olarak segilmistir.

60 °C

70 °C

1°C

180 sn

Otomatik

1

Optimum Pozisyon

Evet
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Mekanik Stres Etkisi

Nanopartikiil hazirlama prosesinde, BVZ'nin maruz kalacag fiziksel stres
unsuru olan sonikasyon basamagi degerlendirilmistir. BVZ’'nin agregasyonu ya da
yapisal degisimleri etkinliginin kaybolmasina ya da immiinojenizite gibi yan etkilere
yol acabilecegi icin bu etkilerin degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir. Bunun igin 25,
10 ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan BVZ ¢ozeltileri (ortam icerisinde),
Ultrasonik Prob (Bandelin) cihazi ile, %30 Genlik degerinde (~45 Watts) 10 saniye, 1
dakika ve 3 dakika sonike edilmistir. Sonikasyonun termal etkisinin ortadan
kaldiriimasi icin tim deney prosediirii buz banyosu ile gergeklestirilmistir. Her bir
ornek igin sonrasinda DLS yontemi ile partikiil boyutu ve PDI 6l¢imi yapilmis ve

karsilastirilmistir.
pH Etkisi

Asagidaki sekilde tasarlanan deneyler ile BVZ'nin partikdl bayuklGgl, dolayisi
ile agregasyonu ile ortam pH’in arasindaki iliski incelenmistir.

e Farkh pH ortamlarinin farkli konsantrasyondaki (25, 10, 0,1 mg/ml) BVZ
¢Ozeltileri Gizerine olan etkisi incelenmigstir.

e Her konsantrasyon icin, esit hacimlerdeki Avastin ortami ile 5’er adet pH
ortami (pH 3,5,7,9 ve 11) hazirlanmistir.

e Her bir konsantrasyondaki BVZ Cozeltisinden 10’ar pl alinmis, her bir ortamda
hafif pipetajlanarak 5 dk bekletilmis, ve DLS yontemi ile PB ve PDI 6l¢cimii

yapilmistir.
3.6. ilag Tasiyic1 Sistemin Tasarlanmasi

BVZ'nin beyne hedeflendirilebilmesi amaciyla, 6ncelikle BVZ'yi istenilen
hedefe taslyabilecek nanopartikiiller hazirlanmis, Bu sistemlerin hazirlanmasinda
FDA tarafindan kullanimi onaylanmis PLGA polimerlerinin, kanda kalig siresini
artirilmasi i¢in PEG ile konjuge edilmis formlari kullaniimistir. Beyine hedeflendirme,
kan-beyin endotelinde eksprese oldugu bilinen TfRler hedef alinarak, bu reseptore

spesifik antikorlarin nanopartikillere konjugasyonu ile saglanmistir. Anti-CD71
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antikorlarinin PLGA-PEG nanopartikillerine konjugasyonu ise, sentezlenen OCA

molekilindn araciligi ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.3).

Bevacizumab

PLGA kullamilarak
hazirlanan ilag tagryict
nanopartikiil

Transterrin reseptinine
hedeflendirmeyi saglavacak

=" olan Anti-CD71 Antikorlan

w

--““"-—____ Opsonizasyonu

engelleyecek PEG zincirleri

Sekil 3.3. Tasarlanan ilag tasiyici sistem: Anti-CD71 antikoru konuge edilmis PLGA-
PEG Nanopartikilu

OCA molekilla ile nanopartikillere konjuge edilecek olan hedefleyici ve
kontrol antikorlari, hiicre kaltiri ¢alismalarinda ve in vivo GBM modeli gelistirilirken
kullanilacak olan hiicre hatlarina spesifik secilmistir. Hicre kiltari calismalarinda
hem insan hem fare hiicre hatlari ile ¢alisiimistir. Bu sebeple, nanopartikiiller ile
toplam 4 cesit antikor; Anti-insan CD71 Antikoru, Anti-Fare CD71 antikoru ve bu
antikorlara 6zel izotip kontrol antikorlari nanopartikillere konjuge edilmistir. Asagida
hlcre hatlari igin ayri ayri hazirlanan hedeflendirilmis ve kontrol antikoru konjuge
edilmis nanopartikiillerin aciklamalari yer almaktadir. izotip kontrol antikorlari, Anti-
CD71 antikoru ile ayni yapida olup, reseptore spesifik olmayan antikorlardir. Asagida
yer alan 4 farkli nanopartikiil ¢esitinin hazirlanma metotlari aynidir. Her biri OCA

molekilu araciligr ile nanopartikillere konjuge edilmistir.
bEnd.3 hiicreleri ile ¢alisilirken:

Hedeflendirilmis nanopartikuller: Anti-Fare CD71 NP

izotip kontrol antikoru ile konjuge edilmis nanopartikiiller: Anti-Rat CD71 NP
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hCMEC/D3 ve U87 insan hiicreleri ile ¢ahisilirken:

Hedeflendirilmis nanopartikiiller: Anti-insan CD71 NP

izotip kontrol antikoru ile konjuge edilmis nanopartikiiller: Anti-Fare CD71 NP

Tez metninin devaminda, bulgularin daha anlasiir kilinmasi icin
hedeflendirilmis olan nanopartikiller “Anti-CD71 NP”’ ve izotip kontrol antikoru ile
konjuge edilmis nanopartikiller de “Kontrol NP” olarak ifade edilecektir. Bu
ifadelerdeki Anti-CD71 antikorlari ve izotip kontrol antikorlari yukarida belirtildigi gibi
calisilan hiicre hattina gore secilmis ve konjuge edilmistir ancak, bulgular kisminda
daha yalin bir anlatim icin, hedeflendirilmis nanopartikiller “Anti-CD71 NP’ ve izotip
kontrol antikoru konjuge edilmis nanopartikiller ise “Kontrol NP’ olarak

kodlanmistir.
3.6.1. Oleil Sisteinamid Sentezi ve Analizleri

NHS-EDC bagina gore daha verimli sonug verdigi bilinen, PLGA-PEG ile elde
edilen nanopartikiillere OCA ile Anti-CD71 konjugasyonu yolu izlenmistir. OCA,
amfifilik bir baglayici molekiildiir. Lipofilik oleik asitin polar tiyol gruplar ile
fonksiyonellestirilmesi ile elde edilir. Amfifilik 6zelligi sayesinde, lipofilik ucu
polimerin matriksinde konumlanirken, polar (hidrofilik) grup ise PLGA nanopartikiliin
ylzeyine tutunur. Béylece PLGA nanopartikilin yiizeyinde tiyol uglarinin yerlesmesi
saglanir. Bu metotta, konjuge edilecek olan antikorlar (Anti-CD71 ve kontrol antikoru
Ig), maleimid iceren bir bilesik olan stiksinimidil-4-(N-maleimidometil)siklohegzan-1-
karboksi-(6- amidokaproat) (LC-SMCC) ile aktiflestirilmis ve sentezlenen OCA aracilig
ile PLGA nanopartikiile baglanmistir [5]. islem basamaklari asagida siralanmistir ve
Sekil 3.4 ile sentez sematik olarak gosterilmistir.

e Hazirlanan erlen icine azot akisi altinda, 60 ml Tetrahidrofuran, 0,5 ml Triethyl

amine, 2 g oleik asit eklenmis ve karistirilmistir. i¢ sicakhgin -15°C olmasi
gerekmektedir. Sicaklik termometre ile kontrol edilmis ve sistemin gevresine
yerlestirilen kuru buz ile soguma saglanmistir. Manyetik karistirici Gzerinde

bulunan erlene 0,87 ml etil klorofomat eklenmis ve karismaya birakilmistir.
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THF, TEA
o Etil kloroformat
“OH
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Oleil Sisteinamid, MW: 3835 g/maol

Sekil 3.4. Oleil Sisteinamid sentezi

Karistirma devam ettikge, ic sicaklik 8-10°C’ye yiikselmis ve beyaz kati cékelek

godzlenmistir. i¢ sicaklik yeniden —15°C’ye diisene kadar beklenmistir.
Azot gazi kapatilmis ve hazirlanan sistein ¢ozeltisi (10 ml 5% Na,COs; igerisinde

2 g sistein ¢ozlilmustir), 10 dakika boyunca, manuel karigtirma altinda, siringa

yardimiyla erlene eklenmistir. ic sicaklik 25°C’ye yiikselmis ve kabarciklanma
gozlenmistir. 30 dk karistirmaya devam edilmistir.

Oda sicakligina alinan erlene, 100 ml THF eklenmis ve 5 dk karistirilmistir.
Tromp yardimiyla filtreden gegirilerek amonyak tuzlari uzaklastiriimistir.
Rotavapor yardimiyla da 100 ml THF uzaklastinlmistir. Uzerine 100 ml 1N HCl

eklenerek asitlendirilmistir.

100 ml etil asetat koyulmus ayirma hunisi Uzerine asitlendirilmis ¢ozelti
eklenmis, lyice karistirilmis ve ayrilmasi icin bekletildikten sonra organik faz
bir erlene alinmistir.

Organik faz lzerine MgS0Q, eklenerek kurutulmustur. Tromp yardimiyla

stizilerek fazlaliklardan kurtulmasi saglanmistir.
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Rotavapor yardimiyla etil asetat ugurulmus ve viskoz bir kalinti elde
edilmistir. Bu kalinti 5 ml etil asetat icinde ¢6zlilmiis ve dnceden hazirlanan
silika (25 g Merck 60 230-400 mesh) yiklu saflastirma kolonu igine
yiklenmistir. Ornegin tamami kolondan c¢ikana kadar siirekli mobil faz

(Etilasetat:Hekzan (1:1) Jeklenmeye devam edilmistir.

Oleil Sisteinamid analizleri

Sentezlenen OCA molekilinin, dogru sekilde sentezlendiginin gosterilmesi
amaciyla, ODTU Merkezi Laboratuvar’nda Ultra Performansl Sivi
Kromatografi- Kitle Spektrometresi (UPLC-MS) ve H-NMR ile analizleri
gercgeklestirilmistir.

UPLC-MS tekniginde, yiiksek basingli sivi kromatografisinde fizikokimyasal
Ozelliklerine gore ayrilan molekdiller kiitle dedektori ile analiz edilmektedir.
UPLC teknigi ile karisimlardaki bilesenleri ayirt etmek mimkin olurken, MS
teknigi ile de ayirilan bilesenin yapisal 6zellikleri ylksek molekiler segicilik ve
deteksiyon duyarhligi ile saptanmaktadir.

H-NMR teknigi ise, kuvvetli bir manyetik alan igerisine yerlestirilen bir
molekiilde bulunan bazi atom cekirdeklerinin radyo frekansi alanindaki
elektromanyetik isinlari absorblamasi tzerine kurulmus bir yapi aydinlatma
teknigidir. H-NMR spektroskopisinde absorbsiyon bantlari "pik", absorbsiyon
pikleri ile frekanslarin isaretlenmesi ile elde edilen grafik "NMR spektrumu"
olarak adlandirilir. H-NMR teknigini diger spektroskopik yontemlerden farkli
kilan durum ise, elementel analizdeki gibi atom ylzde degerlerini degil,
molekulin iskeleti hakkinda bilgi vermesidir.

Ayrica bir slirfaktan olan OCA, belirli konsantrasyonlarda suyun ylizey
gerilimini distirmelidir. Bunu dogrulamak icin 140, 120, 100, 80, 60, 20 ve 0
UM konsantrasyonlarinda OCA ¢o6zeltileri hazirlanmig ve Yiizey Gerilimi Cihazi
(Attensiyon) ile Wilhelmy Tablasi ve Du Nouy Halkasi yontemleri kullanilarak

¢Ozeltilerin ylzey gerilimleri 6lglilmustur.
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3.7. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Protein yapili maddelerin enkapstilasyonu icin sikca kullanilan metotlar
arastirilmigtir. Bu metotlardan, en verimli ve protein yapili ilag enkapsilasyonuna en
uygun yontemler (zerinde yogunlasiimistir. Nanopartikiil hazirlama prosesleri,
gercgeklestirilen dnstabilite deneylerinin 1si8inda, antikor etkinligine zarar vermeyecek
sekilde modifiye edilmeye calisiimistir. Arastirilan 4 metot icerisinde, antikor
stabilitesini koruyan metodlarda partikil blyuklGgina azaltmaya yonelik galismalar

gerceklestirilmistir.

BVZ Yiiklii Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikiller, Csaba ve arkadaslarinin kullandigi metot modifiye edilerek
hazirlanmistir (93). 62,5 mg polimer (PLGA - PEG (PEG Mn 5.000, PLGA Mn 10.000):
PLGA (asit uglu, Mw 7.000-17.000), 50:50), 62,5 mg Pluronik F-68 ve 0,416 mg OCA
tartilmis ve 10 ml diklorometan (DCM) icerisinde ¢ozulmdistir. Daha sonra bu organik
karisima, 50 uL 25 mg/ml BVZ c¢ozeltisi eklenmistir. Karisim 30 saniye
vorktekslenmistir. Karistirici izerinde bulunan 125 ml etanol lizerinde organik karisim
eklenmistir. Eklemeden sonra 10 dk daha karigsmasina izin verilmis, nanopartikiil
olusumu gozlendikten sonra, slispansiyon lizerine 125 ml saf su eklenmistir. Karisim
10 dk daha oda sicakliginda ucurulduktan sonra 60 PSl’da rotavaporda 40 °C'de
organik solvanlar ugurulmustur. Ortamda nanopartikiiller igerisine yiklenmeyen
BVZ'nin uzaklasmasi ancak ila¢ yiklenmis nanopartikillerin filtre icerisinde kalmasi
icin, elde edilen son Uriin Vivaspin (300 kDa) filtreli tupler ile 6.000 rpm, 10 dk
santrifiij edilmistir. Yikama islemi 3 kere tekrar edilmis ve kriyoprotektan eklenmis
olan nanopartiklller liyofilize edilerek saklanmistir. Bos nanopartikillerin
hazirlanmasi asamasinda 50 pl 25 mg/ml BVZ c¢ozeltisi yerine 50 ml ultrasaf su

kullanilmistir.
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Bos Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Yiizeydeki Oleil Sisteinamid’in

Dogrulanmasi

Yukaridaki nanopartikil hazirlama metoduna gore, OCA iceren ve icermeyen
nanopartikiller hazirlanmis ve ylizeydeki OCA aktivitesi yani siilfidril gruplarinin tayin

edilmesiigin Ellman’s Analizi kullaniimistir.

Ellman’s Analizi

e Reaksiyon tamponu; pH 8 0,1 M sodyum fosfat tamponu 1 mM Etilendiamin
Tetraasetik Asit (EDTA) icerecek sekilde hazirlanmistir. Ellman reaktif ¢ozeltisi
ise 4 mg Ellman’s reaktifi tartilmasi ve 1 ml reaksiyon tamponu icinde
¢ozulmesiile hazirlanmistir.

e Silfidril gruplari 6lcilecek numunelerin sayisina gore hazirlanacak reaksiyon
tamponu ve ellman's tamponu miktari hesaplanmistir. Bu deney igin; 6lcim
yapilacak numuneler: OCA igeren nanopartikiller (OCANP) ve OCA igermeyen
nanopartikiller (NP) olarak belirlenmistir.

e Sistein HCI monohidrat (M.W. = 175,6), 1,5, 1,25, 1,0, 0,75, 0,5, 0,25 ve 0,0
(kor) mM konsantrasyonlarda olacak sekilde reaksiyon tamponu ile
seyreltilmis ve standart ¢Ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan test tlplerine 50
pl Ellman’s reaktif c¢ozeltisi ve 2,5 ml reaksion tamponu konmustur. Test
tuplerine her bir standart ya da numuneden 250 ul eklenmistir.

e Kontrol falkonuna da 250 ul reaksiyon tamponu konmustur.

e Bu falkonlar karistirilmis, 15 dk oda sicakliginda bekletilmis ve UV visible

spektrometresi ile 412 nm’de absorbanslari okunmustur.

Dinamik Isik Sagilimi yéntemi

Nanopartikiller, OCA icerecek ve icermeyecek sekilde hazirlanmis ve partikil

blyuklikleri ile zeta potansiyelleri dlgllerek karsilastirilmistir.
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Nanopartikiillerin Aktif Hedeflendirilmesi: Anti-CD71 Konjuge

Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Hazirlanan nanopartikiillere, antikorlarin konjuge edilebilmesi igin,
antikorlarin maleimid aktivasyonu gerceklestirilmistir. Aktiflesen antikorlarin

nanopartiklle baglanmasi sematik olarak Sekil 3.5 ile gésterilmistir.
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Sekil 3.5. A) Oleil Sisteinamid, B) Maleimid ile aktiflestirilmis mAb, C) Yiizeyine Oleil
Sisteinamid molekdilleri yerlesmis olan PLGA Nanopartiklii (94).

PLGA:PEG polimerleri ve OCA, nanopartikillerin hazirlanma asamasinda,
polimerlerin ¢ozuldigl organik faza (DCM) eklenmis ve ¢ozindiridlmistir. Daha
once ifade edilen sekilde nanopartikiller hazirlanmis ve liyofilize edilmistir.

e Konjuge edilecek olan her bir antikor (Anti-CD71 ve k Isotype Kontrol Antikor),
bir manyetik karistirici Gzerinde, +4 °C pH 7,4’teki PBS’e karsi diyaliz edilerek
formiilasyonlarindaki tuzlar ve koruyucular uzaklastiriimistir.

e 1 mg nanopartikil icin 0,1 mg mAb konjugasyonu hedeflenmistir. 0,5 mg LC-
SMCC 1 ml mAb ¢ozeltisinde ¢ozilmustir. Bu ¢ozelti, +4 °C'de 2 saat boyunca
karismaya  birakilmistir,  bdylece mAb’in  maleimid  aktivasyonu

gercgeklestirilmistir.
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e Bu surenin sonunda ¢ozeltideki fazla LC-SMCC'den kurtulmak igin, pH 7’deki
PBS tamponuna karsi 30 kDa vivaspin ile santrifij islemi gerceklestirilmistir.
(10 dk 6.000 rpm)

e NP sispansiyonunun pH’1 6,8’e ayarlanmis ve 0,1 mg maleimid aktive mAbiile,
1 mg NP gece boyunca oda sicakliginda karigtiriimistir.

e Gece boyu karisan karisim, 300 kDa vivaspin ile santriflj edilmistir (10 dk
6.000 rpm).

e Bu asamada ayni zamanda OCA ile aktive edilmemis NP ile maleimid aktive
edilmemis antikor da gece boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmis, bu iki
deney sonucunda elde edilen Urlinler santiflj edilerek stpernatantlardaki
antikor miktari Bicinchoninic asit (BCA) Analiz kiti ile olcllerek

karsilastirilmistir.

BCA Protein Analizi Kiti ile konjugasyonun dogrulanmasi

Anti-CD71 ve kontrol antikorlarin nanopartikillerin ylizeyine adsorbe
olmadiginin, konjuge edildiginin gosterilmesi icin BCA analizi gergeklestirilmistir.
Aktive edilmis ve aktive edilmemis antikorlar ile nanopartikiller inklibe edilmis ve 24
saat sonrasinda santrifiij edilerek siipernatantlardaki antikor miktarlari 6l¢iilmustir.

BCA Analizi Kit Kalibrasyonu: 1.000, 500, 250, 125, 50, 25, 5 ve 2,5 pug/ml
konsantrasyonlarda hazirlanan Albumin Standart ¢ozeltileri ile 562 nm’de ELISA

BCA analizi prosediiri:

e Her bir standart ya da bilinmeyen 6rnekten, 96 kuyucuklu plak icerisinde n=6
olacak sekilde 25 ulL eklenmistir.

e Her bir kuyucuga 200 ul calisma reaktifi (working reagent (WR)) eklenmis ve
plak 30 saniye nazikge sallanmistir.

e Plak 37 °C derecede, Uzeri kapatilmis olarak 30 dakika inkiibe edilmis ve
yeniden oda sicakligina getirilerek 562 nm’de plak okuyucu ile absorbanslari

okunmustur.
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3.8. Nanopartikillerin Karakterizasyonu

3.8.1. Partikiil Buyukliigii ve Zeta Potansiyeli Tayini

Nanopartikillerin partikil blyikligu ve zeta potansiyeli 6lglimleri, Zetasizer
Nanoseries-ZS cihazinda yapilmistir. Bu cihaz; foton koralasyon spektroskopisi ve
lazer doppler anemometri esasina gore partikiil blyukligl ve zeta potasiyeli
Olgmektedir. Her formilasyon icin art arda li¢ 6lcim yapilmis ve dlciimler sirasinda
cihazin sicakhg 25 °C, 1sik sagilim agisi 173 °C olacak sekilde ayarlanmistir.

Partikdl buylkligi olcimleri sonuglari, yogunluk (intensity) bazli biydklige
gore ortalama partikiil blydkligu olarak ifade edilmistir. DLS yodnteminde,
hidrodinamik ¢ap (Z-ortalama), Stokes-Einstein esitlig§ine gore belirlenmistir
(Denklem 1). Zeta potansiyel degerleri ise, Smoluchowski esitligine (Denklem 2.)

dayanan, elektroforetik hareketliliginin (p)s 6lglilmesi ile elde edilmistir.

KT
3mmD

Dh = (Denklem 1)

Esitlikte Dh; hidrodinamik capi, K; Boltzman sabitini, T; sicakhgi, n; vizkositeyi

ve D; diflizyon katsayisi olarak gosterilmistir.
(= ﬂ (Denklem 2)

Esitlikte, ¢; zeta potansiyel, y; elektroforetik hareketlilik, n; ortamin viskozitesi

ve g; dielektrik sabiti olarak ifade edilmistir.
3.8.2. Nanopartikiillerin Morfolojilerinin incelenmesi

Hazirlanan PLGA - OCA nanopartikiller ve antikor konjugasyonu
tamamlanmis Anti-CD71 Nanopartikillerin morfolojilerinin incelenmesi amaciyla
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) analizleri

gerceklestirilmistir.
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3.8.3. Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Nanopartikillere yiklenen etkin madde miktari, direkt olmayan yéntem ile
tayin edilmistir. Etkin madde yiiklenen nanopartikiillerin hazirlanmasi asamasinda,
300 kDa por genisligine sahip filtreli santriflij tupleri ile, 10 dk 6.000 rpm’de
nanopartikillerden ayrilan serbest BVZ, alt kompartmandan toplanarak miktar tayini

yapilmis ve enkapsilasyon etkinligi (EE) asagidaki denklem ile hesaplanmistir.

% EE = [(Eklenen ilag miktari — serbest ila¢ miktari)/ Eklenen ila¢ miktari) *100
3.8.4. in Vitro Salim Deneyleri

BVZ yukli nanopartikdllerin in vitro ortamdaki salim profilinin incelenebilmesi
icin, salim deneyleri gergeklestirilmistir. Bos ve etkin madde yiklii nanopartikiillerde
salim deneyi, 37 °C’'de ve yatay calkalayici su banyosunda gergeklestirilmistir. Salim
ortami olarak pH 6, pH 7,4 ve pH 10’da PBS kullanilmis, her bir ortamada sink kosulu
saglayacak sekilde, esit miktarda nanopartikiil redisperse edilmistir. 0, 2, 8, 12, 24 ve

48.saat ornekleri alinmis belirtilen tayin yontemiyle miktar tayini gerceklestirilmistir.
3.8.5. Stabilite Calismalari
ilag Yiiklii Nanopartikiillerin Zamana Bagh Fiziksel Stabilite Calismalari

BVZ yikli Anti-CD71 antikoru ile hedeflendirilmis nanopartikiillerin zamana
bagh kisa sireli fiziksel stabilite g¢alismasi igin, hazirlanan nanopartikil
formiilasyonlari sulu dispersiyon olarak saklanmis ve belirli zaman araliklarinda (0.,
1., 7., 14. ve 30. giinlerde) o6rnekler alinmistir. Alinan 6rneklerden nanopartikillerin
ortalama partikal blyuklGgi, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri ilgili
baslik altinda agiklandigi sekilde tayin edilmistir. Kisa sureli stabilite galismalari

sliresince ornekler +4°C’de ve isiktan etkilenmeyecek sekilde saklanmistir.
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Hiicre kiiltiirii ortaminda stabilite calismalari

Hazirlanan nanopartikillerin hiicre kiltlirt calismalari sirasinda stabilitelerini
korudugunun gosterilmesi amaciyla, hiicre kiltiri besiyeri ortaminda bekletilen
nanopartikillerin 24 saat boyunca belirli araliklarla DLS yontemi ile partikdl

bayuklikleri dlgtlmustir.
3.9. in Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalari
3.9.1. Nanopartikillerin Sitotoksisitelerinin Degerlendirilmesi
Nanopartikiillerin Hiicreler Uzerine Sitotoksisitelerinin Belirlenmesi

Nanopartikillerin sitotoksisite ¢alismalari MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5- diphenyltetrazolium bromidefor) uygulanarak incelenmistir. bEnd.3, hCMEC/D3
ve U87-luc hiicreleri bos ve ila¢ yukli nanopartikiller ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edildikten sonra her bir kuyucuga 25 pL 5 mg/ml konsantrasyonda MTT c¢ozeltisi
eklenmistir. 96 kuyucuklu plaklar inkiibatorde 37 °C’'de (%5 CO2) 4 saat sireyle
bekletildikten 80 puL SDS-DMF (45:55 dimetilformamid:su icinde ¢6ziinmis 200 g
sodyum dodesil silfat) ¢ozeltisi eklenerek gece boyu bekletildikten sonra plakalar
mikroplaka okuyucularda 570 nm’de absorbanlarin okunmasi icin analiz edilmistir.
Hicre canhligi elde edilen absorbans degerleri ile dogru orantili olacak sekilde
yorumlanmistir. Hiicre kaltari ortaminin ilave edildigi kuyucuklar, kontrol grubu
olarak belirlenmis olup, bu grubun hicre canlligi % 100 olarak degerlendirilmistir.
Kiltar ortamindaki her bir grup icin besiyeri ve partikiillerden gelebilecek otofloresan

degeri ¢cikariimistir.
3.9.2. Nanopartikiillerin Hiicre icerisine Alim Calismalari

bEnd.3 hiicreleri ile gergeklestirilen hiicre igine alim g¢alismalari igin, hiicreler

tripsinize edilerek kaldirildiktan sonra kuyucuk basina 5><103 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu hicre plaklarina ekilip, 24 saat slresince 37°C'de 5% CO2 varliginda

inkGibatorde bekletilmistir. Bu siire sonunda hiicreler Gizerindeki ortam alinarak PBS
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icerisinde dagitilmis olan Anti-CD71 NP ve Kontrol NP gruplari Gizerine uygulanarak
farkl streler sonunda hiicreler Uzerindeki ortam uzaklastirilip tripsine edilerek
hiicreler santriflijlenerek toplanmis ve akim sitometri ile floresan olarak isaretli hiicre
ylzdesi ve bu hiicrelerin ortalama floresan yogunlugu (MFI) 6lctlmustir.

hCMEC/D3 hicreleri ile gergeklestirilen hiicre igine alim galismalari igin,
hiicreler kuyucuk basina 120.000 hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu hiicre plaklarina
ekilip, 24 saat stresince 37°C'de 5% CO, varliginda inklibatérde bekletilmistir. Bu siire
sonunda hucreler tzerindeki ortam alinarak PBS igerisinde dagitilmis olan Anti-CD71
NP ve Kontrol NP gruplari hiicreler lizerine uygulanarak farkh sireler sonunda
hicreler Gzerindeki ortam uzaklastirilip tripsine edilerek hiicreler santrifijlenerek
toplanmis ve akim sitometri ile floresan olarak isaretli hiicre yiizdesi ve bu hiicrelerin
MFI’si 6lgllmustir. Bu galismalarda kullanilan tim nanopartikiller Nil kirmizisi yUklu
nanopartikiller kullanilarak hazirlanmistir. Nil kirmizisi, nanopartikil hazirlama
basamaginda, sulu faza eklenmistir.

Floresans mikroskopu ¢alismalarinda hiicreler 12 kuyucuklu hiicre plakalarina
ekilip 24 saat siiresince 37°C'de 5% CO2 varliginda inkiibatérde bekletilmistir. Daha
sonra hicreler Uzerindeki ortam alinarak PBS igerisinde dagitiimis Florosein
izosiyanat (FITC) yiiklii Anti-CD71 NP ve FITC yiiklii Kontrol NP gruplari hiicreler
Uzerine uygulanarak 2 saat sureyle bekletilmistir. 2 saat sonunda formilasyonlar
kuyucuklardan uzaklastiriimis ve hiicreler 3 defa PBS ile yikanmistir. Daha sonra her

bir kuyucuk icin ayri ayri floresans mikroskopundaki gérintileri alinmistir.
3.9.3. Antikor-Reseptor Baglanma Testleri
bEnd.3 Hiicrelerine Anti-CD71 Antikoru Baglanma Testi:

Geligtirilen tasiyici sistemlerin degerlendirilmesi amaciyla in vivo fare
deneylerine gecmeden once fare beyin hicre hatlariyla nanopartikillerin
etkilesimlerini gérmek hedeflenmistir. Bu nedenle bEnd.3 hiicreleri {zerinde

deneyler gerceklestirilmistir. Hicre kiltiri ortami olarak DMEM (FBS, %10) ve
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penisilin G (50 U/ml) kullanilmistir. Hicrelerin 75 cmz’likflasklar icinde % 5 CO2 iceren
37°C'lik inklibatoriin icine alinarak cogalmalari saglanmistir.

Nanopartikillere konjuge edilen Anti-CD71 antikorunun galisilan hiicre hatti
olan bEnd.3 hiicrelerine olan afinitesinin incelenmesi ve reseptor aracili endositozun
gosterilmesi amaciyla, hedefleyici ve kontrol antikorlarin sekonder antikor ile
isaretlenmesi saglanarak flow sitometri cihazinda analiz edilmistir.

e (D71 mouse antikoru

e RatlgG2a, K Isotip kontrol antikoru

e Maleimid aktivasyonu yapilmis CD71 mouse antikoru ile konjuge edilmis PLGA
nanopartikiller (Anti-CD71 NP)

e Maleimid aktivasyonu yapilmis Rat IgG2a, k Isotip kontrol antikoru ile konjuge
edilmis PLGA nanopartikiller (Kontrol NP)

Antikorlar primer antikor olarak kullanilmistir (25 pg/ml test basina). 25
dakika oda 1sisinda inklibe edildikten sonra 5 dakika 1.800 rpm de PBS ile
yikanmislardir. Calismada kullanilan hedefleyici ve kontrol antikorlar sicanda (rat)
uretildigi icin sekonder antikor olarak Phycoerythrin (PE) konjuge anti-rat antikoru
secilmistir. 25 dakika sekonder antikorla oda sicakliginda karanlikta inkiibasyon
yapildiktan sonra 5 dakika 1.800 rpm de PBS ile yikanmistir. FACS Aria Il cihazinda

sonuglar alinmigtir. FACS Diva programinda analizleri yapilmistir.
CMEC ve U87 Hiicrelerine Anti-CD71 Antikoru Baglanma Testi:

Nanopartikillere konjuge edilen CD71 antikorunun calisilan hiicre hatti olan
CMEC ve U87 hiicrelerine olan afinitesinin incelenmesi ve reseptoér aracili
endositozun gosterilmesi amaciyla, hedefleyici ve kontrol antikorlarin sekonder
antikor ile isaretlenmesi saglanarak flow sitometri cihazinda analiz edilmistir.
e CD71 human antikoru
e Mouse 1gG2a, k Isotip kontrol antikoru
e Maleimid aktivasyonu yapilmis CD71 mouse antikoru ile konjuge edilmis PLGA

nanopartikiller (Anti-CD71 NP)
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e Maleimid aktivasyonu yapilmis Rat 1gG2a, k Isotip kontrol antikoru ile konjuge
edilmis PLGA nanopartikiller (Kontrol NP)

Antikorlar primer antikor olarak kullanilmistir (25 pg/ml test basina). 25
dakika oda isisinda inkiibe edildikten sonra 5 dakika 1.800 rpm de PBS ile
yikanmiglardir. Calismada kullanilan hedefleyici ve kontrol antikorlar farede (mouse)
Uretildigi icin sekonder antikor olarak APC boyasi (Biolegend) ile konjuge anti-mouse
antikoru secilmistir. 25 dakika sekonder antikorla oda sicakliginda karanlikta
inkibasyon yapildiktan sonra 5 dakika 1.800 rpm de PBS ile yikanmistir. FACS Aria Il

cihazinda sonuglar alinmistir. FACS Diva programinda analizleri yapiimistir.

3.9.4. Olusturulan in Vitro Kan Beyin Engeli Modelinden Nanopartikiillerin

Transitozunun Degerlendirilmesi
Transitoz Calismalari

bEnd.3 hiicreleri, 37°C, 5% CO2 kosullarinda penisilin iceren DMEM+10% FBS
besiyeri icerisinde buyutiilmis ve 24 mm polyester-kapli transwell (Corning) igerisine
344.000 hicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. bEnd.3 hicrelerinin besiyeri, her 2-
3 glinde bir degistirilmistir. insertlerin icerisindeki bEnd.3 hiicrelerinin biitiinligu, her
seferinde insert kisminin 4 tarafindan TEER olciimleri yapilarak ve ortalama deger
alinarak takip edilmistir. Literatiirde bEnd.3 hiicreleri ile gergeklestirilen monokiltir
calismalarinda ortalama TEER degerinin 100-140 Q-cm? oldugu gorilmistir (95, 96).
10 giin siiren élctimler sonrasinda, TEER degeri 100-140 Q-cm? degerlerine ulasip, tist
Uste glinlerdeki 6lglimlerde ayni degeri verdiginde, transwellin apikal bdlgesinden,
her biri 8,3 ug BVZ iceren nanopartikil gruplari (BVZ yiiklii Anti-CD71 NP ve BVZ yiikl{
Kontrol NP gruplari), 1,5 ml besiyerinde disperse edilerek uygulanmistir. Bazolateral
kissmdan alinan ornekler Elisa metodu ile analiz edilerek transitozun
degerlendirilmesi hedeflenmistir.

hCMEC/D3 hiicreleri, 37°C, 5% CO; kosullarinda Endogro Complete Medium
besiyeri igerisinde ve 24 mm polyester-kaph transwell (Corning) icerisine 30.000
hicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. hCMEC/D3 hcrelerinin besiyeri, her 2-3

giinde bir degistirilmistir. insertlerin icerisindeki hiicrelerinin buttnligi, her
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seferinde insert kisminin 4 tarafindan TEER OlgUimleri yapilarak ve ortalama deger
alinarak takip edilmistir. Literatirde hCMEC/D3 hicreleri ile gerceklestirilen
monokiltir calismalarinda ortalama TEER degerinin  30-50 Q-cm? oldugu
gérilmistir. 10 giin stiren dlciimler sonrasinda, TEER degeri 30-50 Q-cm? degerlerine
ulasip, st Uste glnlerdeki 6lcimlerde ayni degeri verdiginde, her biri 8,3 ug BVZ
iceren nanopartikiil gruplar (BVZ yikli Anti-CD71 NP ve BVZ yiikli Kontrol NP
gruplar), 1,5 ml besiyerinde disperse edilerek, apikal kissmdan uygulanmistir. 24
saatin sonunda transwell’in basolateral kismindan alinan 6rnekler, ve BVZ icin de

ELISA metodu ile kantitatif olarak dl¢iilmustiir.
3.10. in vivo Calismalar

in vivo deneyler Kobay DHL A.S. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
alinan 24.05.2016 onay tarihli 180 onay numaral etik kurul iznine istinaden
gerceklestirilmistir (EK-1). Hayvanlarin 25°C sabit sicaklik, %50 nem, steril talas, su ve
filtreli hava verilen kosullarda bakimi saglanmis, 3R ilkesine ve etik kurallara uygun
sekilde calismalar gergeklestirilmistir. Hazirlanan hedeflendirilmis ilag tasiyic
sistemin KBB’yi in vivo ortamda gegtiginin gosterilmesi amaciyla 9 adet ,erkek, 6-8
haftalik, ortalama agirliklari 20-25 g olan CD1 fareler ile calisiimistir. in vivo GBM
modelinin olusturulmasi icin ise 10 adet, erkek, 6-8 haftalik, ortalama agirliklari 20-
25 g olan nude fareler ile ¢calisilmistir. in vivo GBM modelinde ilag tasiyici sistemin
etkinliginin gosterilmesi calismasinda da 9 adet, erkek, 6-8 haftalik, ortalama

agirhklari 20-25 g olan nude fareler ile galisiimistir.

3.10.1. Nanopartikiillerin in vivo Kan Beyin Bariyerini Gegisinin

Gosterilmesi
in vivo testlerle formiilasyonun kan beyin engelini gegisinin gosterilmesi

Newton Vilber in vivo goriintileme cihazinda Newton fx 7 Edge programi
kullanilarak, 580 nm dalgaboyunda yapilan goriintileme c¢alismasinda, BVZ yiikl{
olmayan ancak, bu cihazda goérindigi bilinen bir boya olan nil kirmizisi yikla

nanopartiklller kullaniimigtir. Anti-CD71 NP ve Kontrol Nanopartikillere nil kirmizisi
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yuklenmis, bu partiklller oncelikle cihazda, ependorf igerisinde iken gorinur
olduklari dogrulanmis ve sonrasinda uyusturulmus (ketamin/ksilazin ile) CD1 farelere
150’ser pl kuyruk veninden enjekte edilmistir. Kuyruk veninin goérinir hale gelmesi
icin farelerin kuyruklari 37 °Csu icerisinde bekletilmistir. 16 saat sonunda fareler etik
kurul kurallarina uygun sakrifiye edilerek, perflizyon sonrasi direkt olarak optik
koherens tomografisine alinarak, -80 °C'de saklanmistir. Daha sonra fare
beyinlerinden 5 mikron kalinliginda kesitler alindiktan sonra DAPI ile boyanmis,

gorintileri alinip dizenlenmistir. (n=3)
3.10.2. in vivo Glioblastoma Multiforme Modelinin Gelistirilmesi

10 adet nude fare cerrahi islem 6ncesinde, % 4 izofloran inhalasyonu ile
uyutulmustur. Daha sonra fareler stereotaksik frame’e yerlestirilmis ve anestezinin
idamesi icin cerrahi islem sliresince izofloran dozu %1-2 arasinda tutulmustur.
Homeotermik battaniyeye bagli olan rektal isi probu sayesinde islem boyunca,
farelerin vicut sicakhklari 37 °C’'de tutulmustur. Timor hicrelerinin enjeksiyonu
intrakranial olarak gerceklestirilmistir. Enjeksiyon oncesinde bregmadan 1 mm

anterior, 2 mm lateralde drill ile burnholl agilmis ve lusiferazli U87 hiicrelerinin

enjeksiyonu otomatize enjeksiyon pompasi ile 10 dakikada 2 ul (2x105 hicre/pl)

olacak sekilde 2,2 mm derinlige yapilmistir (n=3). Deney ayrintilari asagida yer

almaktadir:

Anestezi ve Oksijen makinesi AMS-Minor 612
Stereotaksi WPI

Elektrikli battaniye Kent Scientific
Stereomikroskop Nikon SMZ 745T
Otomatize enjeksiyon pompasi WPI

Histolojik Degerlendirme

Tumor gelisimleri in vivo gorintlleme cihazi ve haftalik olarak iv lusiferrin
uygulamasi ile takip edilen fareler, etik ilkeler dahilinde saglk durumlarinin

bozulmaya baslamasina kadar takip edilmistir. Saglik durumlarinin bozulmasi ve beyin
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timord sinyallerinin artmasi durumunda fareler etik ilkelere uygun sekilde sakrifiye
edilmislerdir ve beyinleri cikarilarak % 10 formol c¢ozeltisi icerisine alinmislardir.
Formol ¢ozeltisi icerisindeki beyinler Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali’'na transfer edilmis ve ortak calisma gerceklestirilmistir.
Organlardan elde edilen doku Orneklerine ait timor odaklarinin ve invazyonun
degerlendirilmesinde Prof. Dr. Ayse Figen Soylemezoglu tarafindan calismamiza
bilimsel katki saglanmistir. Daha sonra beyinlerden 2 mm’lik kesitler alinmis ve
parafin icerisinde bekletilmistir. 6um kalinhiginda kisimlara ayrilan dokular
hematoksilin ve eozin ile boyanmis ve 5x, 20x, 40x ya da 100x biyldtme ile 1sik

mikroskobunda incelenmistir.

3.10.3. in vivo Glioma Modeli Gelistirilmis Farelerde ilag Tasiyici Sistemin

Etkinliginin Degerlendirilmesi

GBM modeli gelistirilmis 9 adet nude farede, hiicre ekiminden 5 gilin sonra
tedaviye baslanmigtir. Hayvanlar 3 gruba ayrilmistir:

* 5 mg/kg Avastin (BVZ ¢ozeltisi) (n=3)

*5 mg/kg BVZ iceren Anti-CD71 antikoru ile hedeflendirilmis nanopartikiller
(n=3)

* 5 mg/kg BVZ iceren Kontrol antikoru ile konjuge edilmis nanopartikuller
(n=3)

Fareler ilag gruplarina gore gruplandirildiktan sonra, beyne U87-Luc
hicrelerinin ekilmesinden 1 hafta sonra iv yol ile ilag ve kontrol gruplari uygulanmaya
baslanmistir. 3 glinde 1 defa iv olarak 100’er uL ilag ¢ozleltisi, BVZ yiikli Anti-CD71 NP
ve BVZ yukli Kontrol Nanopartikiller verilmistir. 3 glinde 1 kere olacak sekilde ilag
gruplarinin verilmesi 5 hafta boyunca devam ettirilmistir. 4 hafta siire ile farelerin
timorleri, haftalik iv lusiferrin uygulamasi ile in vivo goriintiileme cihazinda takip
edilmistir. Fare olimlerinin baslamasi ve davranissal degisiklikler izerine, sinyal
izlenmesi durdurulmus ancak ilag uygulamasina devam edilmistir. Deney siiresince
farelerin hayatta kalma ve agirlik degisimleri takip edilmistir. Tedavinin etkinligi

deney gruplari arasinda istatistiksel olarak karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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3.11. istatistiksel Analiz

Aksi belirtiimedikce tim deneyler Uger kez tekrarlanmis ve istatistiksel olarak
asagida tarif edildigi gibi degerlendirilmistir. + ifadesi standart sapmayi
yansitmaktadir. iki grubun Kkarsilastirlmasinda t testi, ikiden fazla grubun
karsilastirilmasinda ANOVA'yi takiben Tukey's post hoc testi Minitab®16 programiile
gerceklestirilmistir. P degerinin 0,05 den disik oldugu sonuclar anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. BVZ icin Miktar Tayin Yonteminin Gelistirilmesi ve Validasyonu

BVZ miktar tayini i¢in valide edilmis ELISA yontemi kullaniimistir. 500, 250,
125, 62,5, 31,25, 15,63, 7,813, 3,906 ve 1,953 ng/ml konsatrasyonlarinda hazirlanan
standart ¢ozeltiler ile bunlarin en az 6 tanesini kapsayan bir standart aralig
olusturulmus ve kalibrasyon egrisi cizilmistir. Yontem boliminde ifade edildigi
sekilde gerceklestirilen calismalar sonrasinda standart cozeltiler icin elde edilen
absorbans degerleri, myassays.com internet sitesinin saglamis oldugu, 4 parametreli

lojistik egri matematiksel hesabi ile egri haline getirilmistir (Sekil 4.1).

—APL ® Standard

2.5 }
2
[72)
S 15
=
2
< 1
0.5 /
0
1.953125 19.53125 195.3125
Konsantrasyon ng/ml
Sekil 4.1. Bevasizumab ELISA kalibrasyon egrisi
Elde edilen egrinin R? degeri 0,998 olarak bulunmus ve egri denklemi asagida
verilmistir:

v=((0,08205-3,605)/(1+(x/364,9)A1,009))+3,605
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ELISA Yontem Validasyonu
Dogrusallik

Konsantrasyon-cevap iliskisinin, 1,95 ng/ml-500 ng/ml araliginda 4
parametreli standart egriye uygun oldugu U¢ ayr ginde yapilan Olciimlerle
gosterilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4). Regresyon katsayisinin (R?) 1’e yakin

olmasi standart egrinin uygun oldugunu gostermektedir.
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Parameter Estimated Value Std. Error Confidence Interval
el A 0.002 0.016 1-0.040, 0.044]
£%=1000
EC50=19.78 B8 0.904 0.044 [0.790, 1.018]
£ 19.78 0.914 [17.43, 22.13]
D 0814 0.010 [0.788, 0.839]

Sekil 4.2. Bevasizumab ELISA Dogruluk galismasi, 1. Gin verileri
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Sekil 4.3. Bevasizumab ELISA Dogruluk ¢alismasi, 2. Gin verileri
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Sekil 4.4. Bevasizumab ELISA Dogruluk galismasi, 3. Giin verileri
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Gunler Arasi Tekrarlanabilirlik

Gunler arasi tekrarlanabilirlik calismasinda, optik dansiteler arasindaki
%CV’'nin, geri hesaplanan konsantrasyonlar arasindaki %CV’ye gore daha blyuk
oldugu belirlenmistir. Bu durumda, her deneyde hazirlanan standartlar ve kullanilan
malzemeler arasindaki degisimlerin, standart egriye gore hesaplanan
konsantrasyonlara yansimadigi sonucuna varilmistir. 1,95 ng/ml — 500 ng/ml
arasindaki konsantrasyonlar ile gerceklestirilen tekrarlanabilirlik calismasinda, 5
glnlik dlcimlerde kuyucuklar arasi yiksek varyasyona rastlanmistir (Sekil 4.5, Sekil
4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9). Buna gore, 6lcimi yapilacak her dérnek icin, ayni

deneyde bir standart egri hazirlanmalidir.

Optik Densite/optical Density
Konsantrasyon Kuyucuk 1 Kuyucuk 2 Kuyucuk 3 Ortalama D cv%
Concentration [ngfml) Well 1 Well 2 Well 3 Average
500 0,67 0,642 0,646 0,65 0,02 2,32
250 0,599 0,628 0,553 0,61 0,02 2,75
125 0,532 0,518 0,512 0,52 0,01 1,97
62,5 0,45 0,424 0,41 0,43 0,02 4,74
31,25 0,314 0,308 0,313 0,21 0,00 1,03
15,7 0,201 0,204 0,202 0,20 0,00 0,75
7.8 0,114 0,122 0,132 0,12 0,01 7,35
1,9 0,062 0,068 0,078 0,07 0,01 10,96
1,95 0,039 0,037 0,04 0,04 0,00 3,95
Geri-hesaplanan konsantrasyon
Konsantrasyon Back calculated concentration (ng/mi) sD oV %
Concentration (ng/ml) | Kuyucuk 1 Kuyucuk 2 Kuyucuk 3 Ortalama
Weill 1 Well 2 Weill 3 Average
500 700 412 438 516,67 155,30 30,83
250 236 333 235 268,00 56,29 21,01
125 129 116 111 118,67 9,29 7,83
62,5 73,36 62,14 57,18 64,23 8,29 12,91
31,25 32,03 31 31,86 31,63 0,55 1,75
15,7 15,25 15,65 15,44 15,45 0,20 1,30
7.8 7.04 7.7 8,5 7.75 0,73 9,44
3,9 34 3,7 4,4 3,B3 0,51 13,39
1,95 1,98 1,92 2,06 1,99 0,07 3,94

Sekil 4.5. Bevasizumab ELISA Glinler arasi tekrarlanabilirlik calismasi, 1. Gin verileri



Optik Dansite /Optical Density
Konsantrasyon Kuyucuk 1 Kuyucuk 2 Kuyucuk 3 Ortalama = Bl
Concentration [ngfml) Well 1 Well 2 Well 3 Average

500 0,518 0,547 0,537 0,53 0,01 2,76

250 0,478 0,515 0012 0,50 0,02 4,10

125 0,474 0,46 0,461 D47 0,01 1,68

b62,5% 0,403 0,425 0,417 0,42 0,0 2,08

31,25 0,342 0,351 0,348 0,35 0,00 1,32

15,7 0,269 0,269 0,262 0,27 0,00 1,52

7,8 0,178 0,2 0,213 0,20 0,02 8,98
3,9 0,154 0,168 0,189 0,17 0,02 10,34
1,95 0,066 0,085 0,087 0,08 0,02 21,66

Geri-hesaplanan konsantrasyon
Konsantrasyon Bock colculoted concentration fng/mi) <0 OV %%
Concentration (ngfml) | Kuyueuk 1 Kuyucuk 2 Kuyucuk 3 Ortalama
Welil 1 Well 2 Well 3 Averoge

500 333 G681 518 510,67 17412 34,10
50 160 309 293 254,00 81,80 32,20
195 149 121 123 131,00 15,62 11,92
62,5 58,12 76,34 69,25 67,90 5,18 13,53
31,95 30,01 32,85 32,07 31,64 1,47 4,64

157 14,37 14,45 13,48 14,10 0,54 3,82
73 5,71 7,71 8,25 7,06 1,28 18,10
3,3 4,43 512 6,41 5,32 1,01 18,89
1,95 141 2,4 1,41 1,63 0,42 25,49
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Sekil 4.6. Bevasizumab ELISA Glinler arasi tekrarlanabilirlik calismasi, 2. Gin verileri

Optik Densite [Optical Density
Konsantrasyon Kuyucukl  Kuyucuk?  Kuyucuk3  Ortalama 5D CV %
concentration (ngfmil) Wil 1 well 2 Well 3 Averoge
500 0,772 0,791 0,766 0,78 0,01 1,68
250 0,734 0,732 0,747 0,74 0,01 1,10
125 0,676 0,677 0,683 0,68 0,00 0,56
62,5 0,604 0,604 0,591 0,60 0,01 1,25
31,25 0,508 0,432 0,496 0,50 0,01 1,67
15,7 0,366 0,364 0,361 0,36 0,00 0.69
7,8 0,25 0,244 0,242 0,25 0,00 1,70
3,9 0,149 0,151 0,148 0,15 0,00 1,02
1,95 0,057 0,097 0,092 0,10 0,00 3.023
Geri-hesaplanan konsantrasyon
Konsantrasyon Back colculated concentration fng/mi) 5D o
Concentration (ng/ml) | Kuyucuk 1 Kuyucuk 2 Kuyueuk 3 Ortalama
Weli 1 Wil 2 Wil 3 Average
500 502 1009 421 644,00 318,58 49,48
250 231 24 IB6 247,00 33,96 13,75
175 115 115 123 117,67 4,62 3,93
62,5 63,33 63,67 57,86 61,63 3,27 3,30
31,25 33,49 31,54 32,3 32,78 1,52 4,67
15,7 15,71 15,53 15,28 15,51 o.22 1,3%
7.8 7,97 7,65 7.58 7,73 0,21 2,69
3,9 3,72 3,77 3,7 3,73 0,04 0,97
1,95 2,093 2,107 1,972 2,06 o038 3,03

Sekil 4.7. Bevasizumab ELISA Glinler arasi tekrarlanabilirlik calismasi, 3. Gin verileri
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Optik Densite/Optical Density
Konsantrasyon | yuyucukl Kuyucuk?  Muyucuk3 Ortalama 5D V%
Concentration [ng/mil) Well 1 Well 2 Well 3 Average
500 0,778 0,767 0,767 0,77 0,01 0,82
250 0,742 0,744 0,714 0,73 0,02 2,29
125 0,66 0,668 0,665 0,66 0,00 0,61
62,5 0,581 0,577 0,375 0,38 0,00 0,53
31,25 0,461 0,444 0447 045 0,01 2,01
15,7 0,321 0,322 0,324 0,32 0,00 0,47
7.8 0,207 0,213 0,16 0.1 0,00 2,16
3,9 0,145 0,128 0,128 0,13 0,01 7,34
1,95 0,062 0,07 0,063 0,07 0,00 0,83
Geri-hesaplanan konsantrasyon
Kensantrasyon Back colculoted concentration (ng/mi) 0 V%
concentration (ng/mll | Kuyscuk 1 Kuyocuk 2 Kuyucuk 3 Ortalama
Well 1 Well 2 Weell 3 Averoge
00 581 454 453 496,00 73,61 14,84
250 287 300 159 262,00 54,95 20,97
123 117 125 122 121,33 4,04 3,33
62,5 65,03 64,1 63,29 B4, 47 1,41 218
31,25 32,75 29,77 30,32 30,95 1,59 512
15,7 15,28 15,33 15,52 15,38 0,13 n,E2
7.8 751 784 7.99 7.78 0,25 316
3,9 4.6 2.9 3,83 4,13 041 5,94
1,85 1,82 1,86 1,83 1,84 0,02 1,13

Sekil 4.8. Bevasizumab ELISA Glinler arasi tekrarlanabilirlik calismasi, 4. Gin verileri

Optik Densite /Optical Density
Konsantrasyon | gpueukt  Kuyueuk 2 Kuyucuk3  Ortalama sD B0
Concentrotion (ng/ml} Wil 1 Wil 2 Wil 3 Average
500 0,67 0,676 0,655 0,67 001 1,81
250 0,616 0,622 0,625 0,62 0,00 0,74
125 0,556 0,361 0,562 0,56 0,00 0,57
62,5 0,478 0,48 0,474 0,48 0,00 0,84
11,25 0,374 0,376 0,373 037 0,00 0,41
15,7 0, 268 0,271 0,284 0,27 0,01 3,10
7.8 0,173 0,172 0,169 0,17 0,00 1,71
3,9 0,133 0,099 0,097 0,11 0,02 18,45
1,55 0,056 0,056 0,063 0,06 0,00 6,93
Geri-hesaplanan konsantrasyon
Konsantrasyon Bock colowloted concentration fng/mi) 50 oV
Concentration [ngfml) | Kuyucuk 1 Huyucuk 2 Buyucuk 3 Ortalama
Wl 1 Wl 2 Wil 3 Averoge
500 577 572 454 537.67 63,85 11,87
250 223 239 245 237,00 1311 5,53
125 115 124 125 122,67 31 2,62
62,5 £i3,95 64,47 61,71 63,38 1,47 7,31
31,25 31,23 31,56 31,02 31,27 0,27 0,87
15,7 1541 15,69 17,21 16,10 0,57 6,01
7.8 747 7,35 716 7,33 0,16 213
33 5,13 3,54 3,44 4,04 0,95 23,49
1,95 1,9 1,69 212 1,97 0,13 £,6D

Sekil 4.9. Bevasizumab ELISA Glinler arasi tekrarlanabilirlik calismasi, 5. Gin verileri



70

Deney i¢i tekrarlanabilirlik

Dogrusal araliktaki 5 konsantrasyonla ayni plakadaki 6 kuyucukta yapilan
Olgimlerde 250 ng/ml-1.95 ng/ml araliginda uygun CV % degerleri yakalanmistir
(Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12).

Konsantrasyon Optik Densite
(ng/ml) Ort SD CV %
Kuyucuk 1 Kuyucuk2 Kuyucuk3 Kuyucukd4  Kuyucuk 5
500 0,811 0,791 0,795 0,785 0,798 (0,80 001 1,22
250 0,757 0,738 0,747 0,752 0755 (0,75 001 1,01
31,25 0,5 0,498 0,493 0,493 0,486 |0,49 0,01 1,10
3,90 0,145 0,15 0,151 0,147 0,155 (0,15 000 2,57
1,95 0,086 0,084 0,089 0,082 0,087 |0,09 0,00 3,16
Konsantrasyon Geri-hesaplanan konsantrasyon/ (ng/mi) ort D oV %
(ng/ml) Kuyucuk 1 Kuyucuk2  Kuyucuk3 Kuyucuk 4  Kuyucuk 5
500 12129,80 989,52 1283,44 785,83 1549,37 | 3347,59 4917,94 146,91
250 346,21 243,75 284,56 315,47 330,21 304,04 40,65 13,37
31,25 32,96 32,53 31,76 31,65 30,43 31,86 0,97 3,04
39 3,59 3,77 3,80 3,66 3,94 3,75 0,14 3,65
1,95 1,80 1,75 1,89 1,71 1,82 1,79 0,07 3,77

Sekil 4.10. Bevasizumab ELISA Deney igi tekrarlanabilirlik ¢alismasi, 1.deney verileri

Konsantrasyon Optik Densite
(ng/ml) ot SD CV%
Kuyucuk1l Kuyucuk2 Kuyucuk3 Kuyucukd4 Kuyucuk5 Kuyucuk6
500 0,746 0,749 0,749 0,76 0,747 0743 [ 075 001 0,78
250 0,712 0,721 0,725 0,721 0,734 0,724 | 0,72 001 099
31,25 0,433 0,44 0,45 0,439 0,454 0452 | 044 001 191
3,90 0,127 0,13 0,133 0,13 0,134 0,137 | 013 000 269
1,95 0,066 0,072 0,073 0,072 0,07 0,076 | 007 000 466
Konsantrasyon Geri-hesaplanan konsantrasyon/ (ng/ml) ort SD VY%
(ng/ml} Kuyucuk 1  Kuyucuk 2 Kuyucuk 3 Kuyucuk4  Kuyucuk5  Kuyucuk 6
500 307 325 320 392 314 295 32550 34,23 10,52
250 194 218 227 216 256 225 222,67 20,12 9,03
31,25 28,13 29,12 30,88 29,09 31,48 31,1 29,97 1,36 4,54
3,90 3,84 3,99 4,08 3,96 4,14 4,25 4,04 0,14 3,58
1,95 1,72 1,93 1,95 1,91 1,87 2,06 1,91 0,11 5,85

Sekil 4.11. Bevasizumab ELISA Deney igi tekrarlanabilirlik ¢alismasi, 2.deney verileri
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Konsantrasyon Optik Densite
(ng/ml) ot SD CV%
Kuyucuk 1 Kuyucuk2 Kuyucuk3 Kuyucukd4 Kuyucuk5s Kuyucuk 6
500 0,652 0,65 0,648 0,655 0,674 0,643 0,65 001 1,64
250 0,609 0,617 0,619 0,615 0,621 0,612 0,62 000 0,72
31,25 0,376 0,374 0,379 0,365 0,376 0,334 037 002 463
3,90 0,094 0,095 0,095 0,096 0,095 0,091 0,09 000 1,86
1,95 0,056 0,055 0,055 0,053 0,057 0,059 0,06 000 366
kx
Konsantrasyon Geri-hesaplanan konsantrasyon/ (ng/ml) o rﬂ SO CV%
(ng/ml) Kuyucuk1 Kuyucuk 2 Kuyucuk 3 Kuyucuk 4  Kuyucuk5  Kuyucuk 6
500 366 358 344 388 548 319 32550 34,23 10,52
250 205 226 230 220 235 212 222,67 2012 9,03
31,25 31,75 31,23 32,25 29,52 31,7 24 29,97 1,36 4,54
3,90 3,32 3,35 3,37 3,38 3,36 3,18 4,04 0,14 3,58
1,95 1,89 1,87 1,857 1,808 1,926 2 1,91 0,11 5,85

Sekil 4.12. Bevasizumab ELISA Deney ici tekrarlanabilirlik calismasi, 3.deney verileri

Dogruluk

1,95 ng/ml-250 ng/ml araliginin, miktar belirlemede dogru sonug verdigi

gorilmustir (Sekil 4.13).

Konsantrasyon Deney 1 Deney 2 Deney 3 Deney 4

(ng/mi) Ot | RE% | Ot | RE% | Ot | RE% | Ort | RE%
500 516,67 3,33 644,00 | 28,80 | 496,00 | -0,80 | 537,67 | 7,53
250 268,00 7,20 247,00 | -1,20 | 262,00 | 4,80 | 237,00 | -5,20
125 118,67 -5,07 117,67 | -587 | 121,33 | -2,93 | 122,67 | -1,87
62,5 64,23 2,76 61,63 -1,40 64,47 3,16 63,38 1,40
31,25 31,63 1,22 32,78 4,89 30,95 -0,97 | 31,27 0,06
15,7 15,45 -1,61 15,51 -1,23 15,38 -2,06 16,10 2,57
7.8 7,75 -0,68 7,73 -0,85 7,78 -0,26 | 7,33 -6,07
3,9 3,83 -1,71 3,73 -4,36 4,13 5,81 4,04 3,50
1,95 1,99 1,88 2,06 5,61 1,84 -5,81 1,97 1,03

Sekil 4.13. Bevasizumab ELISA Dogruluk calismasi verileri

4.2. BVZ On Stabilite Calismalari

4.2.1. Bevasizumab Uzerinde Sicaklik Etkisinin Degerlendirilmesi

Sicaklik etkisi

BVZ'nin sicakhk etkisi ile agregasyonu DLS yodntemi ile incelenmistir.

Calismada, BVZ'nin hidrodinamik ¢api degisen sicakliklara karsi 6lciimiis ve agrege
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oldugu sicakhk noktasi (agregasyon onset) belirlenmistir. Bu calisma ile BVZ ile
calisma asamasinda nanoenkapstilasyon prosesinin sicaklik siniri belirlenmistir.

Sekil 4.14’te , yogunluk bazli olarak gosterilen dlgiimlerde, 61 °C ve 62 °C 'deki
BVZ ana piki gozlenebilmektedir. 63 °C sicaklik uygulamasindan sonra ise, BVZ ana
piki ile agregatlarinin pikleri birbiri ile karismaya baslamakta, 67 °C 'de ise artik
tekdiize olmayan bir dagilim gostermektedir. 68 °C 'de ise, BVZ'nin ana piki tamamen

ortadan kaybolmustur.

12
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Sekil 4.14. Bevasizumab’in yogunluk olarak agregasyon Tonset analizleri, (n=6) (92)

Sekil 4.15’te goraldigu gibi, BVZ 62 °C ile 64 °C arasinda degrade olmaya
baslamistir. Sicakligin ylkselmesi ile birlikte, 64 °C 'de PDI genigligi yikselmeye
baslamis ve 66 °C 'da dramatik olarak artmistir . 4C'de gosterildigi lizere, sicaklik ve
count rate (sayim orani) arasindaki iliskiyi gosteren grafikte, sicakligin 66 °C 'yi
gecmesi ile birlikte kcps, derived count rate = Olciulen sayim orani/ateniasyon

faktori) anormal olarak yikselmektedir.
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Sekil 4.15. Bevasizumab’in Tonset NOktasinin belirlenmesi, (n=6) (92)

BVZ'nin Tonset noktasinin belirlenmesinde de DLS yontemi kullaniimis ve DSC
yontemine gore DLS yontemi ile daha hizh, pratik ve glivenilir sonuglara erisebilecegi

goralmastir.
4.2.2. Bevasizumab Uzerine pH Etkisinin Degerlendirilmesi

Antikorlarin etkinliklerini koruyabilmeleri icin dogal (native) yapida ve
monomerik durumda kalmalari gerekmektedir. Agregasyona yol acabilecek tiim
faktorlerin, antikorlar ile galisilirken minimize edilmesi, antikor stabilitesi ve
fonksiyonelliginin korunabilmesi icin gereklidir. Bilindigi Uzere, asit maruziyeti
antikorlarin konformasyonlarinda degisimlere yol agcmaktadir (97). Bu sebeple,
antikorlar ile gercgeklestirilen formilasyon calismalarinda sicaklik gibi, ekstrem pH

degerlerinin de degerlendirilmesi ve ¢alisilan antikora 6zel olarak test edilmesi
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gerekmektedir. Boylece formiilasyon prosesi bu stabilite deneylerine gére modifiye
edilmelidir.

pH etkisinin incelendigi ¢alismada farkli konsantrasyonlarda ve farkli pH
ortamlarinda 6lclilen antikora ait partikil buydkligi, pH 6,2 — 7 arasinda neredeyse
degisime ugramazken, pH 3 gibi ya da pH 11 gibi ekstrem asidik ve bazik ortamlarda
agregasyon gozlenmistir (Sekil 4.16). Bu bilgiler i1siginda nanopartikiillere BVZ'nin
enkapsllasyonu sirasinda, proses boyunca pH degisimi kontrol edilmis ve pH 6-7

arasinda sabit tutulmustur.
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Bevacizumab Partikiil Biyikligi Uzerine pH Etkisi
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Sekil 4.16. Bevasizumab partikil buylklGgi Gzerine pH etkisinin, DLS yontemi ile
incelenmesi, (n=6)

4.2.3. Bevasizumab Uzerine Mekanik Stres Etkisinin Degerlendirilmesi

Protein agregasyonunun bir baska oOnemli nedeni de mekanik stres
kosullaridir. Antikorlarin Uretilmesi, formiilasyonu ya da nanoteknolojik ilag tasiyici
sistemlerin icerisinde ylklenmesi asamalarinda da mekanik stres olusturabilecek
bircok faktor bulunmaktadir. Karistirma, sonikasyon, vorteks bu stres kaynaklarina
ornek olarak verilebilir. Her bir basamakta antikorun agregasyonu mumkin
olabilmektedir. Bu sebeple, 6zellikle de nanoteknolojik ilag tasiyici sistemler ile
biyoteknolojik Grlinlerin bir arada kullanildigi ¢alismalarda islem basamaklarinin

gozden gegirilerek modifiye edilmesi gerekmektedir (98).
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Eppler ve arkadaslarinin ¢alismalarinda, 150 rpm, 200 rpm ve 250 rpm’de
sallanmaya (shaking) karsi c¢esitli antikorlarin agregasyonunu incelemislerdir.
Mekanik stresin agregasyona neden oldugunu bircok yontem ile dogrulamislardir
(99). Tez kapsaminda gergeklestirilen 6n stabilite deneylerinde, nanopartikillerin
hazirlanma asamasinda siklikla kullanilan sonikasyon basamagi degerlendirilmistir.
Sekil 4.17 'de goruldugl gibi, 10 saniye sonikasyon bile antikorlarda agregasyona

neden olmakta ve partikiil blyuklGgu ile polidispersite indeksinde artisa neden

olmaktadir.
Bevacizumab Partikiil Biyiikliigii Uzerine Mekanik Stres Etkisi
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Sekil 4. 17. Bevasizumab partikil biiylkliga Gzerine mekanik stresin etkisi, DLS
yontemi ile incelenmesi, (n=6)
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Bu yilizden de nanopartikiillere BVZ enkapsiilasyonu prosesinde sonikasyon
kullanilmayan bir metot segilerek, antikorun stabilitesi dolayisi ile etkinligi

korunmustur.
4.3. ilag Tasiyic1 Sistemin Tasarlanmasi
4.3.1. Oleil Sisteinamid Analizleri

Metot  bolimiinde  belirtildigi  lzere, oleil sisteinamid sentezi
gercgeklestirilmistir. Sentez basamaklari Sekil 4.18‘de gosterilmistir. OCA sentezi

cesitli yontemlerle dogrulanmistir.

Sekil 4.18. Oleil Sisteinamid sentezi deney gorlintileri.

Sekil 4.18 ile gosterilen OCA sentezi deney dizenegindeki gorintiler

asagidaki deney basamaklari yer almaktadir:

A) Azot akisi altinda buz banyosu ile hazirlanan deney diizenegi,

B) Reaksiyon (rlinii olan beyaz ¢okelek,



tuzlari,

OCA sentezi,
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C) Tromp yardimi ile filtre edilen beyaz ¢okelekten uzaklastirilan amonyak

D) Etil asetat ile ayirma hunisi islemi,

E) Silika yUklu saflastirma kolonu,

F) Elde edilen saf Oleil Sisteinamid

UPLC-MS ve HNMR analizleri

sonrasinda elde edilen

spektrumlarin literatiir verileri ile karsilastiriimasi ile dogrulanmistir (Sekil 4.19, Sekil

4.20) (94). Sonrasinda OCA molekilinin bir yiizey aktif madde olmasi dolayisiyla

hazirlanan farkl konsantrasyonlarinin yiizey geriliminine etkisi, Wilhelmy Tablasi ve

Du Nouy Halkasi yontemleri ile incelenmistir (Sekil 4. 21). Artan konsantrasyonlarda

OCA c¢ozeltileri, su-hava arayilzeyindeki gerilimi

konsantrasyona bagh olarak

disirmeye devam etmistir. Bu durum, OCA molekiliiniin sentezinin dogru sekilde

gerceklestigini

ve

nanopartikillerin

hazirlanmasi  basamaginda,

molekilin, nanopartiklllerin ylizeyine yerlesecegini gostermektedir.

Yilmaz Capan

20181108_01-LCO2 34 (1.310) Cm (32:37)

1004

619915

(o
e gL
100

105.0070

(s | ], proms oo sy )

187.1085

366.2586

384.2706

2011208

243.9094 281 2605 eazasa| (P27

86,2725
L

454.2818

l457.2077

l458.2948
519.2902

14592088 556.2214

21701

6003497 637.2830 6944965 715 5570 750,330, 7865371 841.5739

bu

1: TOF MS ES-
95304

9135011
l914.5961
915 5962

9115787 9946526
N o17.5076 I

150

200 250 300

50 500 550 600 650 700 750 800 850

%00 950

Sekil 4.19. Asetonitrilde ¢oziinmds, sentezlenen Oleil Sisteinamid (MW= 385 g mol
1Y nin Sivi Kromatografi-Kitle Spektrometresi (UPLC-MS) Analizi Sonucu
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Oleil sisteinamid

Sekil 4. 20. DMSO’da ¢6zilmis olan Oleil Sisteinamid’in HNMR spektrumu. Oklar
ilgili proton kimyasal degisimlerini gostermektedir. (400 MHz, DMSO-d,
6): 5,32 (m; 2H; CH=CH); 8,04 (s-broad, 1H, NH amide); 4,38 (t, 1H, CH1-
C(=0)0); 0,85 (m; 3H,CH3, 1 beta C-R)
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Sekil 4. 11. Yiizey Gerilimi (Atensiyon) cihazi iki farkli yéntem ile Oleil Sisteinamid
yuzey aktivitesinin 6lgllmesi, (n=3)
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4.4. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikiillerin Aktif Hedeflendirilme Yénteminin Dogrulanmasi

Nanopartikillerin hazirlanmasi asamasinda, OCA molekilinin hazirlanisa
eklenmesi ile, OCA molekiliniin nanopartikil ylizeyine baglanmasi saglanmistir. Bu
baglanma islemi Ellman’s analizi ile dogrulanmigtir. Ellman’s analizi sulfidril
gruplarinin kantitatif tayininde kullanilmaktadir. Sekil 4.22°de Ellman’s analizi icin

hazirlanan kalibrasyon egrisi gorilmektedir.

Standard Curve
1.470 T T 1§ ]

1,000

0,500

= -1

0-002 1 1 1 1
0,000 200000 400,000 600000 800,000 1000000
Conc. (uM)
y = 0,00130 x + 0,03768

Correlation Coefficiert r2 = 099443

Sekil 4.22. Ellman’s Analizi UV Visible Spektrometresi Kalibrasyon Egrisi ve
kalibrasyon denklemi, (n=6)

Nanopartikillerin hazirlanmasi basamaginda, OCA molekiliniin hazirlanisa
dahil edildigi ve edilmedigi yontemler sonucu elde edilen nanopartikiller, Ellman’s
analizi ve DLS yontemleri ile karsilastirilmistir. OCA molekilinin hazirlanig
basamagina eklendigi nanopartikillerin ylizeyindeki sulfidril konsantrasyonu, OCA
molekilinin silfidril uglarinin nanopartikil yizeyinde konumlanmasi dolayisi ile
192,408 uM/ml olarak hesaplanirken, OCA molekuliinin hazirlanista kullaniimadigi
nanopartiklllerin  ytzeyindeki silfidril  konsantrasyonu 2,954 uM/ml olarak

hesaplanmistir (Tablo 4.1). Elde edilen verilere gore, OCA molekili nanopartikdllerin
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hazirlanis basamaginda organik faza eklendiginde, nanopartikillerin ylzeyine
kovalent olarak baglanmakta ve vyilizeyde silfidril gruplarinin olusmasini

saglamaktadir.

Tablo 4.1. OCA-PLGA ve PLGA NPlerin Ellman's Assay sonucunda hesaplanan ylizey
stlfidril konsantrasyonu.

Silfidril Konsantrasyonu
OCANP 192,408 uM/ml

NP 2,954 uM/ml

Tablo 4.2’de gorildigu gibi, nanopartikillerin yizeyindeki negatif yuklu
salfidril gruplarinin artmasi ile OCA ile hazirlanan nanopartikillerin zeta potansiyeli
OCA ile hazirlanmayan partikillerin zeta potasiyeline gére daha negatif olarak
Olgtilmektedir. OCA ile hazirlanan nanopartikillerin partikiil blyikligu ve PDI

degerlerinde ise dikkate deger bir degisiklik gorilmemektedir.

Tablo 4. 2. OCA-PLGA ve PLGA nanopartikillerin partikiil buyaklGgu, polidispersite
indeksleri ve zeta potansiyelleri, (n=6)

NP OCA-NP
PB 130 £ 4,1 nm 147,5+ 6,8 nm
PDI 0,078 % 0,006 0,084 + 0,008
zpP -16,8 3,9 mV -24,7+2,5mV

OCA ile hazirlanan nanopartikillere, maleimid aktivasyonu islemi
gerceklestirilmis antikorlarin konjuge edilmesi, aktif hedeflendirme stratejisinin
dogrulanmasi icin en 6nemli basamaklardan birisidir. Aktive edilmis antikorlarin,
nanopartiklllerin ylzeyine baglandigini gostermek igin gerceklestirilen BCA analizine

ait kalibrasyon dogrusu Sekil 4.23’te verilmistir.
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BCA Analizi Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 4.23. BCA Analizi kalibrasyon egrisi, (n=6)

BCA analizi ile, aktive edilmis antikorlarin ve aktive edilmemis antikorlarin
nanopartikll ylzeyine baglanma yizdeleri arastirilmigtir. Gergeklestirilen ¢alismada,
konjugasyon icin gerekli slire boyunca karismaya birakilan antikorlar ve
nanopartiklller  santrifij  edilerek, sUpernatantlarindaki  antikor  miktar
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gbére, maleimid aktivasyonu yapilmadan,
nanopartikll ylzeyine konjuge olmayan antikor ylizdesi % 90,96 iken, maleimid
aktivasyonu islemi gerceklestirilmis olan antikorlarin nanopartikiil yiizeyine konjuge
olmayan ylizdesi ise % 23,22 olarak belirlenmistir (Tablo 4.3). Bu durumda, maleimid
aktivasyonu sayesinde antikorlar nanopartikil yiizeyine cok daha fazla oranda

tutunmus ve aktif hedeflendirme saglanmistir.



Tablo 4.3. BCA Analizi verileri, (n=6)

inkiibe edilmis OCA-

NP stpernatanti

Slipernatanttan
Slpernatant
Konsantrasyon tayin edilen
BCA Analizi Absorbans hacmi
(ug/ml) mAb  miktari
(ml)
(%)
Aktive edilmis Anti -
CD71 fare antikoru ile
0,58 374,63 0,31 23,22
inkiibe edilmis OCA-
NP stpernatanti
Aktive edilmemis
CD71 fare antikoru ile
1,24 928,18 0,49 90,96

4.5. Nanopartikillerin Karakterizasyonu

4.5.1. Nanopartikillerin Partikil Bliylikligi ve Zeta Potansiyeli Tayini

83

Nanopartikillerin partikil buyGklGgli ve zeta potansiyel 6lgiimleri DLS

yontemi ile gerceklestirilmistir. Sekil 4.24 ve Sekil 4.25de goruldiugi gibi, BVZ yikli

Anti-CD71 NPlerin ve BVZ yiukli Kontrol NPlerin ortalama partikul bayiklikleri 200

nm’nin altindadir ve partikil buyakligad dagilimlari homojendir.



Size (dnm)

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1747 Peak 1: 1971 1000 70,68
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Result quality : Good
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Sekil 4.24. Bevasizumab yiikli Anti-CD71 NPlerin DLS yontemi ile dlciilmuis partikil

biyaklagu dagihimi

Size (d.nmj

Size {d.nm}: % Intensity: 5t Dev {d.nm}:
Z-Average (d.am): 1856 Peak 1: 2017 100,0 60,24
pdl: 0,074 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,910 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
o N R R R R R R R R RS AR :
515 ................. .................. ‘ ................ , .................
2
')
o, : : ; : ;
g1} SERTERRERERE R TREREE e e R R :
T
£ osto
0
0.1 1 10 1000 10000

Sekil 4.25. Bevasizumab yiikli Kontrol NPlerin DLS yontemi ile dlciilmis partikiil

blyuklGgu dagilimi

Tablo 4.4 ile gosterildigi gibi; OCA ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama

partikdl buyudklikleri 130,7 + 5,8 nm ve PDI degerleri 0,114 + 0,034 olarak tespit

edilmistir. Zeta potansiyelleri ise -18,1 * 3,5 mV olarak oOl¢lilmustlir. Bu partikillere

BVZ yiklendiginde, partikil buyukltkleri 160,7 £ 7,0 nm ve PDI degerleri 0,191 +

0,012 olurken, zeta potansiyelleri - 26,4 + 7,1 mV olarak degismistir. BVZ yukli ve
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aktif hedeflendirilmis nanopartikillerin ise ortalama partikil buyaklGgi 174,7 £ 2,9

nm ve PDI degeri 0,101 + 0,03 olarak Olgiillirken, zeta potansiyelleri- 19,1 + 9,4 olarak

bulunmustur.

Tablo 4.4. Hazirlanan nanopartikillerin DLS 6lgiim verileri, (n=6)

Partikiil Zeta Potansiyeli
Nanopartikiil PDI degeri
Biiyikiigi (nm) (mV)
OCA-PLGA NP 130,7£5,8 0,114+0,034 | -18,1+3,5
BVZ-OCA-PLGA NP 160,7+7,0 0,191+0,012 |-26,4%t7,1
BVZ-Anti-CD71-OCA-PLGANP | 174,7%2,9 0,101+0,03 |-19,1+94

4.5.2. Nanopartikiillerin Morfolojilerinin incelenmesi

AFM ve SEM analizleri, DLS yontemi ile elde edilen partikil buyuaklGgi

verilerini  dogrulamaktadir.

Hedeflendirilmis

ve hedeflendirme islemi

gercgeklestiriimemis olan PLGA nanopartikillerin AFM ve SEM analizlerinde, homojen

partikdl bayukiga dagilimi 1 um skalasinda acgikca gosterilmistir (Sekil 4.26, Sekil 4.27,

Sekil 4.28, Sekil 4.29). Nanopartikillerin hazirlama metodunun basari ile galistig ve

homojen partikidl blyuklGgu dagilimina sahip, timor hiicrelerine penetre olabilecek

boyutlarda partikillerin hazirlanabildigi gosterilmistir. Hedeflendirici antikor olan

anti-CD71 antikorunun konjugasyonu sirasinda ylkselen partikil buyGkliga yine de

yaklasik 200 nm civarinda kalmis ve homojen dagilimini korumustur.
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o

Sekil 4.26. Bevasizumab ylkli Kontrol NPlerin 3D ve 2D AFM gorintileri
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Sekil 4.27. Bevasizumab yiikli Anti-CD71 NPlerin 3D ve 2D AFM goriintileri
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1ym
METU CENTRA

Sekil 4.28. Bevasizumab yiikli Anti-CD71 NPlerin SEM goriintuleri
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1 pm
METU CENTRAL LAB

Sekil 4.29. Bevasizumab yukli Kontrol NPlerin SEM goriintileri

4.5.3. Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

BVZ'nin nanopartikil icerisine enkapsiile edilebilmesi, enkapsilasyon
etkinliginin yiiksek olmasi, hem in vitro hem de in vivo deneylerde kullanilacak olan
ilag yUklG nanopartikillerin konsantrasyonu agisindan énem tasimaktadir. BVZ'nin
nanopartikil icerisine hapsedilerek hem stabilitesinin daha uzun sire saglanmasi
hem de kan dolasiminda daha uzun siire kalarak kontrolli saliminin saglanmasi
amaglanmigtir.

Bu sebeple, asagidaki formil ile enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmis ve
%EE=%81 olarak dl¢lilmustdr.

%EE = [(Eklenen ilag miktari — serbest ilag miktar)/ Eklenen ilag miktari) *100
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4.5.4. in Vitro Salim Deneyleri

In vitro salim ¢alismasi sonucunda elde edilen verilerin literatlirle uyumlu
oldugu gorilmistur (Sekil 4.30). Sousa ve arkadaslarinin calismasinda BVZ'nin PLGA
nanopartikillerden in vitro salim profili incelenmis ve salimin pH bagimh oldugu
sonucuna varilmistir.  BVZ'nin  PLGA nanopartikillerden salimi, polimerin
degredasyonu, mAbin PLGA nanopartikillerden difiizyonu, mAbin molekdil
blayukligu ve izoelektrik noktasi gibi bir¢cok faktére baghidir. BVZ'nin izoelektrik
noktasi 8,3’tlir ve bu degerin altindaki bir pH’'da BVZ pozitif yiklenmektedir. PLGA
nanopartikiiller de negatif yiikli olduklari icin, 8,3’lin altindaki pH degerlerinde BVZ
ile nanopartikil arasinda glicli bir elektrostatik etkilesim olmakta ve bu durum, salim

hizini disirmektedir [13].

Bevacizumab'in Nanopartikillerden Salim Grafigi
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Sekil 4.30. Bevasizumab’in nanopartikillerden farkli pH’larda in vitro salim grafigi,
(n=6)

4.5.5. Stabilite Calismalari

BVZ yikli PLGA partikdllerin, hedeflendirilmemis, kontrol antikoru ile konjuge
edilmis ve Anti-CD71 antikoru ile konjuge edilmis gruplarinin sulu dispersiyonlari
+4°C’'de 1siktan korunarak, 1 ay siresince partikiil blyUkligu, zeta potansiyeli ve
polidispersite indeksi parametreleri dikkate alinarak DLS yontemi ile analiz edilmistir.

Olctimlere iliskin sonuglar Sekil 4.31, Sekil 4.32 ve Sekil 4.33’te verilmistir. Kisa sireli
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stabilite galismalari kapsaminda, belirli glinlerde (0., 1., 7., 14. ve 30.) o&rnekler

alinarak nanopartikillerin analizleri gerceklestirilmistir.

& 300

E

:é 250 I I

2 200 = 0 I

E, __ 150

T £ 100

a 50

(1]

£ 0

% Bevacizumab +  Bevacizumab + Bevacizumab Bevacizumab +  Bevacizumab +
g PLGA Npler insan Anti CD71  +kontrol (fare) Fare Anti CD71 kontrol (si¢an)

PLGA Npler CD71 PLGA Npler PLGA Npler CD71 PLGA Npler

H0.Gin ®m1.Gin m7.Gun 14.Gin m30.Gin

Sekil 4.31. Kisa sureli stabilite ¢calismalari kapsaminda nanopartikillerin ortalama
partikil buydkliklerindeki degisimler (n=3, £SS).
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PLGA Npler CD71 PLGA Npler PLGA Npler CD71 PLGA Npler
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Sekil 4.32. Kisa sureli stabilite galismalari kapsaminda nanopartikillerin
polidispersite indekslerindeki degisimler (n=3, £SS).
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Sekil 4.33. Kisa siireli stabilite calismalari kapsaminda nanopartikillerin zeta
potansiyel degerlerindeki degisimler (n=3, +SS).

Kisa sureli stabilite calismalari degerlendirildiginde, baslangic degerlerine (0.)
gore partikdl buydklikleri, polidispersite indeksleri ve zeta potansiyelleri arasinda 1.,
7. ve 14. giinlerde anlamli bir fark yokken 30. glinde anlaml farklilik (p<0,05) tespit

edilmistir.

Hiicre Kiiltiiri Ortaminda Partikiillerin Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan aktif hedeflendirilmis ve ilag yukli nanopartikillerin,
gerceklestiriecek in vitro calismalarda stabilitelerini korumalari, c¢alismanin
devamliligi agisindan énem tasimaktadir. Bu sebeple besiyeri igerisindeki partikdil
biyuklikleri ve PDI degerleri 72 saat boyunca incelenmistir (Sekil 4.34, Sekil 4.35). 72
saat boyunca, partikillerin partikil buydklikleri arasinda anlamh bir fark
bulunamazken, PDI degerleri arasinda 24.saatten itibaren anlamli farkhlik tespit

edilmistir (p<0,05).



250

200

Partitl Bayuklaga (nm)
=
o
o

;
i
-
1

50-//.7‘0 —— ]

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (sa)
—@— Besiyeri —@— Besiyeri igerisinde Nanopartikiiller
Sekil 4.34. 37 °C'de MEM besiyeri icerisinde nanopartikillerin ve MEM ortaminin
DLS yontemi ile Olgulen partikil biytklikleri (n=6)
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Sekil 4.35. 37 °C'de MEM besiyeri icerisinde nanopartikillerin ve MEM ortaminin

DLS yontemi ile Olgllen polidispersite indeksleri (n=6)
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4.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

4.6.1. Guvenlilik Calismalari; Bos Nanopartikiillerin bEnd.3, hCMEC/D3 ve

U87 Hiicreleri Uzerinde Sitotoksisitesinin Arastirilmasi

BVZ yiklenmemis aktif hedeflendirilmis ve kontrol antikoru konjuge edilmis
nanopartiklllerin bEnd.3 hicreleri Gizerindeki sitotoksisiteleri arastirilmis ve % hiicre

canlihginin 24, 48 ve 72.saatlerde %80’in Uzerinde oldugu gorulmustir (Sekil 4.36).

24.sa Bend3 Hiicrelerinde Hiicre Canlihg

100
S g2 BE NE N pE B=
w60 = =
T% 40 = ® CD71 konjuge NP
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o e ] =5 o o
800 400 200 100 50 25 125
Konsantrasyon (ug/ml)
48.sa Bend3 Hiicrelerinde Hiicre Canhlig
120
;\? 100
— 80 L e o = s o
o0 = =
= 60 m CD71 konjuge NP
[¢+] -
O 40 o
] s == = Kontrol antikor konjuge NP
S 20 o e
3 == ot ot b= o oo
800 400 200 100 50 25 12.5
Konsantrasyon (ug /ml)
72.sa Bend3 Hiicrelerinde Hiicre Canhlig
120
X 100
W 80 ] = 2 - = =
S 60 2 B CD71 konjuge NP
9 a0 = o
g = 2= & Kontrol Antikor Konjuge NP
= 20 oo s
T = o
800 400 200 100 50 25 12.5

Konsantrasyon (pg /ml)

Sekil 4.36. bEnd.3 hiicrelerinin hiicre canlihgi tizerine nanopartikiillerin etkisi, (n=6)
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BVZ yuklenmemis aktif hedeflendirilmis ve kontrol antikoru konjuge edilmis
nanopartikillerin CMEC/D3 hiicreleri Uzerindeki sitotoksisiteleri arastirilmis ve %

hicre canhliginin 24, 48 ve 72.saatlerde %80’in Uzerinde oldugu gorulmistir (Sekil

4.37).
24.sa hCMEC/D3 Hucrelerinde Hicre Canhhg
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< 100 o — = =
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— 80 o e
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800 400 200 100 50 25 125
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48.sa hCMEC/D3 Hucrelerinde Hiicre Canlilig
120
. 100 - o
X = = B 2 o
< g0
)
y= 60 m CD71 konjuge NP
8 40 et
o 2 == = Kontrol antikor konjuge NP
5 20 o o
e ] o — — oo — =
0
800 400 200 100 50 25 12.5
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72.sa hCMEC/D3 Hiucrelerinde Hiicre Canlilig
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;\? 100 5 o
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Sekil 4.37. hCMEC/D3 hiicrelerinin hiicre canlilig Gizerine nanopartikdllerin etkisi,
(n=6)
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BVZ yuklenmemis aktif hedeflendirilmis ve kontrol antikoru konjuge edilmis
nanopartikillerin U87 hiicreleri Gizerindeki sitotoksisiteleri arastiriimis ve % hiicre

canhliginin 24, 48 ve 72.saatlerde %80’in Uzerinde oldugu gorulmustir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. U87 hiicrelerinin hiicre canliligi Gizerine nanopartikillerin etkisi, (n=6)
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BVZ yikli ve yukli olmayan nanopartikillerin bEnd.3 ve hCMEC/D3 hiicreleri
Uzerine sitotoksisiteleri degerlendirildiginde, 24, 48 ve 72. saatlerde, denenen
konsantrasyonlarda, hiicre canhliginin %80’in altina diismedigi tespit edilmistir (Sekil
4.39, Sekil 4.40). PLGA nanopartikillerinin sitotoksisite verileriyle uyumlu oldugu
yapilan ek modifikasyonlarin beyin endotel hiicrelerine ek bir toksisite gostermedigi

belirlenmistir [102, 103].
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Sekil 4.39. bEnd.3 hiicrelerinin hiicre canlligi tizerine, Bevasizumab yukli
nanopartikillerin etkisi, (n=6)
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24.sa hCMEC/D3 Hucrelerinde Hiicre Canliligi
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Sekil 4.40. hCMEC/D3 hiicrelerinin hicre canhligi Gizerine, Bevasizumab yiklu
nanopartikillerin etkisi, (n=6)

BVZ yuklG nanopartikiillerin, U87 hiicrelerinin % hiicre canlihgl {izerine
etkisinin incelendigi calismada, 24.saatte 200, 100, 50 ve 25 pg/ml
konsantrasyonlarinda % hiicre canlligi % 80’in altina dismdistir (Sekil 4.41). 48.saatte
yalnizca kontrol antikor konjuge nanopartikil gruplarinda % hicre canhligi % 80’in
altinda diserken, 72.saatte ise yalnizca 800 pg/ml kontrol antikor konjuge

nanopartikll grubunda hiicre canhligi % 80’in altindadir. Ancak, konsantrasyonlar ile
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% hicre canhhg arasindaki iliski istatistiksel olarak incelenmis ve anlamli

bulunmamustir (P > 0,05).
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Sekil 4.41. U87 huicrelerinin hiicre canlilgl Gzerine, Bevasizumab yiikli
nanopartikillerin etkisi, (n=6)

4.6.2. Hiicre igcine Ahm Cahismalan
Hicre icerisine alim calismalarinda bEnd.3 ve hCMEC/D3 hiicreleri ile

cahisilmigtir. Boya yuklenmis Anti-CD71 NP ve Kontrol NPlerin, MFI degerleri, akim

sitometri yontemi ile karsilastirilmistir. hCMEC/D3 ve bEND.3 hiicreleri tizerinde Anti-
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CD71 NP ve Kontrol NP ile gergeklestirilen hiicre igcine alim ¢alismalarinin sonucu Sekil
4.42 ve Sekil 4.43’te gosterilmistir. Ortalama floresan siddeti olgimlerine gore,

hedeflendirilmis olan nanopartikiller hiicre igerisine daha fazla girmistir.

900
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Sekil 4.42. Hazirlanan floresan isaretli Anti-CD71 NP ve Kontrol NPlerin bEnd.3
hiicrelerine uygulanmasinin ardindan belirlenen pozitif hiicrelerin
floresan yogunluklarinin karsilagtiriimasi (P<0,05), (n=6).

0

W Anti-CD71 NP m Kontrol NP

Sekil 4.43. Hazirlanan floresan isaretli Anti-CD71 NP ve Kontrol NPlerin hCMEC/D3
hiicrelerine uygulanmasinin ardindan belirlenen pozitif hiicrelerin
floresan intesitelerinin karsilastirilmasi (P<0,05), (n=6).
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Hicre igine alim galismalarinda floresan mikroskobu ile gergeklestirilen
calismada, mavi ile gosterilen hiicre ¢ekirdeklerinin etrafinda, hiicre icerisine girmis
olarak gorilen FITC isaretli nanopartikiller gorilmektedir. Kontrol grubunda ise, FITC

Isimasi hiicrelerin icerisinde ya da etrafinda gézlenmemektedir (Sekil 4.44).

Sekil 4. 44. Anti-CD71 NP (solda) ve Kontrol NPlerin (sagda) bEnd.3 hiicrelerinde
hicre icine alimlarinin floresan mikroskobu goriintiisi (Mavi= DAPI ile
isaretlenmis hiicre ¢ekirdegi, Sari=Anti-CD71 ile hedeflendirilmis
nanopartikiller) (n=6).

4.6.3. Antikor-Reseptor Baglanma Testleri

b.END3, hCMEC/D3 ve U87 hicreleri ile gerceklestirilen antikor-reseptor
etkilesimi calismalarinda, akim sitometri analizlerinin verileri toplu olarak Sekil
4.45’te gosterilmistir.

Akim sitometri analizlerine gore, fare Anti-CD71 konjuge edilmis (kirmizi) ve
izotip kontrol antikoru konjuge edilmis (mavi) nanopartikiillerin bEnd.3 hiicre
reseptorlerine baglanmalari karsilastirildiginda, Anti-CD71 konjuge partikillerin
grafigin daha saginda yer almasi dolayisi ile, kontrol antikoru konjuge edilmis
nanopartikillere gore reseptorlere daha fazla baglandigi goriilebilir (Sekil 4.46).

Sekil 4.47 ve Sekil 4.48de gorilen akim sitometri analizleri, hedeflendirilmis
ve kontrol antikoru konjuge edilmis nanopartikiillerin CMEC ve U87 hiicrelerinin
reseptorlerine baglanmalarini gostermektedir. Bu iki hiicre hatti insan hiicre hatti
oldugu icin, aktif hedeflendirme igin insan Anti-CD71 antikoru kullanilmistir. insan

anti-CD71 antikoru farede dretildigi icin, sekonder antikor APC boyasi konjuge
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(Biolegend) Anti-fare antikoru olarak belirlenmistir. Kirmizi renk ile ifade edilen aktif
hedefleme antikoru konjuge edilmis nanopartikiller, mavi ile gosterilen kontrol
antikoru konjuge edilmis nanopartikiillere gére hiicre reseptoérlerine daha fazla

baglanarak, grafikte daha sagda yer almistir.
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Sekil 4.45. bEnd.3, hCMEC/D3 ve U87 hiicrelerine Anti-CD71 ve izotip kontrol
antikorlarin baglanmasi, (n=3)
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Sekil 4.46. Fare Anti-CD71 konjuge edilmis (kirmizi) ve izotip kontrol antikoru
konjuge edilmis (mavi) nanopartikillerin BEnd.3 hiicrelerinin
reseptorlerine baglanmasini gésteren akim sitometri analizi, (n=3)
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Sekil 4.47. insan Anti-CD71 konjuge edilmis ve izotip kontrol antikoru konjuge
edilmis partikillerin hCMEC/D3 hiicrelerinin reseptorlerine baglanmasini
gosteren akim sitometri analizi, (n=3)
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Sekil 4.48. insan Anti-CD71 konjuge edilmis (kirmizi) ve izotip kontrol antikoru
konjuge edilmis partikiillerin (mavi) U87 hiicrelerinin reseptorlerine
baglanmasini gosteren akim sitometri analizi, (n=3)
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4.6.4. Transitoz Calismalari

in vitro KBB modellerinin olusturulmasi icin transwell sistemi kullanilmis ve
hicre hatlarina 6zel birer adet transwellin insert kismina ekilen bEnd.3 ve hCMEC/D3
hiicrelerinin TEER 6l¢timleri 10 giin siire ile takip edilmistir (Sekil 4.49). in vitro KBB
butunlige ulastiginda, TEER Olgcuimleri bEnd.3 ve hCMEC/D3 hiicreleri igin sirasiyla
200 ve 60 Q-cm? sabit degerlere ulasmistir (Sekil 4.50). TEER &lctiimlerinin
sabitlenmesinden sonra, transitoz calismalari sonucunda, apikal yilzeye (insert)
eklenen nanopartikillerin igerisine enkapsiile edilen BVZ alt kompartman olan

basolateral kompartmandan tayin edilmistir.

Sekil 4.49. 6 kuyucuklu transwell goriintis, insertlere bEnd.3 hicreleri ekilmis ve
DMEM eklenmis transwell goriintis, (n=3)

bEnd.3 ve CMEC hdcreleri ile yapilan transitoz ¢alismalarinda BVZ tayininde
kullanilan elisa kit yonteminde, kalibrasyon ¢ozelti konsantrasyonlari: 500 - 250 - 125
-62,5-31,25-15,7-7,8 - 3,9 - 1,95 ng/ml olarak belirlenmistir. Her iki hiicre hatti
icin de Transwell’in apikal kismindan, her bir kuyucuk basina 8,3 ug BVZ tasiyan
nanopartikil gruplari, 1,5 ml besiyerinde disperse edilerek uygulanmistir.
Nanopartikillerin insert kismina eklenmesinden 24 saat sonra, basolateral bolgedeki

besiyerleri (2,5 ml) alinmis ve ELISA ile analiz edilmistir.
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Sekil 4.50. Transwell icindeki insertlere ekilmis olan b.End.3 hiicrelerinde TEER
Olgcim gorintisa

bEnd.3 hiicreleri ile yapilan ¢alismada, ELISA analizi sonucunda, anti-CD71
antikoru ile hedeflendirilmis ve BVZ yiklu (50 pg/ml) nanopartikillerin  kullanildig
transwell’in basolateral kismindan alinan besiyerinde ortalama 2,01 ng/ml BVZ
dedekte edilmis ve kontrol antikoru olan IgG konjuge ve BVZ yikli nanopartikiillerin
eklendigi insertin basolateral bolgesindeki besiyerinde ise BVZ tayin edilememistir.

CMEC hucreleri ile gergeklestirilen ¢alismada ise, yine 50 pug/ml BVZ igeren
nanopartiklllerin apikal kisma eklenmesi sonrasinda, basolateral kisimdan elde
edilen besiyeri, elisa kit ile tayin edilmis ve bir kuyucugun basolateral kisminda
ortalama 2,9 ng/ml BVZ tayin edilmistir. Hedeflendiriimemis nanopartikullerin
tasidigr BVZ ise, kendi basolateral kisimlarindan tayin edilememistir. Bu durum,
transitoz deneyi ile, in vitro ortamda, gelistirilen hedeflendirilmis sistem ile BVZ’'nin
KBB'yi basari ile gectigi ve besiyerinden tayin edilebildigini gostermektedir ancak

basolateral kissimdan tayin edilen BVZ yiizdesi oldukga distktdr.
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4.7. in vivo Calismalar

4.7.1. Beyne Hedeflendirilmis Nanopartikiillerin, Kan Beyin Bariyerini

Gegiglerinin in vivo Calismalarla Gosterilmesi

Sekil 4.51 ile gosterilen, birinci resimdeki fare beyni kesiti, islem yapilmamis
olan fareye aittir. Ortada bulunan resimde ise, nil kirmizisi yukli hedefli
nanopartikillerin KBB'yi asarak, fare beynine ulastigi, kesit Gzerinde gosterilmistir.
Sagdaki resim, kontrol antikoru konjuge ve nil kirmizisi yukli nanopartikillerin
verildigi faredir. Bu resimde de, otofloresan (Autofluorescent:AF) fare gibi 1sima
gorilmemistir. Bu durum, nil kirmizisi boyasinin, gelistirilen aktif hedeflendirilmis
yeni ilag tastyici sistemle basari ile beyne gonderildigini ve KBB’nin asildigini

gostermektedir.
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Otofloresans (AF) Fare Beyni Nil Kirmizis1 i¢eren, Anti- Nil Kirmizisi i¢eren, Kontrol
Kesiti CD71-NP Verilen Fare Beyni Anti-CD71-NP Verilen Fare
Kesiti Beyni Kesiti

Sekil 4.51. Nil kirmizisi igeren hedefli ve kontrol nanopartikll gruplarinin farelere iv olarak verilmesinden 16 saat sonra alinan beyin
kesitlerinin floresan mikroskop goriintis, (n=3).
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4.7.2. in vivo Glioma Modelinin Gelistirilmesi

Daha once pilot calismalarla, farelere ksenograf olarak denenen GBM modeli
ile, in vivo gorintileme cihazindan sinyal alinmis ve lusiferaz U87 hiicrelerinin fare
bedeninde goriintilenebildigi belirtilmisti. Bu calismalarin devaminda, ortotopik
GBM modeli gelistirilmistir. 10 adet nude fare beynine ekilen lusiferaz U87 glioma
hiicreleri, iv lusiferin uygulamasi ile yaklasik bir ay boyunca takip edilmistir. Her
uygulamada, in vivo goriintlileme cihazi ile fare beyinlerindeki sinyaller takip edilmis,
hiicrelerin ¢cogalarak timore dontismesi izlenmistir. Haftada bir alinan gorintilerle,
10 adet nude farenin, timor gelisim asamalari degerlendirilmis, davranislari
incelenmistir. Farelerin 24.gliin dolaylarinda hayat kalitelerinin diismesi Uzerine,
fareler etik ilkelere gore sakrifiye edilmis ve timaorler cikarilarak patolojik incelemeye
tabii tutulmustur. Sekil 4.52’de goéraldugl Uzere, 3., 10., 17. ve 24.gin alinan

gorintilerde her hafta sinyal giderek artmis ve timaor gelisimi tamamlanmistir.
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Sekil 4.52. Nude farelerin beynine ekilen U87-LUC hiicrelerinin, in vivo goriintiileme cihazi ile haftalik sinyal takibi gérintileri



110

Tiimorlerin Histopatolojik incelemeleri

Sekil 4.53, Sekil 4.54 ve Sekil 4.55’te gorulebilecegi lizere, gelistirilen timor
modeli sonrasinda sakrifiye edilen farelerin timor gelisimleri patolojik olarak da
dogrulanmistir (n=3). U87 hiicrelerinin nude farelerde olusturdugu timor dokusuna

ait Hematoksilen-Eozin Boyamalari asagida verilmistir. U87 hicrelerinin beyin

dokusunda ¢ogaldiklari ve timor olusturduklari gérilmektedir.

Sekil 4.53. U87 hiicrelerinin nude farelerde olusturdugu timor dokusuna ait
Hematoksilen-Eozin Boyamalari (1.Fare)

Sekil 4.54. U87 huicrelerinin nude farelerde olusturdugu tiimoér dokusuna ait
Hematoksilen-Eozin Boyamalari (2.Fare)
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Sekil 4.55. U87 hiicrelerinin nude farelerde olusturdugu timor dokusuna ait
Hematoksilen-Eozin Boyamalari (3.Fare)

4.7.3. in vivo Glioblastoma Multiforme Modelinde BVZ Yuiklii

Hedeflendirilmis Nanopartikiillerin Etkinliklerinin incelenmesi

Tumoér modelinin gelistirildigi farelerde, ilag gruplarinin farelere iv olarak
uygulanmasi sonrasinda ilk fare 6lim, beyne hiicrelerin ekilmesinden 15 giin sonra,
kontrol antikoru konjuge edilmis BVZ yiikli nanopartikillerin iv olarak verildigi grupta
olmustur. 17. Ginde de ilag ¢ozeltisinin verildigi grupta 2.fare 6limi gergeklesmistir.
4 Haftada ise kontrol antikoru konjuge edilmis BVZ yikli nanopartikillerin
grubundaki 3 adet farenin tamami 6lmis ya da davranissal durumlari géz 6niine
alinarak sakrifiye edilmistir. Sekil 4.56’da gorildigu Uzere; 3.haftada hedefsiz
nanopartikil grubu ile baslayan fare 6limleri, ila¢c ¢ozeltisi grubu ile devam etmis ve
4.haftada tim farelerin hayatta kaldigi grup, aktif hedeflendirilmis ilag yukli
partikillerin verildigi grup olmustur. ila¢ yikli hedeflendirilmis nanopartikiillerin
verildigi gruptaki 3 fare, in vivo goriintileme cihaziile timaor isimalarinin takip edildigi
slire boyunca sag kalmistir. 5. Hafta da yasamaya devam eden fareler, davranissal

degisiklikler gosterdigi ve hayat kaliteleri distigi icin saktifiye edilmistir.
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Sekil 4.56. Gelistirilen in vivo Glioblastoma Multiforme modelinde, ilag gruplarinin timor biiylimelerinin izlenmesi
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Sekil 4.57 ile gosterilen farelerdeki % agirlik degisimi incelendiginde, 10.gline
kadar farelerin agirliklarinin arttigi, ancak 13.giinden itibaren yaklasik %15’e varan
oranlarda agirlik kaybi yasadiklari gorilmektedir. 15. Gunde agirliklari bir miktar
diserken, 22.gin ve sonrasinda tiim fare gruplarinda ciddi bir % agirhk azalmasi
gorilmektedir.
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-35.00 = jla¢ Cozeltisi Hedefsiz NP Hedefli NP

Sekil 4.57. in ivo Glioblastoma Multiforme modelinde ilac gruplarinin uygulanmasi
sonrasi farelerin % agirhk degisimi

Farelerin tedavi suresince, haftalik olarak timor isimalari in vivo goriintiileme
cihazi ile takip edilmistir. Sekil 4.58’de gorildigu Uzere; ilag ¢ozeltisi ve hedefsiz
nanopartikll gruplarina ait MFI lusiferaz 1simalari artarak devam ederken, hedefli
nanopartikillere ait olan timor 1simalarindaki artis, diger iki gruba gore daha azdir.
BVZ, mekanizmasi geregi timor buyumesini yavaslatici/durdurucu etkiye sahip
oldugu icin, timor bliyumesinin diger iki gruba gore daha yavas devam etmesi,

hedeflenen bir durumdur.
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Sekil 4.58. in vivo Glioblastoma Multiforme modelinde ilag gruplarinin uygulanmasi
sonras! MFI Lusiferaz Aktivitesi
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5. TARTISMA

5.1. Nanopartikiillerin Ara Molekiil Sentezi ile Hazirlanmasi, Aktif

Hedeflendirilmesi ve Karakterizasyonu

PLGA nanopartikiller bircok farkli yontem ile hazirlanabilmektedir. Ancak,
protein yapili maddelerin enkapsilasyonu sirasinda dikkat edilmesi gereken
parametreler bulunmaktadir. Tez kapsaminda ila¢ etkin maddesi olarak kullanilan
BVZ, mAb’dir. MAblarin formiilasyonu sirasinda stabilitelerini dolayisi ile etkinliklerini
korumak gerekmektedir. Protein yapisi ile konsantrasyonu, sicaklik, 1stk maruziyeti,
yardimci maddeler, pH degisimleri ve calkalama/sallama/karistirma gibi mekanik
islemler antikorlarin katlanmalarini/ yapilarini degistirebilmekte, geri donisl
olmayan agregasyona neden olabilmektedir. Agregasyon, proteinlerin fiziksel
stabilitesi ile ilgili en dnemli problemdir ¢linkii protein agregatlari immuinojenisiteye
neden olmaktadir.

MAblar, diger terapoétik proteinler gibi, formiilasyon, depolama ve tasinma
gibi durumlarda sicakliga maruz kalabilmektedir. Yiksek sicaklik maruziyeti ise
proteinin konformasyonunda degisikliklere yol agarak agregasyonuna neden
olmaktadir. Sicaklik yiikseldikce agregasyon hizlanmaktadir (100). Bu sebeple, tez
kapsaminda nanopartikillerin hazirlama metoduna karar verilirken, 6ncesinde BVZ
icin On stabilite deneyleri gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda, BVZ'nin 25 mg/ml
konsantrasyonundaki ¢Ozeltisinin sicakhk artisina karsi partikal baytklGgi, Zetasizer
cihazinin kademeli olarak sicaklig ylikseltme programi ile degerlendirilmistir. 60 °C
ve 70 °C arasinda 1 °C intervalde gerceklestirilen sicakliga bagh partikil biayiklagi
degerlendirme galismalarinda; 61 °C ve 62 °C 'de BVZ ana piki gdzlenebilmis ancak 63
°C'de piklerde olusan kaymanin gozlenmesi ile birlikte, 67 °C'de agregasyon tespit
edilmistir. 68 °C 'de ise, BVZ'In ana piki tamamen ortadan kaybolmustur. Tonset degeri,
proteinin geri donissliz olarak deaktive oldugu sicakhg! ifade etmektedir. Sicaklik
maruziyetine bagh olarak degisen BVZ partikil buyudklGgiu incelendiginde Tonset
degerinin 63 °C oldugu tespit edilmistir. Nanoenkapstilasyon metodu, bu sicaklik

degerlerine ulasilmayacak sekilde modifiye edilmistir.
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Benzer sekilde, BVZ oOnstabilite deneylerinde pH etkisi de incelenmis ve
ekstrem pH degerlerinde BVZ'nin agrege oldugu tespit edilmistir. Sousa ve
arkadaslarinin  gerceklestirdigi calismada, farkli pH ortamlarinda BVZ'nin
konformasyonal degisimi incelenmis ve termal stabilite verileri incelendiginde pH 6,
BVZ’'nin yapisal stabilitesi igin en uygun pH olarak belirlenmistir. pH 8,9 ve 10’da ise
BVZ biyoaktivitesinin diistiglu gozlenmistir (101). Tez kapsaminda gerceklestirilen
analizler sonrasinda, farkli konsantrasyonlarda ve farkli pH ortamlarinda 6lgllen
antikora ait partiktl blyudkliklerinin pH 6,2 — 7 arasinda neredeyse degisime
ugramazken, pH 3 gibiya da pH 11 gibi ekstrem asidik ve bazik ortamlarda agregasyon
gozlenmistir.

Mekanik stres ise, protein konformasyonunu geri donilisiimsiiz olarak bozan
bir diger faktor olup, tez kapsaminda BVZ partikil blyikligtne etkisi incelenmis ve
60 saniyeden fazla sonikasyonun agregasyona neden oldugu tespit edilmistir. Tim bu
veriler isiginda, BVZ'in igerisine yuklenecegi ilag tasiyici sistemin hazirlanmasi metodu
modifiye edilerek, stres kosullarindan arindiriimistir.

BVZ'nin PLGA-PEG nanopartikdller icerisine enkapsile edilmesiyle, kanda kalis
sliresinin artirilmasi, hedeflenen bodlgeye daha disik dozda daha etkin tedavi
saglanmasi, tedavi siresince karsilasilan yan etkilerin azaltilmasi amacglanmistir. Bu
sistemlerin  hazirlanmasinda FDA tarafindan kullanimi  onaylanmis PLGA
polimerlerinin, kanda kalis stresini artiriimasi icin PEG ile konjuge edilmis formlari
kullanilmistir. Nanopartikillerin hazirlanma metodu, Csaba ve arkadaslarinin
gelistirdikleri mekanik stres etkisi diger yontemlere gére daha az olan yontemin
modifiye edilmesi ile elde edilmistir (93). Modifiye ¢ozlici diflizyon teknigine gore;
organik faz hazirlandiktan sonra, az miktardaki sulu faz ile kisa siireli vorteks ile
karistirlmakta ve elde edilen emiilsiyon da yiiksek miktardaki polar faza (etanol)
eklenmektedir. Manyetik karistirici Gzerinde gerceklestirilen bu ekleme basamagi
sonrasinda nanopartikillerin presipitasyonu gézlenmektedir. Bu fazin da su ile
seyreltilmis ve sonrasinda organik faz uzaklastiriimigtir. BVZ igeren nanopartikdllerin
yiksek rpm degerlerinde santrifiij edilmesi, protein stabilitesine zarar vereceginden

dolayi, santrifiij basamagi igin 6zel filtreli tipler kullanilmistir. Bu filtreli tiplerin por
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acikliklari 300 kDa olarak belirlenmistir. Boylece, nanopartikiller igerisine
yiklenmeyen BVZ, santrifllj sirasinda filtreden asagiya inerek ependorf igerisinde
kalmis, nanopartikiller ise filtre igerisindeki yaklasik 50 ul’lik su igerisinde kalarak
agrege olmamislardir.

Nanopartikillerin  aktif hedeflendirilmesi  ¢alismalarinda, kan-beyin
endotelinin luminal tarafinda yiksek oranda eksprese oldugu bilinen Tf/CD71
reseptorleri hedef alinarak, bu reseptére spesifik antikorlarin nanopartikiillere
konjugasyonu saglanmistir. Literatir c¢alismalarinda, aktif hedeflendirilmis
nanopartikillerin TfR1 reseptori sayesinde reseptor aracili endositoz ile KBB'yi
gectigi gosterilmistir (102-105). Ayrica Anti-CD71 antikoru ile konjuge edilen
nanopartikillerin de secici olarak TfRlere baglanarak, reseptor aracili endositoz ile
hiicre icerisine alindigi gosterilmistir (106-108). ilag tasiyici sistemin aktif
hedeflendirilmesinde, BVZ tasiyan nanopartikillerin reseptor aracili endositoz ile
KBB’yi asmasi ve etkin madde salimini gergeklestirmesi amaglanmistir.
Bevazicumab’in etki mekanizmasi dikkate alindiginda, BVZ'nin nanopartikiller
araciligi ile KBB'yi gectikten sonra tiimor mikrocevresinde salinmasi, timor hiicreleri
tarafindan salgilanan VEGF'e baglanarak inhibe etmesi, dolayisi ile timor
damarlanmasini/blylimesini durdurmasi/yavaslatmasi 6ngorulmustar.

Tez kapsaminda bEnd.3 ve hCMEC/D3 hiicreleri ile galisiimis ve dolayisi ile
nanopartikillere konjuge edilen Anti-CD71 antikorlari hicre kiltiri ¢alismalarina
gore secilmistir. Fare beyin endotelyal hiicreleri olan bEnd.3 hiicreleri ile ¢alisilirken,
fareye spesifik anti-CD71 antikoru ve kontrol grubu nanopartiikillerine, bu antikora
ozel kontrol antikoru (IgG) konjuge edilirken, insan beyin endotelyal hiicreleri olan
hCMEC/D3 hicreleri ile c¢ahsilirken ise insana spesifik Anti-CD71 antikorlari
kullanilmig ve bu grubun kontrol grubu nanopartikillerine de insan anti-cd71
antikoruna 6zel kontrol antikoru (IgG) konjuge edilmistir. Bu sekilde hiicre hattina
spesifik olan antikorun galisip ¢alismadigi, hedefleyici olan antikor ile ayni yapiya
sahip ancak reseptore spesifik olmayan kontrol antikorlari ile denenmistir.

Anti-CD71 antikorlarinin PLGA-PEG nanopartikiillerine konjugasyonu icin

literatlir arastirmasi gergeklestirilmis ve konjugasyon basamaginin ilag tasiyici sistem
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icin en 6nemli basamak oldugu dikkate alinarak, en glivenilir ydntem segilmistir. Aktif
hedeflendirme stratejilerinde, hedefleyici ligandin nanopartikiile adsorbe edildigi ya
da hidrofobik/elektrostatik etkilesimler ya da biyotin-avidin kompleksi ile baglandig
yaklasimlar mevcuttur (109-111). Ancak adsorsiyon seceneginde, ligandin kan
dolasimina girdikten sonra endojen proteinler ile yer degisimine ugrayabilecegi
bilinmektedir (112). Biyotin-avidin kompleksleri ise kovalent olmayan glicli baglardir
ancak immiinojenik reaksiyonlara neden olabilmektedirler (113). Tez kapsaminda
antikor-nanopartikil konjugasyonu icin tercih edilen yontem; tiyol fonksiyonel
gruplari ile maleimid uclari arasinda gerceklesen stabil tiyoeter baglarinin
olusturulmasidir (114-116).

Karra ve arkadaslarinin calismasina gore; sentezledikleri OCA molekili,
antikor-nanopartikiil kovalent bagi icin ara molekil olarak kullaniimistir. OCA amfifilik
bir molekildiir ve oleik asite sisteinin polar grubunun eklenmesi ile elde edilmistir.
Bu molekilin bir ucu, PLGA matrisi igerisine lipofilik oleil zinciri ile baglanmigken,
diger uzunda yer alan polar gruplari ise nanopartikiiliin ylizeyinde konumlanarak
yuzeyin tiyol gruplari ile fonksiyonellestirilmesini saglamistir. Ylizeydeki tiyol gruplari
ise, maleimid ile aktive edilmis antikorlarin kovalent baglanmasi icin 6nemlidir (94).

Tez kapsaminda, OCA molekili sentezlenmis ve H-NMR ve UPLC-MS
yontemleri ile analiz edilerek sentez dogrulanmistir. OCA molekilinln yizey aktif
madde 6zelligi, Yizey Gerilimi Cihazi (Attensiyon) ile Wilhelmy Tablasi ve Du Nouy
Halkasi yontemleri kullanilarak test edilmis ve OCA molekilinin artan
konsantrasyonlarinda ylizey geriliminin diistigl tespit edilmistir.

Nanopartikillerin hazirlanmasi basamaginda, OCA molekili organik faza
eklenmistir. OCA’nin nanopartikiillerin yiizeyini fonksiyonellestirdigi Ellman’s analizi
ile gosterilmistir. Bu analiz igin, OCA igeren ve icermeyen PLGA-PEG nanopartikuller
hazirlanmis ve yizeylerindeki OCA aktivitesi, ylizey silfidril gruplarinin kantitatif
tayini ile tespit edilmigtir. OCA ile hazirlanan nanopartikillerin ylizeyindeki silfidril
konsantrasyonu 192,408 uM/ml olarak olgulurken, OCA ile hazirlanmayan
nanopartiklllerin ylzeyindeki sulfidril konsantrasyonu ise 2, 954 uM/ml olarak

Olctlmustir. OCA molekiliiniin PLGA-PEG nanopartikllerin yizeyine baglanarak,
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yuzeylerini sulfidril gruplari ile fonksiyonellestirdigi Ellman’s analizi ile gosterilmistir.
Bunun yaninda, sulfidril gruplari negatif yikli gruplar oldugundan, OCA ile hazirlanan
nanopartiklllerin, diger nanopartikillere gére ylizey ylikiinin de daha negatif olmasi
gerekmektedir. Zeta potansiyel dlciimleri sonrasinda OCA-NP icin -24,7 mV + 2,5
degeri elde edilirken, NP igin -16,8 £ 3,9 mV degeri 6lglilmugstir. OCA molekuld,
partikdl buylkligi ve PDI 6lciimleri acisindan anlamli bir fark yaratmamistir.

OCA molekili ile hazirlanan, dolayisi ile ylzeyleri tiyol gruplari ile kaplanmis
nanopartikillere, antikorlarin kovalent olarak baglanmasi 6nemli basamaklardan
birisidir. Aktif hedeflendirme konjugasyonu icin tiyol-maleimid bagi hedeflenmistir.
Hedefleyici antikorlar maleimid aktive edici LC-SMCC maddesi ile 2 saat karismaya
birakilmis ve bu stirede maleimid yapisi antikora amin ucundan baglanmistir. Santrifij
ile temizleme islemlerinden sonra, OCA-NP ile maleimid aktive edilmis antikorlar gece
boyu karismaya birakilmistir. Bélyece OCA molekulinin sdlfidril ucu ile, antikorlarin
maleimid ucu kovalent bag gergeklestirmistir.

Antikorlarin kovalent olarak nanopartikiillere baglanmasi, BCA analizi ile
dogrulanmistir. Aktiflestirilmis antikorlarin nanopartikillerin yiizeyine adsorbe
olmadigini/tutunmadigini, kovalent olarak baglandigini gostermek icin, aktive edilmis
ve aktive edilmemis antikorlar OCA-NP ile inkibe edilmis ve 24 saat sonrasinda
santriflij edilerek stipernatanttaki antikor miktari kantitatif olarak tayin edilmistir.
Elde edilen sonuclara gore, maleimid aktivasyonu yapilmadan nanopartikiller ile
inkiibe edilen grubun sitpernatantindaki antikor orani % 90,96 iken, maleimid
aktivasyonu islemi gergeklestiriimis olan antikorlarin nanopartikiller ile inkiibe
edildigi grubun stpernatantindaki antikor orani % 23,22 olarak belirlenmistir. Bu
durumda, maleimid aktivasyonu sayesinde antikorlar nanopartikiil ylizeyine cok daha
fazla oranda tutunmus ve aktif hedeflendirme saglanmistir.

Nanopartikiller hazirlandiktan ve aktif olarak hedeflendirildikten sonra,
partikil buyuklGgi ve zeta potansiyel dlgimleri DLS yontemi ile gergeklestirilmistir.
Bos OCA-NPIlerin partikil biyuklugli ve PDI degeri sirasiyla ortalama 130,7 £ 5,8 nm
ve 0,114 + 0,034 olarak olcilirken, zeta potansiyel degeri -18,1 + 3,5 mV olarak

Olctlmustlr. Bu partiklllere BVZ yiiklendiginde partikil blyiikligu ve PDI degeri sirasi
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ile 160,7 + 7,0 nm ve 0,191 + 0,012 olarak belirlenirken, zeta potansiyel degeri -26,4
+7,1 mV olarak olglilmuistir. Hem BVZ yikli hem de aktif olarak hedeflendirilmis olan
OCA-NPlerin ortalama partikil blyuklGgi ve PDI degerleri ise sirasiile 174,7 £ 2,9 nm
ve 0,101 + 0,03 olarak olgiiliirken, bu nanopartikiillerin zeta potansiyel degerinin -
19,1 + 9,4 mV oldugu tespit edilmistir. BVZ yiklenmesi ve nanopartikillerin aktif
hedeflendirilmesi asamalarinda ortalama partikiil bayuklGgi ve PDI degerinde artis
gozlense de, 200 nm’ye kadar partikil buydklGgine sahip nanopartikillerin,
endositoz ile KBB’den gecebildigi literatlirde gosterildiginden (1, 2), bu artis ihmal
edilmistir. Zeta potansiyel degerleri ise, tim gruplarda negatif kalarak, nanopartikil
siispansiyonunun stabil oldugunu, agregasyona ortam saglamadigini géstermistir. Bu
gruplarin morfolojileri AFM ve SEM yontemleri ile incelenmis ve partikil buyGklGga
dagilimlarinin homojen oldugu tespit edilmistir.

BVZ'nin nanopartikiillere yiiklenmesi basamaginda, farkl konsantrasyonlarda
BVZ ¢Ozeltileri sulu faz olarak sisteme dahil edilmis ve nanopartikillerin
agregasyonuna neden olmayacak maksimum konsantrasyonda BVZ cozeltisi
nanopartiklllerin hazirlama metoduna dahil edilmistir. Enkapsulasyon etkinligi %81
olarak tespit edilmistir ve literatiir ile uyumlu oldugu gorulmdistir (117-121). BVZ'nin
aktif hedeflendirilmis nanopartikillerden salim calismalari ise (i¢ farkl pH degerinde
gercgeklestirilmistir: pH 6, pH 7,4 ve pH 10. BVZ’'nin PLGA nanopartiklllerden salimi,
polimerin degredasyonu, mAbin PLGA nanopartikiillerden diflizyonu, mAbin molekdl
blyukligu ve izoelektrik noktasi gibi bir¢cok faktére baghdir. BVZ'nin izoelektrik
noktasi 8.3’tlir ve bu degerin Uzerinde BVZ negatif yiliklenmektedir. PLGA
nanopartiklller de negatif yikli olduklari igin, 8,3’lin altindaki pH degerlerinde BVZ
ile nanopartikile arasinda gicli bir elektrostatik etkilesim olmakta ve bu durum,
salim hizini distirmektedir (118).

Hazirlanan ilag tasiyici sistemlerin kisa siireli stabiliteleri test edilmis ve DLS
yontemi ile partikul buydklikleri, PDI ve zeta potansiyel degerleri 6lglilmustir. Bu
calismalar sonucunda baslangic degerlerine (0.) gore partikil buyuklikleri,
polidispersite indeksleri ve zeta potansiyelleri arasinda 1., 7. ve 14. giinlerde anlaml

bir fark yokken 30. glinde anlamli farkhlik (p<0,05) tespit edilmistir. Hiicre kaltiri
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calismalarina baslanmadan 6nce, nanopartikillerin hiicre kiltliri ortaminda siireye
bagli olarak agregasyonlari da DLS yontemi ile incelenmis ve 72 saatte, hiicre besiyeri
icerisindeki nanopartikillerin ortalama partikil biyukliklerinde anlamli bir degisim
tespit edilmezken, 24 saatten sonra PDI degerlerinde anlamli farkhlik gézlenmistir

(p<0,05).

5.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Aktif Hedeflendirilmis Nanopartikiillerin
Sitotoksisitelerinin, Hiicre icine Alimlarinin ve Transitozlarinin

Degerlendirilmesi

ilag tastyici sistemin hazirlanmasi, karakterizasyonu, ila¢ yiiklenmesi ve ilag
saliminin incelenmesi sonrasinda hiicre kultliri g¢alismalarina baglanmistir. Bu
asamada, aktif hedeflendirilmis nanopartikiillerin KBB’yi gecmeleri lizerine ¢alisildigi
icin, fare beyin endotel (bEnd.3) ve insan beyin endotel (hCMEC/D3) hiicreleri ile
calisiimistir. Oncelikle bu hiicre hatlari tizerine, ilag yiiklii ve hedeflendirilmis/kontrol
antikoru konjuge edilmis nanopartikillerin sitotoksisiteleri arastirilmis ve 24,48 ve
72.saatte hiicre canliiginin %80’in altina diismedigi tespit edilmistir. U87 glioma
hicreleri ile de sitotoksisite ¢alismalari gergeklestirilmis ve BVZ yukli olmayan
partikillerin bu hicreler tizerine 6nemli 6lclide sitotoksik olmadigi ancak, BVZ yiikli
nanopartikillerin U87 glioma hiicrelerinin % hiicre canliligini diger gruplara gore ciddi
anlamda etkiledigi gortlmustir. Sekil 4.41 ile gosterildigi Gzere U87 hiicrelerinde,
24.saatte ila¢ ylUkli nanopartikillerden 50 pg/ml konsantrasyonda hedefli
nanopartiklller, hicre canhligini %60’a kadar distrmustiir. 48.saatte hiicre
canliliklari 24.saate gore artarken, 72.saatte %hiicre canliligl yeniden %80’in lizerine
ctkmistir. Bu durum, BVZ'nin ilk 24 saatte ylksek miktarda salinmasi ile, U87
hiicrelerinin salgiladigi VEGF’'e baglanarak inhibe etmesi ve dolayisi ile hiicre
¢ogalmasini yavaslatmasiile agiklanabilir. Sonrasinda 48.ve 72.saatlerde ortama bagli
olarak BVZ aktivitesinin azalmasi (agregasyon) nedeni ile hiicre canhligi yeniden %80
Uzerine ¢ikmis olabilecegi duslintilmektedir. U87 hicrelerinin % hiicre canhhgi ile
uygulanan nanopartikillerin konsantrasyonlari arasinda anlamli bir iliski tespit

edilememistir.
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Aktif hedeflendirilmis nanopartikillerin hicrelerin ylzeyindeki reseptorlere
baglanmalari, antikor baglanma testleri ile gosterilmistir. Bu testlerde; bEnd.3,
hCMEC/D3 ve U87 hicreleri ile nanopartikillerin etkilesimleri arastiriims ve
nanopartikiillere konjuge haldeki antikorlar, sekonder antikorlar ile isaretlenerek
akim sitometri cihazi ile reseptor-antikor etkilesimleri incelenmistir. Sekil 4.45 ile
gosterilen grafikte; her Ug¢ hiicre hattinda da hem Anti-CD71 antikorunun hem de
Anti-CD71 antikoru ile konjuge olan nanopartikillerin ortalama floresan siddeti
kontrol gruplarindan daha fazladir (p<0,05). Bu durum, antikorlarin nanopartikiillere
konjuge edildiginde de reseptorlere segici olarak baglandigini, aktif
hedeflendirmenin in vitro ortamda dogru sekilde galistigini géstermektedir.

Nil kirmizisi yikli aktif hedeflendirilmis/kontrol antikoru konjuge edilmis
nanopartiklllerin  bEnd.3 ve hCMEC/D3 hiucreleri igerisine alhm g¢alismalari
gerceklestirilmis ve ortalama floresan siddeti incelendiginde, hedeflendirilmis
nanopartiklllerin kontrol partikillerine gére hiicre igerisine daha fazla alindigi tespit
edilmistir (p<0,05). in vivo calismalarda GBM modeli fareler lizerinde gelistirilecegi
icin, nanopartikillerin bEnd.3 hiicreleri igerisine alimlari floresan mikroskop ile de
incelenmistir. Sekil 4.44 ile gosterildigi gibi; FITC boyasi ile isaretlenmis hedefli
nanopartikiller, DAPI ile boyanmis hiicre cekirdeklerinin etrafinda, sitoplazmada
konumlanirken, FITC ile isaretlenmis kontrol antikoru konjuge nanopartikiiller ise
hiicrelerin icerisinde ¢cok az goriilmektedir.

Transitoz ¢alismalar, ilag tasiyici sistemlerin beyin penetrasyonunun
incelenmesi icin gerceklestirilen calismalardir. in vitro transitoz modellerinin KBB’den
gecisi olabildigince iyi yansitmasi, in vivo deneyler 6ncesinde, ila¢ tasiyici sistemin
KBB'yi gectiginin gosterilmesi acgisindan 6nemlidir. BBB, dolasimdaki kani beyinden
ayiran dinamik bir araylzeydir (84). Beyin endotel hiicrelerinde TfR reseptorinin
yiksek oranda eksprese edildigi bilinmektedir (122). Anti-TfR antikorlar ve bu
antikorlarin konjuge edildigi ilaglar da KBB’yi TfR-aracili endositoz ile gegebilmektedir
(Sekil 5.1)(12, 123, 124). Tez kapsaminda da, TfR reseptorlerini eksprese ettikleri
bilinen bEnd.3 ve hCMEC/D3 hiicreleriile in vitro transitoz modelleri olusturulmustur.

Olusturulan modeller monokiiltiir modellerdir. Membran filtreli insert’ln st kismina
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ekilen endotelyal hiicrelere BVZ yiikli hedeflendirilmis ve kontrol antikoru konjuge

edilmis nanopartikiiller eklenmis ve BVZ alt kompartmandan tayin edilmistir.

i . o
x L »r
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Sekil 5.1. Reseptor aracili endositozun sematik gosterimi (125)

bEnd.3 hiicreleri ile yapilan ¢alismada, ELISA analizi sonucunda, anti-CD71
antikoru ile hedeflendirilmis ve BVZ yiikli (50 pg/ml) nanopartikillerin kullanildig
transwell’in basolateral kismindan alinan besiyerinde ortalam 2,01 ng/ml BVZ
Olcllmustlir. Her bir kuyucuga, Kontrol antikoru olan IgG konjuge ve BVZ yukli
nanopartikillerin eklendigi insert’iin basolateral bolgesindeki besiyerinde ise BVZ
tayin edilememistir.

CMEC hiicreleri ile gerceklestirilen calismada ise, basolateral kissmdan elde
edilen besiyeri, elisa kit ile tayin edilmis ve bir kuyucugun basolateral kisminda
ortalama 2,9 ng/ml BVZ tayin edilmistir. Hedeflendirilmemis nanopartikillerin
tasidigr BVZ ise, kendi basolateral kisimlarindan tayin edilememistir. Bu durum,
transitoz deneyi ile, in vitro ortamda, gelistirilen hedeflendirilmis sistem ile BVZ’'nin
KBB'yi gectigi ve besiyerinden tayin edilebildigini gostermektedir. Ancak ELISA
yontemi ile tayin edilen BVZ miktarinin tayin alt sinirina yakin olmasi, BVZ’'nin
transitoz calismasi sirasinda agrege olarak inaktive olmasi ya da hicre kiltiri

ortaminda konformasyonunun degiserek inaktive olmasi ile agiklanabilir.
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5.3. in vivo Calismalarla Aktif Hedeflendirmenin Gosterilmesi

in vitro calismalar ile BVZ’'nin KBB'yi gecisi gosterildikten sonra, in vivo
calismalarla da ilag tasiyici sistemin KBB'’yi gegtigi gosterilmistir. Bu ¢alisma icin 9 adet
CD1 fare (g gruba ayrilmistir (n=3): Nil kirmizisi yikli hedefli nanopartikiller, nil
kirmizisi yukli kontrol antikoru ile konjuge edilmis nanopartikiller, ve islem
yapilmayan fareler. Nil kirmizisi, floresan mikroskopta i1sima verdigi icin ve
nanopartiklller hazirlanirken solmadigi igin tercih edilmistir. Boya nanopartikuller
icerisine yuklenmis ve daha sonra hedeflendirme/kontrol antikorlari ile konjuge
edilmistir. Bu calismada amag; boya yuklenmis hedefli/kontrol nanopartikil verilen
fare gruplari ile higbir islem yapilmamig fare gruplarinin beyin dokularindaki nil
kirmizisi isimasini floresan mikroskop yontemi ile karsilastirmaktir.

Partikiller ilag gruplarindaki farelere, iv yoldan verilmistir. 16 saat sonunda,
fareler sakrifiye edilerek perfiize edilmistir. Perfiizyon sonrasinda farelerin beyinleri
cikarilarak -80°C’de saklanmigtir. Daha sonra fare beyinlerinden 5 mikron kalinliginda
kesitler alindiktan sonra DAPI ile boyanmis, gortintileri alinip floresan mikroskopta
diizenlenmistir. Sekil 4.51 ile gosterilen, birinci gorintide fare beyni kesiti, islem
yapilmamis olan fareye aittir. Ortada bulunan gorintiide ise, nil kirmizisi yikli hedefli
nanopartikillerin DAPI ile boyanmis hiicre cekirdeklerine yakin sitoplazmada
konumlandigl, hiicrelerin igerisine girdigi gortlmektedir. Sagdaki goriintl, kontrol
antikoru konjuge ve nil kirmizisi yikli nanopartikiillerin verildigi gruba aittir. Bu
gorintide de, AF gorintuleri gibi 1sima gorilmemistir.

Nil kirmizisi molekiilti, BVZ molekili ile karsilastirildiginda cok daha kiigiik bir
molekildir. Bu agidan bakildiginda, bu c¢alismada ilag tastyici sistemin aktif
hedeflendirme stratejisinin in vivo ortamda test edildigi séylenebilir. in vitro ortamda
BVZ ile gosterilen KBB gegisi, in vivo ortamda gergeklestiriliememistir ¢linkii beyin
dokusundan BVZ tayin etmek icin ELISA’dan farkli analiz yontemleri gerekmektedir.
Bu sebeple, ila¢c tasiyic sistemin aktif hedeflendirme stratejisinin basarisi boya
yukleme ve mikroskop yontemleriile gosterilirken, BVZ yiikli ve aktif hedeflendirilmis

nanopartikillerin etkinligi, gelistirilen in vivo GBM modeli lizerinde gosterilmistir.
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5.4. in vivo Glioma Modelinde Beyne Hedeflendirilmis Nanopartikiiler ilag

Tasiyici Sistemin Etkinliginin Degerlendirilmesi

ilag tasiyici sistemin, aktif hedeflendirme stratejisi ile BVZ'yi hedeflenen
dokuya in vivo ortamda ulastirip ulastirmadigi, in vivo GBM modeli olusturarak ve
partikillerin timor Uzerine etkileri incelenerek arastirilmistir. Olusturulan GBM
modeli icin, alternatiflerine gére daha agresif ve damarlanmasinin homojen olmasi
nedeni ile U87 insan glioma hicreleri tercih edilmistir. GBM modelinin in vivo
ortamda, ortotopik olarak gelistirilmesi, tiimoriin beyin mikrogevresinde yerleserek
insan GBM’sini daha iyi yansitmasi ve KBB’nin modelde yer almasi agisindan Ustlinliik
gostermektedir. Literatirde daha 6nce ortotopik ya da ksenograf U87 fare GBM
modelleri gelistirilmistir (78, 79).

in vivo GBM modeli, 10 adet nude fare {izerinde gelistirilmistir. in vivo
biyoluminesans 0Ozelligine sahip U87-LUC hiicreleri intrakranial olarak farelerin
beynine ekilerek ortotopik GBM modeli gelistirilmistir. Hlcrelerin ekiminden sonra
timor 1simalari, farelere, lusiferaz substrati olan lusiferrin’in haftalik iv uygulanmasi
ile in vivo goriintileme cihazinda takip edilmistir. Tumoér ekiminden sonra 4 hafta
boyunca izlenen i1simalarda, 4.haftada fare olimleri baslamis ve beyindeki 1sima
miktari artmistir. 4 hafta sonunda tim fareler sakrifiye edilerek, beyinleri ¢ikariimis
ve histopatolojik incelemeye gotirilmistir. Histopatolojik incelemeler sonrasinda,
H&E boyamalari ile U87 hiicrelerinin beyin dokusunda cogaldiklari ve timor
olusumuna yol agtiklari dogrulanmistir.

in vivo GBM modelinin olusturulmasi sonrasinda, 9 adet nude fare ile yeniden
timor modeli olusturulmustur. Walker ve arkadaslarinin g¢alismasinda; 5, 10 ve 15
mg/kg BVZ’'nin fare beynindeki anormal damarlanmaya etkileri karsilastirildiginda, 5
mg/kg BVZ VEGF’e baglanarak, damarlanma oranini diisiiren en uygun konsantrasyon
olarak secilmistir (48). 9 adet fare, 5 mg/kg BVZ iceren hedefli nanopartikiller, 5
mg/kg BVZ igeren kontrol antikoru konjuge nanopartikiller ve 5 mg/kg BVZ ¢ozeltisi
olmak lizere ¢ gruba ayrilmistir (n=3). U87-LUC hiicrelerinin intrakranial olarak nude
farelere ekiminden 3 giin sonra ilacglar gruplara iv olarak uygulanmaya baslanmistir. 3

gunde 1 kere iv olarak 100’er uL ilag ¢ozleltisi, ilag yukli hedefli nanopartikil veya ilag
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yukli kontrol antikor konjuge nanopartikiller verilmistir. 4 hafta sire ile farelerin
timor 1simalari, haftalik iv lusiferrin uygulamasi ile in vivo goriintiileme cihazinda
takip edilmistir. Hedeflendirilmis nanopartikillerin iv olarak verildigi gruptaki fareler
ile diger gruplardaki farelerin agirliklari da ¢alisma boyunca takip edilmis ve yaklasik
2.haftada tim fare agirliklari ani bir sekilde dlismiustir. Sonrasinda ilag ¢ozeltisi
grubundaki fareler en az kilo kaybeden fareler olmakla birlikte en ¢ok kilo kaybeden
grubun kontrol nanoapartikil grubu oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.56. ile gosterilen gorintilerde, 1.haftada timor 1simalari arasinda
gozle gorulir bir fark yokken, 2.hafta timor isimalari karsilastirnldiginda, hedefli ilag
grubunun 1simalarinin diger gruplardan daha az oldugu gorilmektedir. Goriintllere
gore, gruplar arasindaki timor 1simalari farki sonraki haftalarda kapanirken,MFI
lusiferaz aktiviteleri karsilastinldiginda hedefli nanopartikil grubundaki MFI lusiferaz
aktivitesinin, diger gruplara gore daha az arttigi tespit edilmistir. BVZ iceren hedefli
nanopartiklller, uygulandiklari fare grubunda, U87 hiicrelerinin anjiyogenesiz igin
salgiladigr VEGF'i, diger gruplara gore daha fazla inhibe ederek, timor biylimesinde
yavaslamaya neden olmustur. Calisma siresince takip edilen fare éltimleri, ilk olarak
beyne hiicrelerin ekilmesinden 15 gilin sonra kontrol nanopartikil grubunda
gerceklesmistir. ilag ¢ozeltisi grubundan bir fare ile devam eden éliimler, 4.haftada
yalnizda aktif hedeflendirilmis paritkiller ile tedavi edilen gruptaki 3 fare canli kalana
kadar devam etmistir. Sag kalimlari agisindan fare gruplari degerlendirildiginde, ilag
yukli hedeflendirilmis partiklllerin iv olarak verildigi gruptaki fareler canh kalirken,
diger gruplardaki fareler hayatlarini sirdirememislerdir. Bu durumda, tez
kapsaminda gelistirilen ilag tasiyici sistem ile, BVZ’'nin hedef dokuya segici olarak
gonderdigi, ilacin kanda kalis stiresini artirdigi ve ilag ¢ozeltisi grubuna gore, farelerin

hayatta kalma sirelerini uzattigi distintilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar derlendiginde;

BVZ'nin  PLGA-PEG nanoapartikiillere  enkapasiilasyonu igin, mAb
inaktivasyonuna ya da agregasyonuna neden olmayacak, modifiye edilmis bir
nanoenkapsilasyon metodu gelistirildigi,

BVZ yikli nanopartikillerin aktif hedeflendirilebilmesi icin OCA molekiliniin
sentezlendigi,

Sentezlenen OCA molekiliiniin gesitli analiz yollari ile sentezinin dogrulandigi,
Maleimid aktivasyonu ile aktive edilmis Anti-CD71 ve izotip kontrol
antikorlarinin, ylzeyi OCA molekidli ile tiyollenmis PLGA-PEG
nanopartikillere konjuge edildigi,

Nanopartikil ylizey aktivasyonunun Ellman’s analizi ile dogrulandigi,
Nanopartikillere antikorlarin baglanmasinin BCA analizi ile kontrol edildigi,
Aktif hedeflendirilmis PLGA-PEG nanopartikiillere BVZ’'nin enkapsule edildigi,
BVZ enkapsile edilmis ve aktif hedeflendirilmis nanopartikillerin in vitro
ortamda beyin endotelyal hiicreleri ve glioma hicreleri Uzerindeki
sitotoksisitelerinin arastirildigi,

BVZ-Anti-CD71 nanopartikillerin, hedeflenen hiicre yiizeyindeki reseptorlere
afinitesinin sekonder antikor testi ile gosterildigi,

Hiicre icerisine alim calismalari gergeklestirilerek, beyin endotel
hiicrelerinden aktif hedeflendirilmis nanopartikillerin, kontrol
nanopartikillerine gére daha fazla hiicre igine alindiginin gosterildigi,
Transitoz calismalari ile monokdltir bir in vitro KBB modeli gelistirilebilecegi
ve BVZ-Anti-CD71-NP grubunun BVZ'yi alt kompartmana gegirerek, in vitro
ortamda, etkin maddenin KBB gecisinin gosterildigi,

Hazirlanan ilag tasiyici sistemin, KBB’ye aktif olarak hedeflendirildiginin, nil
kirmizisi  yiklenmis hedefli ve kontrol nanopartikil gruplar ile
gosterilebilecegi, iv yoldan farelere verilen boya gruplarinin mikroskop altinda
incelenmesi sonrasinda, hedefli partikillerin  verildigi farelerin beyin

kesitlerinde nil kirmizisinin gorildig,
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e in vivo GBM modelinin, U87-LUC hiicreleri ile, nude fareler {izerinde
intrakranial olarak gelistirildigi,

e Gelistirilen GBM modeli Gzerinde BVZ yiikli ilag tasiyici sistemlerin tedavi
etkinliginin 6lgllebilecegi,

e BVZ yikli hedefli nanopartikillerin verildigi GBM fare grubunun, kontrol NP
ve ilag ¢ozeltisi gruplarina gore daha uzun siire yasadigi ve timaor isimalarinin,
diger gruplara gore daha yavas hizda arttigi sonuglarina varilmistir.

Tim bu veriler degerlendirildiginde, mAblarin ankapsiile edilerek, beyne
hedeflendirilebilecekleri ve bu ilag¢ tasiyici sistemin etkinliginin in vitro ve in vivo
gosterilebilecegi sonuglart elde edilmistir. Calismalarda karsilagilan  6nemli
problemlerden bir tanesi, BVZ aktivitesinin gesitli ortamlarda ve kosullarda zamana
bagli olarak kaybolma ihtimalidir. Bu durum ilag tasiyici sistemin etkinligini dogrudan
etkilemektedir. Tez kapsaminda gerceklestirilen 6n stabilite deneyleri ile bu olumsuz
etki sinirlandirilmaya calisilsa da, mAb ile gergeklestirilen ¢alismalarda aktivitenin

korundugunun her ¢calisma basamaginda test edilerek gosterilmesi 6nerilmektedir.
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