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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistll tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili (kagit) ve
elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine
verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullamim haklar1 digindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.)
kullanim haklari bana ait olacaktir.
Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarmin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili sahibi
oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin almarak
kullanilmas1 zorunlu metinlerin yazil izin almarak kullandigim ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhit ederim.
Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi
ve Erisime Acilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez
Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Acik Erisim Sisteminde erisime ag1lir.
0 Enstitt / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime acilmasi mezuniyet tarihimden itibaren 2 yil
ertelenmistir. (1)
0 Enstitli / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarinimden itibaren
... ay ertelenmistir. (2)
o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. (3)
11/01/2024
Nihat KURT

1“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasma Iliskin Yonerge”

1. (1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma surecinin devam
etmesi durumunda, tez danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goriisii lizerine enstitii
veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasmin ertelenmesine karar verebilir.

2. (2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya
patent gibi yontemlerle korunmamusg, ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara
haksiz kazang, imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin 6nerisi
ve enstitii anabilim dalinm uygun gériisii {izerine enstitli veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar
ile alt1 ay1 agmamak tizere tezin erisime a¢ilmasi engellenebilir.

3. (3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar1 veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik,
saglik vb. konulara iligkin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karar, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir
*, Kurum ve kuruluslarla yapilan is birligi protokolii ¢ergevesinde hazirlanan lisansiistil tezlere iliskin
gizlilik karari ise, ilgili kurum ve Kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gorisii tizerine
Universite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karart verilen tezler Yiksekogretim Kuruluna
bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar1 verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar
cergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararim kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir
* Tez danismaninin Onerisi Ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii {izerine enstitii veya fakiilte yonetim

kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Kurt, N. Nintedanib liceren Hedeflendirilmis Hibrit Nanopartikiil
Formiilasyonlarinin Tasarlanmasi ve Multipl Skleroz Tedavisindeki Etkinliginin
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Biyofarmasotik ve Farmakokinetik Programi Doktora Tezi, Ankara, 2024. Bu tez
caligmast kapsaminda, klinikte antifibrotik ve antiinflamatuar etkisi nedeniyle
kullanilmakta olan Nintedanib (ND) ilacinin in vivo deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit (DOE) modeli olusturulan farelerdeki antifibrotik etkisi, multipl
skleroz (MS) tedavisinde yaygin olarak kullanilan metil prednizolon ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu amagcla, kan-beyin engeli (KBE)’yi ¢ok diisiik
miktarda gegctigi bilinen ND’nin bu engeli agmak i¢in siklikla tercih edilen tasiyici
sistemlerden biri olan polimerik i¢ ¢ekirdek lipit dis kabuk yapisina sahip hibrit
nanopartikiil (HNP) ilag tasiyict sistemine yliklenmistir. Ayrica, tasarlanan HNP’lerin
MS’ye bagli olarak omurilikte biriktigi belirlenen tip I kolajene segici olarak
hedeflenmesi igin tip I kolajene 6zgiil bir peptitle (TKKTLRT peptiti) konjugasyonu
gerceklestirilmistir. Peptit konjugasyonunun teyit edilmesinin ardindan hazirlanan
HNP formiilasyonlarmin karakterizasyon c¢alismalar1 (partikiil buytikligi, zeta
potansiyeli, morfoloji, ila¢ yiikleme, ila¢ salim 6zellikleri) yapilmistir. Hazirlanan
formiilasyonlarin L929 hiicreleri lizerindeki sitotoksisitesi degerlendirilmistir. DOE
modeli gelistirilmis farelerde yapilan klinik skorlama ile peptitle konjuge edilmis, ND
yiklii HNP’nin etkin oldugu bulunmustur. Ayrica, miyelin bazik protein ve tip |
kolajende gergeklesen degisimler gézlemlenmistir. Hayvanlardan elde edilen beyin ve
omurilik dokularinda yiiriitiilen metabolomik calismalarla MS ile iliskili maddelerin
miktarlarinda degisimler saptanmistir. HNP’ye peptit konjuge edilmesinin hastalik

bolgesine daha fazla ila¢ tasinmasi saglandigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hibrit nanopartikiil; ilag tastyict sistem; nintedanib; multipl
skleroz; PLGA,; peptit; aktif hedeflendirme
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ABSTRACT

Kurt, N. Design of Targeted Hybrid Nanoparticle Formulations Containing
Nintedanib and Evaluation of Their Efficacy in Multiple Sclerosis Treatment,
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Biopharmaceutical
and Pharmacokinetic Programme, PhD Thesis, Ankara, 2024. Within the scope of
this thesis study, the effect of Nintedanib, which is used in the clinic for its antifibrotic
and anti-inflammatory effects, in mice with in vivo experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) model was evaluated by comparing it with methyl
prednisolone, which is widely used in multiple sclerosis (MS) treatment. For this
purpose, ND, which is known to cross the blood-brain barrier (BBB) in very low
amounts, was loaded into a hybrid nanoparticle (HNP) drug carrier system with a
polymeric inner core lipid outer shell structure, which is one of the frequently preferred
carrier systems to overcome the BBB. In addition, the designed HNPs were conjugated
with a type | collagen-specific peptide to selectively target type I collagen, which was
found to accumulate in the spinal cord due to MS. HNPs with suitable properties
(particle size <200 nm, etc.) were designed to overcome KBE and the HNP
formulation was conjugated with an appropriate proportion of peptides. Drug loading
efficiency and release kinetics of the formulations were calculated. The cytotoxicity
of ND and HNP formulations were evaluated on L929 cells. Clinical scoring in mice
showed that peptide-conjugated, ND-loaded HNP was effective in the treatment of
MS, and changes in myelin basic protein and type | collagen were observed. In
addition, brain and spinal cord tissues obtained from animals. Metabolomic studies
carried out in brain and spinal cord tissues obtained from animals revealed changes in
the amounts of substances associated with MS. It has been shown that peptide
conjugation to HNP provides more drug transport to the disease site. With these studies
for HNP formulations designed for the treatment of MS, it has been found that the

formulations are safe and as effective as the market preparation.

Keywords: Hybrid nanoparticle; drug delivery system; nintedanib; multiple sclerosis;

PLGA, peptide; active targeting
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Sekil 4.14. ND c¢ozeltisi ve HNP formiilasyonlar1 uygulanan
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1. GIRIS

Norolojik hastaliklar beyni ve sinir sistemini etkileyerek yasam Kkalitesini
diisiiren ve hayati tehdit eden bozukluklardir. Alzheimer, Parkinson, Multipl skleroz
(MS) ve Huntington gibi norolojik hastaliklar, olusum mekanizmasi ile digerlerinden
ayrilip nérodejeneratif hastaliklar olarak adlandirilir. Bu hastaliklarda zamanla stirekli
bir néron kayb1 goriilmektedir. Norodejeneratif hastaliklar, yaslanan niifusun artmasi
dikkate alindiginda kronik olmalar1 ve hasarin ¢abuk gelismesi nedeniyle son yillarda
daha ¢ok dikkat ¢ekmektedir (1).

Ilk defa 1868 yilinda Dr. Jean Martin Charcot tarafindan merkezi sinir
sisteminde (MSS) goriilen bir bozukluk olarak tanimlanan MS (2), demiyelinizasyon
ve aksonal dejenerasyonla karakterize kronik bir inflamatuar bir hastaliktir (3). MS’in
genellikle 20-40 yas araligindaki yetiskinleri etkiledigi (4) ve travma dis1 yeti kaybina
neden olan en yaygin hastalik oldugu bildirilmistir (3). MS’de hastada goriilen yogun
sikintilarin yani sira, geng yasta baslamasi ve yaygin tutuluma neden olmasindan
dolay1r sosyal ve ekonomik boyutlariyla toplum icin de Onemli kayiplara yol
acmaktadir (5). Hastaligin sosyoekonomik etkisiyle birlikte MS insidanst diinya
capinda artmaktadir (5). Bu artista karmasik gen-gevre etkilesimlerinin 6nemli bir rol
oynadig1 bilinmesine ragmen MS’nin altinda yatan neden hala tam netlige
kavugsmamustir. MS epidemiyolojisi; diisik D vitamini serum seviyeleri, sigara
kullanimi, ¢ocukluk ¢aginda obezite ve Epstein-Barr viriisii enfeksiyonunun hastalik
gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir (6). Ayrica, MS’de motor islev
bozuklugu ve biligsel gerilemenin eslik ettigi ilerleyici noron kaybi, bagisiklik
tepkileri ve inflamatuar reaksiyonlar goriilmektedir. MS’deki noroinflamasyon,
periferik immiin hiicrelerin infiltrasyonunu, kan-beyin engeli (KBE)’nin
pargalanmasini ve MSS’de yerlesik glial hiicrelerin aktivasyonunu icermektedir (7).

Hastalik, MSS’de pek ¢ok yeri etkileyebildiginden farkli seyir tipleri
tanimlayabilmek miimkiindiir. Genel olarak MS, tekrarlayan-diizelen (“relapsing-
remitting form”) erken inflamasyon ve tekrarlamayan ilerleyici (“non-relapsing
progressive ) gecikmis nérodejenerasyon olarak iki asamali bi¢imde tanimlanabilir
(8,9). Tan1 yontemlerinde meydana gelen gelismeler, bireylerdeki hastalik durumunun

daha erken teshis edilebilmesine olanak saglamaktadir.



MS tedavisi genellikle hastaligin seyrini degistirici tedaviler (DMT) ve
norolojik islev bozuklugundan kaynaklanan belirtileri ortadan kaldirmak igin
uygulanan tedaviler olarak ikiye ayrilir (10). Hastaligin seyrini degistirici tedavilerin
sayis1 ve etkinligi arttik¢a, uzun vadede yeti kaybini 6nlemek i¢in MS’nin erken
tedavisine olan ilgi artmistir (10). MS tedavisinde Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(FDA) tarafindan su ana kadar onaylanmis 22 ilag olsa da higbiri hastalig1 biitiiniiyle
iyilestirip ortadan kaldirmamaktadir (2).

MS’nin tam olarak tedavi edilmesi i¢in, lezyonlara ilaclarin istenen diizeyde
taginarak tedavinin etkinliginin artirilmasi, arastirmalarin odak noktasidir. Bu
arastirmalarda nanoteknoloji yaklasimi ile hazirlanan nanofarmasdétikler, mevcut
sorunlarin ortadan kaldirilmasi igin ila¢ dozunu en aza indirmek, sistemik yan
etkilerden kagmmmak ve kontrollii ilag salimi saglamak gibi ¢esitli ¢oziimler
sunmaktadir (11).

MS’de goriilen lezyonlarin patofizyolojisine bagli olarak, hastaligin ilerlemesi
sirasinda hem hiicre hem de hiicreler aras1 ortam (ECM) bilesenlerinde degisimler
meydana gelmektedir. ECM’nin ana bileseni olan kolajen, doku yapisinda,
yenilenmesinde ve yeniden sekillenmesinde kritik bir rol oynamaktadir (12). Yaklasik
29 tip kolajen tanimlanmis (13) ve bunlardan bazilarinin in vitro néron biiyiimesi igin
yap1 iskelesi olarak kullanilmak tizere biiyiik bir potansiyele sahip oldugu bildirilmistir
(14). Buna ilaveten, kolajen dahil ECM bilesenlerinin asir1 birikmesi olarak
tanimlanan fibrozis, ¢esitli bozukluklarin patolojik bir 6zelligidir (12).

Perisitler ve reaktif astrositler tarafindan salinan tip 1 (15), 1l ve V fibriler
kolajenlerin (16, 17), hem aktif hem de aktif olmayan MS lezyonlarinda artis
gosterdigi ve bagisiklik hiicrelerinin MSS’ye sizmasina karsi damarlarin etrafinda
kimyasal ve fiziksel bir bariyer oldugu varsayilan bir ag yapisinin olusumuna katildig1
tespit edilmistir (17).

Yapilan bir calismada, MS modeli olarak deneysel otoimmiin ensefalomiyelit
(DOE) olusturulan farelerde MSS’de artmis fibrozis goriilmiis ve MS tanili hasta
serumu ile inkiibe edilen insan beyni perivaskiiler perisit hiicre kiiltlirlinde artmis
kolajen diizeyi in vitro deneylerle desteklenmistir (18).

Nintedanib (ND); vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii (VEGF), trombosit
kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve fibroblast biiytime faktorii (FGF) reseptorlerini



giiclii bir sekilde bloke eden eden indolinon tiirevi bir ilagtir (19). ND klinikte
idiyopatik pulmoner fibrozisin (IPF) tedavisinde kullanilmaktadir (20).

Bu tez calismas1 kapsaminda, halihazirda klinikte IPF tedavisinde kullanilan
bir ilag olan ND’nin (saf halde veya nanopartikiile yiiklii olarak) DOE modeli
olusturulan farelerdeki antifibrotik etkisi, MS tedavisinde yaygin olarak kullanilan
metil prednizolon ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Bu amagla, MS tedavisi igin
kolajen TI’e aktif olarak hedeflendirilmis, ND igeren hibrit nanopartikiil
formiilasyonlar1 tasarlanmig, in vitro karakterizasyon, hiicre kiiltiiri deneyleri
gerceklestirilmis ve formiilasyonlarin intraperitoneal olarak DOE modeli olusturulan

farelere uygulanmasiyla in vivo etkinlikleri degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Skleroz

MS, geng eriskinlerin MSS’inde goriilen (21), kronik, inflamatuar ve
demiyelinizan o6zellikte norodejeneratif bir hastaliktir (22). MS ayn1 zamanda
bagisiklik aracili miyelin yikiminin gergeklestigi organa 6zgii bir hastalik (beyin ve
omurilik) olarak tanimlanmaktadir (23). Diinya ¢apinda toplam 2,8 milyon insanda
MS hastalig1 oldugu tahmin edilmektedir (100.000 niifus basmna 35,9). MS goriilme
sikligi 2013’ten beri diinyanin her bélgesinde artmistir. Yetmis bes tilkenin verilerine
gbre havuzlanmis insidans orani yillik 100.000 kisi basina 2,1°dir ve ortalama tan1 yas1
32’dir. Tiirkiye’de ise bildirilen 58.401 MS hastas1 vardir. Diinya ve Tiirkiye’deki MS
prevalans haritas1 Sekil 2.1°de gosterilmistir (24). Kadinlarda MS goriilme sikligt
erkeklerin iki katidir (24). MS, farkli klinik bulgulara sahiptir ve belirtilerde,
lezyonlarin néroradyolojik, histolojik goriintimlerinde ve tedaviye yanitta heterojenlik
s6z konusudur (25).

MS lezyonlarinda demiyelinizasyon mekanizmalar1 dort modele ayrilabilir
(25, 26).

Model 1: Miyelinin aktive edilmis makrofajlardan salinan toksik iirtinlerin
(timor nekroz faktori alfa; TNF-a ve nitrik oksit; NO) etkisiyle yok edildigi DOE
modeline benzeyen makrofajla iligkili demiyelinizasyon seklidir (27, 28).

Model 2: Lezyonlar, miyelin oligodendrosit glikoproteinine (MOG) kars1
duyarlilagarak olusturulan DOE modeline benzemektedir; miyelin hasari olan alanlar,
immiinoglobulin ve aktive olmus kompleman birikimi ile iliskilidir (29).

Model 3: Lezyonlar; makrofajlar, aktiflesmis mikroglia ve T hiicrelerinden
olusan sizmis bir inflamatuar hiicre yigini igerir ve miyelinle iliskili glikoproteinde
(MAG) oOnemli bir kaylp yasanir. Bu modelde oligodendrosit kaybina
remiyelinizasyon eslik eder. MAG kaybinin, aksonun gerekli metabolik ihtiyaglarinin
karsilanamadig distalden proksimale dogru oligodendrogliopati gelismesine yol agtig1
diistiniilmektedir (30).

Model 4: Birincil ilerleyici MS (PPMS) olan hastalarda nadiren karsilasilan bu
modelde; lezyonlara makrofajlar, aktiflesmis mikroglia ve T hiicreleri de dahil olmak



tizere cok sayida inflamatuar hiicre sizar. Ancak MAG kaybi1 yoktur ve
immiinoglobulin veya kompleman birikimine rastlanmaz. Lezyona komsu beyaz
cevher bolgesinde ise apoptotik olmayan oligodendrosit 6liimii gézlenir. Bu duruma
Ozellikle inflamasyonun neden oldugu toksik hasara karsi oligodendrositlerdeki
metabolik bir bozuklugun bu hiicreleri duyarli hale getirerek yol agtig1

diistintilmektedir (30).

MS olan hasta sayis1.
100.000 kisi bagina prevalans.

. Unknown
0-25
26-50

M si-100

B 101-200

W 20

Tiirkiye’de prevalans 70/100.000"dir.

Sekil 2.1. Diinya MS prevalans haritasi (100.000 kisi basina) (24).

MS’nin etiyolojisinin tam olarak aydinlatilamamasina ragmen, hastaligin
baslangici ve ilerlemesinin genetik, enfeksiydz, immiinolojik ve ¢evresel faktorlerden
etkilendigi bilinmektedir (31). MS’nin en sik gdzlenen belirtileri arasinda uyusma,
kasint1, yanma gibi duyu sorunlari, gérme sorunlari, ytiriime gii¢ligii, kabizlik, mesane
islev bozuklugu, bilissel bozukluk, vertigo ve bas donmesi yer alir (32). Daha az
goriilen belirtiler arasinda ise yutma, nefes alma ve konusma problemleri vardir (33).

Hastaligin seyri, belirtilerin tipine ve siddetine bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Buna gore MS, baslica dort sinifta degerlendirilebilir (34):

1) Tekrarlayan ve diizelen MS (RRMS): RRMS, en yaygin MS tipidir ve

hastalarin yaklasik %85’inde goriilmektedir. Norolojik islevlerde diisiis veya ataklar



meydana gelmektedir, ataklar1 takiben kismi veya tam diizelme goriilebilmektedir
(35).

2) ikincil ilerleyici MS (SPMS): Baslangigta RRMS tanis1 alan bazi hastalarda
ataklar belirgin olmayabilir fakat zamanla ilerleyici bozulma gergeklesmektedir (35).

3) Birincil Ilerleyici MS (PPMS): Hastalarin yaklasik %10’unda rastlanilan bu
tipte, tahribata ugrayan noérolojik islevlerin diizelme ihtimali yoktur, niiks
goriilmemektedir (36).

4) {lerleyici Niikseden MS (PRMS): Hastalarin sadece %5’inde goriilmektedir.
Norolojik islevlerde tahribat olup lezyonlarda da artis gézlemlenir ve diizelme olasiligi

yoktur (36).

2.2. Multipl Skleroz Arastirmalarinda Kullanilan Deneysel Modeller

Yapilan arastirmalarda MS hastalarinin birey ici ve bireyler arasi heterojen
lezyonlara sahip oldugu tespit edilmistir. Bu durum, heterojen bir hastaligin
etiyolojisinden ziyade tek bir patofizyolojik mekanizmanin evrimi olarak
yorumlanmistir (37).

Uzun yillardir siiregelen kapsamli arastirmalara ragmen MS’nin etiyolojisi hala
bilinmemektedir ve hastaligin etkili bir tedavisi heniiz bulunamamstir. insan MSS
tizerinde ¢alismanin zorlugu nedeniyle, MS ve KBE’yi incelemek amaciyla in vitro ve
in vivo modeller gelistirilmistir (38—40). Bu modeller hastalik patofizyolojisi hakkinda
bilgi edinmek, yeni ilaglar1 test etmek ve MSS doku oOrnekleri elde etmek icin
kullanilmigtir (41, 42). MS’te yaygin olarak kullanilan in vitro ve in vivo modellerin
bir 6zeti Tablo 2.1°de sunulmustur (43). MS igin gelistirilen hayvan modellerini kisaca
su sekilde siralamak miimkiindiir: 1. Otoimmiin modeller; 2. Transgenik modeller, 3.
Viral modeller ve 4. Kimyasal bazli modeller (39, 44, 45). MS’nin Klinik seyrini,
ndropatolojik ve immiinolojik ozelliklerini yansitan tek bir hayvan modeli heniiz
bulunamamistir. MS patolojisi ve tedavisine iliskin bilgiler biiyiik 06l¢iide

noroinflamasyon ve demiyelinizasyonla ilgili mekanizmalar hakkinda bulgu saglayan



hayvan g¢alismalarindan elde edilmistir (46). Hayvan modelleri MS’nin nedeni ve

tedavisinin bulunmasi i¢in translasyonel aragtirmalarda 6nemli araglardir (47).

Tablo 2.1. MS arastirmalari i¢in gelistirilen in vitro ve in vivo modeller (43).

Modeller Ustiinliikleri Zayifliklar
In vitro  Primer kemirgen - Oturmus protokol, - Kemirgen ve insan MSS
hiicreleri - Yiiksek hiicrelerinin benzer kiiltiir

tekrarlanabilirlik .

In vitro  Primer insan - Insana 6zgii
hiicreleri yanitlarin
anlasilabilmesi.

In vitro  Oliimsiizlestirilmis - Uretim ve
insan hiicre hatlar1  kullanimda maliyet
ve zaman tasarrufu,
- Tlag goriintiilemeye

elverisli olma.

In vitro Insan kaynakl - Smirsiz MSS
pluripotent kok hiicresi kaynagi,

hiicreleri

kosullarina farkli tepki

vermesi,

- Embriyonik asamalardan

izole edilen hiicrelerle

sinirli olma,

- Klinik arastirmalara
geciste diisiik basar1 orant,

- Patogenezi kismen taklit

etme.

- Etik sorunlar,

- Diisiik canlilik,

- Elde edilme, ¢ogaltilma ve

bakim zorlugu,

- Patogenezi kismen taklit

etme.

- MSS hiicrelerinin

islevselligini ve farklilasma

fenotipini siklikla

gOstermeme,

- Patogenezi kismen taklit

etme.

- Epigenetik degisiklikler
MS fenotipinin



tiiretilmis MSS

hiicre hatlan

Organotipik beyin
dilim kiiltiirleri/

beyin organoidleri

- Hastaliga 6zgii
etkileri inceleme
potansiyeli,

- Hastanin kendi
dokusundan kolayca
elde edilme,

- Immiin ret
olmamasi,

- Hayvan modeline
gegciste biliytik
potansiyel.

- MSS’nin yapisinin
korunmasi,

- Karmasik

elektriksel ve

tanimlanmasini
Onleyebilme,

- Tiimor olusma potansiyeli,
- Farklilasma potansiyelinde
degiskenlik,

- Pahali olma,

- Patogenezi kismen taklit

etme.

- Tek hiicre tipinin
incelenmesinin zor olmasi,
- Cogunlukla neonatal veya

geng hayvandan izole

biyokimyasal edilme,
yolaklarin - Tek hiicreli veya karisik
uyarilmasinin hiicreli kiiltiirler kadar
saglama. ¢ogaltilamama,
- Diisiik verimli analiz
modeli olma.
In vivo Kemirgen - Cok sayida uygun - Patogenezi kismen taklit
modelleri transgenik hayvan, etme,

- Norodejenerasyonu
ve inflamasyonu
incelemek i¢in
uygun,

- Klinik 6ncesi
giivenlik
caligmalarina uygun

olma.

- Klinik arastirmalara

geciste diisiik basar1 orani.



Insan harici - Bazi tedavilerin - Maliyeti yiiksek,
primatlar klinige gegisine - Patogenezi kismen taklit
olanak tanima, etme.

- Klinik 6ncesi
giivenlik
caligmalarina uygun

olma.

2.2.1. in Vitro Modeller

Immiin sistem ile MSS arasindaki etkilesimleri anlamak iizere yapilan
arastirmalarda mikroglia, oligodendrosit, astrosit ve noronlarin in vitro kiiltiirleri
gelistirilmistir. Bu aragtirmalarda insan MSS primer kiiltiirlerinin elde edilmesi ve
siirdiiriilmesindeki  zorluklar nedeniyle, kemirgen MSS hiicrelerinin  veya
dontistiiriilmiis  insan hiicrelerinin  kiiltlirleri  kullanilmigtir. Kemirgen MSS
hiicrelerinin primer kiiltirleri uygun olmakla birlikte, bu kiiltiirler embriyonik
asamalarda izole edilen hiicrelerle sinirhidir. Ozellikle néron ve oligodendrositlerin
yetiskin hayvanlardan ve insan dokularindan elde edilmesi ise ¢ok zordur (48, 49). Bu
nedenle arastirmalarda genellikle insan doniistiiriilmiis hiicre hatlar1 kullanilir.
Bununla birlikte, 6limsiizlestirilmis oligodendrosit hiicre hatlar1 {izerinde yapilan
caligmalar, bu hiicre hatlarinin bazi durumlarda kullanilabilmesine ragmen
islevselliklerini ve farklilagma fenotiplerini tamamen yeniden {iretemediklerini
gostermistir (50). Saglikli durumda ve hastalikta islev ve 6zelliklerin saptanmasinda
anahtar role sahip olan glial hiicre hatlarinda da benzer bir durum gézlenmektedir (51).

MS arastirmalarinda, hastaligin  ilerlemesine aksonal hasar ve
norodejenerasyonun katkida bulundugunun kesfedilmesiyle, néron hiicrelerinin
kullanimi artmistir (48). MS arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan hiicre
hatlarindan biri, retinoik asitle farklilastirilabilen noroblastoma hiicre hatti SH-
SY5Y’dir (52, 53). HCN (54) ve NT2 (55) hiicre hatlar1 ise beyinden tiiretilmis

bliytime faktorii ile farklilagmaktadir. Bununla birlikte, bu hiicreler olgun hiicrelerin
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bircok belirtecini ifade etmemektedir. Bu hiicre hatlarinin ¢ogalmasi yavastir ve pahali
biiyiime faktorleri gerektirmektedir (48).

Yukarida bahsi gegen in vitro modellerin 6nemli sakincalarindan biri, tek hiicre
hattindan elde edilen sonuglarin bu hiicrelerin saglam dokudaki davranigini tam olarak
yansitamayabilmesidir (48).

Hiicre kiltiirleri, tedavide kullanimi olast ilag molekiillerinin ortaya
¢ikarilmasina yardimci olabilir ancak bu molekiillerin etkililigini ve giivenligini

dogrulamak i¢in in vivo modeller gereklidir (48).

2.2.2. in Vivo Modeller

MS patogenezinin mekanizmalari hakkindaki bilgilerin ¢ogu, farelerin miyelin
peptitleri ile immiinizasyonunun T hiicresi aracili miyelin yikimini indiikledigi DOE
modeli gibi hayvan modeli ¢aligmalarindan elde edilmistir. DOE, MS’nin MSS
enfeksiyonu, immiin takibi ve immiin aracili doku hasari gibi ¢esitli yonlerinin
anlasilmasinda biiyiik fayda saglamistir (38). Ayrica bu model, miyelin peptitleriyle
immiinizasyon aksonal hasarin yani sira inflamatuar demiyelinizasyonun altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin incelenmesine olanak saglamistir (39). Bu model, MS
tedavisi i¢in glatiramer asetat, mitoksantron ve natalizumab gibi ¢esitli ilaglarin
onaylanmasina katki saglamistir. DOE’ye dayanan klinik 6ncesi deneyler sonucunda
elde edilen olumlu bulgular, MS i¢in klinik ¢alismalarin yapilmasini saglamistir (46).

Shiverer fareleri DOE fareleri disinda, MS patolojisinin incelenmesinde en ¢ok
kullanilan ikinci hayvan modelidir. Bu hayvanlar, miyelin bazik protein (MBP)
geninde MSS’de miyelinin oligodendrosit tretimini bozan ve demiyelinizasyon
stireglerini incelemek i¢in in vivo modeller haline getiren bir mutasyona sahiptir (56).

DOE’ye benzer sekilde, viral modeller de MS’nin inflamatuar yo6nlerini
yansitir. MS’ye 6zgii bir virlis enfeksiyonuna dair kesin bir kanit bulunmamasina
ragmen, Theiler fare ensefalomiyelit viriisii (TMEV), MS’de go6zlenenlere benzer
histolojik  6zelliklere sahip kronik ilerleyici inflamatuar demiyelinizasyonu
indiikleyebilir (39, 45). TMEV en yaygin kullanilan viral model olmasina ragmen,
Murine hepatit viriisii, Semliki Forest viriisii ve Sindbis viriisii dahil olmak iizere bagka

viriisler de kullanilmaktadir (45).
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Diger in vivo MS modelleri arasinda kuprizon, etidyum bromiir ve lisolesitin
maddelerinin kullanildigi modeller bulunmaktadir (39). Her kimyasal madde farkli bir
sekilde demiyelinizasyona neden olmaktadir. Bu farklar astrositlerin yok olmalarinin
kapsami ve miyelin pargalanmasinin dinamiginden kaynaklanmaktadir. Ayrica bu
modellerin bilesigin uygulanmasindan sonra kronik hale gelebilecek veya
gelmeyebilecek kiiciik bir alanla smirli demiyelinizasyon olusturdugu bildirilmistir
(57). Bu modeller demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon hakkinda bilgi sagladiklar
icin bu konudaki arastirmalara 11k tutmustur (39, 58).

Hayvan modelleri hastaligin ilerlemesinin gesitli yonlerini taklit eden degerli
sistemler olsa da insanlardaki MS ile tam olarak eslesememektedir (48). Ayrica,
hayvan modellerinin kullanildigi yeni ilag gelistirme c¢aligmalarinda tedaviler
genellikle hastaligin erken evresinde baslarken, bu ilaglar insanlarda hastaligin geg
evresinde uygulanmaktadir. Buna ilaveten, gelistirme ¢alismalarinin ¢ogunda genetik
acidan homojenlige sahip, kendi i¢inde melezlenmis fare tiirleri kullanilmaktadir ve
genellikle bu farelerde insan popiilasyonunda bulunmasi ¢ok zor olan genetik
bozukluklar bulunmaktadir (59). Bu durumlarin MS’de klinik dncesi bulgularin klinik
safhaya gegmesinin oniindeki engeller oldugu bildirilmistir (48, 58).

2.3. Multipl Skleroz Tedavisi ve Simirlamalar

Klinikte su anda MS’nin kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Mevcut tedaviler
ancak MS ataklarmin etkisini azaltan ve hastaligin ilerlemesini yavaslatan cesitli
ilaglar1 icermektedir (60). MS’de kullanilmak iizere FDA tarafindan onaylanmis
ilaglar Tablo 2.2°de listelenmistir. Bunlar arasinda Interferon beta-1b (IFN-B 1b),
DMT, 1993 yilinda FDA tarafindan MS i¢in onaylanan ilk ilagtir ve etki mekanizmasi
hala bilinmemektedir (61). Bu ilaglar genellikle ndrodejenerasyonun ilerlemesini
dolayl olarak yavaslatan noroinflamasyonu azaltarak etki gosterir. Niiks goriilen MS
hastalarmin tedavisinde intravendz (i.v.) kortikosteroidler veya adrenokortikotropik
hormon enjeksiyonlar1 inflamasyonu azalttiklari i¢in kullanilmaktadir. MS tedavisinde

oral kullanim i¢in 2010 yilindan bu yana 10°dan fazla ilag FDA’dan onay almistir (62).
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Tablo 2.2. Multipl Skleroz tedavisinde kullanilmak iizere FDA tarafindan onaylanan

ilaglar
ila¢ Dozaj ve | Etki Mekanizmasi En yaygin yan etkiler | Aktivite | Referans
uygulama bolgesi
yolu
Interferon B- 250 pg, T hiicre aktivasyonunu Enjeksiyon bolgesinde Periferik  (63-65)
1b s.C. ve proliferasyonunu reaksiyonlar, lenfopeni,
inhibe eder miyalji
Interferon B- 30 pg, T ve B hiicre Enjeksiyon bolgesinde Periferik  (66-68)
la i.m. aktivasyonunu azaltir reaksiyonlar (nekroz
dahil), miyalji
Glatiramer 20-40 mg, Antiinflamatuar, T Enjeksiyon bolgesinde Periferik  (69,70)
asetat s.C. hiicrelerini bloke eder reaksiyonlar,
vazodilatasyon,
dokiintii, nefes darligt
Mitoksantron 12 mg/m?, Topoizomeraz-11 Kardiyak toksisite, iist  Periferik (71, 72)
iv. inhibitori, solunum yolu
immiinsupresan enfeksiyonu,
menstriilasyon
bozukluklari
Interferon B- 4 pg, T ve B hiicre Enjeksiyon bolgesinde Periferik (73, 65)
la S.C. aktivasyonunu azaltir reaksiyonlar (nekroz
dahil), depresyon,
karaciger enzimlerinde
yiikselme
Natalizumab 300 mg, Lenfositlerin MSS’ye Yorgunluk, idrar yolu Periferik (62, 74)
iv. erigimini engeller enfeksiyonu, alt
solunum yolu
enfeksiyonu
Fingolimod 0,5-7- S1P reseptor inhibitérii  GIS bozukluklart, Periferik  (75-77)
14 mg, karaciger transaminaz ve
oral yiiksekligi, oksiiriik merkezi
Teriflunomid ~ 7-14 mg, Pirimidin sentez Hepatotoksisite, Periferik (78, 79)
oral inhibitorii, T ve B hiicre  nefrotoksisite, GIS
aktivasyonunu azaltir bozukluklar
Dimetil 120-240 mg,  Antiinflamatuar ve Isilik, GIS bozukluklar:  Periferik (80, 81)
fumarat oral noroproteksiyon ve
merkezi
Alemtuzumab 96 mg, Treg bagimli immiin Daokiintii, nazofarenyjit, Periferik  (82-84)
i.v. inflizyon regiilasyon indiiksiyonu  bulanti, idrar yolu
enfeksiyonu
Peg interferon 125 pg, T ve B hiicre Enjeksiyon bolgesinde Periferik (65, 85)
B-la S.C. aktivasyonunu azaltir reaksiyonlar, ates, bas
agrisi
Daklizumab 150 mg, T hiicre aktivasyonunu Siddetli enfeksiyonlar, Periferik  (86-88)
s.C. ve proliferasyonunu cilt reaksiyonlari, ve
inhibe eder anormal karaciger merkezi
fonksiyonu
Ocrelizumab 300-600 mg, Dolasimdaki B Infiizyona baglh Periferik  (89-91)
iv. hiicrelerini azaltir reaksiyonlar, {ist
solunum yolu
enfeksiyonu
Kladribin 10 mg, Siirekli Ust solunum yolu Periferik  (92-94)
oral immiinsupresyon enfeksiyonu, lenfopeni,  ve
olmadan T ve B bulant: merkezi
hiicrelerini hedef alan
adenozin benzeri 6n ilag
Siponimod 0,25-2 mg, Antiinflamatuar ve SIP  Hipertansiyon, Periferik (77, 95,
oral reseptOr inhibitori transaminaz artis1, ve 96)
anormal karaciger merkezi

fonksiyonu
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Ofatumumab 20 mg, Lenf diigiimlerindeki B Ust solunum yolu Periferik  (91)
s.C hiicrelerini segici olarak  enfeksiyonu,
azaltir enjeksiyona bagl
reaksiyonlar
Ozanimod 920 pg, S1P reseptor inhibitdrii ~ Ust solunum yolu Periferik (77, 97,
oral enfeksiyonu, hepatik ve 98)
transaminaz yiiksekligi ~ merkezi
Ponesimod 20 mg, Antiinflamatuar ve SIP  Ust solunum yolu Periferik (77, 99)
oral reseptor inhibitori enfeksiyonu, hepatik ve
transaminaz yiiksekligi, = merkezi
hipertansiyon
Diroksimel 231 mg, Antiinflamatuar ve Isilik, GIS bozukluklar:  Periferik  (81)
fumarat oral antioksidan ve
merkezi
Monometil 95 mg, Antiinflamatuar ve Isilik, GIS bozukluklar:  Periferik (80, 81,
fumarat oral antioksidan ve 100)
merkezi
Ublituksimab 150 mg, B hiicrelerini inhibe Enjeksiyon bolgesinde Periferik  (101)
i.v. inflizyon eder reaksiyonlar, lenfopeni,  ve
miyalji merkezi

GIS: Gastrointestinal sistem; i.m.: intramiiskiiler; i.v.: intravendz; s.c.: subkutan; SIP: Sfingozin-1-fosfat; Treg:
Regiilator T hiicreleri

MS tedavisinde kullanilmakta olan bazi ilaglarin diisiik ¢oziiniirliige ve hizl
Klerense sahip olmalari, etkinliklerini sinirlamakta ve uygulama yoluna bagli olarak
farkli yan etkiler de gozlenebilmektedir (102). Klinik ¢alismalarda denenen ilaglarla
etkili ve giivenli sonuglar elde edilse de hedef dis1 dagilim nedeniyle bazi istenmeyen
etkiler de gozlenmistir (103). Akut gelisen MS niikslerinde, 3-5 giin boyunca yiiksek
dozda metil prednizolon (MP) ile sistemik steroid tedavisi, altin standart tedavi olarak
bildirilmigtir. Ancak, istenen terapotik etkiyi elde etmek i¢in yiliksek dozda ilag
uygulamasi nedeniyle, farkli organlarda ¢esitli yan etkiler ortaya ¢gikabilmektedir (103,
104).

MS hastaliginda hem periferik hem de merkezi bagisiklik hiicreleri rol
oynadigindan, tedavinin hem periferik hem de MSS’de etkili olmas1 gerekmektedir
(60). Mevcut tedavide kullanilan ilaglar genellikle periferik adaptif bagisiklik sistemi
tizerinde etki gosterdiklerinden ilerleyici faz evresinde kalici yeti kaybimin Oniine
gecmekte yetersiz kalmaktadir (105, 106). Ayrica, MS tedavisi icin yeti kaybini
tyilestirmek ve Onlemek i¢in noroproteksiyonla birlikte remiyelinizasyonu da
saglayacak ilaglarin kesfedilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (107). Ancak, DMT’lerin
cogunlugunun KBE’yi gecemedigi ve MSS’ye ulasamadiklari bildirilmistir (108,
109).
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2.4. Tlaclarin Merkezi Sinir Sistemine Erismesindeki Engeller

Kan ve sinir dokusu arasindaki baglantilar 6zellesmis sinir engellerini meydana
getirmektedir. Kan-sinir engeli (KSE), kani sinir dokularindan ayiran endotel
hiicreleri, astrositler ve noronlar1 igeren organize bir ag halinde diizenlenmis
endotelyal yapilardir. Bu yapilar dolasimda bulunan birgok istenmeyen maddenin
beyne gecisini engeller. Bu nedenle KSE’ler, normal ndron aktivitesi i¢in yeterli,
hassas bir sekilde diizenlenmis bir mikro ortamin korunmasina katkida bulunur.
KSE’ler arasinda; KBE, kan-beyin omurilik sivisi engeli (KBOSE), kan-retina engeli
(KRE), kan-omurilik engeli (KOE) bulunur (110, 111). KSE’lerin sematik gosterimi
Sekil 2.2’de yer almaktadir (112).

a) Kan-Beyin Engeli b) Kan-BOS Engeli ¢) Araknoid Engel
Koroid pleksus
Perisit

Ependimal hiicresi
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Sekil 2.2. Kan-sinir engelleri (112 no’lu referansdan degistirilerek kullanilmistir)
(112).

MSS’ye ilag erisimini kisitlayan baslica engeller KBE, KBOSE ve araknoid
tabaka olarak bildirilmistir (113).
Beyin ve omurilik zarinin dis kisminda yer alan araknoid tabaka, MSS’yi

cevrelemektedir. Bu tabakanin KBOSE ve KBE’ye kiyasla yiizey alan1 daha kiiciiktiir
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ve damarla baglantis1 yoktur. Bu nedenle besin ve ilag aligverisi tlizerinde diger
engeller kadar etkisi bulunmamaktadir (114).

Kan ve beyin omurilik s1vis1 (BOS) arasinda yer alan KBOSE (115)’nin ylizey
alan1 KBE’ye kiyasla ii¢ kat daha azdir (116) ve smirlayiciligt KBE kadar yiiksek
olmadig1 icin bazi ilaglarin BOS’a erisimlerini molekiil agirliklariyla ters orantili
olacak sekilde engelleyememektedir (117). Ancak yine de, molekiilin gegirgenlik
katsayisina gore degisen sabit bir BOS akis hiziyla ¢ok miktarda ilacin
uzaklastirilmasini saglamaktadir (117).

Beyne ilag tasinmasindaki en biiyiik engel KBE’dir. KBE, beyni kanda bulunan
istenmeyen maddelere kars1 korur ve ilacin beyin dokusuna difiizyonunu etkiler (118
120). Insan beyninde yaklasik 100 milyar ndéron bulunmaktadir. Beyindeki kilcal
damarlarin ¢ap1 7-10 um civarindadir (121). KBE’de hiicre igi ve kapakg¢ik bosluklar
yoktur ve ¢evreden beyne giris yolu ¢ok smirhidir (118, 122-124). Maddelerin
KBE’den taginmasi, siki kavsaklarin (fiziksel engel) ve metabolik engellerin (enzimler

ve tagima sistemleri) bulunmasi nedeniyle se¢ici ve siirhidir (125).

2.5. Tlaglarin Merkezi Sinir Sistemine Tasmmmasi icin Gelistirilen

Stratejiler

Tedavide ve goriintiilemede kullanilan ilaglarin beyne tasinmasi klasik olarak
molekiilin sistemik dolasimdan beyne niifuz ettigi transseliiler yol araciligiyla
olmaktadir. Ancak bu yol, Lipinski ve ark. tarafindan belirlenen “bes kural”a uyan
fizikokimyasal Ozelliklere sahip kiigiik molekiiller i¢in gegerlidir (126-128). Bu
kurallara gore bir ilag molekiiliiniin molekiil agirlig1 500 Da’dan az olmali ve partisyon
katsay1s1 besten kii¢lik olmalidir. Ayrica molekiiliin besten az hidrojen bagi donérii ve
ondan fazla hidrojen bagi alicis1 da olmamalidir. Bu nedenle, KBE’yi gecebilecek ilag
adaylarin1 tasarlarken arastirmacilar bu kurallart dikkate almaktadir (129, 130).
Bununla birlikte, ilag aday1 bu kurallar1 karsilasa da KBE’yi geg¢isi, disar1 atim
pompalar1 (efflux pump) ve enzimler tarafindan metabolize edilmesi nedeniyle
engellenebilir (131). Dolayisiyla bu tiir molekiillerin beyne tasinmasi oldukga zordur

ve alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (112).
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MSS hastaliklarina yonelik ilag gelistirme calismalarinin basar1 orani diger
tedavi alanlarina kiyasla daha diistiktiir (132) ve MSS’ye yonelik ilaglarin gelistirilme
stiresi diger ilaglarla karsilastirildiginda daha uzundur (133). MSS ilaglarinin klinik
deneyleri, beynin karmasik yapisi, yan etkiler ve KBE gibi ilag ge¢isini kisitlayan
yapilar nedeniyle olduk¢a zordur (133). 2018 yilinda, mevcut ilaglarin %98’inin, hedef
bolgelere erisememeleri nedeniyle beyindeki patolojik durumlarin tedavisinde etkisiz
oldugu bildirilmistir (134, 135).

MSS hastaliklarina yonelik ila¢ gelistirme calismalarinin basari oraninin
diisik olmasi nedeniyle KBE’yi agmakta alternatif ila¢ tasiyict yaklasimlari
degerlendirilmeye baslanmistir. Bu yaklasimlar arasinda en umut verici olanlardan
birinin nanotasiyicilar oldugu belirtilmistir (132, 136-139). Ayrica, molekiiliin
lipofilik ozelliginde artis saglanmasi, nazal yoldan ila¢ uygulanmasi, implantlar
araciligiyla lokal uygulama yapilmasi ve KBE’nin biitliinliigiiniin gegici olarak
bozulmasi gibi yontemler de kullanilmaktadir (115, 140).

Literatiirde, in vitro MS modellerinde ve genellikle in vivo DOE modelinde
denenen pek ¢ok yontem olmakla birlikte, nanopartikiil temelli ilag tasiyict sistemler
ile basarili sonuglarin elde edildigi ¢ok sayida ¢alisma yer almaktadir (48, 141-144).
Buna ilaveten, nanoteknoloji ile mevcut MS tedavisinde kullanilan ilaglarin birlikte
degerlendirilmesinin, aksonal hasarin 6nlenmesinde ve remiyelinizasyon yoluyla sinir

iletiminin onarilmasinda daha etkin sonuglar saglayabilecegi bildirilmistir (32).

2.5.1. Tla¢ Tasiyic1 Sistem Olarak Nanotasiyicilar

Genel olarak nanotasiyicilar hem kiigiik molekiillii ilaglarin hem de
makromolekiillerin enkapsiile edilmesine olanak saglayan nano boyuttaki sistemlerdir.
Bu kolloidal formiilasyonlar fizikokimyasal ozellikleri ve yiizey islevselliklerinin
istenen sekilde degistirilmesine olanak saglamalar1 nedeniyle, ilaglarin KBE gibi
biyolojik engelleri gegmelerini saglayarak terapotik etkinligin ve biyoyararlanimin
artirtlmasina yardimer olmaktadir (145). Nanotasiyicilarin kullanim amaglar1 su
sekilde siralanabilir: 1) ilag stabilizasyonu, 2) istenmeyen etkiyi azaltma, 3) biyolojik
engelleri gegme kapasitesi ve 4) hastalik bolgesine daha iyi hedefleme (146). Etkin

tedavinin elde edilmesi i¢in arastirmacilar farkli bir¢ok ila¢ tasiyici sistem
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gelistirmistir (135). Bu sistemler arasinda; lipit kaynakli nanopartikiiller, polimerik
nanopartikiiller, metalik nanopartikiiller ve ila¢ konjugatlar1 (6rnegin peptit-ilag
konjugati) tizerinde en ¢ok ¢alisilan sistemlerdir (147-149).

Beyne ilag taginmasi ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilen
nanoformiilasyonlardan beklenen 6zellikler su sekilde siralanabilir; toksisite
gostermemesi, beyin bolgelerine etkili bi¢imde difiize olmasi, <200 nm altinda
bliyiikliige sahip olmasi, néroinflamatuar etki gostermemesi, ilacin stabilitesinde artis
meydana getirmesi, hedefleme yetenegine sahip olmasi, etkin ve uygun maliyetli
olmasi (135, 150). Nanotastyicilarin 6zelliklerini boyutlari, yilizey yiiki, sekli,
morfolojisi ve yiizey islevselligi olusturmaktadir. Ilaglarin MSS’ye ulagmasini
engelleyen bariyerlerin nanopartikiil temelli sistemler ile etkili bir sekilde asildigi
bildirilmistir (151). Nanoteknolojinin ila¢ tasinmasinda kullanilmasi ile ilacin
hedeflenerek biyodagilimmin kontrol edilmesi (152), MS hayvan modelinde immiin
toleransin uyarilmasi (153), kontrollii ve siirekli salim saglanarak daha verimli ilag
tasinmasi saglanmaktadir (154).

Nanotastyicilar karmasik biyolojik ortamlarda ¢esitli fizikokimyasal
ozelliklerini ve in vivo davranislarini degistiren biyolojik makromolekiillere ve
proteinlere vb. maruz kalmaktadir. Bu nedenle, nanotasiyicilarin biyolojik sivilardaki
davraniglarini ve etkilesimlerini tespit etmek biiyiik 6nem tagimaktadir (135).

MS’nin gesitli klinik oncesi modellerinde lipit nanopartikiiller (kati lipit
nanopartikiiller (KLN) (155) ve nanoyapili lipit tasiyicilar (NLT) (156) gibi),
polimerik nanopartikiiller (157) ve inorganik nanopartikiiller (158) gibi ¢esitli
nanoformiilasyonlar yogun sekilde arastirilmistir. Bu nedenle, devam eden alt

basliklarda bu nanotasiyict sistemlerin genel 6zelliklerine kisaca deginilecektir.

Inorganik Nanopartikiiller

Altin, silika, karbon ve demir gibi metaller ile hazirlanan inorganik
nanopartikiiller, uygun ozellikleri nedeniyle beyni hedefleyen ilag tasiyici sistem
gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (135). Bu sistemler, ligandlarin veya
polimerlerin konjugasyonu ig¢in kolayca degistirilebilir ve belirli uygulamalar i¢in

boyut ve sekillerinin ayarlanmasi miimkiindiir. Inorganik nanopartikiiller, kiigiik
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boyutlart nedeniyle beynin mikro damar sistemine gecebilme yetenegine sahiptir ve
genis yiizey alanlari, aktif hedeflendirme igin ¢esitli ligandlarla kaplanabilmelerine
olanak tanir (159-163). Manyetik nanopartikiiller genellikle biyouyumlu bir madde ile
kaplanmis demir oksit ¢ekirdege sahip ¢ekirdek-kabuk yapisindan olusur. Kan
dolasimina dogrudan uygulanabilir ve tedavi, goriintiileme veya tani igin harici bir
manyetik alan uygulanarak hedeflenebilir (164-167). Ayrica, dis veya i¢ uyaranlarla
inorganik nanotasiyicilardan ilag salimi1 kontrol edilebilir ve tasinma islemi
kolaylastirilabilir (168, 169). Inorganik nanopartikiillerin pek cok iistiinliige sahip
olmalarina ragmen, biyobozunur olmamalari, toksisiteleri ve in vivo olarak
uzaklastirilma problemleri nedeniyle norodejeneratif ve diger hastaliklarin

tedavisindeki uygulama alanlar1 sinirlanmaktadir (135).

Lipit Nanopartikiiller

Lipit nanopartikiiller; lipofilik karakterleri hem hidrofilik hem de lipofilik
ozellikteki ilaglar1 tasima yetenekleri, kontrollii salim sergilemeleri, yiiksek ilag
hapsetme kapasiteleri ve hedefleme 6zellikleri nedeniyle diger nanotasiyicilara kiyasla
stlinliik saglamaktadir [55]. Bu sistemler genel olarak kati lipit nanopartikiiller
(KLN) ve nanoyapili lipit tasiyicilar (NLT) olarak ikiye ayrilabilirler.

KLN’ler emiilsiyon, lipozom ve polimerik nanopartikiillere alternatif
tastyicilar olarak gelistirilmistir. KLN’ler genel olarak kiiresel yapida olan, ortalama
caplari 10-1000 nm arasinda degisen ve ylizey aktif maddeler tarafindan stabilize
edilen kat1 bir lipit ¢ekirdek matrikse sahip sistemlerdir. Bu tastyicilar doksorubisin
(170), dosetaksel (171), kuersetin (172), atazanavir (173) ve kinin (174) gibi birgok
etkin maddenin beyne tasinmasi igin degerlendirilmistir (175). KLN’ler diisiik
saklama stabilitesine sahip olsalar da (176) yiiksek ilag yiikleme verimliligi, stirekli
ilag salim1 saglama ve kolay degistirilebilen yiizey O6zelliklerine sahip olma gibi
tistiinliiklere sahiptir (177). Bu nanotasiyicilarda goriilen instabilite problemleri; sert
yapilari, jellesme egilimleri, partikiil biiylimesi ve hazirlama ve saklama esnasindaki
kristal doniistimleri olarak siralanabilir (178-180).

KLN’lerin zayif yonlerinin giiclendirilmesi i¢in NLT’ler gelistirilmistir. Bu
nanotastyicilar, 70:30°dan 99,9:0,1’e araligindaki oranlarda degisen sivi:kat1 lipitlerin
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karisimi ile olusturulmustur (181). Yiiksek orandaki sivi lipitlerin varligina ragmen
NLT’ler oda sicakliginda kati haldedir. Kat1 ve siv1 lipitlerin bir araya getirilmesi, bu
nanotasiyicilara KLN’den daha yiiksek ilag ylikleme verimliligine sahip bir matriks
saglar. NLT’nin, KLN’ye gore diger iistiinliikleri arasinda daha diisiik toksisite ve daha
yiiksek saklama dayanakliligi yer alir (182). Daha az su igerigi nedeniyle NLT,
KLN’lerde 6nemli bir sorun olan jellesmeye daha az egilimlidir (183). Beyne ilag
tasinmasinda NLT ler, kiigiik boyuta sahip olmalar1 (184), lipit ¢éziintirliikleri (185),
bozunmaya karsi koruma saglayip biyoyararlanimi arttirmalar1 (186) ve aktif

hedeflendirmeye uygun olmalar1 (187) nedenleriyle tercih edilmektedir (188).

Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller; genellikle 60-200 nm arasinda degisen boyutlarda,
bilesimlerinde bir¢ok farkli madde kullanilabilen kolloidal yapilardir (189).
Formiilasyonlarinda ¢esitli dogal ve sentetik polimerler kullanilmaktadir (190, 191).
[lag tastyici sistemlerde en ¢ok kullanilan dogal polimerler arasinda; kitosan, albiimin,
dekstran (192) yer alirken, sentetik polimerler; poli(kaprolakton) (PCL),
poli(alkilsiyanoakrilat) (PACA), poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA),
poli(laktit-ko-glikolik  asit) (PLGA) olarak siralanabilir (193). Polimerik
nanopartikiiller, lipofilik ilaglar1 igeren yogun bir polimerden meydana gelen matriks
¢ekirdeginden ve sterik stabilite saglayan hidrofilik bir koronadan olusur (194). Etkin
maddeler, nanopartikiillerin igine hapsedilebilir, yilizeyine adsorbe edilebilir veya
nanopartikiillere ~ kimyasal olarak konjuge edilebilir.  Etkin  maddelerin
nanopartikiillere yiiklenmesiyle, metabolizasyondan korunmalar1 saglanir ve
¢oziinmeyen molekiillerin hedef hiicrelere etkili bir sekilde tasinmasi kolaylagsir (124).
Ilag yiiklii nanopartikiillerin dolasim sisteminde kalma siiresi polimerin tiiriine gore
degiskenlik gosterir. Genel olarak dolasimdaki kalis siiresi, yilizeylerine hidrofilik
polimerlerin (6rnegin PEG’ler ve polisakkaritler) fiziksel adsorpsiyonu veya kovalent
baglanmasi gibi yontemlerle artirilabilir. Bununla birlikte, nanopartikiil yapisina

dokuya 6zgii ligandlarin alinmasi beyne hedefli tasimayi kolaylastirir (194).
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Hibrit Nanopartikiiller

Nanotasiyici sistemler arasinda, farkli bilesime sahip polimerik nanopartikiiller
ve lipit nanopartikiiller siklikla kullanilmaktadir (195). Lipit sistemlerin baslica
sakincalari; ilag kaybi veya hizli salim, tekrarlanabilirlik, saklamada zayif fiziksel ve
kimyasal stabilite, yliksek maliyet ve dlgek biiyiitme olarak siralanabilir (196, 197).
Benzer sekilde, polimerik nanopartikiiller polimer toksisitesi, toksik organik
¢oziiciilerin varhigi, hidrofilik ilaglarin diisiik tutulma kapasitesi, polimer bozunmasi
ve etki alanina ulasmadan 6nce ilacin salinmasi gibi bazi sinirlamalara sahiptir (198).
Lipit ve polimerik nanopartikiillerde karsilasilan problemlerin asilmasi i¢in, iki farkli
sistemin  olumlu Ozelliklerinden yararlanan “hibrit nanopartikiil” (HNP)
formiilasyonlar1  gelistirilmistir (195). HNP’ler, her iki sistemin (lipit ve
polimer/organik ve inorganik maddeler) de istenen 6zelliklerini igermektedir ve ilacin
salim profili, g¢ekirdekteki maddenin erozyonuna ve bozunmasina dayanir. Bu
sistemlerde ila¢ salimi dis kabuk tabakasinin igine su gecisinin degistirilmesi ve
polimerin bilesimi ile ayarlanabilir (199). HNP’lerin teshis ve tedavi amaciyla basarili
sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir (200).

HNP’ler baslica ii¢ farkl1 boliimden olusmaktadir. Ilk kisim olan i¢ ¢ekirdek;
farkli polimerlerden, lipitlerden, inorganik ve organik maddelerden meydana gelebilir
ve etkin maddeyi hapseder. Ikinci boliim, polimerik/inorganik ¢ekirdegi saran ve bu
sistemin biyouyumlulugunu arttiran ara lipit katmandan meydana gelir. Son olarak en
dista lipit veya polimer konjugati bulunur ve bu katman polietilen glikol (PEG) ile
kaplanarak dolasimdaki kalis stiresi uzatilabilir veya bu katmana farkli ligandlarin
eklenmesiyle hedefe ozgiilliik saglanabilir. Bu katman; antikorlari, aptameri ve
benzeri molekiilleri elektrostatik kuvvetle baglamak i¢in uygun bir yiiklii bilesenle

islevsel hale getirilebilir (201).
Hibrit Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
HNP’lerin bilesimlerine ve uygulamalarina bagli olarak hazirlanmalarinda

farkli yontemler kullanilmaktaysa (202) da genellikle iki yontem siklikla
kullanilmaktadur. ilk olarak, i¢ ¢cekirdegin ve dis kabugun ayr1 ayr1 hazirlandig: ve daha
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sonra HNP olusumu i¢in birlikte inkiibe edildikleri iki asamali klasik yaklagim siireci
sayilabilir. Tkinci olarak, kendiliginden birlesmenin meydana gelmesini saglayan tek
asamal1 yaklasimdan s6z edilebilir (195, 203). Bu yontemlerde, hastaliga 6zgii tedavi
ihtiyacini karsilayan islevsel HNP’ler elde etmek i¢in farkli kimyasal basamaklarla
degisiklikler yapilabilir (203).

Iki Asamah Klasik Hazirlama Yontemi

HNP’lerin hazirlanmast igin gelistirilen ilk tekniktir. i¢ ¢ekirdek ve dis kabuk
bilesenleri, uygun polimerler ve maddeler kullanilarak iki ayr1 asamada hazirlanir,
sonrasinda HNP olusturmak tizere bir araya getirilir (201). Formiilasyon genellikle
uygun oranlarda polimerik nanopartikiillerden olusan bir ¢ekirdek ve lipit yapida bir
dis kabuk igerir (204). Tek veya ¢ok katmanli dig kabuk; sonikasyon (205), ekstriizyon
veya yiiksek basingli homojenizasyon (206) gibi tekniklerle hazirlanir. Polimerik ig
cekirdek; hapsedilen ilaglarin hidrofobik 6zelligine, kullanimina (207) ve ¢ekirdegin
boyutuna bagli olarak emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlagtirma veya ¢oziicii
difiizyonu (208), desolvasyon (209), nanogoktiirme (210, 211), sonikasyon (212) ve
yiiksek basingli homojenizasyon (213) ile hazirlanabilir.

Olusturulan polimerik ¢ekirdek ve lipit kesecikleri, HNP’leri hazirlamak
amaciyla vorteksleme, ekstriizyon, film hidrasyon ve ultrasonikasyon teknikleriyle
karigtirthir. Karistirma islemleri, kabugun i¢ ¢ekirdek {izerine birlesmesi veya
adsorpsiyonu icin gerekli enerjiyi saglar (212). Ayrica, bu bilesenler arasindaki
elektrostatik kuvvetler de HNP iretiminde rol oynar. Karistirma isleminin lipit
bilesenin faz gegis sicakliginin iizerinde yapilmasi gereklidir. Olusan HNP’ler

ultrasantrifiyj ile ayrilir (214, 215).

Degistirilmis ki Asamah Hazirlama Yontemi

Iki asamali klasik hazirlama yénteminde, piiskiirterek kurutma ve litografik
kaliplama gibi islemlerle degisiklikler yapilarak HNP formiilasyonu elde edilmektedir
(207). i¢ gekirdek; lipit, polimer veya inorganik madde igeren uygun bir ¢oziicii

igerisinde dagitildiktan sonra piiskiirterek kurutmayla hazirlanabilir (201).
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Tek Asamah Hazirlama Yontemi

Iki asamali HNP hazirlama yonteminde gdzlenen iKinci asama sirasinda ic
cekirdekteki etkin maddenin kaybi nedeniyle diisiik enkapsiilasyon verimliligi, seriler
arast degiskenlik ve islemin uzun zaman almasi nedenleriyle tek asamali yontem
gelistirilmistir  (216). Tek asamali hazirlama yonteminde igerik tekdiizeligi,
tekrarlanabilirlik ve diger 6zellikleri {izerinde daha iyi kontrol saglanmaktadir. Bu
yontemde, polimer ve lipit igeren iki farkli ¢ozelti karigtirilir ve kendiliginden
birleserek c¢ekirdek kabuk HNP’ler olusur (217). Polimer uygun bir organik ¢oziicii
igerisinde ¢oziiliirken, lipit ¢ozeltisi organik ¢oziiciiniin kii¢iik bir kismini ¢oziicti
olarak kullanabilen su igerisinde hazirlanir. Polimer igeren ¢dzelti, polimerin
nanopartikiilleri olusturmak {izere ¢oktiigii ve lipitin, HNP’leri olusturmak {izere
yiizeyde kendiliginden birlestigi lipit fazina eklenir (201). Tek asamali hazirlama
genellikle nanog¢oktiirme, emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma ve c¢oziicii

diftizyon yontemleriyle gerceklestirilmektedir (195, 201).

Emiilsiyon Olusturma-Coziicii Buharlastirma Yontemi

HNP hazirlamak icin en sik kullanilan tek asamali yontemdir. Bu yontemde
etkin maddenin 6zellikleri ve ¢oziintirliigline gore tekli emiilsiyon olugturma-¢oziicii
buharlastirma (218) veya ¢ift emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlagtirma
yonteminden birisi tercih edilir (195). Tekli emiilsiyon olusturma yonteminde yag fazi,
polimer ve ilacin suyla karismayan organik ¢dziicii icerisinde ¢ozlilmesiyle hazirlanir.
Kendiliginden birlesme sirasinda lipit kismini i¢eren su fazi stabilizator gérevi tistlenir
(219, 220). Organik faz daha sonra sonikasyon altinda veya sabit hizda karistirilarak
sulu faza damla damla ilave edilir ve su i¢inde yag (Y/S) emiilsiyonunun olusur.
Emiilsiyon olusturma islemi esnasinda, lipitin hidrofobik kismi i¢ ¢ekirdek iizerine
adsorbe olurken, hidrofilik kismi lipit kapli HNP’leri olusturan sulu ortama dogru
kendini diizenlemektedir (216, 221).

Tek emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi suda ¢ozliniirligi

diisiik olan hidrofobik etkin maddelerin enkapsiile edilmesi i¢in tercih edilir (222). Cift
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emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yontemi, diger uygun polimerler veya
cekirdek/kabuk malzemeleri ile farkli organik ¢oziiciiler icinde ¢dziinmeyen hidrofilik

etkin maddeler ve siRNA gibi niikleik asitler igin HNP tasarlanirken tercih edilir (223).

Nanocoktiirme Yontemi

Bu yontem ayni zamanda tuzla ¢Oktiirme yOntemi olarak da bilinmektedir
(195). Boyutu 100 nm’den kiigiik HNP’lerin iiretiminde tercih edilen bir yontemdir
(201). Bu yontemde polimer i¢in farkli ¢6zme kapasitesine sahip iki karisabilir ¢dziicli
kullanilir. Ilk olarak, polimer c¢ekirdegi, iyi ¢oziicii olarak tanimlanan yiiksek
¢oziiniirliige sahip ¢oziicii iginde ¢oziindiiriilerek olusturulur ve bu ¢6ziicii, daha sonra
zayif ¢dziicii olarak tanimlanan ¢oziiciiye eklenir (224). Iki ¢ozelti damla damla ilave
edilerek veya sonikasyon yoluyla karistirihir. Iyi ¢oziiciiniin zayif ¢oziiciiyle
karigsabilmesi, polimerin ¢Okmesi nedeniyle geride c¢ekirdek nanopartikiillerini

birakarak difiize olmasini saglamaktadir (225).

Sonikasyon Yontemi

Sonikasyon, ¢oziicii buharlagtirma veya isitma yerine ultrasonik dalgalart
kullanarak hizli tiretim saglayan bir tekniktir. Bu yontemde organik faz ve sulu faz
olarak adlandirilan iki ¢ozelti sirasiyla i¢ ¢ekirdek (polimer) ve dis kabuk veya

kaplama maddesinin (lipitler) olusumunu saglar (195).

Yesil Teknoloji Yontemi

HNP hazirlanmasinda istenmeyen maddelerin zararlarini azaltan ¢evre dostu
yontemler ve inorganik ¢oziiciiler yerine organik ¢oziiciilerin kullanilmasi biiyiik
degisim yaratmistir. Bu ¢evre dostu yaklagimlar ayni zamanda diisiik maliyeti, daha
Iyi stabilite, yiiksek uyumluluk ve daha giivenli kullanim da saglamistir (226).
HNP’lerin bu yontemle iiretildigi bir calismada, organik ¢oziicii olarak hintyagi

kullanilmustir (227).
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Nanotasiyicilarin Hedeflendirilmesi

Nanotasiyicilarin hedeflendirilmesinde baslica pasif hedeflendirme ve aktif
hedeflendirme olmak {izere iki yaklasim tercih edilmektedir. Nanotasiyicilarin
terapotik veya tani amaciyla kullanilabilmeleri igin, pasif veya aktif hedeflendirme
yoluyla belirli bir bolgeye iletilmesi ve birikmesi gerekir (228).

Pek ¢ok arastirmada, pasif hedeflendirmede nanotasiyicilarin boyut, sekil ve
ylizey yiikii gibi yapisal 6zelliklerinin rol oynadigi, bunlara bagli olarak dolasim
sliresinin, penetrasyon hizinin ve hiicre i¢ine alinmalarmin etkilendigi gosterilmistir
(229, 230). Ayrica, MSS hastaliklarinda nanotasiyicilarin pasif hedeflendirmesi ile
KBE’yi gecis saglanabilir, beyindeki enflamasyon olan bolgelerdeki damarlarda
gerceklesen patofizyolojik degisimler gecirgenligin artmasina nanotastyicilarin
istenen alanda birikmesine olanak saglar ve bu da artmis gegirgenlik tutma etkisi
(EPR) olarak bilinir (231). Bu strateji, nanotastyicilarin PEG gibi maddeler ile
kaplanmas1 (PEGilasyon) ve onlara “gizlilik” 6zellikleri kazandirilmasiyla
gerceklestirilir. PEGilasyon, opsonizasyonu 6nemli 6l¢iide azaltarak nanotasiyicinin
retikiiloendotelyal sistem (RES) monositleri ve makrofajlar tarafindan taninmasini,
fagositozu Onler, kandan uzaklastirilmay1 azaltir ve beyin mikrodamarlarinda kalma
stiresini artirir (231, 232). Bununla birlikte, pasif hedeflendirme tek basina aktif
hedeflendirme kadar etkili degildir.

Aktif hedeflendirme, nanotasiyicilarin yiizeyine KBE’de asir1 ifade edilen
0zgiin molekiilleri taniyabilen, bunlara baglanabilen, beyne gecisi saglayan ve ilag
alimin1 artiran ligandlarin eklenmesiyle gergeklestirilir (233). Antikorlar, aptamerler,
karbonhidratlar, enzimler, folat, peptitler ve vitaminler dahil olmak {izere aktif
hedeflendirme tekniklerinde nanotasiyicilar1 islevsel hale getirmek igin, cesitli
ligandlar kullanilmaktadir (234, 235). Nanotasiyicilarin ligandlarla  yiizey
degisikliginin, KBE gecirgenligini arttirmada en kritik rolii {istlendigi cesitli
caligmalarla gosterilmistir (236, 237). Bunun yani sira, nanotasiyicilari farkli endositik
yollara yonlendirerek disar1 atim pompalar1 (“efflux pump”) tarafindan taninmalarinin
nispeten 6nlenmesine olanak tanir. Ayrica, ideal bir beyne ilag tasiyici sistemin hem
KBE’yi asabilmesi hem de beyin parankimine girdikten sonra hastalikli hiicreleri

secici olarak hedefleyebilmesi istenir. Aktif hedeflendirme, nanotasiyicinin hem
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KBE’ye hem de hedef hiicrelere segiciligini artirarak hiicre i¢ine alimin1 destekler,
islevsel hale getirilememis formiilasyonlarda yaygin olarak goriilen, periferik
organlarda birikmeyle iligkili yan etkileri, en aza indirir (238, 239). Formiilasyonun
hedefleyecegi reseptorlerin normal hiicrelerde zayif sekilde ifade edilmesi, hatta hig
olmamasi ancak tiim hedef hiicrelerde homojen sekilde bulunmasi istene bir durumdur
(240-242). Bu sekilde nanotasiyicilarin tedavideki ve teshisteki verimliligi
artmaktadir (243).

Tez kapsaminda gelistirilen HNP’ nin aktif hedeflendirme araciligi ile hastalik
bolgesine ulagsmasi planlandigindan devam eden boliimde konjugasyon yoluyla aktif

hedeflendirmeye deginilecektir.

Konjugasyonla Aktif Hedeflendirme

Nanotastyicilarin  islevsel hale getirilmesi, hedeflendirme verimliligini
artirmak i¢in fonksiyonel gruplarin veya biyomolekiillerin konjugasyonu yoluyla
nanotastyicilarin  ylizeyindeki degisimi ifade etmektedir (244). Nanotasiyicilar;
ligandlar ile adsorpsiyon, kovalent baglanma veya aracit molekiil kullanilarak islevsel
hale getirilebilir (245). Nanotasiyici ile baglanma yontemi stabil bir bag olusturmali
ve ligandin biyolojik aktivitesinin korunmasmi saglamalidir (246). Kullanilan
konjugasyon yoOntemine bagli olarak, nanotasiyicilarin yiizeyindeki ligandlarin
yerlesmesi bolgeye ozgii olabilir veya olmayabilir. Ayrica baglanma bolgeleri

ligandlarin yoniinii belirler (247).

Adsorpsiyon ile Konjugasyon

Adsorpsiyon, kovalent olmayan, fiziksel adsorpsiyon ve iyonik baglanma
seklinde gergeklesen basit konjugasyon yontemlerinden biridir (248). Fiziksel
adsorpsiyonda ligand, elektrostatik kuvvetler, hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler
ve Van der Waals kuvvetleri gibi zayif etkilesimler yoluyla nanotasiyici ylizeyine
baglanir (249). Iyonik baglanma, zit yiiklii ligand ile nanotasiyici yiizeyi arasindaki
iyonik baglantilara dayanir (250). Bu yontemle ligandlar, az kayip vererek yiizeylere

baglanabilir (249). Bu yontem, ucuz olmasi ve kisa siirmesi sebebiyle tercih edilse de
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(251) kovalent baglanmayla karsilastirildiginda fiziksel stabilitenin azalmasina neden
olur (252) ve konjugasyon verimliligi ve tutunma azalabilir (253). Ayrica, fiziksel ve
iyonik etkilesimlerle iligkili segicilik eksikliginden dolayi rastgele ligand yonelimleri
gozlenebilir (254).

Kovalent Baglanma ile Konjugasyon

Kovalent baglanma ile konjugasyonda nanopartikiiliin 6nceden aktivasyonuna
ihtiya¢ duyuldugundan, fiziksel adsorpsiyon ve iyonik baglanmadaki gibi basit bir
islem degildir (247). Ancak daha yiiksek stabilite ve tekrarlanabilirlik 6zellikleri ile
kovalent baglanma tercih edilir. Ciinkii kovalent baglar kopmaya daha az duyarlidir,
bu da adsorpsiyonla karsilastirildiginda diizenli ligand yerlesmesi ile daha giicli
konjugasyon saglar (255). Karbodiimit kimyasi, maleimit kimyasi ve “Click ” kimyast,
nanotastyict ligand konjugasyonu i¢in en yaygin kullanilan kovalent baglanma

yontemleridir (254).

Karbodiimit Kimyasi

Karbodiimit kimyas: yonteminde, karboksilik asitleri primer aminlere gapraz
baglamak igin 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimit (EDC) wve N,N'-
disikloheksilkarbodiimit (DCC) gibi karbodiimid bilesikleri kullaniimaktadir (256,
257). Tek adimli reaksiyon olarak gergeklestirilen karbodiimit ¢apraz baglanmasi igin
N-hidroksisiiksinimit (NHS) veya N-hidroksisiilfoksiiksinimit (stilfo-NHS) maddeleri
gerekli olmasa da EDC aracili baglanma verimliligini artirmak icin bu maddeler
genellikle reaksiyon ortamina eklenir (258, 259). Kolay bir islem olmasina karsin
islevsel gruplar ve capraz baglayicilar arasindaki baglantinin secici olmamasi ve
nanotasiyici yiizeyine ligand yerlesmesi tizerinde kontroliin olmamasi bu yontemin

baslica sakincalaridir (251, 260).
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Maleimit Kimyasi

Maleimit kimyasi, ligandin, tiyol grubu olarak da adlandirilan siilfhidril
gruplar1 (-SH) {iizerinden baglanmanin gergeklestigi secici bir konjugasyon
yontemidir. Siilfhidriller, sistein amino asitlerinin yan zincirinde bulunur (261). Tiyol,
fizyolojik pH'da proton kaybetmis hali olan serbest stilthidril haline gelir ve daha iyi
niikleofilik 6zellik gosterir (262). Maleimit gruplarinin serbest siilfhidrillere karsi
notral pH’daki reaksiyonu, primer aminlere kiyasla bin kat daha hizli yiiriir ve bunun
neticesinde secicilik artar. Serbest siilthidril gruplari, primer aminlerle reaksiyon
yoluyla veya ligandlarin kendi disiilfit baglarinin indirgenmesi yoluyla elde edilir
(263, 264). En sik kullanilan maleimit ¢apraz baglama reaktifleri, NHS-maleimit ve
PEGile edilmis c¢esitleridir (267, 268). Serumdaki tiyol iceren proteinlerle (or.
albiimin) etkilesimden kaynakli olarak maleimit sisteinlere karsi segicilik

gostermeyebilir. Bu durum yontemin tercih edilmesini sinirlandirabilir (269, 270).

“Click” Kimyasi

“Click” kimyasi, bolgeye 6zel ve uygun reaksiyon hizina sahip bir grup
kimyasal reaksiyonu ifade eder. Reaksiyon sonucunda kalici kimyasal baglar meydana
gelirken toksik firlinler olusmaz. Reaksiyonlar oda sicakliginda, sulu ¢ozelti
kosullarinda, hi¢ saflagtirma gerektirmeden veya c¢ok az saflagtirma gerektirerek
yiiksek verimlilikle ve kolaylikla gerceklesir (265-267). Bu reaksiyonlarda azit ve
alkin gruplarinin  kullanilmasi, canlilarda ¢ok az diizeyde bulunmalar1 ve
biyomolekiiller ile islevsel gruplarin ¢ogunluguna karsi inert olmalarindan dolay1
stlinlik saglar (268). Cu(l) katalizorleri reaksiyonlari hizlandirir (269) ancak
toksisiteye yol agabildikleri i¢in olusan tiriinlerin canlilarda kullanimi kisitlanmaktadir

(270).
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Araci Molekiil ile Baglanma

Kovalent baglanmaya kiyasla aract molekiiller kullanildiginda ligandlar
nanopartikiiller tizerinde daha segici sekilde yer alir (271). Bu yontemde en sik
kullanilan biyotin-avidin baglanmasidir (272). Bu bag hizla olusur ve farkli pH,
sicaklik, organik ¢oziiciiler ve denatiire eden maddeler varliginda stabil kalir (273).
Bununla birlikte avidin yiiksek izoelektrik noktasina sahip bazik bir protein
oldugundan (274) hem fizyolojik pH’da hem de glikolizasyonda olusan pozitif
metabolitlerle etkileseme girerek diisiik secicilik gosterebilir (275).

2.6. Etkin Madde - Nintedanib

Nintedanib (ND), bir dizi biiylime faktoriine baglanarak fibroblastlarin
biiyiimesini engelleyen tirozin kinaz inhibitérii, kiigiik bir molekiildiir. ilk olarak 2014
yilinda idiyopatik pulmoner fibrozisin (IPF) tedavisinde kullanilmak iizere FDA
tarafindan ruhsat almistir (276). ND; trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorii
(PDGFR), fibroblast biiyiime faktorii reseptorii (FGFR), vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii reseptorii (VEGFR) ve Fms benzeri tirozin kinaz-3 (FLT3) (277) dahil olmak
tizere ¢coklu reseptdr tirozin kinazlari ve reseptor olmayan tirozin kinazlar inhibe eder
(276,278). ND, ayrica kiigiik hiicreli dig1 akciger kanserinin (NSCLC) tedavisi igin
Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) tarafindan dosetaksel ile kombinasyon halinde kullanim
icin onaylanmistir (279).

ND’nin fizikokimyasal 6zellikleri asagida sirayla belirtilmistir:

* CAS numarasi: 656247-17-5
* Kimyasal adlandirma: metil  (3Z)-3-[[4-[metil-[2-(4-metilpiperazin-1-
i)asetil]amino]anilino]-fenilmetiliden]-2-okso-1H-indol-6-karboksilat

* Kimyasal formiilii: C31H33NsO4
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* Fiziksel ozellikleri: Acik sar1 renkte toz; -20 °C’de saklanir; erime sicakligi:

237 °C

*  Molekiil agirligi: 539,62 g/mol
* Coziiniirlik: Suda neredeyse hi¢ ¢dziinmez; biyofarmasotik siniflandirma

sistemine gore Sinif 11 (280)

ND, IPF tedavisinde oral olarak uygulanir, kan dolasimi yoluyla dokulara
biiyiik olglide dagilir ve sistemik yan etkilere siklikla yol agar (281), bu etkilere
anoreksiya, halsizlik, ishal ornektir, dolayisiyla ND uygulamasi erken kesilebilir
(282). Ayrica, ND’nin oral uygulama sonrasi beyne gegisi ¢ok diisiik miktardadir (283,
284) ve oral biyoyararlanim1 yaklasik %5’tir, bu kadar diisiik olmasinin ciddi 6lgiide
ilk gecis etkisine ugramasi ve atim pompasi (P-glikoprotein (P-gp) substrati oldugu
bilinmektedir (285)) nedeniyle olduguna inanilmaktadir (286). Baska ilaglarla
etkilesimi diisiiktiir, plazma proteinlerine yaklasik %98 oraninda baglanir, dagilma
hacmi 1050 L’dir, bu da periferik dokulara yayildigin1 gosterir, eliminasyon yar1 dmrii
9,5 saattir ve biiyiik oranda (%93,4) feges ve safra ile uzaklastirilir (280).

ECM, saglikli bir beyinin yaklasik beste birini olustururken (287), gorece
diisiik miktarlarda kolajen gibi fibroz proteinleri icermektedir (288). Ancak yapilan
calismalarla, kronik MS’de kolajen birikiminin oldukg¢a arttig1 ve fibrotik yapilarin
olustugu gosterilmistir (289). Ozellikle tip 1 kolajen miktarinin artmasi, fibrozis
olusumu teorisini gii¢clendirmektedir (15). Bu bilgiler 1s1ginda, ND’nin antifibrotik ve
antiinflamatuar etkilerinin, MS’deki fibrotik yapilarin azaltilmasinda etkili olacagi ve
hastaligin iyilestirilmesinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Bu tez kapsaminda da

ND’nin MS hastaligindaki etkinligi degerlendirilmistir.
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2.7. Peptit - TKKTLRT

MS hastaliginda, MSS’deki lezyonlara ilag tasinmasi etkin tedavinin
saglanmasinin Oniindeki en biiyiik engellerdendir. KBE’yi, ilaglarin ve ilag tastyict
sistemlerin hedef bolgeye ulasmasini engellemektedir. Ayni zamanda, uygulanan
ilaglarin belirli bir bolgeye hedeflenmemesi nedeniyle ilag molekiiller biitiin viicuda
dagilmakta, bu durum da tedavi etkinliginin azalmasina ve yan etkilerin artmasina
sebep olmaktadir. Bu tez kapsaminda ND etkin maddesinin MSS’ye taginmasi i¢in
HNP’ler gelistirilmis ve aktif hedeflendirme i¢in de peptitlerden yararlanilmigtir.

Peptitler yiiksek biyouyumluluklari, biyobozunurluklari, kendiliginden bir
araya gelmeleri ve farkli kimyasal Ozellikleri nedeniyle akilli nanotasiyict
sistemlerinin hazirlanmasinda biiyiik ilgi cekmektedir (290). Ilac tasiyic1 sistemlerde
kullanilan peptitler genellikle 2-30 amino asit uzunlugundadir (290). Kiigiik boyutlari,
kolay sentezlenebilmeleri ve diger aktif hedeflendirme ajanlarina kiyasla daha diisiik
immiinojenisite gdstermeleri en dnemli {istiinliikleri olarak sayilabilir.

Kolajenler ekstraselliiler matriksin temel bilesenlerindendir. Saglikli sinir
sistemi parankimasinda ve beyin kan damarlarini ¢evreleyen bazal membranda tip IV
kolajen bulunmaktadir (291). Hem aktif hem de inaktif MS lezyonlarinda ise tip I, III
ve IV kolajen salgilanmasi artmaktadir. Ayn1 zamanda aktif lezyonlardaki
perivaskiiler bosluklarda tip I kolajenin arttig1 tespit edilmistir (17). Bu sebeplerden
otiirli, beyindeki MS lezyonlarinin aktif olarak hedeflenebilmesi i¢in tip I kolajene
0zgiil bir peptit kullanilmas1 uygun gorilmiistiir.

TKKTLRT; yedi amino asitli, kolajen pargalayan enzim kolajenazdaki kolajen
baglama alanlarindan tiiretilmis bir peptittir. TKKTLRT, yalnizca tip I kolajene
yiiksek 0Ozgiillikle rekabet¢i bir sekilde baglanmakla kalmaz, aym1 zamanda
diizensizlik olan alanlarda doku rejenerasyonunu uyaracak faktorleri saglamak iizere
islevsellestirilebilir (292). Literatiirde TKKTLRT nin, diyabetik yara iyilesmesini,
ndrojenezi, vaskiilarizasyonu ve hiicre olusumunu kolaylastirmak igin ¢esitli bilylime
faktorleri ve ilaglara konjuge edildigi ¢alismalar yer almaktadir (292). TKKTLRT, ¢ok
yiiksek bir izoelektrik noktaya sahiptir (pI=11,2). Yapilan aragtirmalar, TKKTLRT-
kolajen etkilesiminin yalnizca elektrostatik olmadigini, diziye de bagli oldugunu

gostermistir (293).
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Bir antikorun veya bir peptitin bir baglayict yoluyla bir ilaca kovalent
konjugasyonu, bir antikor-ilag konjugati veya bir peptit-ilag konjugati (PDC) meydana
getirir. Baglayici, PDC’nin dolasim siiresini uzatmada ve ilacin salimii kontrol
etmede rol oynar. Genel olarak peptitin N veya C terminali veya sistein terminal grubu,
konjugasyon bolgeleri olarak segilir (290). Terminal ugtan konjugasyonunun peptitin
islevi iizerinde ¢ok az etkisi olmasindan dolayi, maleimit-sistein “Michael” ekleme
reaksiyonu, hizli reaksiyon kinetigi, yiiksek seciciligi ve 1limli reaksiyon kosullari
nedeniyle yaygin olarak bu ug¢lardan PDC olusturmakta kullanilir. Baglayici kisminda
yalniz bir sistein bulunmasi baglanma verimliligini artirabilir (290). Bu sekilde PDC

hazirlanirken degerlendirilen baglayicilardan birisi de CGGG dizisidir (294).
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3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Aletler
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Madde

Marka

1,2-distearoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin-
N-[amino-(polietilen glikol)-2000] (DSPE-
PEG)-maleimit

Avanti, ABD

2-Propanol Merck, Almanya
Asetonitril Sigma, ABD
96 kuyucuklu ELISA plaklar Nunc, ABD

Alexa Fluor 647 isaretli anti-fare antikoru

Jackson Immunoresearch, ABD

BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, ABD

CGGGTKKTLRT GenScript, ABD
Etanol Sigma, ABD
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma, ABD
Diyaliz membrani Sigma, ABD
Dulbecco PBS Sigma, ABD

Fare anti-MBP antikoru

Jackson Immunoresearch, ABD

Fetal dana serumu

Biological industries, ABD

FITC isaretli anti-tavsan antikoru

Jackson Immunoresearch, ABD

Fosfat tamponu (pH 7,4) (tablet) Sigma, ABD

Izopropil alkol Sigma, ABD

Ketamin Ata Fen, Tirkiye

Ksilazin Bioveta, Cek Cumhuriyeti

Lesitin (egg yolk, Type XVI-E, > 99%)

Avanti, ABD

L-glutamin

Gibco, Invitrogen, ABD

L-929 fare fibroblast hiicre hatt1

Merck-Millipore, ABD

MetaboAnalyst

Wishart, Kanada

Metanol

Merck, ABD

Metil prednizolon (MP)

Gensanta, Tiirkiye
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MTT Sigma, ABD
Nil Kirmizisi Sigma, ABD
Nintedanib Cayman, ABD
o-Fosforik Asit Sigma, ABD
Paraformaldehid Sigma, ABD

Penisilin-streptomisin

Biological industries, ABD

PLGA (50:50) (Resomer RG 503)

Boehringer Ingelheim, Almanya

S1gir serum albiimin

Sigma, ABD

Siiper Blok Thermo Scientific, ABD
Tavsan anti-kolajen | antikoru Jackson Immunoresearch, ABD
Trifloro asetik asit Sigma, ABD

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi Sigma, ABD

Tris(2-karboksietil)fosfin (TCEP) ¢ozeltisi

Thermo Scientific, ABD

Tween80 Merck, Almanya
Cihaz/Yazihm Marka/Program adi
Cryotome Leica, Almanya

Cok noktalt manyetik karistirict

Variomag, Almanya

Diferansiyel Taramali1 Kalorimetre

DSC Q 100TA Instruments, ABD

ELISA plak okuyucu

VersaMax, Molecular Devices, ABD

Erime derecesi tayin cihazi

Thomas Hoover, ABD

FT-IR Spektrofotometresi

FT-IR 420 Spec, ABD

HPLC Sistemi

Agilent 1100 Series, Almanya

Isiticil1 yatay calkalayict

Memmert, Almanya

ImageJ

NIH, Amerika

Inkiibator

Sanyo, Japonya

Istatistiksel yazilim

Graphpad Prism8, ABD

Konfokal mikroskop

Leica, Almanya

Laminar hava akish kiiltiir kabini

Faster, italya

Mikropipet

Eppendorf, Almanya

MS-DIAL

RIKEN, Japonya
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Partikiil biyiikligi ve zeta potansiyeli Zetasizer Nano ZS, Malvern, ingiltere
Ol¢iim cihazi

pH metre Sartorius, Almanya
Q-TOF LC/MS Agilent, Almanya
Santrifiij cihazi Hermle Z383K, Almanya
Santrifiij cihazi Labconco, ABD
Taramal1 elektron mikroskobu (JEOL Leica, Almanya
JEM-1200 EX)

Termostatl yatay calkalayici Memmert, Almanya
Ultra saf su cihazi Millipore, ABD
Ultrasonik Banyo Bandelin, Almanya

UV Spektrofotometresi Shimadzu, Japonya

3.2. Nintedanib’in  Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde Yapilan

Cahismalar

ND’nin fizikokimyasal o6zelliklerini degerlendirmek amaciyla Ultraviyole
(UV) Spektrofotometre analizi, Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) analizi ve

Fourier Transform Kizilotesi (FT-IR) Spektrofotometre analizi gergeklestirilmistir.

3.2.1. UV Spektrofotometresi

Etanol i¢inde 10 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ND ¢ozeltisi, 1x1 cm
boyutundaki kuartz kiivetlere yerlestirilerek 200-800 nm araliginda UV spektrumu
elde edilmis ve ¢ozeltinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amaks)

saptanmistir.

3.2.2. Fourier Transform Kizilétesi (FT-IR) Spektrofotometresi

ND’nin FT-IR Spektrofotometre ile analizi i¢in, 400 mg potasyum bromiir ile
yaklasik 2 mg ND homojen bir sekilde karistirtlmistir. Daha sonra karigim, 10000



35

kg/cm?*’liik hidrolik basing kullanilarak 5 dakika boyunca sikistirilmis ve elde edilen
disklerin FT-IR spektrumlari, 600-4000 cm™ dalga sayisi1 araliginda 6l¢ilmiistiir.

3.2.3. Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC) Analizi

ND’nin DSC analizi i¢in, aliiminyum DSC plakalar arasina hassas sekilde
tartilmis olan 10 mg ND yerlestirilmis, azot atmosferi altinda ve 25-400 °C araliginda,
10 °C/dakika sicaklik artis hizina sahip bir DSC termogrami alinmustir.

3.2.4. Erime Noktas1 Tayini

Toz halindeki ND, kilcal bir tiip icine yerlestirilmis ve erime noktasi, erime
derecesi tayin cihazi kullanilarak saptanmistir. Cihaz, beklenen erime derecesinin 10
°C altina kadar 1sitildiktan sonra ND igeren kilcal tiipler igine yerlestirilmistir. Cihazin
standart 1sitma hizina gore sicaklik artirilarak, ND’nin erimeye basladig1 sicaklik ile

tamamen eridigi sicaklik aralig1 kaydedilmistir.

3.3. Nintedanib’in Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayini

ND’nin miktar tayini i¢cin HPLC y6ntemi olarak Zhao ve ark. (297) tarafindan

gelistirilen yontem degistirilerek kullanilmis olup kromatografik kosullar asagida

belirtilmistir:
Kolon: C18 (125 mm x 4,6 mm, 3,5 um)
Hareketli faz: Asetonitril:%0,01 Trifloroasetik asit:Su - (35:20:45)
Enjeksiyon hacmi: 20 ulL
Akis hizi: 1 mL/dk
Dedektor: UV Dedektor
Dalga boyu: 392 nm

Sicaklik: 35°C
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10 mg ND hassas terazi ile tartilarak 10 mL’lik balon jojeye aktarilmistir, daha
sonra lizerine etanol eklenerek ve 2 dakika sonikasyon uygulanarak etkin maddenin
¢oziinmesi saglanmistir. Cozelti etanol ile 10 mL’ye tamamlanarak ve stok elde
edilmistir. Daha sonra analitik yontem validasyonu i¢in hareketli fazla uygun
seyreltmeler yapilarak sirasiyla 20, 15, 10, 5, 2,5, 1, 0,5 ve 0,2 pg/mL

konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler elde edilmistir.

3.4. Analitik Yontem Validasyonu

Analizi yapilacak maddenin tayininde kullanilacak olan ydntemin, uygun
goriilen kosullarda dogru, 6zgiil ve tekrarlanabilir oldugunu gostermek amagli analitik
yontem validasyonu yapilir (295). ND’nin tayininde kullanilacak olan HPLC
yonteminin uygunlugunun degerlendirilmesinde asagida belirtilen parametreler
incelenmis ve elde edilen sonuglar istatiksel olarak yorumlanmastir.

- Dogrusallik

- Dogruluk

- Kesinlik

- Tekrarlanabilirlik

- Duyarlilhik

- Stabilite (296)

3.4.1. Dogrusallik

Yontemin belirli bir konsantrasyon araliginda, analizi yapilan madde
konsantrasyonu ile deney bulgularinin dogrudan orantili olmasini saglama 6zelligidir
(296). Stok ¢ozeltinin hareketli fazla uygun seyreltmeleri yapilarak sirasiyla 20, 15,
10, 5, 2,5, 1, 0,5 ve 0,2 ng/mL konsantrasyonlarinda ¢ézeltiler elde edilmis ve HPLC
sisteminde analizleri yapilmistir. Dogrusallik analizinde, maddenin konsantrasyona
kars1 elde edilen pik alanlar1 kullanilarak dogru denklemi hesaplanmis ve bu denklem
ile elde edilen determinasyon katsayisinin 6nem kontrolii yapilmistir. Determinasyon

katsayisinin 0,995’ten biiyiik olmasi istenmektedir (296).
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3.4.2. Dogruluk

Yontem ile bulunan deney bulgularinin ger¢ek degerlere olan yakinligi
dogruluk analizi ile belirlenmistir. Yontemin dogrulugunun degerlendirilmesi igin
kalibrasyon dogrusunda yer alan ND ile hazirlanan ii¢ farkli konsantrasyonda (diisiik,
orta, yiiksek; 0,2, 2,5 ve 20 pg/mL) alt1 farkli 6rnek hazirlanmis ve tayin edilen
konsantrasyonla eklenen konsantrasyondan hareketle % geri kazanim degerleri

hesaplanmistir (296).

3.4.3. Kesinlik

Yontemin art arda yiiriitiilen dl¢iimleri arasindaki yakinligin derecesini ifade
eden standart sapma (SS) veya bagil standart sapma (BSS), kesinlik parametresi olarak
degerlendirilir. Kesinlik, bir yontemin normal ¢alisma sartlarinda tekrar edilebilirlik

veya tekrar elde edilebilirlik seviyesinin ifadesidir (296).

Tekrarlanabilirlik

Tez c¢alismalarinda kullanilan HPLC yonteminin tekrarlanabilir oldugunu
tespit etmek amaciyla kalibrasyon dogrusunda yer alan ND ile hazirlanan t¢ farklt
konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 0,2, 2,5 ve 20 ng/mL) drnekler 6 kere pes pese
uygulanmis ve bu uygulama ile elde edilen pik alanlarinin X, SS ve BSS degerleri

hesaplanmistir. BSS’nin %2’den kiigiik olmasi gerekmektedir (296).

Tekrar Elde Edilebilirlik

Tez calismalarinda kullanilan HPLC yo6nteminin tekrar edilebilir oldugunu
tespit etmek amaciyla kalibrasyon dogrusunda yer alan ND ile hazirlanan ii¢ farkli
konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 0,2, 2,5 ve 20 pg/mL) alt1 farkli 6rnek analiz
edilmis ve bu uygulama ile elde edilen pik alanlarmm X, SS ve BSS degerleri
hesaplanmistir. BSS’nin %2’den kiigiik olmasi gerekmektedir (296).
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3.4.4. Duyarhhk

Saptama Smmr1 (“Limit of Detection”)

Analizi yapilan maddenin miktar olarak saptanabildigi en disiik
konsantrasyondur. Analizdeki sinyal:giiriiltii oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon, bu

degeri gostermektedir (296).

Miktar Tayini Simir1 (“Limit of Quantitation”)

Analitik yontemin belirlenen sartlarda, analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir kesinlik ve dogruluk ile kantitatif olarak tayin edilebildigi en diisiik
konsantrasyon olarak miktar tayini sinir1 olarak tanimlanmaktadir. Analizdeki

sinyal:gliriiltii oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon, bu degeri ifade etmektedir (298).

3.4.5. Ozgiilliik (Segicilik)

Bir yontemin analizi yapilacak maddeyi 6zgiil olarak tayin edilebilme
yetenegidir (296). Bu amagla formiilasyonun igeriginde yer alan yardimci maddelerin
(peptit, PLGA 503, DSPE-PEG-Maleimit, Lesitin ve PBS) HPLC ile analizleri
yapilarak kromatogramlar1 elde edilmis ve ND ile benzer alikonma siiresinde

absorbans piki verip vermedikleri incelenmistir.
3.4.6. Stabilite
ND’nin deney boyunca stabil olarak kaldigini gdstermek icin 2,5 pg/mL

konsantrasyonda 3 seri halinde ¢ozeltileri hazirlanmis ve hemen, 24. ve 48. saatlerde

analiz edilmistir.
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3.5. Nintedanib Céziiniirliik Calismalari

ND’nin etanol ve dimetil formamit (DMF) gibi organik ¢oziiciilerde sirasiyla
2 ve 5 mg/mL konsantrasyonda ¢6zlindiigii, suda ise az ¢oziiniir oldugu bildirilmistir
(297). Bu sebeple, in vitro salim galismalarinda sink kosulun saglanmasi igin in vitro
salim ortam1 olarak kullanilabilecek ortamlardaki ND ¢oziiniirliigii tayin edilmistir.
ND ¢oziintirlik ¢alismalar1 pH 7,4 PBS ve %0,5 Tween 80 iceren pH 7,4 PBS ile
yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in, agir1 miktarda (25 mg) ND tartilip 1 mL’lik ortamda, 100
rpm ile 72 saat boyunca 25°C’de karistirilmis (297) ve siire sonunda 12000 rpm’de
10 dakika santrifiij islemi ile ¢ézlinmeyen ilag ayrilarak siipernatant elde edilmistir.
Daha sonra siipernatant 0,22 um’lik filtrelerden siiziilerek Boliim 3.3’te belirtilen

HPLC yontemi ile analiz edilmistir.

3.6. Formiilasyon Calismalari

Tez caligmas1 kapsaminda, ilaclarin KBE’yi ge¢gmesi i¢in siklikla tercih edilen
tasiyici sistemlerden biri olan polimerik i¢ ¢ekirdek lipit dis kabuk yapisina sahip HNP
formiilasyonlari tasarlanmistir (298). Formiilasyon tasarimi i¢in polimerik i¢ ¢ekirdek
icin PLGA 503, lipit dis kabuk yapisini olusturmak igin 1,2-distearoil-sn-glisero-3-
fosfoetanolamin-N-[amino-(polietilen glikol)-2000] (DSPE-PEG)-maleimit ve lesitin
degerlendirilmistir. Ayrica, tasarlanan HNP’lerin MS’ye bagli olarak omurilikte
biriktigi belirlenen tip 1 kolajene hedeflenmesi ve bu bolgede ND salimi yaparak
fibrozis olusumunu engellemesi planlanmistir. Bunun i¢in, tasarlanan nihai HNP
formiilasyonlarinin dis kabugunda yer alan DSPE-PEG-maleimit, tip I kolajene 6zgiil
olarak baglanan TKKTLRT peptiti ile CGGG baglayici dizisi araciligryla maleimit
tiyol konjugasyonu gergeklestirilerek konjuge edilmis (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2) ve aktif

hedeflendirme saglanmistir.
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3.6.1. Konjugasyon Islemi Yapilmamis Hibrit Nanopartikiillerin

Hazirlanmasi

ND igeren ve bos HNP’lerin hazirlanmasinda emiilsiyon sonikasyon yontemi
kullanilmistir. Literatiirde bu yontemin suda ¢oziinmeyen ilag iceren HNP’lerin
hazirlanmasinda en uygun yontem oldugu bildirilmistir (299). HNP’lerin hazirlanmasi
sematik olarak Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu ¢alismalarin 6ncesinde dnformiilasyon

calismalar1 yapilarak asagidaki islem basamaklari olusturulmustur.

HNP’lerin hazirlanmas1 basamaklar halinde su sekilde 6zetlenebilir (300):

a) PLGA igeren organik faz hazirlanmistir,

b) Etkin madde olarak tercih edilen ND organik faza eklenmistir (dolu
HNP’lerde),

c) Lesitin, DSPE-PEG Maleimit ayr1 ayr1 %4’lik etanol-su karisiminda
¢Oziilmiis, uygun miktarlarda karistirilmis, karisima deiyonize su ile ilave edilerek sulu
faz elde edilmistir,

d) Sulu faz organik faza 10:1 oraninda ilave edilmistir,

e) Karigim ultrasonik banyoda 5 dakika sonikasyona tabi tutulmustur,

f) Olusan HNP’ler 10 kDa’luk molekiil biiyiikligi gecirgenligine sahip
membran igeren filtreli santriflij tiipleri (Millipore, 10 kDa) kullanilarak santrifiij
edilmistir,

g) HNP’ler tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) (pH 7,4) ile yikanmustir.
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3.6.2. Hibrit Nanopartikiillere Peptit Konjugasyonu

HNP formiilasyonlarinin dis kabuk kisminda yer alan lipitlerin maleimit kismi,
mevcut yontemdeki aktif hedeflendirme i¢in kullanilan peptit ile baglant1 saglayan
CGGG baglayicisindaki sistein amino asiti ile konjugasyona elverisli kimyasal bir
grup saglamaktadir. Bu kisimlar {izerinden maleimit tiyol konjugasyonu
gerceklestirilmistir (301) (Sekil 3.2).

Peptitle konjuge edilmis HNP’lerin eldesi icin 3.6.1. basliginda verilen
hazirlama asamasindaki “g) basamagi” su sekilde uygulanmistir: “g) Olusan
nanopartikiiller 1:1 oraninda tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (pH 7,4 PBS ve 2 mM EDTA)
ile yikanmig, uygun miktardaki CGGGTKKTLRT amino asit dizisine sahip peptit
cozeltisi ile 60 dakika inkiibe edilmistir (inkiibasyon oncesi PBS-EDTA ig¢inde
¢oziindiiriilen peptit, disiilfit baglarinin kirtlmasi igin disiilfit bagi: TCEP orani1 1:1
olacak sekilde TCEP ile 5 dakika muamele edilmistir).

3.6.3. Hibrit Nanopartikiillere Peptit Konjugasyonunun Kontrolii

BCA (bisinkoninik asit) testi, biyolojik orneklerdeki toplam proteinin
miktarinin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan kolorimetrik bir yontemdir. Bu
nedenle, HNP formiilasyonlarina konjuge edilen peptit miktarini belirlemek i¢in BCA
testi kullanilmistir. Reaktif A ve Reaktif B, ¢alisma reaktifini elde etmek i¢in 50:1
oraninda karistirilmistir. Analiz i¢in bir mikroplaka okuyucu kullanildigindan,
numuneler ve standartlar ¢alisma reaktifi ile 1:8 oraninda karistirilmistir. Daha sonra
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve oda sicakligina sogumaya birakilmistir. Peptit
iceriginin tayini i¢in her 6lgiimde 0-2 mg/mL konsantrasyon araliginda bir albiimin
standard1 kullanilmistir. Son olarak, 562 nm’de plaka okuyucuda analiz edilmistir
(302).

Konjuge peptit miktarinin analizi igin farkli oranlarda peptit-polimer
karigimlart hazirlanmistir. Daha sonra bu karisimlar 10.000 Da MWCO Amicon
santrifiij filtrelerinden siiziilmiistiir. Siizme isleminden sonra konjuge olmayan
peptitler filtreden gegecegi i¢in filtrenin altinda kalan ornekler BCA analizinde

incelenmis ve konjuge peptit miktart hesaplanmistir (303)..
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3.6.4. Konjugasyon Islemi Yapilmis/Yapilmamis Hibrit Nanopartikiil

Formiilasyonlar: Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Calismalari

Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyeli Analizi

Hazirlanan HNP formiilasyonlarmin partikiil biiytikliiklerinin ve zeta
potansiyellerinin tespitinde Malvern Zetasizer Nano Series ZS cihazi1 kullanilmistir.
Hazirlanan HNP formiilasyonlari saf olarak ve PBS ile seyreltilerek 6l¢iim kiivetlerine
ayrt ayrt konmus ve once partikiil biiyiikliikleri, sonrasinda da zeta potansiyelleri

dl¢iilmiistiir. Olgiimler ii¢ tekrarl olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.

Hibrit Nanopartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin Tayini

HNP formiilasyonlarinin sekilleri ve ylizey ozellikleri gecirimli elektron
mikroskobu (TEM) kullanilarak incelenmistir. Goriintiileme islemi i¢in 400 mesh’lik
karbon kapli bakir gridler kullanilmis olup negatif boyama iiranil asetat ile yapilmistir.

Goriintiileme islemi JEOL JEM-1200 EX cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.6.5. Hibrit Nanopartikiillere Nintedanib Yiikleme Etkinliginin

Degerlendirmesi

HNP formiilasyonlarinda yiiklenen ND miktarmin belirlenmesi igin,
hazirlanan HNP formiilasyonundan sabit hacimde numune alinmis ve {izerine
asetonitril eklenerek HNP yapisini parcalamasi, bu sayede de ND’yi agiga ¢ikarmasi
saglanmistir. Ac¢iga ¢ikan ND’yi i¢inde bulunduran ¢ozelti 0,45 pum’lik filtrelerden
stiziilerek 6nceden gelistirilen HPLC yontemiyle miktar tayini yapilmistir (304).

3.6.6. In Vitro Salim Calismasi ve Sahm Kinetik Modeli
ND iceren HNP formiilasyonlarimin in vitro salim c¢alismalart “diyaliz

membran yontemi” ile gerceklestirilmistir (305). In vitro salim ¢alismalari

kapsaminda, hazirlanan HNP formiilasyonlarindan belirli miktarlarda alinarak
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(stispande halde) 1 mL’ye pH 7,4 PBS ile seyreltilmis ve diyaliz membran (10.000 Da
Cut off) icine yerlestirilmistir. Formiilasyonu igeren diyaliz membran 15 mL’lik
polipropilen tiiplerin igerisine aktarilmis ve sink kosulu saglamak amaciyla tiiplere 10
mL %0,5 Tween 80 igeren pH 7,4 PBS ¢ozeltisi eklenmistir. Bu sekilde hazirlanmis
olan 6 ayr1 salim hiicresi, ¢alkalama hiz1 100 rpm ve sicakligi1 37 + 0,5 "C’de sabit
tutulan yatay ¢alkalayicili su banyosunun igerisine yerlestirilmistir. Yukarida belirtilen
islemlerin aynis1 ND igeren peptit ile konjuge edilmis HNP formiilasyonlarina da
uygulanmistir. Belirlenmis olan zaman noktalarinda (0,5, 1, 2, 5, 8, 12, 24. saat)
polipropilen tiiplerin i¢indeki tiim ortam alinmis ve yerine 10 mL %0,5 Tween 80
igeren taze ortam eklenmistir. Salim hiicrelerinden alinan ortam 0,45 pm’lik membran
filtreden siizlilerek HPLC sisteminde miktar tayini yapilmistir. Daha 6nceden ¢izilmis
olan kalibrasyon dogrusundan yola ¢ikilarak zamana bagli olarak % salinan kiimiilatif
ND miktar1 tespit edilmistir.

Hazirlanan HNP formiilasyonlarindan elde edilen salim degerleri ile ¢esitli
kinetik modeller kullanilarak salim siiregleri tizerinde matematiksel arastirmalar
yapilmustir. Bunun i¢in in vitro salim profilleri DDSolver 1.0 programi araciligryla
analiz edilmistir (306). In vitro salim profilini analiz etmek igin en yiiksek
determinasyon katsayis1 (R?), model segim kriteri (MSC) ve en diisiik Akaike bilgi
kriteri (AIC) olmak {iizere {i¢ kriterin (306) yan1 sira sifirinci derece, birinci derece,
Hopfenberg, Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Hixson-Cromwell, Peppas-Sahlin ve
Weibull modellerini igeren sekiz model ile degerlendirme yapilmistir (306).

Salim bulgularmin kinetik degerlendirmelerine ek olarak, hazirlanan
formiilasyonlardan elde edilen ND’nin salim profilleri arasinda hem benzerlik hem de
farklilik acisindan karsilagtirma yapilmistir (307). Farklilik faktoriiniin (f1) ve
benzerlik faktdriiniin (f2) hesaplanmasi, FDA’ya baglh Ilag Degerlendirme ve
Arastirma Merkezi (CDER) tarafindan hazirlanan Endiistri Rehberi’nde verilen

metodoloji kullanilarak yapilmistir (307) (ilgili denklemler asagida paylasilmistir).

fl= {[i(Rt —T¢) /[i(Rt)]} x 100

-0.5

n
1
t=1

f2 =50.log
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Ilgili denklemlerdeki ifadeler su sekildedir:
f1: farklilik faktort,
f2: benzerlik faktori,
n: zaman noktasi sayist,
Rt: Calismanin baslangicindan sonraki t zaman noktasinda ¢éziinmiis olan referans
tirlinlin ortalama ytizdesi,
Tt Calismanin baslangicindan sonraki t zaman noktasinda ¢oziinmiis olan test iirtiniin

ortalama ytizdesidir.

Hesaplamalar her formiilasyon igin alti numuneye ait ortalama degerler
tizerinden gergeklestirilmistir. Test ve referans formiilasyonlari benzer oldugunda f1
degeri O (sifir) olur ve bu deger yiikseldik¢e iki profil arasindaki farklilik artar. f2
degeri 0 ile 100 arasinda degisir. Test ve referans profilleri arasindaki benzerligin
sayisal temsili ayni oldugunda 100°diir ve formiilasyonlar arasindaki farklilik arttik¢a

bu deger kiigiilerek sifira yaklasir (307).

3.6.7. Hibrit Nanopartikiillerin Sterilizasyonu

Tez kapsaminda hazirlanan HNP formiilasyonlari, “aseptik ortamda filtrasyon”
yontemi kullanilarak sterilize edilmistir (308). Aseptik ortamda sterilizasyonu
saglamak i¢in siispande haldeki formiilasyonlar aseptik ortamda, steril laminar hava
kabini igerisinde, daha dnceden sterilize edilmis kaplara 0,22 um por agikligina sahip
steril filtrelerden siiziilmiistiir. Formiilasyonlarin ortalama partikiil biiyiikligi 200
nm’nin altinda oldugu i¢in 0,22 pm (220 nm) por acikligina sahip filtrelerin

kullanilmas1 formiilasyonlar agisindan problem olusturmamaktadir.

3.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Tez kapsaminda hazirlanan HNP formiilasyonlarinin in vitro sitotoksisite
ozelliklerini degerlendirmek {izere 1.929 fare fibroblast hiicreleri kullanilmstir.
Uluslararas1  Standardizasyon Orgiitii (ISO) tarafindan in vitro sitotoksisitenin

degerlendirilmesi amaciyla L929 hiicre hatt1 onerilmektedir (309). Hiicre kiiltiirti
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calismalar1 Hacettepe Universitesi Farmasotik Teknoloji Ana Bilim Dali Hiicre
Kiiltiirti Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

L929 hiicreleri i¢in kullanilan DMEM’in igerigi, %10 (h/h) FBS, 50 U/mL
Penisilin ve 50 pg/mL Streptomisinden meydana gelmektedir. 1.929 hiicrelerinin
cogaltilip biiyiitiilmesi icin 25 cm? flasklar ve 37°C’de %5 CO2 iceren inkiibatdr
kullanilmigtir. Hiicreler flask yiizeyinin %80’ini kaplayacak diizeye gelince Tripsin-
EDTA (%0,25 Tripsin ve %0,02 EDTA) ¢ozeltisi kullanilarak flask yiizeyinden alinip
daha 6nce kullanilmamus kiiltiir ortaminda siispande edilmistir. Hiicreler tripan mavisi
ile boyanmis ve mikroskop kullanilarak sayilmistir. Daha sonra hiicreler doksan alt1
kuyucuklu plakalara her kuyucukta 100 uL/5000 hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Plakalar bir gece inkiibatérde bekletildikten sonra HNP dispersiyonu kiiltiir ortamiyla
seyreltilerek kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde uygulanmistir.
Kontrol grubu, yalnizca kiiltiir ortam1 eklenen hiicreler kullanilarak olusturulmustur.
Uygulama tamamlandiktan sonra plakalar 24 ve 48 saat olacak sekilde inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde PBS’de ¢dzerek hazirlanan MTT
cozeltisinden (5 mg/mL) her kuyucuga 25 pL eklenmistir. Dort saatlik inkiibasyon
tamamlandiktan sonra her kuyucuga 80 nL %23 SDS pH 4,7 (%45 DMF: %55 su (h/h)
iginde) ¢oOzeltisi eklenmistir. Plakalar bir gecelik inkiibasyondan sonra absorbans
Olctimii 570 nm’de mikroplaka okuyucuda yapilmistir. Sonuglarin hesaplanmasi

kontrol grubunun hiicre canlilig1 %100 kabul edilerek yapilmistir.

3.8. In Vivo Calismalar

Tez kapsaminda gerceklestirilen biitiin in vivo ¢alismalar Kog¢ Universitesi
Deney Hayvanlar1 Unitesi ve Kog Universitesi Translasyonel Tip Arastirma Merkezi
(KUTTAM)’da yiirtitiilmiistiir.

3.8.1. Farelerde MS Olusturulmasi ve MS Skorlamasi Yapilmasi

Ilerleyici MS hastaliginin alt tipini simiile eden DOE modelini olusturmak igin

C57BL/6 fareleri MOG antijeni ile immiinize edilmistir (310). Bunun igin, Kog

Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi'nden Etik Kurul izni alinmis (Etik
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protokol numarasi, 2022.HADYEK.013) ve burada firetilen 9-13 haftalik disi
C57BL/6 fareler kullanilmigtir. Calismada kullanilan tiim fareler ayni bakim,
beslenme ve barindirma kosullarinda 12 saat gece ve 12 saat giindiiz dongiisiinde, oda
sicakliginda ve standart kafeslerde tutulmustur. Immiinizasyon igin, 0,1 mL MOGgs-
55-CFA emiilsiyonu farelerin {ist sirt ve alt sirt bolgelerine cilt altindan (S.C.) enjekte
edilmistir. Enjeksiyonlar izofluran anestezisi altinda (1,5 L/dk oksijen akist ve %3
izofluran buhar ile) uygulanmistir. Enjeksiyonlardan sonra hayvanlar kafeslerinde
dinlenmeye birakilmistir. Islemden 2 saat sonra, her fareye 0,1 mL 200 ng bogmaca
toksini (PTX) i.p. olarak enjekte edilmistir. 1. giin PTX enjeksiyonlari tekrarlanmistir
ve hayvanlar bir hafta boyunca kafeslerinde rahatsiz edilmeden birakilmistir.
Asilamanin 10-12. giiniinden itibaren MS’i modelleyen ilk klinik bulgular ortaya
cikmaya baslamistir.

DOE modelinin olustugu 12. giinden itibaren 22. giine dek 6’sar hayvandan
olusan gruplara her giin, giinde bir kez intraperitoneal tedavi uygulamasi asagidaki
semaya gore yapilmistir:

1. Kontrol (sham),

2. Negatif kontrol (sadece MOG uygulama),

3. Pozitif kontrol (2 mg/fare olacak sekilde; Metil prednizolon (MP) ¢ozeltisi
(Prednol® 250 mg Ampul)

120 ng ND/fare olacak sekilde;
ND ¢ozeltisi

F14 formiilasyonu

AN A

P14 formiilasyonu
- llag igermeyen HNP formiilasyonlar: (tastyici etkisi)
7. F7 formiilasyonu

8.  P7 formiilasyonu

Uygulama sonrast Hooke Labs DOE Skorlama Kilavuzuna goére (Tablo 3.1) bir
noroloji uzmani tarafindan kor olarak iki glinde bir klinik skorlama yapilmistir.

22. giinde, fareler, anestezi olarak 100 mg/mL ketamin ve 20 mg/mL ksilazin
anestezisinin 0,1ml/10mg viicut agirligi kokteyli ve de Dulbecco PBS (DPBS) ve %4
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paraformaldehitin (PFA) kardiyak perfiizyonu uygulanarak sakrifiye edilmistir. Daha

sonra her bir farenin beyin ve omuriligi ¢ikarilmistir.

Tablo 3.1. Hooke Labs Kilavuzuna Gore DOE Skorlamasi (311).

0,0 - Motor fonksiyonunda belirgin degisiklik yok

0,5 - Kuyrugun ucu gevsek

1,0 - Kuyruk kontrolii yok

1,5 - Kuyruk kontrolii yok ve arka ayaklardan birinde gii¢siizliik

2,0 - Kuyruk kontrolii yok ve arka ayaklarda giigsiizliik

2,5 - Kuyruk kontrolii yok ve arka ayaklar siiriiniir
- Bir bacakta hareket yok/bir bacak tamamen siiriikleniyor ancak diger
bacakta hareket var
- DOE siddeti hafif goriiniir (skor 0,0-1,5 olarak) ancak farenin zaman
zaman diismesine neden olan giiclii bir bas egimi var

3,0 - Kuyruk kontrolii yok ve arka ayaklar felg veya kal¢adan ileri hareket
edemez
- Kuyruk kontrolii yok ve bir 6n ve bir arka bacakta felg

3,5 - Kuyruk kontrolii yok ve arka ayaklar felg
- Fare yan yatirildiginda kendisini diizeltemez

4,0 - Kuyruk kontrolii yok, tam arka bacak ve kismi 6n bacak felci
- Fare ¢ok az hareket ediyor ama uyanik ve besleniyor

4,5 - Tam arka ve kismi 6n bacak felci, hareket yok, fare uyanik degil.
- Farenin 6n bacaklarinda minimum hareket var, temasa neredeyse hig tepki
vermiyor

50 - Fare kendiliginden yuvarlantyor

- Fare fel¢ nedeniyle 6lii bulunur

3.8.2. Immiinofloresan ve Immiinohistokimya

In vivo c¢aliymalarda kardiyak perfiizyondan sonra elde edilen omurilik

dokular1 tizerinde (Sekil 3.3.a) immiinohistokimyasal degerlendirmeler yapilmistir.

Kardiyak perflizyondan sonra omurilik dokular1 %4 PFA i¢inde 4 °C’de en az 24 saat
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bekletilmis ve daha sonra kriyoprezervasyon igin sirastyla %10, %20 ve %30 siikroz
soliisyonlarinda (0,1 M fosfat tamponunda) dokular her siikroz konsantrasyonu i¢in
falkon tiipiiniin dibine inene kadar inkiibe edilmistir. Dokularin dondurulmas: -20
°C’de optimum kesme sicakligi (OCT) bilesiminde gergeklestirilmistir. Cryotome
cihazi kullanilarak (Sekil 3.3.b), poli-lizin kapli cam lamlar tizerine 10 pm kalinliginda
dondurulmug omurilik kesitleri alinmistir. Sekil 3.3.c’de gosterilen alanlardaki gibi

10 um kalinliginda dondurulmus omurilik kesitleri elde edilmistir.

Sekil 3.3. Fare omuriligi ve omurilik kesiti alma siireci a) Kardiyak perfiizyon sonrasi
c¢ikartilan omuriligin saklanmasi, b) Crytome cihaziyla OCT kapl
dokulardan kesit alinmasi, ¢) Elde edilen omurilik kesitleri, d) Boyanan
kesitlerin kapatilmasi.

Antikor c¢ozeltisi uzaklastirilmis ve lamlar birer dakika DPBS’e ii¢ kez

daldirilarak yikanmigtir. Daha sonra, ¢alisilacak ikincil antikor (siiper blok ¢ozeltisiyle
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seyreltilmis olarak) numunenin iizerine eklenmis ve 37 °C’de karanlikta 1,5 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra, ikincil antikor uzaklastirilmis ve DPBS iginde li¢ kez
birer dakika siireyle tekrar yikanmistir. Daha sonra hiicreler ya 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI, Abcam) ile kaplanmis ya da ikili veya tiglii seriler i¢in baska bir
birincil antikor ile baslangictaki safhalardan gecirilerek tekrar boyanmistir ve en
sonunda da DAPI ile kaplanmistir. Son olarak, 6rnekler DAPI ile kaplandiktan sonra
lamlar bir kapak camui ile kapatilmis ve kapak camini lam tizerinde oje kullanilarak
sabitlenmistir (Sekil 3.3.d). Floresan goriintiiler Leica DMi8 LCI mikroskop ile
alimmig ve Leica LasX yazilimi ile incelenmistir. Kullanilan antikorlar ve seyreltme

faktorleri Tablo 3.2°de listelenmistir.

Tablo 3.2. immiinofloresan boyamada kullanilan antikorlar ve seyreltme faktorleri

Hedef Birincil antikor Oran  Ikincil Antikor Oran
Miyelin Fare anti-MBP 1:200 | Kegi anti-fare Alexa-647 1:200
Kolajen | | Tavsan anti-kolajen | | 1:200 | Kegi anti-tavsan FITC 1:200

3.8.3. Goriuntii Analizi

Immiinofloresan ve immiinohistokimyasal degerlendirme calismalarinda elde
edilen, LAS X programindan Tiff dosyalari olarak disa aktarilan floresan mikroskopi
gortintiileri (Leica, Almanya) ice aktarilmis ve ImagelJ 1.52e (NIH, ABD) programu ile
analiz edilmistir. Hiicre sayimi igin DAPI pozitif hiicreler “Find Maxima” ile
isaretlenmis ve glrilti her hiicreyi tek nokta olarak isaretleyecek sekilde
ayarlanmigtir. Gorlintiilerin floresan boyanmasi % alan olarak gosterilmistir.
Kesitlerde boyanan alan tiim doku alanina oranlanarak ile elde edilir. Kisaca; goriintii
boliinmiis kanallar > Olgiilecek gri tonlamali kanal alinir > kanal ¢ogaltilir >
cogaltilmis kanalin esigi alinir (koyu arka planda kirmizi) > gri tonlamali kanalda
Ol¢tim yapilir, % alan, esikle sinirla, esik goriintiisiine yeniden yonlendir > ve 6l¢
basamaklari ile veriler elde edilir.

HNP’lerin hedef dokulara ulasip ulasmadigini goérmek i¢in hayvanlara (n=3)
uygulama yapilacak son giin floresan madde yiikli HNP uygulamasi yapilmistir.
Bunun i¢in, Boliim 3.6.1°de verilen, peptit konjuge edilmis ve edilmemis HNP

formiilasyonlar iiretim yonteminin b basamagindaki ND yerine, Nil Kirmizis1 (NK)
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NK:polimer orant 1:100 (a/a) olacak sekilde kullanilmistir (312). Floresan madde
yiiklii HNP uygulanan hayvanlar sakrifiye edildikten sonra elde edilen dokulara ait
floresan goriintiileri Leica DMi8 LCI mikroskop ile incelenmis ve HNP’lerin varligi

nitel olarak tayin edilmistir.

3.8.4. Beyin ve Omurilige Tasinan Nintedanib Miktarinin Tayini ve

Metabolomik Analizler

In vivo ¢alismalarda kardiyak perfiizyondan sonra elde edilen beyin ve
omurilik dokularinda bulunan ND’nin ekstraksiyonu g¢alismalar1 Saoi ve ark. (313)
tarafindan gelistirilen yonteme gore gergeklestirilmistir. Bunun igin, hayvanlara ait
dokularin toplam agirligi belirlenmistir. Tartilan dokular porselen havan igerisinde
tizerine s1vi azot eklenerek dondurulmus ve havan eli ile parcalanmistir. Par¢alanan
dokudan bir spatiil yardimiyla 200 mg tartilarak yeni bir santrifiij tiipiine aktarilmistir.
Pargalanan doku tizerine 1 mL soguk kloroform:metanol (1:1, h/h) eklenmis ve 3
dakika vortekse tabi tutulmustur. Daha sonra 0,5 mL distile su eklenmis ve 7 dakika
daha vorteks uygulanmistir. Vorteks uygulanan numuneler 30 dakika boyunca
ultrasonik banyoda bekletilmistir. Daha sonra 4 °C sicaklikta, 10.000 rpm’de 20
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi list fazdan 0,8 mL siipernatant yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine alinmistir. Alt fazin tizerine 0,3 mL soguk metanol:su (1:1, h/h)
eklenmistir. 5 dakika vortekslendikten sonra 4 °C sciaklikta, 10.000 rpm’de 20 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Ust fazdan 0,3 mL siipernatant alinarak 6nceden alinan
iist fazin oldugu tiipe ilave edilmistir. Hazirlanan numunelerdeki solvan karigimi
vakumlu santrifiijde ugurulmustur.

Kurutulan numuneler ikiye ayrilmistir. Numunelerin birinci kismi Bolim
3.3’te belirtilen yontemdeki hareketli faz icinde ¢oziilerek, aynt HPLC yontemi ile
analiz edilmistir. Analiz sonucunda elde veriler kullanilarak beyin ve omurilik
dokularina gecen ND miktar tespit edilmistir.

Kurutulan numunelerin ikinci kismi metabolomik analiz i¢in asetonitril:su
(1:1, h/h) igerisinde yeniden ¢oziilmiistiir. Coziilen numunelere 1 dakika vorteks
uygulandiktan sonra 4 °C’de, 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust fazdan
0,2 mL viallere alinarak Q-TOF LC/MS (Agilent Technologies, 6530, US) sistemiyle
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metabolomik analizleri gergeklestirilmistir. Biitiin numuneler igin ayni islemler
tekrarlanmigtir. Biitiin analiz asamalarinda (dokularin tartiminda, ekstraksiyonunda,
ultrasonik banyoda) numuneler buz akiisii iizerinde tutulmustur. Kalite kontrol
numuneleri (QC), kor numunesi ve havuzlanmis numuneler de calisma giini
hazirlanarak ayni kosullarda analiz edilmistir. Tez kapsaminda gergeklestirilen
metabolomik ¢alismalar Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya
Laboratuvari’nda yiriitiilmiistiir.

Analiz edilecek numuneler ters faz kromatografi kolonu (2,1x 50 mm, 2,5 uM,
Xbridge Waters) kullanilarak gradient eliisyon ile QTOF LC/MS’e sistemine enjekte
edilmistir. Hareketli faz olarak her ikisi de %0,1 formik asit igeren su (A) ve asetonitril
(B) (A: %90 (1 dk) — %65 (4 dk) — %10 (11 dk) — %90 (14 dk) — %90 (20 dk))
kullanilmigtir. Akis hiz1 0,200 mL/dk, enjeksiyon hacmi 5 uL, kolon sicakligr 35 °C
olarak ayarlanmistir. MS cihazi pozitif tarama modunda 100-1700 m/z araliginda
calisilmigtir. Enjeksiyonlar karisik sirada ve her 10 enjeksiyonda bir hareketli faz ve
QC numunesi enjeksiyonu eklenerek yiiriitiilmiistiir. Cihazdan alinan ham veriler
mzml uzantili dosya formatina dondstiiriilmistiir. Pik belirleme, pik eslestirme, pik
siddetlerinin belirlenmesi gibi islemler MS-DIAL yazilimi araciligi ile yapilmistir. Her
bir numune grubu i¢in elde edilen veriler normalizasyon islemine tabi tutulmustur. Bu
filtrelemeler sonucunda elde kalan piklerle Temel Bilesenler Analizi (PCA)
(unsupervised) ve t testi ve fold change (supervised) yontemler kullanilarak gruplar
arasinda farklilasan pikler tespit edilmistir. MetaboAnalyst yazilimi kullanilarak her
bir 6rnek grubu i¢in PCA grafikleri ve metabolit listeleri ¢ikarilmistir. Bu piklerde test
numunelerin kontrol numunelerine gore ka¢ kat degistigi ve degisimin hangi yonde
(art1s, azalis) oldugu belirlenmistir (t-testi < 0,05 ve MdFC > 1,5). Uygulanan her bir

filtre sonucu elde edilen pik sayilar1 kaydedilmistir.

3.9. Istatistiksel Analizler

Analizler sonucunda elde edilen bulgularn istatistiksel analizi Microsoft Excel
2016 programi ve GraphPad Prism 8.0 (La Jolla, ABD) programlarinda Tukey c¢oklu
karsilagtirma testi, eslestirilmemis t Testi, Mann-Whitney U Testi ve tekrarlayan

ANOVA uygulanarak gergeklestirilmistir (***=p <0,001; **=p <0,01; *=p < 0,05 ve
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ns= anlamsiz). In vivo ¢alismalardan elde edilen sonuglar aritmetik ortalama =+ standart

sapma olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Nintedanib’in Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Bulgular

4.1.1. UV Spektrumu

ND’nin UV spektrumu Boliim 3.2.1°de agiklanan yonteme gore ¢ekilmis ve

Sekil 4.1°de gosterilmistir. Amaks degeri 392 nm olarak tespit edilmistir.

Absorbans

1,800 T T

1,000

0,500

0,000
-0,150 1 ]
200,00 400,00 600,00 800,00
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. Nintedanib’in UV spektrumu (10 pg/mL).
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4.1.2. FT-IR Spektrumu

ND’nin FT-IR spektrumu Bolim 3.2.2°de aciklanan yonteme gore cekilmis ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. ND’nin FT-IR
spektrumunda yapiya 6zgii C-H gerilim (2800-3000 cm™), C=0 gerilim (1600-1800 cm™), C-O gerilim (1600-1800 cm™), aromatik gerilim
(1500-1650 cm™), C-C gerilim (600-1400 cm™) bantlar1 saptanmustir.

1089

] il

N
b

1: Yy f/

%Transmittans

40000 3600 3200 2300 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 6000

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.2. Nintedanib’in FT-IR spektrumu.
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4.1.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

ND’nin DSC spektrumu Boliim 3.2.3’te agiklanan yonteme gore ¢ekilmis ve

Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Is1 Akig1 (W/g)
S
1

T T o ™ " il T L B L
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Sicaklik (°C)

Sekil 4.3. Nintedanib’in DSC spektrumu.

4.1.4. Erime Noktasi Tayini

ND’nin erime derecesi tayini Bolim 3.2.4°te aciklandigr sekilde tespit
edilmistir. ND’nin erimeye basladig1 sicaklik ile erimenin tamamlandigi sicaklik 250-

260°C aralig1 olarak kaydedilmistir.
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4.2. Nintedanib’in Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayini

ND’nin HPLC ile miktar tayini ¢caligmas1 Boliim 3.3’te belirtilen kosullarda
yiritiilmistir. ND’ye ait HPLC piki 392 nm’de 4,65 dakikada Sekil 4.4’te gorildigi
gibi elde edilmistir.

mAu
100

=656

80 —

60 +

40+

20

Dakika

Sekil 4.4. Nintedanib’in HPLC kromatogrami (20 pg/mL).

4.3. Analitik Yontem Validasyonu

HPLC yo6nteminin analitik validasyonun degerlendirilmesinde Boliim 3.4’te

detaylar1 verildigi lizere asagidaki parametreler degerlendirilmistir.

4.3.1. Dogrusallik

ND’nin dogrusallik ¢aligmasi sirasiyla etkin maddenin 0,2, 0,5, 1, 2,5, 5, 10,
15 ve 20 pg/mL konsantrasyonlarindaki piklerine ait egri altinda kalan alanlarin
belirlenmesi ile hazirlanmigtir. ICH rehberlerine gore istenen konsantrasyon olan 10

pg/mL’nin %200 ve %25 degerlerini icerecek sekilde ve en az 6 nokta alinarak
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konsantrasyonlar saptanmistir. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.5’te yer

almaktadir.

1200

1000

800

600

Pik Alani

400

200 A

y =49,5407x - 2,4322
R?>=1,0000

0

0 42

5

Nintedanib Konsantrasyonu (ng/mL)

20

Sekil 4.5. Dogrusallik caligsmastyla elde edilen nintedanib kalibrasyon egrisi (n=6).

4.3.2. Dogruluk

Kullanilan analitik yontemin dogrulugunun degerlendirilmesi i¢in kalibrasyon

egrisi araliginda bulunan yiiksek, orta ve diisiik konsantrasyonda olmak {izere li¢

degisik konsantrasyonda (0,2 pg/mL, 2,5 pg/mL ve 20 ug/mL) ii¢ seri ¢ozelti ile analiz

yapilmis ve % geri kazanimlari tespit edilmistir. Bulgular Tablo 4.1’de gdsterilmis ve

BSS’leri %2 nin altinda bulunarak yontemin dogrulugu teyit edilmistir (296).

Tablo 4.1. Nintedanib’in yontem validasyonuna ait dogruluk, geri kazanim ve BSS
degerleri (n=6).

Teorik Ortalama Geri Kazanim BSS

Konsantrasyon Konsantrasyon (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)

0,20 0,1990 99,50 1,97

2,50 2,4983 99,93 0,17

20,00 20,0313 100,15 0,02
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4.3.3. Kesinlik

Tekrarlanabilirlik

ND’nin 0,2 pg/mL, 2,5 pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan
¢ozeltilerinin ti¢ ayr1 sefer Olgiilmesi ile tespit edilen pik alanlari ortalamasinin
kalibrasyon dogrusu yardimiyla hesaplanarak konsantrasyon ve BSS degerleri tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular Tablo 4.2°de gosterilmis ve BSS degerleri %2’nin

altinda oldugu belirlenmis ve yontemin kesinligi saptanmistir (296).

Tablo 4.2. Nintedanib’in yontem validasyonuna ait tekrarlanabilirlik bulgulari (n=6).

Teorik Konsantrasyon Ortalama Konsantrasyon BSS
(ng/mL) (ng/mL) (%)

0,20 0,2010 1,32

2,50 2,4957 0,07

20,00 20,0287 0,01

Tekrar Elde Edilebilirlik

ND’nin 0,2 ug/mL, 2,5 pg/mL ve 20 ug/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan
cozeltilerinin olgtimleri ile belirlenen pik alanlarinin egri altinda kalan alan
degerlerinin ortalamasinin kalibrasyon dogrusu yardimiyla hesaplanmasiyla
konsantrasyonlar ve BSS degerleri hesaplanmistir. Elde edilen bulgular Tablo 4.3’te
gosterilmis ve BSS degerleri %2 nin altinda oldugu belirlenmis ve yontemin kesinligi

saptanmistir (296).

Tablo 4.3. Nintedanib’in analitik validasyonuna ait tekrar elde edilebilirlik bulgular

Teorik Iégns?;ﬁtrasyon Ortalama Konsantrasyon BSS
(ng/mL) (ng/mL) (%)

0,20 0,1995 0,60

2,50 2,5058 0,15

20,00 20,0315 0,01
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4.3.4. Duyarhhk

Boliim 3.4.4°te belirtildigi sekilde analitik yontemin saptama sinir1 ve miktar

tayini siir1 hesaplanip sirasiyla 0,1645 pg/mL ve 0,4984 pug/mL olarak bulunmustur.

4.3.5. Ozgiilliik

HNP formiilasyonlar1 hazirlanirken kullanilan yardime1r maddeler DSPE-PEG-
Maleimit, Lesitin, PLGA 503, PBS ve peptitin mevcut analitik yontemde 1-2 dakika
araliginda ¢ok diisiik siddette pikleri oldugu ve ND’nin olusturdugu pik alaninda
girisim yapmadig (bkz. Sekil 4.6) tespit edilmis olup yoOntemin oOzgllligi
gosterilmistir (296).

VWD1 A, Wavelength=392 nm (CACHEM32\1\DATANIHAT\NIHAT ND VALID
VWD1 A, Wavelength=392 nm (CACHEM32\T\DATANIHAT\NIHAT ND VALID

0.5

o 1 2 3 a s 6 7 8

Dakika

Sekil 4.6. Ozgiilliik calismasiyla elde edilen HPLC kromotogrami.
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4.3.6. Stabilite

ND’nin deneyler siiresince stabil kaldiginin gosterilmesi amaciyla 2,5 ug/mL
konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmis ve drnekler hemen, 24. saatte ve 48. saatte

analiz edilmistir.

Tablo 4.4. Nintedanibin stabilitesine ait bulgular (n=6).

Teorik Zaman Ortalama Geri Kazanim
Konsantrasyon (saat) Konsantrasyon (%)
(ng/mL) (ng/mL)
2,50 0 2,4983 99,93
2,50 24 2,4741 98,96
2,50 48 2,4675 98,70

4.4. Coziiniirliik Calismalar:

Boliim 3.5’te belirtilen yontemle yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgular
Tablo 4.5’te verilmistir. Elde edilen bulgulara gore salim ¢alismasinda ND’nin yiiksek
oranda ¢0ziinebilmesi i¢in %0,5 Tween 80 iceren pH 7,4 PBS ¢ozeltisinin salim ortami

olarak kullanilmasina karar verilmistir.

Tablo 4.5. Nintedanib’in farkli ortamlardaki ¢oziiniirliik degerleri (x £ SS, n=6).

Ortam pH 7,4 PBS pH 7,4 PBS (%0,5 Tween 80)

Coziniirliik (ng/mL) 5,81 +£1,27 141,60 + 4,57

4.5. Formiilasyon Calismalar

4.5.1. Hibrit Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Bolim 3.6.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan HNP’ler i¢in farkli polimer
miktarlar, lipit miktarlar1 ve sonikasyon gii¢leri kullanilmistir. Calisma boyunca aym
sonikasyon siiresi kullanilmistir. Formiilasyonlarin igerikleri Tablo 4.6°da

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.6. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan bazi cihaz parametreleri ve

bilesen miktarlari.

Formiilasyon F1 F2 F3 F4 F5 F6
Sonikasyon giicii (w) 70 100 100 100 100 100
Lesitin (mg) 0,0125 | 0,0125 | 0,0125 | 0,0125 | 0,0125 | 0,0125
DSPE-PEG-Maleimit (mg) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
PLGA (mg) 1,0 1,0 2,5 50 7,5 10,0

Farkl1 lipit miktarlar1 ve sonikasyon giicleri kullanilan formiilasyonlar Tablo

4.7’de belirtilmistir.

Tablo 4.7. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan bazi cihaz parametreleri ve
bilesen miktarlar1 (n=3).

Formiilasyon F7 F8 F9 F10 F11 F12
Sonikasyon giicii (w) 100 100 100 100 100 40
Lesitin (mg) 0,125 | 0,100 | 0,150 | 0,125 | 0,125 | 0,125
DSPE-PEG-Maleimit (mg) 3,0 3,0 3,0 2,5 3,5 3,0
PLGA (mg) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

4.5.2. Hibrit Nanopartikiillere Peptit Konjugasyonu

Bolim 3.6.3’te belirtildigi sekilde gerceklestirilen BCA yontemi ile HNP,

maleimit ve PeptitTCEP (1:2) igin ayr1 ayr1 veya birlikte Olgiim yapilarak

konjugasyon ortaminda Peptit: TCEP disinda (1:2) bulunan bilesenlerin 6lgiim

sirasinda absorbans verip vermedigi veya girisime neden olup olmadiklari analiz

edilmistir (Tablo 4.8 ve Sekil 4.7). Yapilan analiz sonucunda maleimit herhangi bir

absorbans degeri vermezken, HNP’lerin ihmal edilebilir diizeyde absorbans verdigi

gozlemlenmistir. Ayrica, peptit konsantrasyonu ile absorbans degerlerinin dogrusal

sekilde arttig1 saptanmistir, bu nedenle konjugasyon ylizdesinin hesaplanmasinda

yontemin uygun olduguna karar verilmistir.
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Tablo 4.8. HNP, maleimit, (HNP/Peptit: TCEP (1:2)) (2/1) ve Peptit: TCEP (1:2)’ye ait
konsantrasyon absorbans verileri (x + SS, n=3)

Peptit: TCEP (1:2) Ortalama HNP Konsantrasyonu Ortalama
Konsantrasyonu Absorbans + (mg/mL) Absorbans +
(mg/mL) SS SS
0,5 1,0736 + 0,020 0,5 0,0676 + 0,017
0,375 0,8431£0,014 0,375 0,0407 £ 0,010
0,25 0,5621 £0,012 0,25 0,0303 + 0,002
0,125 0,3119+ 0,010 0,125 0,0086 + 0,001
0,062 0,1559+0,017 0,062 0,0044 + 0,001
0,025 0,0804 + 0,003 0,025 (0)'¢
Maleimit Ortalama (HNP/Peptit: TCEP (1:2)) Ortalama
Konsantrasyonu Absorbans + (2/1) Konsantrasyonu Absorbans +
(mg/mL) SS (mg/mL) SS
0,5 (0)'e 0,5 0,9434 £ 0,032
0,375 (0)'e 0,375 0,6507 + 0,023
0,25 (0)'6 0,25 0,4456 £ 0,018
0,125 (0)'6 0,125 0,2165 + 0,022
0,062 (0)'¢ 0,062 0,1194+0,011
0,025 (0)'¢ 0,025 0,0573 £ 0,013

OY: Olgiim yok: 0 veya negatif absorbans degerleri elde edildiginde dlgiim yok olarak belirtilmistir.
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Sekil 4.7. BCA analizine gére HNP, maleimit, (HNP/Peptit: TCEP (1:2)) (2/1) ve
Peptit: TCEP (1:2)’ye ait konsantrasyona kars1 absorbans grafikleri (n=3, x
+ SS).

HNP’ler ile peptit arasindaki konjugasyon reaksiyonu HNP’nin dis
kabugundaki DSPE-PEG-Maleimit ile gergeklestiginden, optimum maleimit:peptit
oranin1 saptamak i¢in farkli mol oranlarinda konjugasyon deneme ¢aligmalari
ylrtitiilmiistir ve Bolim 3.6.3’te tarif edildigi sekilde konjugasyon yiizdeleri

hesaplanmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Kullanilan maleimit ve peptit mol oranlar1 ve konjugasyon yiizdeleri (n=3).

Fiziksel Karisim Konjugasyon
Maleimit: Maleimit: Maleimit: Maleimit: Maleimit: Maleimit:
Peptit (2:1) Peptit (1:1) Peptit (1:2) | Peptit (2:1) Peptit (1:1) | Peptit (1:2)
Filtreden gegen 94,34 97,60 93,62 16,87 46,94 50,89
% peptit
Konjuge olan 5,66 2,40 6,38 83,13 53,06 49,11
% peptit
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4.5.3. Konjugasyon Islemi Yapilmamis ve Yapilmis Hibrit Nanopartikiil

Formiilasyonlar: Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Calismalari

Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyeli Analizi

Hazirlanan HNP formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyel

tayininde Malvern Zetasizer Nano Series ZS cihazi kullanilmistir. Hazirlanan HNP

formiilasyonlar1 6l¢iim kiivetlerine konmus ve dnce partikiil biiyiikliikleri sonrasinda

da zeta potansiyelleri tespit edilmistir. Ol¢iimler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Konjugasyon islemi yapilmamis ve ND i¢cermeyen (bos, “blank”) formiilasyonlara ait

partikiil biiyiikliigli, zeta potansiyel ve partikiil biliylikliigii dagilimi degerleri Tablo

4.10’da verilmistir.

Tablo 4.10. Konjugasyon islemi yapilmamis, bos formiilasyonlara ait partikiil
biiyiikliigii, zeta potansiyel ve PDI degerleri (n=3, x + SS).

Formiilasyon | Partikiil Biiytikliigii (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV)
F1 84,70 + 1,733 0,088 + 0,016 -2,76 £ 0,16
F2 44,82 + 0,457 0,088 + 0,016 -3,40 £ 0,31
F3 60,48 + 2,807 0,144 £ 0,032 -7,76 £ 0,13
F4 63,58 + 1,454 0,123 £ 0,002 -7,32 £ 0,33
F5 70,16 + 0,751 0,074 £ 0,019 -8,74 £ 0,12
F6 73,77 + 1,507 0,082 + 0,007 -8,23 £ 0,11
F7 91,01 + 2,207 0,133 + 0,009 -9,12 + 0,28
F8 72,92 £0,157 0,157+ 0,018 -8,13 £ 0,08
F9 1214+ 1,133 0,117 < 0,011 0.49+ 0,58
F10 107,10 + 0,472 0,056 + 0,005 -7,18 £ 0,86
F11 113,60 2,721 0,066 + 0,015 -8,05+£0,13
F12 98,06 + 0,652 0,059 + 0,037 -10,10 = 0,07

Literatiirde, KBE’yi agmak i¢in gelistirilen nanotastyicilarda optimum partikiil

biiytikliigiiniin 100 nm civarinda (<200 nm) olmasi gerektigi ve nanotasiyicilara etkin

madde yiiklenmesiyle genellikle partikiil biiyiikligiinde artis meydana geldigi

bildirilmistir (314). Bu nedenle formiilasyon gelistirme ¢alismalarinin ileriki
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asamalarina F7 formiilasyonu temel alinarak devam edilmesine, bu formiilasyona ND

yiiklenerek peptit konjugasyonu yapilmasina karar verilmistir. Formiilasyon kodlar1

ve partikiil biytikliigii, zeta potansiyel degerleri (Tablo 4.11) asagida sunulmustur:

- F7: ND igermeyen peptit konjugasyonu yapilmig formiilasyon

- P7:ND igermeyen peptit konjugasyonu yapilmig formiilasyon

- F14: ND igeren peptit konjugasyonu yapilmamis formiilasyon

- P14: ND igeren peptit konjugasyonu yapilmis formiilasyon

Tablo 4.11. F7, P7, F14 ve P14 kodlu formiilasyonlara ait partikiil biiytikligi, zeta
potansiyel ve PDI degerleri (n=3, x £+ SS).

Formiilasyon Partikiil Biiyiikliigii PDI Zeta Potansiyel (mV)
(nm)

F7 91,01 + 2,207 0,133 £ 0,009 -9,12 £ 0,28

P7 92,05 + 1,858 0,118 +0,025 3,55+0,28

F14 109,80 + 0,152 0,223 +0,218 -9,30 + 0,26

P14 110,60 + 0,158 0,296 + 0,029 3,70 £ 0,32

Morfolojik Ozelliklerinin Tayini

F7, P7, F14 ve P 14 kodlu formiilasyonlarinin sekilleri ve yiizey 6zellikleri
Bolim 3.6.3’te belirtildigi sekilde TEM kullanilarak incelenmis ve Sekil 4.8°de

sunulmustur.
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Sekil 4.8. Formiilasyonlarin TEM goriintiileri. a) F7, b) F14, ¢) P7, d) P14 kodlu
formiilasyon.

4.5.4. Nintedanib Yiikleme Etkinliginin Degerlendirmesi

F14 ve P14 kodlu formiilasyonlara yiiklenen ND miktar1 ve Yyiikleme
etkinliginin degerlendirmesi Boliim 3.6.5’te belirtildigi sekilde gergeklestirilmis ve
bulgular Tablo 4.12°de sunulmustur.
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Tablo 4.12. F14 ve P14 kodlu formiilasyonlara yiiklenen ND miktart bulgulari

(n=3, x = SS).
Formiilasyon ND miktar: (mg) Enkapsiilasyon
Etkinligi (%0)
F14 6,68 + 0,02 66,84 £ 0,27
P14 6,87 £ 0,02 68,72 + 0,29

4.5.5. In Vitro Salim Calismasi ve Sahm Kinetik Modeli

F14 ve P14 kodlu formiilasyonlarin in vitro ND salim g¢alismasi Bolim

3.5.6’da belirtilen sartlarda gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda zamana karsi1 %

kiimiilatif ND miktarlar1 hesaplanmis ve salim profilleri Sekil 4.9°da verilmistir.

% Kiimiilatif Salim

110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

12

24
Zaman (saat)

36 48

Sekil 4.9. F14 ve P14 kodlu formiilasyonlarin kiimiilatif ND salim profilleri (n=6, X

+ SS).

Salim ¢alismalarindan elde edilen bulgularla yapilan kinetik modelleme

analizlerinin verileri Tablo 4.13’te ve Sekil 4.10 ve Sekil 4.11’de sunulmustur. F14 ve

P14 formiilasyonlarinin in vitro salim profilleri i¢in yapilan benzerlik testinde ise 2

degeri 53 bulunurken, farklilik testinde f1 degeri 18 bulunmustur.
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Tablo 4.13. F14 ve P14 kodlu formiilasyonlarin salim kinetigi modelleme bulgulari.
Formiilasyon

F14 P14
Model ve denklem R? AlC MSC R? AlC MSC
Sifirinci derece 0,7137 64,8958 0,7995 0,5204 69,9400 0,2269
F=KkO.t
Birinci derece 0,9861 40,7190  3,8216 | 09792 44,8513 3,3629
F =100.(1-e ™"
Higuchi 0,9849 41,3543  3,7422 | 09584 50,3729 2,6727
F =kn.t*®
Korsmeyer-Peppas 0,8732 59,1442 15185 | 0,7320 66,0508 0,7130
F = Kkkp.t"
Hixson-Crowell 0,9700 46,8486  3,0554 | 09715 47,3643 3,0488
F=100.[1-(1-Knc.t)?]
Peppas—Sahlin 0,9752 46,6329  3,0824 | 09754 47,4887 3,0333
F = Ket™ + ko.t2m
Hopfenberg 0,9650 48,8486  2,8054 | 09719 47,9968 2,9697
F=
100.[1-(1-kwe.t)"]
Weibull 0,9814 44,3420  3,3688 | 0,9858 43,0690 3,5857

F=100-[1-e (10"
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Sekil 4.10. F14 formiilasyonunun salim kinetigi modelleme grafikleri.
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% Kiimiilatif salim

% Kiimiilatif salm
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Sekil 4.11. P14 formiilasyonunun salim kinetigi modelleme grafikleri
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ND ¢ozeltisi (ND), F7, P7, F14 ve P14 formiilasyonlarinin L929 hiicreleri
tizerindeki 24 saatlik sitotoksik etkisini gosteren hiicre canliligi degerleri Tablo 4.14
ve Sekil 4.12°de gosterilmistir ve 48 saatlik degerleri ise Tablo 4.15 ve Sekil 4.13’te

verilmisgtir.

Tablo 4.14. ND ¢ozeltisi ve HNP formiilasyonlarinin sitotoksite bulgular1 (24 saat)

(n=3, x = SS).
Konsantrasyon | F7 (%) P7 (%) | F14 (%) P14 (%) ND (%)
(uM)

20 81,08 88,10 55,50 51,27 21,19
+ 3,70 + 10,34 +2,95 + 1,80 +0,55

10 95,98 97,94 60,10 52,64 34,75
+ 9,86 + 9,68 +2,14 +4,10 + 0,41

1 107,07 117,73 82,27 79,78 83,14
+11,19 +4,79 +2,94 +4,13 +5,97

0,1 109,15 127,97 102,77 114,20 81,98
+ 8,30 +16,55 + 3,31 + 0,61 + 5,29

0,01 112,51 102,57 116,02 92,88 95,89
+ 5,96 +12,11 +1,63 +2,29 +1,59

BB NDCsz COJF7 3 P7 ©EFi4 P14

120
100

80

Hiicre Canhhg@ (%)

20--'
0-

81.09
-188.10

=
1=

95.98
197.95

—
I
=

107.08

117.73

.

109.16
1127.98

Konsantrasyon (uM)

=

112.52
= 1102.57

=

Sekil 4.12. ND ¢ozeltisi ve HNP formiilasyonlarinin sitotoksisite bulgular1 (24 saat)
(n=3, x £ SS).
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Tablo 4.15. ND ¢ozeltisi (ND) ve HNP formiilasyonlarinin sitotoksisite bulgular: (48
saat) (n=3, x+SS).

Konsantrasyon | F7 (%) P7 (%) F14 (%) P14 (%) ND (%)
(uM)
20 57,18 77,96 27,46 26,80 19,65
+2,13 +0,38 +1,14 +0,74 + 2,01
10 87,86 88,06 33,13 31,91 49,29
+2,39 + 5,88 +0,18 + 1,45 +475
1 121,13 108,50 60,59 56,55 67,02
+ 3,08 + 8,29 +2,17 +2,14 +2,54
0,1 111,70 124,43 92,20 101,28 68,23
+6,74 +2,76 +0,93 + 6,54 + 2,38
0,01 111,33 111,43 120,32 115,98 92,68
+6,41 +16,18 + 7,49 +9.49 + 5,96

BB ND Cdz O F7 D@3P7 B Fi4 B P14

120 E= % B %
100+ El‘[
: -
5 80+ s
%
o 60
@
5
=
= 40
20-] ol |lo = | |
[ =] Q| P~ — | | M~ s ™| |
i, =S ®| S =l = B = =
N | N~ A |1© ~—| [N | .
0- ol =T —5 — 1T
20.00 10.00 1.00 0.10 0.01

Konsantrasyon (nM)

Sekil 4.13. ND ¢ozeltisi ve HNP formiilasyonlarinin sitotoksisite bulgulari (48 saat)
(n=3, x £ SS).
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4.7. In Vivo Cahsmalar

4.7.1. Farelerde MS Skorlamasi

DOE modelinin olustugu 12. giinden itibaren 22. giine dek 6’sar hayvandan
olusan gruplara her giin, giinde bir kez intraperitoneal tedavi uygulamasi asagidaki
semaya gore yapilmustir:

1. Kontrol (sham),

2. Negatif kontrol (sadece MOG uygulama),

3. Pozitif kontrol (2 mg/fare olacak sekilde; MP ¢ozeltisi (Prednol® 250 mg
Ampul)

120 ug ND/fare olacak sekilde;
ND ¢ozeltisi

F14 formiilasyonu

o o &

P14 formiilasyonu

- Ilag icermeyen HNP formiilasyonlar: (tasiyici etkisi)

7. F7 formiilasyonu

8. P7 formiilasyonu

Uygulama sonras1 Hooke Labs DOE Skorlama Kilavuzu’na gore (Tablo 3.1)
bir ndroloji uzmani tarafindan kor olarak iki giinde bir klinik skorlama yapilmistir.
Farelere ait klinik DOE skorlama verileri grafik halinde Sekil 4.14’te gosterilmistir.

Sham grubu herhangi bir nérolojik bozukluk géstermemistir. DOE skorlarinin
genel seyri gruplar arasinda 6nemli 6l¢iide farkli bulunmustur (p<0,001, tekrarlanan
ANOVA olgtimleri). MOG, MP ¢ozeltisi ve ND ¢ozelti grubu i¢in semptomlar 10. giin
sonrasinda basglamigtir (Sekil 4.14.a). 10. gliinden sonra, MOG uygulanan grubun biitiin

DOE puanlari Sham grubundan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek ¢ikmustir.

Bos nanopartikiillerden gelebilecek tasiyict etkisini degerlendirmek ig¢in
farelere F7 ve P7 formiilasyonlar1 uygulanmistir. F7 formiilasyonu, MP tedavisi, MOG
ve Sham gruplar farkli hastalik seyri gostermistir (tekrarlanan ANOVA o6lgtimleri,
p<0,001), Sekil 4.14.b. P7 uygulanan farelerdeki semptomlarin seyri gruplar arasinda
farklilik gostermistir (tekrarlanan ANOV A olglimleri, p <0,001), Sekil 4.14.c.



76

F14 formillasyonu, Sham, MOG, MP tedavisi uygulanan gruplar
karsilastirildiginda, DOE puanlar agisindan istatistiksel olarak farklilik gostermistir
(ANOVA’nin tekrarlanan dl¢timleri, p<0,001), Sekil 4.14.d. F14 ile tedavi, 12. giinden

sonra daha diisiik puanlarla olsa da MOG grubu ile benzer bir seyir gostermistir.

P14 formiilasyonu, Sham, MOG, MP tedavisi uygulanan gruplarin DOE
puanlar1 arasindaki genel karsilastirma anlamlidir (tekrarlanan ANOVA ol¢limleri,
p<0,001), Sekil 4.14.e. P14 grubu DOE puanlar1 a¢isindan MP tedavi grubuna
benzerdir. P14 formiilasyonu 16. giinden sonra DOE skorlarinda 6nemli diisiise yol
acsa da bu egilim calisma bitene dek MP tedavi grubu ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bu sonuglar; kullanilan MS modelinde, ND igeren peptit
konjugasyonu yapilmis sonu¢ formiilasyonunun (P14), MS tedavisinde kullanilan

piyasa preparati Prednol® 250 mg ampul kadar etkili oldugunu gostermektedir.

In vivo ¢alisma sonucunda elde edilen sonuglarin toplu sunumu Sekil 4.14.f de

gosterilmistir.
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Sekil 4.14. ND ¢ozeltisi ve HNP formiilasyonlar1 uygulanan farelerin DOE skorlama grafikleri (n=6, x+SS). a) Nintedanib ¢ozeltisi uygulanan farelere
ait bulgular, b) F7 formiilasyonu uygulanan farelere ait bulgular, c) P7 formiilasyonu uygulanan farelere ait bulgular, d) F14 formiilasyonu
uygulanan farelere ait bulgular, €) P14 formiilasyonu uygulanan farelere ait bulgular ve f) Biitiin formiilasyonlardan elde edilen bulgular (a,
b, ¢, d ve e’de yer alan veriler *p<0,5 Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile analiz edilmistir, f’de yer alan veriler ise *p<0.5 olarak tekrarl

ANOVA ile karsilastirilmastir.).
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4.7.2. immiinofloresan Goriintiileme ve Analizler

Sham, negatif kontrol (sadece MOG uygulama), pozitif kontrol (MP ¢ozeltisi),
ND c¢ozeltisi, F14 ve P14 formiilasyonlar1 uygulanan farelerin omurilik kesitlerinde

yapilan MBP ve kolajen I boyamalar1 Sekil 4.15°te gosterilmistir.

Sekil 4.15. in vivo deneylerde elde edilen fare omurilik kesitlerine ait goriintiiler
(yesil renk (FITC) ile boyanan alanlar kolajen I’1; kirmizi renk (Alexa-
647) ile boyanan alanlar MBP’yi; mavi (DAPI) boyanan alanlar hiicre
¢ekirdeklerini gostermektedir). @) Sham grubu, b) Negatif kontrol grubu,
c) Pozitif kontrol grubu, d) ND ¢ozeltisi grubu, ) F14 uygulanan grup, f)
P14 uygulanan grup.

Kesitlerde boyanan alanlarin tiim doku alanma oranlanmasi ile (Image J yazilini
yardimiyla) elde edilen kolajen I igin % alan degerleri, Tablo 4.16’da ve Sekil 4.16°da

sunulmustur.
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Tablo 4.16. Omurilik kesitlerinin boyanmasi ile elde edilen kolajen I’e ait % Alan
degerleri (n=3, x £ SS).

Uygulama Kolajen I; % Alan
Sham 10,80 + 0,51
Negatif Kontrol 19,93 £ 0,40
Pozitif Kontrol 15,68 £0,40
ND c¢ozeltisi 17,39 £ 0,46
F14 formiilasyonu 17,64 £ 1,52
P14 formiilasyonu 15,19 +£ 0,57

%k k
1 1
3k 3k 5k 5k
1 1
5k 3k %k
1 |
3% %k %k
1 ns
1
ns
25 kk*x%k 1
I_I ns ns
I 10 1
20 == l
:\; 15_ i (=2
T:’ ns
= 5k %k
<< 10— L ' ns
ns
54 ns
| |
I 5 %k %k I
0 T T T T T T
‘;30‘)& Q\‘O\ &e\ de(‘) Q\b‘ Q\b‘
R
S &
éz% QQ

Sekil 4.16. Omurilik kesitlerinin boyanmasi ile elde edilen kolajen I” e ait % alan
degerleri (n=3, x £ SS) . (Veriler, tekrarlanan ANOV A ile analiz edildikten
sonra gruplar arasindaki istatistiksel fark lizerlerindeki ¢izgi ile
gosterilmistir (****=p <0,0001; ***=p <0,001; **=p <0,01; *=p < 0,05
ve ns= anlamsiz)).
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HNP’lerin hedef dokuya ulagmalarini degerlendirmek igin goriintiileme
calismalari ile doku takipleri yapilmistir. Bunun i¢in, F7 ve P7 kodlu formiilasyonlara
Nil Kirmizis1 (NK) yiiklenerek hazirlanmis ve bu formiilasyonlarin uygulandigi
farelerin omurilik kesitleri Boliim 3.8.2°de belirtildigi sekilde sadece DAPI ile

boyanmustir. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.17°de sunulmustur.

Sekil 4.17. F7 ve P7 formiilasyonu uygulanan farelere ait omurilik kesitlerinin farkl
biiylitme degerleri ile goriintiileri (NK ytikli HPN’ler (F7, P7) kirmizi
renkte, hiicre ¢ekirdekleri (DAPI ile boyanan) mavi renkte goriilmektedir).
a) Formiilasyon F7 (mercek 775x775 pm), b) Formiilasyon F7
(mercek 225x225 pum), ¢) Formiilasyon F7 (mercek 112,5x112,5 um), d)
Formiilasyon P7 (mercek 775x775 pum), ) Formiilasyon P7 (mercek
225x225 pm), f) Formiilasyon P7 (mercek 112,5x112,5 pm
yakinlastirilmais).

4.7.3. Beyin ve Omurilige Tasinan Nintedanib Miktarimin Tayini ve

Metabolomik Analizler

Intraperitoneal olarak ND ¢ozeltisi, F14 ve P14 formiilasyonlar1 uygulanan
C57BL/6 farelerinden elde edilen beyin ve omurilik dokularindaki ND miktar tayini,
Boliim 3.3’te belirtilen yonteme gore gergeklestirilmis ve elde edilen bulgular Tablo
4.17°de ve Sekil 4.18’de verilmistir.
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Tablo 4.17. Beyin ve omurilik dokularina gecen ND miktarlar1 (n=3, x + SS).

Formiilasyon ND Miktar1 (ppm)
ND ¢ozeltisi (0)'¢
F14 0,8933+0,14
P14 2,1833+0,13

OY: Olgiim yok, herhangi bir pik tespit edilememistir.

% % %k
2.5- 1

E 2.0- T

R

5 1.5-

>

(7))

o

£ 1.0 I

©

n

S 0.5-

g 0.
0.0 I .

F14 P14

Sekil 4.18. Formiilasyonlarin intraperitoneal uygulamalarindan sonra beyin ve
omurilik dokularinda tespit edilen Nintedanib konsantrasyonlart (n=3, x £+
SS). Veriler, eslestirilmemis t Testi ile analiz edildikten sonra gruplar

arasindaki istatistiksel fark lizerlerindeki ¢izgi ile gosterilmistir (***=p <
0,001).

Sham, negatif kontrol grubu (sadece MOG uygulanan), pozitif kontrol grubu
(MP ¢ozeltisi), ND ¢ozeltisi, F14 ve P14 formiilasyonlar1 uygulanan farelerden elde
edilen dokularda gerceklestirilen metabolomik analizlerde yapilan kodlama su
sekildedir:

- GI1: Sham

- G2: Negatif kontrol (MOG uygulanan)

- G13: Pozitif kontrol (MP ¢ozeltisi)



G8: ND ¢ozeltisi
G10: F14 formiilasyonu

G7: P14 formiilasyonu
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Analiz sonucu Grup G2/G1, G8/G2, G12/G2, G10/G2, G13/G2, igin toplamda

cok sayida pik bulunmus olup regresyon analizi sonucu her bir pik i¢in uygulanan

ardisik seyreltme yontemiyle elde edilen veriler incelendiginde R > 0,5 olan toplam

1501 pike rastlanmistir. Bu 1501 pik i¢in Diizeltme Katsayis1 (DK) > 1,5 ve p < 0,05
olan 802 pik tespit edilmistir. Asagidaki tabloda (Tablo 4.18.) HMDB’de tanimlanan

piklerle eslesen 50 madde listelenmistir.

Tablo 4.18. HMDB’de tanimlanan piklerle eslesen metabolitler.

Kiitle/yiik | Eslesen form Metabolit HMDB KEGG PubChem
MET2 | 6582552 |M-HCOOH+H[1+] | Tetrahidrofolil-[Glu](n) | HMDBO0006826 | C03541 | 45479706
3232335 | M-C3H402+H[1+] | LysoPA(P-16:0e/0:0) HMDBO0011154 | C15646 | 52929772
MET3 |359,196 | M+H20+H[1+] 3-Hydroxyquinine HMDB0001091 | CO7344 | 441264
Trihexosylceramide
986,6245 | M+H20+H[1+] (A18.0/12:0) HMDBO0004877 | C04737 | 53477785
135-
377,1505 | M+Br81[-] hydroxyoctadecadienoic | HMDB0004667 | C14762 | 6443013
acid
377,1505 | M+Br81[-] 12,13-EpOME HMDBO0004702 | C14826 | 5356421
MET4
377,1505 | M+Br81[-] 2'Clig'Ep°Xy°°tade°e”°'° HMDBO0004701 | C14825 | 6246154
508,379 | M-H[] LysoPC(O-18:0) HMDBO0011149 | C04317 | 2733532
2-Ox0-4-
149,0266 | M+H[1+] ethyihiobutanoic acig | HMDBO00LSS3 | C01180 | 473
189,1121 | M+H[1+] Azelaic acid HMDB0000784 | C08261 | 2266
369,353 | M-H402+H[1+] 3a,7a-Dihydroxy-5b- HMB0006893 CO5452 | 3080603
cholestane
METS
369,353 | M-H20+H[1+] - . .
369,353 | M-CO+H[1+] 5-Dehydroepisterol HMDB0006848 | C15780 | 10894570
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http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=52929772
http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0001091
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?C07344
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369,353 | M-CO+H[1+] ‘;’1 gﬁ;ﬁg}msteml HMDBO0006838 | C15816 | 53477900
369,353 | M-H20+H[1+] Lathosterol HMDB0001170 | C01189 | 65728
369,353 | M-H20+H[1+] 5a-Cholest-8-en-3b-ol HMDB0006841 | C03845 | 101770
369,353 | M-H20+H[1+] Cholesterol HMDB0000067 | C00187 | 5997
986,6245 | M+H20+H[1+] (Tdrige’l‘ffg 'g)eramide HMDBO0004877 | C04737 | 53477785
189,1121 | M+H[1+] Azelaic acid HMDBO0000784 | C08261 | 2266
359,196 M+H20+H[1+] 3-Hydroxyquinine HMDB0001091 C07344 441264
519,2749 | M-CO2+H[1+] Protoporphyrin IX HMDB0000241 | C02191 -
MET6
534,3106 | M+H20+H[1+] Taurocholic acid HMDBO0000036 C05122 6675
534,3106 | M+H20+H[1+] Taurohyocholate HMDB0011637 | C15516 |0
986,6245 | M+H20+H[1+] gige’l(;’lsg 'g)eramide HMDB0004877 | C04737 | 53477785
189,1121 | M+H[1+4] Azelaic acid HMDB0000784 | C08261 | 2266
MET? . _
986,6245 | M+H20+H[1+] gige’l‘;’lsg 'g)eram'de HMDBO0004877 | C04737 | 53477785
149,0266 | M+H[1+] fng;]‘;jl t‘:]‘iobutanoic i | HMDBO001S53 | C01180 {473
189,1121 | M+H[1+] Azelaic acid HMDBO0000784 | C08261 | 2266
227,0859 | M-H20+H[1+] Biotin HMDB0000030 | C00120 | 171548
350,196 | M+H20+H[1+] 3-Hydroxyquinine HMDBO0001091 | CO7344 | 441264
METe | 3972718 | M+HCOOK(1+] Avrachidic acid HMDB0002212 | C06425 | 10467
397,2718 | M+HCOOK[1+4] Phytanic acid HMDB0000801 | CO1607 | 26840
537,168 | M+H[1+] 1,4-beta-D-Glucan HMDBO0006944 | C00760 | 53477911
658,2552 | M-HCOOH+H[1+] | Tetrahidrofolil-[Glu](n) | HMDB0006826 | C03541 | 45479706
658,5153 | M-H20+H[1+] PE(P-16:0e/16:0) HMDBO0011158 | C04756 | 52925046
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986,6245 | M+H20+H[1+] Zﬂge’l(ffg’ 'g)eramide HMDBO0004877 | C04737 | 53477785
312,173 | M-CO2+H[1+] i‘ denosylmethioninamine | HMDB00009B8 | CO1137 | 430415
3252376 | M-CO+H[1+] Prostaglandin D2 HMDB0001403 | CO0696 | 448457
3252376 | M-CO+H[L+] ZBa'HydrOXy"e“kome”e HMDBO001509 | C04853 | 5280745
3252376 | M-CO+H[1+] Lipoxin B4 HMDB0005082 | C06315 | 5280915
3252376 | M-CO+H[1+] Lipoxin Ad HMDBO0004385 | C06314 | 9841438
325,2376 | M-CO+H[1+] Prostaglandin E2 HMDB0001220 C00584 5283116
3252376 | M-CO2+H[1+] 6-Ketoprostaglandin E1 HMDB0004241 C05962 5280889
MET10

3252376 | M-CO+H[1+] gllgfgplr(l,thgderr?g?/czclug HMDB0001320 | C04654 | 5280710
3252376 | M-CO+H[1+] ééé‘;'mhydm'ls'kem' HMDB0002776 | CO4671 | 5280711
325,2376 | M-CO+H[1+] Prostaglandin 12 HMDB0001335 C01312 5282411
3252376 | M-CO2+H[1+] Prostaglandin G2 HMDB0003235 | C05956 | 5280883
3252376 | M-HCOOH+H[1+] | Thromboxane B2 HMDBO0003252 | C05963 | 5283137
325,2376 | M-CO+H[1+] Thromboxane A2 HMDB0001452 C02198 5280497
3252376 | M-CO+H[1+] Prostaglandin H2 HMDBO0001381 | CO0427 | 445049

Her gruba ait numune PCA grafiginde tek nokta ile gosterilerek kiimeleri

olusturulmustur ve gruplarin, G2 (negatif kontrol) grubuyla kesisimi ve ayrigsmasina

gore metabolit degisimleri belirlenmistir.

G1 ile G2 gruplar karsilastirilmis olup DK > 1,5 normalize sartina uyan 111

adet pik bulunmustur ve bu pikler HMDB’de herhangi bir maddeyle eslesmemistir.

Piklerin eslesmemesi

veri

bankalarinin  giincellenmesinin

ihtiya¢  oldugunu

gostermektedir. Sekil 4.19’daki PCA grafiginde goriildiigii tizere gruplar birbirinden

anlamli derece ayrilmaktadir.
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Sekil 4.19. G1 ve G2 gruplarina ait PCA pikleri.

G2 ile G8 karsilastirilmasina gore gruplarin tam ayrigsmadigi goriilmektedir
(Sekil 4.20). Bu durum hastaligin ilerleyisine gore ND ¢ozeltisinin yeterli miktarda
etki bolgesine ulasamadigini ve etki giiciiniin azaligini1 diistindiirmektedir. G2 ve G8

karsilastirildiginda HMDB’de eslesen metabolitlerden birisi kolesteroldiir.

Scores Plot
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Sekil 4.20. G2 ve G8 gruplarina ait PCA pikleri.

G2 ile G10 karsilagtirilmasina gore gruplarin tam ayrigmadig: goriilmektedir
(Sekil 4.21). Bu durum hastaligin ilerleyisine gore F14 (ND yiikli ve
hedeflendirilmemis) formiilasyonunun yeterince etki bolgesine ulasamadigini ve etki
giiciniin azaligim1 diislindiirmektedir. G2 ile G10 karsilastirildiginda HMBD’de
eslesen LysoPC(0O-18:0/0:0), eter lipit metabolizma yolagindaki bir ara maddedir.
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Sekil 4.21. G2 ve G10 gruplarina ait PCA pikleri.
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G2 ile G7 karsilagtirllmasina gore gruplarin ayristign goriilmektedir (Sekil
4.22). Bu durum P14 (ND yiikli ve hedeflendirilmis) formiilasyonunun hastalik

modelini tedavi ettigine isaret etmektedir. G2 ve G7 karsilastirildiginda HMDB’de

eslesen LysoPA(P-16:0/0:0), eter lipit metabolizmasinin bir ara tirtintidiir.
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Sekil 4.22. G2 ve G7 gruplarina ait PCA pikleri.
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G2 ile G13 karsilastirilmasina gore gruplarin ayristigr goriilmektedir (Sekil

4.23). Bu durum MP ¢o6zeltisinin hastalik modelini tedavi ettigine isaret etmektedir.
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G2 ve G13 gruplan karsilastirldiginda HMDB’de eslesen metabolitlerden birisi
biotindir.
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Sekil 4.23. G2 ve G13 gruplarina ait PCA pikleri.
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5. TARTISMA

Norolojik hastaliklar, beyni ve sinir sistemini etkileyerek yasam Kkalitesini
onemli Ol¢iide diisiren ve hayati tehlike arz eden bozukluklardir. Alzheimer,
Parkinson, MS ve Huntington gibi hastaliklar, meydana gelis mekanizmalar
bakimindan digerlerinden ayrilarak nérodejeneratif hastaliklar olarak adlandirilir. Bu
hastaliklarda, zaman i¢inde siirekli olarak néron kayb1 meydana gelir. Norodejeneratif
hastaliklarin kronik olarak seyretmesi ve yaslanan niifusun artis1 ile hizla artis
gostermesi goz Oniine alindiginda, son yillarda arastirmacilarin daha fazla ilgisini
¢ekmektedir.

1868 yilinda Dr. Jean Martin Charcot tarafindan bir MSS bozuklugu olarak
tanimlanan MS, demiyelinizasyon ve aksonal dejenerasyon ile karakterize edilen
kronik bir inflamatuar hastaliktir. Genellikle 20-40 yaglar1 arasindaki yetiskinleri
etkiledigi bildirilen MS, travma dis1 engellilie neden olan en yaygin hastaliktir.
Hastada goriilen yogun sikintilarin yani sira geng yaslarda baglamasi ve kronik olarak
seyretmesi nedeniyle MS, toplum igin de sosyal ve ekonomik agidan ciddi kayiplara
yol agmaktadir.

MS tedavisi genellikle iki kategoriye ayrilir: DMT ler ve semptomlar1 ortadan
kaldirmaya yonelik tedaviler. DMT lerin sayis1 ve etkinligi arttikca, MS’de goriilen
uzun vadeli yeti kaybint 6nlemek i¢in erken tedaviye yogunlasilmistir. Su ana kadar
FDA tarafindan MS tedavisi i¢in onaylanmig 22 ila¢c bulunmasina ragmen, bunlardan
hicbiri hastalig1 tamamen tedavi etmez. MS’yi tam anlamiyla tedavi etmek igin, ilaglari
istenen diizeyde lezyonlara ileterek tedavinin etkinligini artirmak arastirmalarin odak
noktasidir. Bu ¢alismalarda, mevcut sorunlar1 ortadan kaldirmak i¢in nanoteknoloji
yaklagimiyla hazirlanan nanofarmasétiklerin ilag dozunu minimum diizeye indirme,
sistemik yan etkileri azaltma ve kontrollii ilag salim1 saglama gibi gesitli iistiinliikleri
bulunmaktadir.

MS lezyonlarinin patofizyolojisine bagli olarak, hastalik ilerledikce hem
hiicresel hem de ECM bilesenlerinde degisiklikler meydana gelir. ECM’nin ana
bileseni olan kolajen, doku yapist, sekillenme ve yenilenme ve siireglerinde dnemli rol
oynar. Ayrica, kolajen de dahil olmak tizere ECM bilesenlerinin asir1 birikimi seklinde

tanimlanan fibrozis, ¢esitli bozukluklarin patolojik bir bulgusudur. Perisitler ve reaktif
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astrositler tarafindan salgilanan tip I, 111 ve V fibriler kolajenlerin, aktif ve aktif halde
olmayan MS lezyonlarinda arttigi bulunmus ve bu kolajenlerin, damarlar etrafinda bir
ag yapisinin olusumuna katilarak bagisiklik hiicrelerinin MSS’ye sizmasina karsi
kimyasal ve fiziksel bir bariyer olusturdugu saptanmustir. Ozellikle tip I kolajen
miktarindaki artis, fibrozis olusumunu giiglendirmektedir (15).

Bu bilgiler 1s1ginda (15, 17), literatiirde daha once iizerinde bir ¢aligmaya
rastlanmamis bir konu olarak; FDA tarafindan IPF tedavisi i¢in onay alan ND’nin
(276) antifibrotik ve antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle MS’deki fibrotik yapilari
azaltarak hastaligin tedavisinde kullanilip kullanilamayacaginin arastirilmasi, MS
tedavilerine yeni bir yaklagim getirme potansiyeli nedeniyle degerli bulunmustur.

MS hastaliginda MSS’de olusan lezyonlara etkin dozda ila¢ tasinmasi KBB
nedeniyle olduk¢a zordur. Buna ilaveten, uygulanan ilacin MSS disinda tiim dokulara
dagilmasi, tedavi etkinliginde azalmaya ve yan etkilerde artisa neden olmaktadir. Bu
problemlerin ortadan kaldirilmast igin bu tez kapsaminda ND’nin MS de kullanilma
potansiyelinin incelenmesinin yani sira, ND’nin MSS’ye tasinmasi i¢in HNP’ler
gelistirilmis ve bu formiilasyonlar aktif hedeflendirme i¢in tip I kolajene ozgiil
TKKTLRT peptiti ile konjuge edilmistir. Daha sonra HNP’lerin in vitro
karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilarak, in vivo DOE modeli
olusturulan farelerde etkinligi degerlendirilmis, beyin omurilik dokularina ulasan ND
miktari tespit edilmis ve metabolik analizler yapilmigtir.

Tartisma boliimiinde, bulgular boliimiiyle de uyumlu sekilde bir baghik
siralamasi takip edilecek ve oncelikle ND’nin fizikokimyasal ozellikleri iizerinde
yuriitiilen caligmalar, analitik yontem gelistirilmesi ve validasyonu, sonrasinda
HNP’lerin karakterizasyon caligmalar1 yer alacaktir, son kisimda da hiicre kiiltiirii
caligmalar1 ve in vivo hayvan deneylerine ait bulgular iizerinde degerlendirme

yapilacaktir.
5.1. Nintedanib’in Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Bulgular
ND’nin ¢ekilen UV spektrum grafigine gore Amaks degeri 392 nm olarak tespit

edilmistir (Sekil 4.1). Literatiirde Liu ve ark. (297) tarafindan ytiriitiilen bir ¢alismada
ND’nin maksimum absorbansinin 391 nm dalga boyunda oldugu belirtilmistir. HPLC
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ile miktar tayini yonteminde dalga boyu olarak 392 nm olarak sec¢ilmistir. Elde edilen
bulgular literatiir ile uyumludur (297).

ND’nin FT-IR spektrumunda yapiya 6zgii C-H gerilim (2800-3000 cm™), C=0
gerilim (1600-1800 cm™), C-O gerilim (1600-1800 cm™), aromatik gerilim (1500-
1650 cm™), C-C gerilim (600-1400 cm™) bantlar1 saptanmustir (Sekil 4.2.).

ND’nin erime derecesi literatiirde 255 °C olarak verilmis olup (315) bu
calismada da 250-260 °C arasinda eridigi tespit edilmistir. Erime derecesiyle ilgili
bulgu DSC termogramiyla da desteklenmistir (Sekil 4.3).

ND’nin fizikokimyasal ozellikleri analiz edildikten sonra literatiir ile
karsilastirilip teyit edilmistir, ardindan da miktar tayini c¢aligmalarina gegilmistir

(297,315).

5.2. Nintedanib’in Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayini ve Analitik Yontem Validasyonu

ND’nin miktar tayini i¢in HPLC sistemi kullanilmig ve analitik yOntem
validasyonu gergeklestirilmistir. 20 pg/mL konsantrasyonda ND’nin analizi ile elde
edilen HPLC kromatogrami Sekil 4.4’te sunulmustur. HPLC kromatograminda
goriilecegi lizere ND’ye ait pik formiilasyona giren yardimci maddelerin piklerinden
(Sekil 4.6) tamamen ayrilmis ve alikonma zamani 4,65 dakika olarak saptanmistir
(Sekil 4.4).

Dogrusallik ¢alismalar1 0,2-20 pug/mL arasindaki konsantrasyonlar segilerek
yuriitiilmiistiir. Bulgular incelendiginde, belirtilen konsantrasyon araliginda
konsantrasyon ile elde edilen pik alanlari arasinda dogrusal iligki saptanmistir.
Kalibrasyon dogrusu ve regresyon analizi bulgular1 Sekil 4.5’te verilmistir.
Kalibrasyon dogrusuna ait denklem y = 495407x - 2,4322 bulunmustur ve
determinasyon katsayis1 1,0000 olarak tespit edilmistir.

Dogruluk ¢alismalari, kalibrasyon egrisi araliginda bulunan diisiik, orta ve
yiiksek konsantrasyonda (0,2, 2,5 ve 20 pg/mL) olacak sekilde 3 farkli konsantrasyon
tizerinden gerceklestirilmistir. Dogrulugun degerlendirilmesinde her
konsantrasyondan 6 ayr1 ¢ozelti hazirlanmis ve dlgiimleri yapilmistir. % geri kazanim

degerleri hesaplanarak; ortalama, SS ve BSS degerleri sirasiyla Tablo 4.1°de
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verilmistir. FDA ve USP analitik validasyon rehberlerinde %BSS’nin %2’den daha
kiigiik olmasi gerektigi aciklanmistir. %BSS’nin 2’den kiiclik olmasi ve % geri
kazanim degerlerinin %98-102 arasinda olmasi analitik yontemin dogrulugunu ortaya
koymaktadir (296).

Kesinlik g¢alismalart Bolim 3.4.3’te belirtildigi sekilde kalibrasyon egrisi
araliginda bulunan diisiik, orta ve yliksek konsantrasyonda (0,2, 2,5 ve 20 ug/mL)
olacak sekilde 3 farkli konsantrasyonda 6 6rnek hazirlanarak gerceklestirilmistir. Bir
ornekten 6 analiz yapilip tekrarlanabilirlik, 6 ayr1 6rnekten birer analiz yapilarak tekrar
elde edilebilirlik degerleri hesaplanmistir, ortalama ve BSS degerleri sirasiyla Tablo
4.2 ve Tablo 4.3’te verilmistir. %BSS’nin 2’den kiigiik bulunmasi ile analitik yontemin
kesinligini gostermektedir (296).

Analitik yontemin duyarliligi, saptama sinir1 ve miktar tayini sinir1 olarak
belirtilmistir, saptama smirt 0,1645 pg/mL, miktar tayini smir1 ise 0,4984 ug/mL
olarak hesaplanmistir. Elde edilen bulgular yontemin tespit edebilecegi minimum
konsantrasyonu ve yontemin duyarliligin1 géstermektedir.

Yontemin ozgiilliglinii degerlendirmek icin Bolim 3.4.5°te tarif edildigi
sekilde caligmalar yiritiilmistiir. Sekil 4.6’dan da anlasilacagi iizere HNP’lerin
yapisina giren yardimci maddeler ve aktif hedeflendirme ajani peptit ND ile ayni
alikonma siiresinde pik vermemektedir, yardimci maddelere ait pikler 1-2 dakika
araliginda gelmektedir.

Stabilite ¢aligmalar1 Boliim 3.4.6°de agiklandigi sekilde gergeklestirilmistir.
2,5 ng/mL konsantrasyondaki ND ¢ozeltisi 0, 24 ve 48. saatlerde analiz edilmis ve
elde edilen bulgular Tablo 4.4°te paylasilmistir. Elde edilen bulgular karsilagtirilmistir,
% geri kazanim degerlerinin %98-102 arasinda oldugu ve BSS degerlerinin %2 nin
altinda oldugu saptanmistir. Calisma siiresi boyunca (0-48 saat) herhangi bir bozunma
piki gozlenmemistir. Boylece ND’nin 48 saatlik analiz boyunca stabil kaldigi
gosterilmistir.

ND miktar tayinin kullanilan HPLC yontemine ait dogrusallik, dogruluk,
kesinlik, duyarlilik, 6zgiinliik ve stabilite bulgular1 incelendiginde, yontemin ND

miktar tayininde kullanilabilecek gegerli bir yontem oldugu gosterilmistir.
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5.3. Nintedanib’in Coéziiniirliik Cahismalari

ND’nin  ¢oziiniirliik c¢alismalarit  Bolim  3.5’te  belirtildigi  sekilde
gergeklestirilmis olup elde edilen bulgular Tablo 4.5°te verilmistir. Literatiirde Liu ve
ark. (297) tarafindan yiritiilen bir ¢alismada elde edilen bulgulara gére ND’nin pH
7,4 PBS ve %0,5 Tween 80 iceren pH 7,4 PBS ortamlarindaki ¢oziiniirligi sirasiyla
5,13+£1,23 pg/mL ve 132,42 + 8,87 ng/mL’dir. Tez calismasinda elde edilen bulgular
pH 7,4 PBS ve 9%0,5 Tween 80 i¢eren pH 7,4 PBS i¢in sirastyla 5,81 = 1,27 pg/mL ve
141,60 + 4,57 pg/mL olarak tespit edilmis olup literatiir ile benzer ve uyumlu
bulunmustur (297).

5.4. Formiilasyon Calismalari

5.4.1. Hibrit Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu tez caligmasi kapsaminda KBE’yi agmak iizere siklikla literatiirde tercih
edilen bir ilag tastyici sistem olan polimerik i¢ gekirdek ve lipit dis kabuk yapisina
sahip HNP formiilasyonlar1 tasarlanmistir. HNP’lerin {iretilmesinde emiilsiyon
sonikasyon yontemi kullanilmigtir. Bu yontemin literatiirde suda ¢oziinmeyen etkin
madde igeren HNP’lerin hazirlanmasindaki en uygun yontemin oldugu belirtilmigtir
(299). Bu teknigin baslica istiinliigli, kisa hazirlama siiresi ile stabil HNP’lerin
olusmasi ve hazirlama hizinin diger islemlere gore 20 kat hizli olmasidir (195).

Emiilsiyon sonikasyon yoOnteminde partikiillerin bir araya gelerek
birlesmesiyle nanopartikiillerin partikiil biiytlikliiglinde artisa yol agabilen asir1 islem
sorunu gozlenebilir. Bu durum genellikle yogun ses dalgasi kullanilarak partikiil
boyutu kiictltildiiglinde emiilgatoriin partikiillerin ¢cokelmesini 6nleyecek kadar hizli
hareket edememesi nedeniyle meydana gelir. Bu nedenle arzu edilen sonuglari elde
etmek icin emiilgator konsantrasyonu ile birlikte sonikasyon parametrelerinin de
optimize edilmesi gerekir (304).

HNP’lerin hazirlanmasinda polimerik i¢ ¢ekirdegi olusturmak iizere PLGA
503 tercih edilmistir. PLGA, biyouyumlulugu, biyobozunur olmasi, uygun

biyobozunma kinetigi ve mekanik 6zellikleri ve kullanim kolaylig1 nedeniyle FDA
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tarafindan ilag tasiyict sistemler i¢in onaylanmis bir polimerdir (316). PLGA,
mikropartikiiller, nanopartikiiller, implantlar ve cesitli tibbi cihazlar gibi farkli
biyolojik olarak pargalanabilir yapilarin tasariminda yaygin olarak kullanilmaktadir
(317). PLGA nanopartikiilleri genellikle ¢ap1 10-1000 nm arasinda degisen kolloidal
sistemlerdir, etkin madde ya polimer matriks igine hapsedilir ya tizerine adsorbe edilir
ya da Kkimyasal olarak polimer matriks {izerine baglanir (318). PLGA
nanopartikiillerinin viicutta biyobozunur olmasinin nedeni, fizyolojik kosullar altinda
viicuttaki g¢esitli metabolik yolaklarin yan {iriinleri olan yapisindaki monomerlerin,
laktik asit ve glikolik asit, olusumu i¢in su varliginda ester baglarmin hidrolize
ugramasidir (319). PLGA polimerlerinin bozunma hizi yapisindaki monomer oraniyla
iliskilidir; 50:50 oraninda laktik asit ve glikolik asit igeren polimer, iki monomerden
birini daha yliksek oranda igerenlere gore ¢ok daha hizli hidrolize ugrar (320).
Biyodagilim ¢alismalari, PLGA nanopartikiillerinin, artiritlmis gegirgenlik ve tutulma
etkisi (“Enhanced Permeability and Retention effect”, EPR) terapdtik maddelerin
dokularda birikimini artirdigini gostermektedir (316).

Tez kapsaminda HNP formiilasyonlari, PLGA nanopartikiillerinin
tistlinliiklerinin lipitlerin hiicre membranlarindan yiiksek gecis, diisiik immiinojenite
ve minimum ilag sizintist gibi dstiinliikleri ile birlestirilmesi i¢in gelistirilmistir
(200,321).

HNP formiilasyonlarinin hidrofobik yapidaki lipit kabuk kism1 olusturulurken;
DSPE-PEG ve tiirevleri, 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DPPC), 1,2-dioleoil-
sn-glisero-3-fosfoetanolamin (DOPE), 1,2-dilauroilfosfatidilkolin (DLPC), hintyag,
stearik asit ve lesitin yaygin olarak kullanilan lipitlerden bazilaridir (200). Tez
calismasinda, HNP’lerin hazirlanmasinda lipit dis kabuk yapisini olusturmak {izere
DSPE-PEG-Maleimit ve lesitin tercih edilmistir. DSPE-PEG tiirevi olan DSPE-PEG-
Maleimit, yapisindaki maleimit grubu sayesinde tiyol ile konjugasyona elverisli
kimyasal bir grup saglar, bu sekildle HNP’nin bir ucunda tiyol olan peptit ile
konjugasyona girmesine ve aktif hedeflendirme yapilmig HNP’lerin elde edilmesine
olanak tanir.

HNP’lerin bilesimindeki lipit/polimer (L/P) (a/a) orani, formiilasyonun
stabilizesi, tekdiizeligi ve enkapsiilasyon etkinliginde 6nemli rol oynamaktadir. Diisiik

L/P oraninda, partikiillerin yiizeyleri lipitlerle tamamen kaplanamaz, bu da
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partikiillerin diger partikiillerin lipit kismu ile kopriiler olusturarak ¢okmesine ve daha
biiylik partikiillerin olusmasina neden olabilir. Yiiksek L/P oraninda ise partikiillerin
ylizeyini kaplayan lipitlerin disinda serbest halde kalan lipitler lipozom olusturmak
icin bir araya gelebilir ve formiilasyonun homojenligini bozarak {liretim verimini
diistirebilir. Bu nedenle L/P orami partikiil biiylikliigi ve {iretim verimliligini
saglayacak sekilde optimize edilmelidir (195). Cheow ve ark. (216) tarafindan
yuriitiilen bir calismada degisik L/P oranlar1 igeren HNP formiilasyonlar
gelistirilmistir. L/P oram1 %15’in altinda olan grupta partikiil biiyiikligii (800-1000
nm) mikron olarak tespit edilirken, L/P oran1 %30 oldugunda partikiil biiyiikliiglinde
keskin bir diisiis yasanmis (260-400 nm) ve %80 fiiretim verimi elde edilmistir.
Arastirmacilar, L/P oran1 %30’un iizerine ¢iktiginda partikiil biiytikliiglinde degisiklik
gozlenmese de {iretim veriminde diisiis oldugunu bildirmistir (216).

Bu ¢aligma kapsaminda genel basamaklar1 Boliim 3.6.1°de bahsedildigi sekilde
tiretilen HNP formiilasyonlari i¢in farkli polimer, lipit miktarlari ve sonikasyon giicleri
tercih edilmistir. Calisma boyunca sonikasyon siiresinde ve su fazi:organik faz
oraninda (10:1, h/h) degisiklik yapilmamuistir.

Farkli polimer miktar1 ve sonikasyon giicii ile {iretilen formiilasyonlarin
igerikleri Tablo 4.6°da verilmistir, farkli lipit miktarlar1 ve sonikasyon giicii ile tiretilen
formiilasyonlarin igerikleri ise Tablo 4.7°de gosterilmistir. Bu formiilasyonlarin
partikiil biiytikliigli, PDI ve zeta potansiyel degerlerine ait bulgular Tablo 4.10°da
paylasilmigtir.

Ideal bir nanotastyici sistemde partikiil bityiikliigii dagiliminin homojen olmasi
istenmektedir. Literatiirde PDI degerinin 0,2 den kiiciik olmasinin partikiil biiytkligi
dagiliminin tekdiize olduguna isaret ettigi bildirilmistir (322). Tez c¢alismasinda
formiilasyon parametrelerinde yapilan degisikliklerle, partikiil biiyiikliigiiniin 44 nm
ile 122 nm arasinda farklilik gosterdigi, elde edilen PDI degerlerinin ise 0,056-0,157
araliginda (<0,2) oldugu tespit edilmistir. Bu durum, hazirlanan biitiin formiilasyonlar
icin  partikiil ~ biyiikliigi  dagiliminin  tekdiize oldugunu  gdstermektedir.
Formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri -2,76 mV ile -10,10 mV araliginda
degismektedir. F2’den baglayarak F6 ‘ya kadar olan formiilasyonlarda polimer
miktarinin giderek artmasiyla birlikte partikiil biiylikligli ve zeta potansiyelin

degerlerinde (mutlak olarak) artis oldugu belirlenmistir. Bu durum literatiir bulgular1
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ile uyumludur (323). F1 ve F2 formiilasyonu ve F7 ve F12 formiilasyonlari
kiyaslandiginda, sonikasyon giicliniin azalmasiyla partikiil biyiikligiinde artis
gozlenmis, zeta potansiyel degerlerinde 6nemli bir degisiklik olmamistir. Benzer
bulgular Yang G ve ark. tarafindan nanopartikiiller {izerinde yapilan arastirmada da
gozlenmistir (324). F7, F8 ve F9 formiilasyonlart karsilastirildiginda, lesitin
icerigindeki degisimin zeta potansiyeli anlamli oranda degistirmedigi ancak partikiil
bliyiikliigiinde anlamli farkliliga neden oldugu tespit edilmistir (p<0,05). F7, F10 ve
F11 formiilasyonlar1 kiyaslandiginda, DSPE-PEG miktarindaki degisimin zeta
potansiyeli anlamli oranda degistirmedigi ancak partikiil biiyiikliglinde anlamli bir
artisa neden oldugu bulunmustur (p<0,05). F2 ve F7 formiilasyonlarinin bilesimi ayn1
olsa da kullanilan miktarlar 10 kat artirildig: i¢in partikiil biiyiikliigiinde, PDI ve zeta
potansiyel degerlerinde anlamli bir artis bulunmustur (p<0,05). Literatiirde, 6l¢ek
biiyiitme gerceklestirildiginde partikiil biyiikligi ve PDI gibi degerleri belirli bir
aralikta tutmak i¢in formiilasyon bilesenlerinin oranlarinda, konsantrasyonlarinda ve
de sonikasyon parametrelerinde degisiklikler yapilmasi gerektigi bildirilmistir (325).

Literatiirde, KBE’yi agmak i¢in gelistirilen nanotastyicilarda optimum partikiil
biiytikliigiiniin 100 nm civarinda (<200 nm) olmasi gerektigi ve nanotasiyicilara etkin
madde yiiklenmesiyle genellikle partikiil biiyikligiinde artis meydana geldigi
bildirilmistir (314). Bu nedenle formiilasyon gelistirme c¢alismalarinda ileriki
asamalara F7 formiilasyonu esas alinarak devam edilmesine, bu formiilasyona ND

yiiklenmesine ve peptit konjugasyonu yapilmasina karar verilmistir.

Hibrit Nanopartikiillere Peptit Konjugasyonu

HNP’lere peptitler konjuge edilirken Boliim 3.6.2°de agiklandigi gibi
maleimit-tiyol konjugasyonu gergeklestirilmistir. Peptitler arasindaki distilfit baglarini
kirmak {izere peptit ¢ozeltisi tizerine eklenen TCEP, literatiir (301) ile uyumlu olacak
sekilde Peptit:TCEP 1:2 oraninda kullanilmistir. HNP’ler ile peptit arasindaki
konjugasyon reaksiyonu HNP’nin dig kabugundaki DSPE-PEG-Maleimit’in maleimit
kismut ile ger¢eklestiginden, optimum maleimit:peptit oranini saptamak amaciyla farkli
mol oranlarinda (2:1, 1:1 ve 1:2) konjugasyon denemeleri yiiriitiilmiistiir ve literatiirde

de yer aldig1 gibi (303), Boliim 3.6.4’te belirtilen BCA yontemi ile konjugasyon verimi
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hesaplanmistir. Verimi en yiiksek oran olarak maleimit:peptit 2:1 bulunmustur.
Literatiirde de 2:1 oraninda maleimit ile peptit konjugasyonu yapilan ¢aligmalar da yer
almaktadir (301,326). Bu c¢alismada, peptit konjuge edilen formiilasyonlarin
hazirlanmasinda bu oran tercih edilmistir. Konjugasyon yapilan formiilasyonlarin harf
kodu P ile gosterilirken, etkin madde (ND) yiiklii formiilasyonlarin numarasi 14 olarak
tercih edilmistir (P14).

F7, P7, F14 ve P14 formilasyonlarmin partikiil biiyiikligii, PDI ve zeta
potansiyel degerlerine ait bulgular Tablo 4.11°de sunulmustur. F7 ile F14 ve P7 ile
P14 formiilasyonlar1 karsilastirildiginda HNP’lere ND yiiklenmesiyle partikiil
biiyiikliigiinde istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Bu
bulgulara benzer sekilde, yapilan bir arastirmada HNP’lere paklitaksel yiiklenmesi
sonrast partikiil biiyiikliiglinde artig oldugu bildirilmistir (327). F7 ile P7 (F7: 91,01 +
2,207 nm, -9,12 + 0,28 mV) ile (P7:92,05 + 1,858 nm, 3,55 + 0,28 mV)
karsilastirildiginda partikiil biiytlikliiklerinde az bir artig goriiliirken, zeta potansiyel
degerlerinin negatiften pozitife kaydigi bulunmustur. Partikiil biiyiikligli ve zeta
potansiyel degerleri acgisindan F14 ve P14 formiilasyonlar1 karsilastirildiginda da
benzer egilim tespit edilmistir ( F14: 109,80 + 0,152 nm, -9,30 + 0,26 mV) ve (P14:
110,60 = 0,158 nm, 3,70 + 0,32 mV). Literatiirde benzer bulgularin elde edildigi
caligmalar yer almaktadir (301,328).

Hibrit Nanopartikiillerin Yiizey Ozellikleri

TEM goriintiilerinde konjugasyon yapilmamis HNP’lerin (F7 ve F14) yiizey
Ozelliklerinin kiiresel yapida oldugu ve homojen bir partikiil biiyiikliigii dagilimina
sahip oldugu goriilmektedir (bkz. Sekil 4.8.a ve Sekil 4.8.b). Konjugasyon yapilan
HNP’lerin ise (P7 ve P14), konjugasyon islemi sonrasinda kiiresel yapilarini korudugu
tespit edilmistir (Sekil 4.8.c ve Sekil 4.8.d).
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5.4.2. Nintedanib Yiikleme Etkinliginin Degerlendirilmesi

F14 ve P14 formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinlikleri sirayla %66,84 +
0,27 ve %68,72 + 0,29 olarak bulunmustur. HNP’lerin i¢ ¢ekirdek kismini olusturan
PLGA polimeri, suda az ¢oziinen ilaglarin enkapsiilasyonu i¢in idealdir. Elde edilen
bu bulgularla uyumlu olarak, hidrofobik 6zellikteki vinkristin siilfatin, PLGA polimeri
kullanilan bir HNP’deki enkapsiilasyon etkinliginin %64,7 + 5,9 olarak bulundugu
bildirilmigtir (329). Mann-Whitney U Testi ile F14 ve P14 formiilasyonlarinin
enkapsiilasyon etkinligi degerleri karsilastirilinca gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,005). Literatiirde de benzer sekilde peptit konjuge edildikten sonra

enkapsiilasyon etkinligi degisen formiilasyonlar bulunmaktadir (330).

5.4.3. In Vitro Sahm Cahsmasi ve Sahm Kinetigi Degerlendirilmesi

In vitro salim sonuglar1 incelendiginde ND vyiiklii formiilasyonlarin 48 saat
boyunca salim yaptigi tespit edilmistir. Salim profilleri incelendiginde ND’nin 12. saat
sonunda F14 formiilasyonundan %59,34, P14 formiilasyonunda ise %70,80 oraninda
bir salim gergeklestigi tespit edilmistir. Bunu takip eden siiregte her iki formiilasyon
da 48 saat boyunca kontrollii bir salim yapmuistir. Elde edilen salim profilleri literatiirde
yer alan ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur (330,331).

Formiilasyonlarin (F14 ve P14) in vitro zamana bagli % kiimiilatif salim
degerleri ile yapilan matematiksel hesaplamalarla sifirinc1 derece, birinci derece,
Hopfenberg, Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Hixson-Cromwell, Peppas-Sahlin ve
Weibull modellerini iceren sekiz model ile uyumluluklar1 degerlendirilmistir (306).
Yapilan hesaplamalara ait bulgular Tablo 4.13’te verilmistir. Analizde baslica, en
yiiksek determinasyon katsayis1 (R?), en yiiksek model segim kriteri (MSC) ve en
diisiik Akaike bilgi kriteri (AIC) olmak iizere ii¢ kriter dikkate almmustir (306). R?
degeri ne kadar yiiksekse, MSC degeri en az 2’den, tercihen 3’ten biiyiikse ve AIC
degeri ne kadar diisiikse profilin modele o kadar uydugu sdylenebilir.

Bu kriterlere gére F14 formiilasyonu en yiiksek R? degerine birinci derece,
Higuchi ve Weibull modellerinde sahiptir, en diisiik AIC degerlerine de benzer ayni

modellerde uymaktadir, en yiikksek MSC degeri ise birinci derece modelinde (3,8216)
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sahiptir. Bu verilerden hareketle F14 formiilasyonunun salim profilinin birinci derece
kinetigine uyum sagladigi soylenebilir (332).

Ayni sekilde P14 formiilasyonu incelendiginde, en yiiksek R? degerine Weibull
modelinde sahiptir, en diisiik AIC degerleri ise birinci derece ve Weibull
modellerindedir, en yliksek MSC degeri ise Weibull modelinde (3,5857) sahiptir. Bu
verilerden hareketle P14 formiilasyonunun salim profilinin en ¢ok Weibull modeli
kinetigine uyum sagladigi sdylenebilir. Weibull modeli, heterojen matrikslerden
gerceklesen salim kinetikleri igin gelistirilmis bir modeldir (332). Weibull
modelindeki "B" sekil parametresi, polimerik bir matriksten salim profilini
aydinlatmak kullanilan bir kriterdir. B < 0,75 degeri Fick’in difiizyon kanununa
uydugunu gosterirken, B degerinin 0,75’ten fazla ancak 1’den az olmasi Fick’in
diftizyon kanunun ve kontrollii salimin bir karigimini ifade eder;  degerleri 1’1 asarsa,
ilag salimi karmasik bir salim profili sergiler. P14 formiilasyonu i¢in Weibull
modelinde hesaplanan B degeri, 0,7230’dur. Salim profili, matriks erozyonu ile
meydana gelen Fick diflizyonuna gore ger¢eklesmektedir (333).

F14 ile P14 formiilasyonlarinin salim profilleri karsilastirildiginda benzerlik
faktorii (f2) 53 > 50 bulunmus ve farklilik faktorii (f1) 18 > 15 bulunmustur. Degerler
limit degerlere yakin oldugundan literatiirden hareketle (334) Rescigno indisi
hesaplanarak 0,06 bulunmustur. Rescigno indisi 0-1 araliginda deger alir, sifira ne
kadar yakinsa benzerlik o kadar yiiksektir, bu nedenle formiilasyonlarin salim

profillerinin benzer oldugu sdylenebilir.

5.4.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

ND ¢ozeltisi, F7, P7, F14 ve P14 formiilasyonlarinin in vitro sitotoksisitesini
degerlendirmek icin 1929 fare fibroblast hiicreleri kullanilarak MTT testi
gerceklestirilmistir. Kontrol, ND c¢ozeltisi ve formiilasyon gruplarina ait farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin (20, 10, 1, 0,1, 0,01 uM), L929 hiicreleri tizerindeki
24 ve 48 saatlik hiicre canliligina etkisi degerlendirilmis, bulgular Tablo 4.14 ve Tablo
4.15te verilmis ve Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te gosterilmistir. Kontrol grubunun hiicre

canlilig1 %100 olarak kabul edilmistir.
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Hem ND ¢ozeltisi hem de formiilasyonlarin konsantrasyonu arttik¢ca canli

hiicre say1s1 diigmiistiir. Bu sonuglar Bugatti ve ark. tarafindan ND ile 1929 yiiriitiilen

¢alismanin bulgulariyla uyumludur (335). Buna ilaveten, F7 (etkin madde igermeyen,

peptit konjugasyonu yapilmamis) ve P7 (etkin madde igermeyen, peptit konjugasyonu

yapilmig) formiilasyonlarinda yiiksek hiicre canlilig1 degerlerinin elde edilmesi tasiyici

sistemin glivenli olduguna isaret etmektedir. HNP’lere peptit konjugasyonunu hiicre

canlilig1 lizerinde anlamli bir degislige sebep olmamaistir (p> 0,5)

ND yiiklenmis HNP’lerin (F14 ve P14) hiicre canlilik degerleri, bogs HNP’lere

(F7, P7) kiyasla daha diigiik ¢ikmistir. Bu duruma ND varliginin yol agtig1 sdylenebilir.

Ayrica biitlin formiilasyonlarin 24 ve 48 saatlik verileri kiyaslandiginda maruziyet

stiresindeki artigla hiicre canliliginda azalma oldugu goriilmektedir.

5.5. In Vivo Calismalar

5.5.1. Farelerde MS Skorlamasi

In vivo ¢alismalarda DOE modelinin olustugu 12. giinden itibaren 22. giine

kadar, her biri 6 hayvandan olusan gruplara asagidaki semaya gore intraperitoneal

tedavi uygulamasi gergeklestirilmistir:

1.
2.
3.

Kontrol (Sham),

Negatif kontrol (sadece MOG uygulama),

Pozitif kontrol (2 mg/fare MP ¢ozeltisi (Prednol® 250 mg Ampul)
120 ug ND/fare olacak sekilde;

ND c¢ozeltisi,

F14 formiilasyonu

P14 formiilasyonu

Ilag icermeyen HNP formiilasyonlart (tasiyict etkisi);

F7 formiilasyonu

P7 formiilasyonu

Uygulama sonrasinda, Hooke Labs DOE Skorlama Kilavuzu'na gore (Tablo

3.1) bir noroloji uzman tarafindan kor bir sekilde her iki giinde bir klinik skorlama
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yapilmustir. Farelerle ilgili klinik DOE skorlama verileri Sekil 4.14’te grafik olarak
sunulmustur.

Sekil 4.14.a’dan goriilecegi tizere, Sham grubu ¢alismas: siiresince herhangi
bir norolojik bozukluk sergilemedigi goriilmektedir. DOE skorlarinin genel seyri
gruplar arasinda 6nemli 6l¢iide farkli bulunmustur (p<0,001, tekrarlanan ANOVA
Ol¢iimleri). MOG, MP ¢ozeltisi ve ND c¢ozelti grubu ig¢in semptomlar 10. giin
sonrasinda baslamistir (Sekil 4.14.a). 10. giinden sonra, MOG uygulanan grubun biitiin
DOE puanlari Sham grubundan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur.

Farelerde ilag tasiyici sistemin etkisini (tasiyici etkisi) degerlendirmek igin F7
ve P7 formiilasyonlar1 uygulanmistir. F7 formiilasyonu, MP tedavisi, MOG ve Sham
gruplari arasinda farkli hastalik seyri gozlenmistir (tekrarlanan ANOVA o6lgtiimleri,
p<0,001; Sekil 4.14.b). P7 uygulanan farelerde semptomlarin seyri gruplar arasinda
farklilik gostermistir (tekrarlanan ANOVA 6lgiimleri, p<0,001; Sekil 4.14.c).

F14 formilasyonu, Sham, MOG ve MP tedavisi uygulanan gruplar
karsilastirildiginda, DOE puanlari acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmistir (ANOVA’nin tekrarlanan OSl¢iimleri, p<0,001; Sekil 4.14.d). F14 ile
yapilan tedavi, 6zellikle 12. giinden itibaren daha diisiik puanlarla olsa da MOG grubu
ile benzer bir egilim gostermistir.

P14 formiilasyonu, Sham, MOG ve MP tedavisi uygulanan gruplar arasindaki
DOE puanlarinin genel karsilastirmasi istatistiksel olarak anlamlidir (tekrarlanan
ANOVA olgtimleri, p<0,001; Sekil 4.14.e). P14 grubunun DOE puanlari, 6zellikle 16.
gilinden itibaren onemli bir diisiis gosterse de bu egilim calisma sonuna kadar MP
tedavi grubu ile istatistiksel olarak anlamli hale erismemistir. Bu sonuglar, kullanilan
MS modelinde, ND igeren peptit konjugasyonu yapilmis P14 formiilasyonunun, MS
tedavisinde kullanilan piyasa preparati Prednol® 250 mg ampul kadar etkili oldugunu
gostermektedir. Buna ilaveten, MP’nin bir kortikosteroid oldugu ve kortikosteroidlerin
osteoporoz, glokom, katarakt, psikiyatrik bozukluklar, kardiyovaskiiler rahatsizliklar

gibi yaygin yan etkilere (336) neden oldugu bilinmektedir.
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5.5.2. immiinofloresan Goriintiileme ve Analizler

Sekil 4.15’te; Sham, negatif kontrol (sadece MOG uygulama), pozitif kontrol
(MP ¢ozeltisi), ND ¢ozeltisi, F14 ve P14 formiilasyonlar1 uygulanan farelerin MBP ve
kolajen I boyamalar1 gergeklestirilen omurilik kesitlerine ait goriintiiler sunulmustur.
Negatif kontrol, ND ¢ozeltisi ve F14 formiilasyon gruplarina ait goriintiiler Sham
grubu ile kiyaslandiginda nitel olarak kolajen I miktarinda artis oldugu gézlenmistir.
P14 formiilasyonu ve MP ¢6zeltisi uygulanan gruplarda artis gézlenmemistir. Tablo
4.16’da sunulan boyanan kolajen I alaninin biitiin doku alanina orani bulgularina gore
en diistik % alan degerinin P14 formiilasyonuna ait oldugu (%15,19 + 0,57), diger
formiilasyonlarin ise Sham grubu (%10,80 = 0,51) ve negatif kontrol grubu (%19,93
+ 0,40) arasinda degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum ilag igeren
hedeflendirilmis formiilasyonun (sonu¢ formiilasyon) diisiik kolajen I alan1 degeriyle
hastalik modelinde gerilemeye yol agtigini1 gostermektedir.

Sekil 4.15’te kirmiz1 renkle boyanan alanlar MBP’yi1 gostermektedir, Sham
grubu haricindeki gruplarin kirmiziyla boyanan alanlarinda kararmalar ve kor
noktalara denk gelinmektedir, bu da miyelin hasar1 olduguna isaret etmektedir.

F7 ve P7 formiilasyonlarina NK yiiklenerek farelere uygulandigi ¢calismalarda
formiilasyonlarin hedef bolgelere ulasip ulasmadiklar1 dokularin mikroskopta
incelenmesi ile arastirilmistir. Sekil 4.17°de, floresan mikroskopun farklt mercek
biiyiikliiklerinde elde edilen goriintiiler sunulmustur. Goriintiilerden de gortilecegi

tizere F7 ve P7 formiilasyonlarinin hedef bolgelere tasindig: tespit edilmistir.

5.5.3. Beyin ve Omurilige Tasmnan Nintedanib Miktarinin Tayini ve

Metabolomik Analizler

C57BL/6 farelerine intraperitoneal olarak ND c¢ozeltisi, F14 ve P14
formiilasyonlar1 uygulandiktan sonra elde edilen beyin ve omurilik dokularindaki ND
miktari, Boliim 3.3'te belirtilen yonteme gore belirlenmis ve elde edilen bulgular Tablo
4.17 ve Sekil 4.18’de sunulmustur. ND ¢ozelti halinde uygulandiginda beyin ve
omurilige mevcut analitik yontemle saptanabilecek diizeyde ulasmamustir, F14 ve P14

formiilasyonlar1 uygulandiginda ise miktarlar sirasiyla 0,8933 + 0,14 png/mL ve 2,1833
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+ 0,13 pg/mL olarak Ol¢lilmiis ve formiilasyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,001). Bulgular incelendiginde, peptit konjugasyonu ile
hedeflendirme gergeklestirilen HNP formiilasyonu ile hedef bolgelere daha yiiksek
miktarda ila¢ tasindigi goriilmektedir. Benzer sekilde, Prades R ve ark. (337)
tarafindan yapilan bir caligmada, altin nanopartikiillerine KBE'de mikrovaskiiler
endotelyal hiicrelerde sunulan transferin reseptoriine yonelik peptit konjugasyonu
yapilmasinin formiilasyonlarin beyne taginan miktarini artirdigini bildirilmistir.

Metabolomik analizler sonucu Grup G2/G1l, G8/G2, G12/G2, G10/G2,
G13/G2, igin toplamda ¢ok sayida pik bulunmus olup regresyon analizi sonucu her bir
pik i¢in uygulanan ardisik seyreltme yontemiyle elde edilen veriler incelendiginde R
> 0,5 olan toplam 1501 pike rastlanmistir. Bu 1501 pik i¢in Diizeltme Katsayis1 (DK)
> 1,5 ve p < 0,05 olan 802 pik tespit edilmistir. Bu piklerden HMBD veri tabaninda
tanimlanan piklerle eslesen 50 adet metabolit Tablo 4.18’de verilmistir. Her gruba ait
numuneler, PCA grafiginde birer nokta ile temsil edilecek sekilde gruplarin kiimeleri
olusturulmustur. Bu sekilde, gruplarin G2 grubuyla kesisimi ve ayrigmasi
degerlendirilerek metabolit degisimleri saptanmistir.

G1 ve G2 gruplan karsilastirildiginda HMDB’de eslesen herhangi bir pik
bulunamamustir, bununla birlikte Sekil 4.19°daki PCA grafigi incelendiginde gruplar
arast ayrismanin net oldugu tespit edilmistir, bu durum HMBD veri tabaninin
giincellemesi gerektigini gostermektedir.

Sekil 4.20°deki PCA grafigi incelendiginde G2 ve G8 gruplarinin tam
ayrismadigi goriilmektedir. Bu durum, ND ¢ozeltisinin hastalik {izerinde yeterince etki
gosteremedigine isaret etmektedir. G2 ve G8 gruplar karsilastirildiginda HMDB’de
eslesen metabolitlerden birisi kolesteroldiir, yapilan bir caligmada kolesterol
seviyesinde yasanan diigiikliigiin MS hastalig1 ile korelasyon gosterdigi belirtilmistir
(338).

G2 ile G10 gruplart arasindaki karsilastirmaya goére gruplarin tam olarak
ayrilmadigr gozlemlenmektedir (Sekil 4.21). Bu durum, hastaligin ilerlemesine bagl
olarak F14 formiilasyonunun yeterince etki bolgesine ulagamamis olabilecegini ve bu
nedenle etki giicinde diisiis yasanmis olabilecegini diisiindiirmektedir. G2 ile G10
gruplar1 karsilastirildiginda, HMBD’de eslesen LysoPC(0-18:0/0:0) (lizofosfolipit),

eter lipid metabolizma yolaginda rol alan bir ara iriindiir. Literatiirde benzer bir
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calismada lizofosfolipit seviyesinde gerceklesen azalmanin MS hastalig ile iliskili
oldugu gosterilmistir (339).

G2 ile G7 gruplarinin karsilastirmasi ile gruplarin ayristigi gozlenmektedir
(Sekil 4.22). Bu durum, P14 formiilasyonunun DOE modelinde iyilesme saglamis
olabilecegi seklinde yorumlanmigtir. G2 ve G7'min karsilagtirllmast sirasinda,
HMDB'de eslesen LysoPA(P-16:0/0:0) (lizofosfatidik  asit), eter lipit
metabolizmasinin bir ara triintidiir. Fransson ve ark. (340) tarafindan yiiriitiilen bir
calismada lizofosfatidik asit aktivitesinin DOE modelinde hastaligin tekrar1 ve
siddetiyle iligkili oldugu gosterilmistir. Bir baska calismada lisofosfatidik asit
aktivitesinin DOE’yi siddetlendirdigi tespit edilmistir (341). Elde edilen bulgular, bu
acidan literatiirle uyumludur.

G2 ile G13 arasindaki karsilastirmaya gore, gruplarin ayristig1 gézlenmektedir,
Sekil 4.23. Bu durum, MP c¢ozeltisinin hastalik modelinde iyilesme saglamis
olabilecegi seklinde yorumlanmistir. G2 ve GI13 gruplan karsilastirildiginda,
HMDB’de eslesen metabolitlerden birisi biotindir. Yapilan bir c¢aligmada biotin
artisinin MS hastaligina bagli yeti kaybini 6nledigini gostermistir (342).
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6. SONUC

Bu tez calismasinda MS tedavisine yonelik olarak, halihazirda IPF tedavisinde
kullanilan bir ila¢ olan ND’nin yenilik¢i bir yaklagimla MS tedavisinde kullanilma
potansiyelinin arastirilmasi amaglanmigtir. Bunun igin, ND yiiklii TKKTLRT peptiti
ile hedeflendirilmis HNP formiilasyonlar1 gelistirilmis ve in vitro/ in vivo
degerlendirilmesi gerceklestirilmistir.

Literatiirde daha 6nceki ¢alismalarda MS lezyonlarinda kolajen I miktarinda
artig gozlendigi ve fibrozis olustugu tespit edilmistir. Bu nedenle etkin madde olarak
MS tedavisinde daha dnce denenmemis olan, antifibrotik ve antiinflamatuar 6zellikte
ND secilmistir. Bu kapsamda, KBE’yi ¢ok diisiik miktarda gectigi bilinen ND’nin
KBE’yi agmak i¢in siklikla tercih edilen tasiyici sistemlerden biri olan polimerik i¢
cekirdek lipit dig kabuk yapisina sahip HNP formiilasyonlarina yiiklenmesi
planlanmistir. Formiilasyon tasarimi i¢in polimerik i¢ ¢ekirdek olarak PLGA, lipit dis
kabuk yapisini olusturmak i¢in (DSPE-PEG)-maleimit ve lesitin degerlendirilmistir.
Ayrica, tasarlanan HNP’lerin MS’ye bagl olarak omurilikte biriktigi belirlenen tip I
kolajene segici olarak hedeflenmesi igin, dis kabuklarinda yer alan DSPE-PEG-
maleimit, tip I kolajene 6zgiil olarak baglanan TKKTLRT peptiti ile CGGG baglayici
dizisi araciligiyla maleimit tiyol konjugasyonu gerceklestirilerek konjuge edilmis ve

aktif hedeflendirme saglanmistir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar 6zetlenecek olursa:

- KBE’yi agmak iizere uygun 6zelliklerde (partikil biiytikligii < 200 nm, PDI <
0,200, uzun siireli salim gosteren) HNP’ler tasarlanmuistir.

- Formiilasyon parametrelerinde yapilan degisikliklerin HNP’lerin partikiil
blyiikligli, PDI ve zeta potansiyel 0Ozellikleri {izerine etkili oldugu
gosterilmistir.

- HNP formiilasyonunun uygun oranda peptit ile konjugasyonu saglanmis ve
teyit edilmistir.

- ND’nin tasarlanan HNP formiilasyonlarindan salim kinetigi tespit edilmistir.
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- L929 hiicreleri ile sitotoksisite ¢alismas1 yapilarak gelistirilen HNP’lerin in
vitro olarak etkinligi degerlendirilmistir.

- HNP uygulamasiyla beraber MBP ve kolajen I gibi MS belirte¢lerindeki
degisimler gézlemlenmistir.

- Farelerde gelistirilen MS modelinde, ND igeren peptit konjugasyonu yapilmis
P14 formiilasyonunun MS tedavisinde kullanilan piyasa preparati Prednol®
250 mg ampul kadar etkili oldugu gosterilmistir.

- Peptit konjugasyonu ile HNP formiilasyonunun hedef dokulara daha yiiksek
miktarda ila¢ tagimasi sagladigi tespit edilmistir.

- Metabolomik caligmalar ile formiilasyon uygulamalari sonucunda beyin ve
omurilikteki metabolit degisimleri saptanmis ve MS ile iliskili maddelerin

miktarlarinda degisimler belirlenmistir.

Tez c¢alismast kapsaminda elde edilen bulgular g6z Oniinde
bulunduruldugunda, halihazirda IPF tedavisinde kullanilan bir ilag olan ND’nin
hedeflendirilmis HNP formiilasyonu halinde farelerde gelistirilen MS modelinde
tedavide kullanilma potansiyelinin oldugu ydniinde bir degerlendirme yapilmistir.
Elde edilen bulgularin insan MS modeline genetik, fizyolojik, anatomik yénden daha
cok benzeyen daha gelismis hayvanlar kullanilarak teyit edilmesi 6nemlidir. Ancak
yine de elde edilen bulgularin MS arastirmalari icin literatiire farkli bir bakis agisi

getirecegi, yenilik¢i aragtirmalari tetikleyecegi diistiniilmektedir.
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TARIFNAME
Hibrit Nanopartikiil Formiilasyonlar
Bulusun ilgili Oldugu Alan

Mevcut bulus, hibrit nanopartikiil formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve bu nanopartikiillerin tip
I kolajene spesifik peptit ile konjuge edilerek aktif hedeflendirilmis hibrit formiilasyonlarinin
gelistirilmesi ile ilgilidir.

Bulusla ilgili Teknigin Bilinen Durumu (Onceki Teknik)

Multiple skleroz (MS), genellikle ilk kez 20-40 yaslar1 arasinda geng eriskinlerde goriilen
kronik nérolojik bir hastaliktir. Merkezi sinir sistemindeki (MSS) inflamasyon, MSS'de
demiyelinizasyon ve nérodejenerasyon ataklarma yol agmaktadir. ilk basamak tedavisinde
kullanilan beta interferon (IFN ) ve glatiramer asetat (GA) yalnizca kismi etkinlik
gostermektedir. Avrupa Birligi’nde tedavisi igin onaylanan mevcut ilaglar arasinda; hastalik
modifiye edici tedaviler (HMET), IFN B, GA, teriflunomide, dimetil fumarate (DMF),

fingolimod, natalizumab ve alemtuzumab yer almaktadir.

Tek bir model MS’nin tiim yonlerini tam olarak 6zetleyemese de hayvan modelleri, hastahigin
indiiksiyonunu ve patogenezini anlamada ve hastahigin ilerlemesini sinirlayan ve nihayetinde
insan hastalig1 i¢in etkili tedavilere yol gosteren terapétik stratejiler gelistirmede esastir. Birkag
farkli MS modeli mevcuttur ancak simdiye kadar en iyi anlasilan ve en yaygin olarak kullanilan,
deneysel otoimmiin ensefalomiyelitin (DOE) kemirgen modelidir. MS i¢in tiim terapétik
stratejiler DOE'de gelistirilmemis olsa da mevcut ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) onayh
immiinomodiilatér ilaglarin tiimii, DOE tedavisinde bir dereceye kadar etkilidir; bu MS i¢in
potansiyel tedavi gelistirmeye ¢alisirken son derece yararli bir model oldugunun giiglii bir

gostergesidir (Robinson vd., 2014).

US2014023700A1 patent dokiimam keratinositler iizerindeki bir kolajen baglayici integrin
reseptoriine baglanarak ilaglan keratinositlere hedeflemek igin bir siklik peptit ve bunun ilag

iceren tasiyici partikiillerle konjugatlan ile ilgilidir.

CN108273070A patent dokiimani hiicre terapisi ve immiinoterapi ve hastaliklar alanina aittir
ve ozellikle bir hiicre ve ilaci hedefleyen transfer yapisi ve ayrica bunlarin bir hazirlama

yontemi ve uygulamas: ile ilgilidir.
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Multipl SKkleroz Tedavisinde Nanotasiyici Sistemlerin
Uygulanmasi

Nihat Kurt!2, Sibel Bozdag Pehlivan!’, Levent Oner!

1 Farmasétik Teknoloji Ana Bilim Dals, Eczacilik Fakiltesi, Hacettepe Universitesi, Ankara, Tiirkiye

2 Farmasotik Teknoloji Ana Bilim Dals, Eczacilik Fakiltesi, Tokat Gaziosmanpaga Universitesi, Tokat, Tirkiye

Ozet

Norodejeneratif hastaliklar arasmnda kompleks bir imminopatolojiye sahip olan Multipl Skleroz (MS)un
tedavisinde birgok faktorin dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu gok faktdrli hastaliktaki klinik bulgular miyelin
kaybinin ilerlemesine, enflamasyonun evresine, aksonlarin durumuna ve oligodendrosit onci hiucrelerinin
aktivitesine baglidir. Uzun yillardir siiregelen yogun galigmalara ragmen hastalizin ¢ok faktSrli olugu ve kan-beyin
engeli (KBE) gibi ilaglarin beyne ulagmasin: engelleyen yapilar nedeniyle heniiz kesin bir tedavi bulunamamigtir.
Bu durum, bilim insanlarini yeni yaklagmmlar aramaya yonlendirmistir. Yapilan aragtimalarda genellikle
nanotagtyict olarak adlandirilan nano boyuttaki farmasdtik tagtyicilarin MS’nin yalnizca teghisinde degil ayn:
zamanda tedavisinde de rol Gstlenebilecegini gdstermistir. MS nin tedavisi igin klinik dncesi in vitro ve in vivo
galigmalarla bagarili oldugu gosterilen bu sistemlerin klinik uygulamaya gegig yapabilmesi i¢in galigmalar yogun
bir gekilde devam etmektedir. Bu derlemede MS tedavisine yonelik nanotagtyicilar konusunda literatiirde yer alan
en giincel geligmeler degerlendirilmigtir.

Anahtar kelimeler: Multipl Skleroz, kan-beyin engeli, ilag tagtyict sistem, nanotagryics, nanopartikil
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ABSTRACT
This study investigates whether Ketorolac tromethamine (KT) loaded nanoparticles might be an
effective treatment option in glioblastoma. KT-loaded poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA)
nanoparticles were prepared using water/oil/water (W/0/W) emulsification solvent
evaporation. KT-loaded nanoparticles have a particle size of 155.5 + 2.08 nm, zeta potential of -
12.9 + 1.23 mV, polydispersity index of 0.111 + 0.035, encapsulation efficiency of 53.46%. A
significant drug portion (>90%) was released in 6 hours and completed within 24 h. When 3%
(w/v) mannitol and trehalose were used as cryoprotectants, nanoparticles were stable

physically. KT-loaded nanoparticles are more effective than drug solutions at lower doses.

Weiul

PLGA Nanoparticle

Characterization stuides MTT
Keywords: PLGA nanoparticle, drug delivery, cryoprotectant, ketorolac tromethamine,

glioblastoma, release kinetics
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