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OZET

Retina Hastaliklar1 Tedavisinde Kullanilmak Uzere
Aflibercept Temelli Nanotasiyici Sistemlerin

Gelistirilmesi ve Etkinliginin In Vitro incelenmesi

Isil KUTLUTURK KARAGOZ

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Senil makula dejeneresansi, diyabetik retinopati ve retinal ven tikanikligir ciddi
gorme azhigina sebep olan diinyanin ve ilkemizin 6nemli halk saghgi
problemlerinden biridir. Giiniimiizde retina hastaliklarinin tedavisinde Aflibercept
molekiilii siklikla intravitreal enjeksiyon seklinde kullanilmaktadir. Tedavinin
temel prensibini retina hastaliklarinda ortaya ¢ikan yeni damar olusumunu

onlemek olusturmaktadir.

Goz ici anti-VEGF uygulamalarinin en biliytik dezavantaji, etki stirelerinin sinirh
olmasi ve tekrarlayan go6z ici enjeksiyonlar gerektirmeleridir. Bu nedenle
enjeksiyonlar arasindaki stlireyi uzatacak, uygulanan enjeksiyon sayisini azaltacak

yeni ilac¢ tasiyici sistemlerin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir.

Son yillarda nanoteknolojik gelismeler, yeni nano ila¢ tasiyic1 sistemlerin
gelistirilmesine olanak tanimistir. G6z hastaliklarinin tedavisinde ila¢ tasiyici
sistemlerin kullanilmas1 amagl polimerik nanopartikiiller ve siklikla poli laktik-ko-
glikolik asit (PLGA) polimeri tercih edilmektedir. Calismamiza kadar PLGA’nin

Aflibercept kapsiilasyonuna ve insan retina vaskiiler endotelyal hiicre hatti
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tizerinde Aflibercept-PLGA polimerik nanopartikiliin etkinliginin 6grenilmesie

yonelik herhangi bir calismaya rastlamadik.

Bu nedenle bu tez c¢alismasinin amaci, goziin neovaskiilar hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmak tizere Aflibercept yiikli PLGA nanoformulasyonun
gelistirilmesi ve etkinliginin insan retina pigment epitel (ARPE-19) ve insan retina
vaskiiler endotelyal (RVECs/HRECs) hiicre hatlar iizerinde in vitro incelenmesi

olmustur.

Deneyler PLGA-Aflibercept nanoformiilasyonunun gelistirilmesi ve
karakterizasyonu ile etkinliginin hiicre kiiltiirtinde incelenmesi seklinde iki

asamada gerceklestirilmistir.

Yapilan taramali elektron mikroskobu (SEM) analizlerinde Aflibercept yiiklii-PLGA
nanopartikiillerinin yuvarlak yapida ve diizgiin yiizeyli oldugu tespit edilmistir.
Nanopartikillerin zeta analizinde ortalama ¢apin 262+6.6 mV, polidispersite index
(PdI) min 0.12+0.016 ve zeta potansiyelinin ise +6.27+4 mV oldugu tespit
edilmistir. ikili emiilsiyon buharlastirma yontemi ile gerceklestirilen sentez
reaksiyonlarinin ortalama enkapsiilasyon etkinligi 85.2+1.08 % ve ilag¢ yiikleme
kapasitesi 10.4+4.5 % olarak saptanmistir. Yapilan fourier doniisiimii kizilotesi
spektroskopisi (FTIR) analizi ile enkapsiilasyon dogrulanmistir. Ila¢ salim
stiresinin yaklasik 48 saat oldugu tespit edilmistir. Gelistirilen yeni Aflibercept-
PLGA polimerik nanoformiilasyonunun ARPE-19 ve RVECs/HRECs hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe ettigi gdzlenmistir.

Aflibercept-PLGA nanoformilasyonun in vivo olarak incelenmesi gelecekte
neovaskiller goz hastaliklarinin tedavisini optimize edilmesine imkaan

saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler : Anti -VEGF, nanotasiyici, nanopartiktl, retina
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Senile macular degeneration, diabetic retinopathy and retinal venous occlusion
cause severe vision loss and currently Aflibercept administered as intravitreal
injections are most commonly used for the treatment of these retinal disorders.
The basic principle of the treatment is to prevent the formation of new vessels in

retinal tissue.

Major clinical drawbacks of this treatment include short duration of action and
repeated intraocular injections. Thus, it is important to produce new drug delivery

modalities.

Developments in nanotechnology have enabled the development of new nano drug
delivery systems. For the treatment of eye diseases polymeric nanoparticles,
especially polylactic-co-glycolic acid (PLGA) polymer are commonly used. Until our
study, we did not find any study on Aflibercept-PLGA nanoformulation and its

efficacy on human retinal vascular endothelial cells.
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The aim of this thesis was to produce Aflibercept-PLGA nanoformulation and to
investigate its in vitro effectiveness on human retina pigment epithelium (ARPE-

19) and human retinal vascular endothelial (RVECs/HRECs) cell lines.

The experiments were carried out in two stages: the development and
characterization of the nanoformulation and the examination of its efficacy in cell

culture.

In the scanning electron microscope (SEM), it was determined that Aflibercept
loaded-PLGA nanoparticles have a rounded and smooth surface. The mean particle
diameter was 262 * 6.6 mV, the polydispersity index (PdI) was 0.12 + 0.016 and
the zeta potential was + 6.27 * 4 mV. The average encapsulation efficiency and
drug loading capacity of the synthesis reactions were determined as 85.2 + 1.08%
and 10.4 + 4.5%. The encapsulation was verified with fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) analysis. The drug release time was approximately 48 hours
and It has been observed that the Aflibercept-PLGA nanoformulation inhibit the

proliferation of cells.

Investigation of the Aflibercept-PLGA nanoformulation in vivo will enable to

optimize the treatment of neovascular eye diseases in the future.

Keywords: Anti -VEGF, nanocarrier, nanoparticle, retina

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

20



GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Vaskiiler endotelyal growth faktor (VEGF) tiim viicutta oldugu gibi g6ziin arka
segmenti dedigimiz retina ve iliskili dokulardan da salinan ve yeni damar
olusumunu saglayan bir sinyal proteinidir. VEGF’lin degisik alt tipleri olmakla
beraber goz i¢i dokularda yeni damar olisumundan sorumlu ana alt tipi VEGF-A
dir. VEGF-A dokulardaki etkisini vaskiiler endotelyal growth faktér reseptor -1
(VEGFR-1) ve vaskiiler endotelyal growth faktor reseptor -2 (VEGFR-2) olmak
lizere iki ayr1 reseptor lizerinden gostermektedir. Gilinlimiizde retina
hastaliklarinda istenmeyen yeni damar olusumunu énleme ve olusmus damarlarda
gerileme saglamak icin yapilan uygulamalarda VEGF-A ve reseptorlerini bloke
etmek tedavinin temel prensibini olusturmaktadir [1]. Bu amagla retina
hastaliklarinin tedavisinde en sik Bevacizumap (Avastin, Genentech Inc.),
Ranibizumab (Lucentis, Genentech Inc.) ve Aflibercept adinda ii¢ giincel anti-
vaskiiler endotelyal growth faktor molekiilii kullanilmaktadir. ik iki molekiil
antikor 6zelliginde iken, son molekiil olan Aflibercept ise insan kaynakli modifiye
flizyon protein niteligindedir [2]. En son jenerasyon niteliginde olan Aflibercept ti¢
ayr1 komponentden olusan bir antikor 6zelligi gostermektedir. Her bir VEGFR-1 ve
VEGFR -2 i¢in ayr1 baglanma noktasi igeren iki subtiniteli Fab kismi ile IgG1’in Fc
kismini iceren Fc kismi bulunmaktadir. Bu ii¢ subtinitenin bir araya gelmesi ile
olusan sentetik modifiye antikor ise fiizyon protein olarak adlandirilmaktadir. Elde
edilen bu antikor VEGF-A nin her iki reseptoru o6zelligini tasidigl icin ortamdaki
tim VEGF molekiillerini baglama 6zelligi gostermektedir. Aflibercept, VEGF-A'nin
yaninda diger bir istenmeyen damar olusumundan sorumlu molekiil olan VEGF-B

ve plesental biiytime faktoru (PIGF)’'nt bloke etme 6zelligi de gostermektedir [3,4].

Aflibercept molekiliiniin retina hastaliklarinda ilk kez kullanimi yasa bagh makula

dejeneresansi olan vakalarda kullanilmasi ile baslamistir ve Amerika Food and



Drug Administration (FDA) onaymi 2011 yilinda almistir [2]. Afliberceptin yasa
bagh makula dejeneresansi nedeniyle ortaya c¢ikan yeni damarlarn gerilettigi ve
yeni damar olusumunu 6nledigi gértilmiistiir [1]. Olgulara her ay 2 mg olmak tizere
ilk 3 ay sabit bir sekilde ylikleme dozunda intravitreal enjeksiyonlar yapilmis ve
takip eden siirede ise 2 aydan erken olmamak iizere lezyonlarda aktivite
gorildigi zaman intravitreal enjeksiyon tekrarina gidilmistir [5]. Vakalarda
enjeksiyon sayisi sinirlamasi olmadig1 gibi kac kez enjeksiyon yapilacag olgu ve
hastalik aktivasyon temelli olarak c¢oklu enjeksiyonlar seklinde devam
edilebilmektedir. Afliberceptin yasa bagli makula dejeneresansi olan olgularda
mevcut etkinliginin goriilmesinden sonra diyabetik retinopatiye bagli gelisen
neovaskiilarizasyon ve makula édeminde kullanimi giindeme gelmis ve yapilan
calismalarda tek basina ilk tedavi olarak veya diger anti-VEGF ajanlara karsi direng
gelismis vakalarda da etkin oldugu goriilmistiir. Takip eden stirecte ise retina ven
tikanikligina (RVT) bagh makuler 6dem olgularinda da kullanilmaya baslanmistir.
Bu li¢ temel endikasyon disinda literatiirde polipoidal koroidal vaskiilopatili,
tiveitli ve miyopik koroid neovaskiilarizasyonlar1 gelisen vakalarda, retinitis
pigmentoza gibi retinal distrofi kaynakli makuler 6dem olan olgularda da basaril

sonuclar alindig1 gorilmiustiir [6-12].

Goz ici Aflibercept enjeksiyonun en Onemli dezavantaji etki siiresinin sinirh
olmasidir. Etkinlik siiresi iki aya kadar devam etmekle beraber yasa bagli makula
dejeneresyonu olan hastalarda ilk 3 ytlikleme enjeksiyon dozu gerekliligi
bulunmaktadir. Enjeksiyon sayisinin artisi isleme baglh enfeksiyon, retina
dekolmani, vitre i¢ci hemoraji, katarakt, goz ici basinci artis1 gibi goze ait lokal
komplikasyon risklerinin artisina neden oldugu gibi hastalarin tedavi stirecine
katilimin ve takiplere devamliligi da azaltmaktadir. iki enjeksiyon arasindaki
slireyi uzatmak ve total enjeksiyon sayisin1 azaltmak mevcut ortaya c¢ikabilecek
komplikasyonlar1 azaltacagi gibi hastanin tedavi ve takip siirecine uyumunu
arttiracaktir. Tim bu calismalar 1s181nda ve uygulamaya bagh riskler géz oniine
alindiginda, tedaviye yonelik etkinlik siiresini uzatmak ve enjeksiyon sayisini
azaltmak amaciyla nanopartikiil temelli uzun doénem ilag¢ tasiyici sistemlerin
kullanimi giindeme gelmektedir. Bu arastirma ile beraber, goz ic¢i intraviteral
enjeksiyon seklinde tedavi amacl kullanilan Aflibercept molekiiliiniin
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nanopartikil seklinde sentezi gerceklestirilerek salim etkinliginin uzun siireli
gerceklestirilmesi planlanmaktadir. Arastirma dahilinde oOncelikle PLGA ile
kombine  Aflibercept  nanopartikiill  sentezi  yapilacaktir.  Aflibercept
nanopartikiliiniin sentez sonrasi boyut, salim gibi karekteristik 0zellikleri
belirlenecektir. Ayrica hiicre kiltiri ortaminda hiicrelerdeki toksisitesi
belirlenecektir. Bu ¢alismanin sonuclari, senil makula dejeneresansi, diyabetik
retinopatili, retinal ven tikaniklig1 ve diger retina ve inflamatuar iskemik goz
hastaliklarina sahip hastalar icin alternatif bir tedavi yolu gelistirilmesinde 6nci
olacaktir. Bu da bu hastaliklarin tedavisinde alisilmisin disinda farkli bakis agilari
yakalanmasin1 saglayacaktir. Bu arastirmanin sonuglar1 yalnizca tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine hizmet etmesi ile sinirlandirilmamalhdir. Bu
arastirma ile birlikte, tedavi amaciyla uygulanan total intravitreal enjeksiyon sayisi
azaltilip, hastalarda isleme bagl enfeksiyon, retina dekolman, vitre i¢i hemoraji,
katarakt, goz ici basinci artis1 gibi géze ait lokal komplikasyonlarin minimalize
edilmesine yonelik ¢alismalara da katkida bulunacaktir. Ayni zamanda hig¢bir
sekilde kontrol altina alinamayan ve agresif seyreden vakalarda uygulanacak
vitreoretinal cerrahi sayisi ve komplikasyon sikliginda azalma gibi avantajlar
saglayabilecektir. Boylece, hastanin tedaviye uyumu ve yasam Kkalitesi
arttirilabilecektir. Sonu¢ olarak tedavi maliyeti, harcanan zaman ve saglk
personeli ihtiyac1 azalip, mevcut kronik bir hastaligin hastaya, hasta yakinina ve

devlete olan gideri minimalize edilmis olacaktir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci ‘ Retina hastaliklarinin tedavisinde kullanilmak tizere Alfilbercept
temelli nanotasiyici sistemlerin gelistirilmesi ve etkinliginin in vitro olarak insan
retina pigment epiteli (ARPE-19) ve insan retinal vaskiiler endotelyal hiicre

(RVECs/HRECs) hatti lizerinde incelenmesi’ dir.



Literatiirde senil makula dejeneresansi, diyabetik retinopati ve retinal ven
tikaniklig1 tedavisinde kullanilan intravitreal Aflibercept enjeksiyonunun ilgili
hastaliklarin tedavisinde ve komplikasyonlarini kontrol altina alma konusunda
yeterliligi, ilacin etki stiresinin kisa ve gecici olmasina bagl olarak simirhdir.
Dolayisi ile giiniimiiziin ve gelecegin 6nemli halk saglig1 problemleri arasinda olan
bu hastaliklarin tedavisi ve komplikasyonlarinin 6nlenmesinde heniiz halihazirda
bulunan etkili bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Bu arastirmanin amaci ilag
tasiyici sistemlerden biri olan nanopartikiil teknolojisi ile Aflibercept molekiiliiniin
uzun salimli modelinin sentezi, salim profilinin degerlendirilmesi ve hiicreler
lizerinde olan etkisinin incelenmesi olacaktir. Bu sayede bu proje ile intravitreal
uygulanacak olan bir anti-VEGF ajanin nanopartikiil seklinde sentezi ve salim
profilinin hiicre kiiltiirleri iizerinde incelenmesi miimkiin olacaktir. Bu arastirma
ile olumlu sonuclar alinmasi halinde halihazirda kullanim endikasyonunun oldugu
goz hastaliklarinda ilacin etki siiresinde uzama, buna bagh olarak hastalik
komplikasyon oranlarinda azalma, yapilan enjeksiyon sayisinda azalma ve hasta

uyumunda artis saglanmis olabilecektir.

1.3 Hipotez

Aflibercept molekiilii; senil makula dejeneresans1 (SMD), diyabetik retinopati
(DRP), retinal ven tikanikligi (RVT) gibi bir takim okiiler hastaliklarda, degisik
oktliler uygulamalar seklinde kullanilmakla beraber, anti-vaskiiler endotelyal
growth faktor (anti-VEGF) ajanlarindan biri olan Aflibercept molekiiliiniin temel
kullanim alani retina hastaliklaridir. Retina hastaliklarinin tedavisine yonelik
olarak, vitreus icine intravitreal enjeksiyon seklinde uygulanmaktadir. Bu ilacin
kullanilmasindaki ana neden; retinanin beslenme bozuklugu, inflamasyonu veya
dejenerasyonu sonucu olusan istenmeyen yeni damarlari ortadan kaldirmak veya
olusumunu engellemektir. Yeni olusan ve mattir olmayip oldukg¢a zayif olan bu yeni
damarlarin spontan bir sekilde damar disina swvi sizdirma ve kanamaya
yatkinliklar1 oldukga yiiksektir. Ayrica, olustuklar: bolgede damar disina transuda
ve eksiida sizintis1 nedeniyle 6deme, damar duvar biitlinligii bozulmas ile de
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kanamaya neden olurlar. Bu yeni damarlar gelistigi alana gore subretinal,
intraretinal ve preretinal olmak iizere ii¢ alanda da 6dem ve/veya kanamaya
neden olabilirler. Sonu¢ olarak yeni damar olusumu retinanin gérme merkezi
olarak tanimladigimiz makula boélgesinde gergeklesir ise kalic1 veya gecici ciddi
gorme kayiplari ile sonuglanir. Retinanin diger bolgelerinde gelisen yeni damarlar
ise ayn1 zamanda retina boyunca ve/veya vitreusa dogru retinada c¢ekintilere,
sonu¢ olarak da traksiyonel retina dekolmanina yol acgabilecek proliferatif
dokulara da neden olabilir. Ortaya ¢ikan bu patolojiler sonucu retinada geri

doniisiimsiiz doku degisikleri ve gorme kaybi ortaya ¢ikabilir.

Goz ici Aflibercept enjeksiyonunun en 6nemli dezavantaji etki siiresinin sinirh
olmasidir. Etkinlik stiresi iki aya kadar devam etmekle beraber, yasa bagli makula
dejeneresyonu olan hastalarda ilk 3 ay her ay tek doz olmak lizere zorunlu
ylukleme dozu gerekliligi bulunmaktadir. Baslangi¢c doyurma dozu sonrasi ise birer
aylik kontrollerle birlikte her 8 haftada bir tek doz enjeksiyon gerekliligi
bulunmaktadir. G6z i¢i enjeksiyon gerekliligi ve sayisinin artis1 isleme bagh
enfeksiyon, retina dekolmani, vitre i¢ci hemoraji, katarakt, goz ici basinci artisi gibi
goze ait lokal komplikasyon risklerinin artisina neden olur. Bunun sonucu olarak
hastalar acisindan kabusa donen bir uygulama seklini alip, hastalarin tedavi
siirecine katilmim ve takiplere devamhlifi da azaltmaktadir. Iki enjeksiyon
arasindaki slireyi uzatmak ve total enjeksiyon sayisini azaltmak mevcut ortaya
cikabilecek komplikasyonlar1 azaltacagi gibi hastanin tedavi ve takip siirecine
uyumunu arttiracaktir. Bu amagla polimerik nanopartikiil tasiyici sistemler uzun
sureli ila¢ salim sistemleri olarak giindeme gelmektedir. Ayrica nanopartikiiller
hiicrelere kolaylikla ve hizli bir sekilde ulasabilmekle birlikte daha uzun siire etkin
ozellige sahiptirler. Literatiirde kanser ve enfeksiyon hastaliklarina karsi cgesitli
polimer temelli nano tasiyici sistemler kullanilmaktadir fakat okiiler hastaliklara
kars1 gelistirilmis smirli sayida polimerik nanopartikiill tasiyici sistemler
bulunmaktadir. Ozellikle PLGA olduk¢a biiyiilk bir &énem tasimaktadir.
Polilaktikoglikolik asit (PLGA) FDA onaylh bir molekil olup, biyouyumlu ve

biyobozunur yapisi, kontrollii bir sekilde uzun stireli ila¢ salimina imkan saglar. Bu



gibi 6nemli 6zellikleri nedeniyle, son yillarda enfeksiyon hastaliklarina ve kansere

karsi kullanilan ilag tasiyici sistemlerden en 6nemlisi olarak bilinmektedir.

Bu tez arastirmasi ile Oncelikle PLGA-Aflibercept nanopartikil sentezi
gerceklestirilecektir. PLGA-Aflibercept nanopartikiiliiniin partikiil karakterizasyon
analizleri yapilacaktir. Sentezlenen PLGA-Aflibercept nanopartikiiliiniin preklinik
kullanim o6ncesi etkinliginin degerlendirilmesi ve bu baglamda in vitro ortamda

ARPE-19 ve RVECs hiicre hatlari iizerine toksisite testleri degerlendirilecektir.

Yapilacak bu arastirma ile, diinyadaki yetiskin ¢ag1 korliiklerinin en sik nedeni olan
diabetes mellitus ve ikinci en sik gorme azlig1 nedeni olan retinal ven tikanikligi,
aynt zamanda yash nifusun en sik gorme azligi nedeni olan senil makula
dejeneresansi ve diger gorme azliklarina bagh gelisen komplikasyonlarin daha
uzun siire kontrol altina alinmasi ve tedavi edilebilir hale getirilebilmesi
hedeflenmektedir. Ayrica bu arastirmanin, sentezlenen PLGA-Aflibercept
nanopartikiliiniin olusturulmasi ile daha wuzun sireli goéz i¢i saliminin
saglanmasiyla, Afliberceptin etkinlik siliresini artirmaya yonelik yapilacak olan
sonra ki calismalara 6ncii olmasi hedeflenmektedir. Boylece iki doz arasindaki
etkinlik siiresi artis1 ile hastalara uygulanan enjeksiyon sayisinin azaltilmasi
saglanmis olabilecektir. Sonuc¢ olarak enjeksiyon sayisindaki azalma ile ortaya
cikabilecek komplikasyon insidansi azalacaktir. Tekrarli kontrollere gelmek
zorunda olan hastalar i¢in tedavi ve takip yiikiinii ortadan kaldirip sik enjeksiyon
nedenli tedaviyi red eden hastalarin tedaviye uyumu arttirilabilinecektir. Ayrica
komplikasyon insidansinin azalmasi tUulke ekonomisine olumlu yodnde katki

saglayacaktir.
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GOZ ANATOMISI VE FIZYOLO]JiSI

2.1 Goz Kiresi

GOz ve gorme sistemi, insan viicudunun dis diinyaya a¢ilan ve cevrede olup biten
en kiiclik degisikligi bile algilamasini saglayan yegane sistemlerinden birisidir.
Insanoglunun toplayiciliktan yerel tarima ve hatta av olmaktan avcl olmaya
gecisinin izlendigi tarihsel siirece de katkis1 yadsinamaz diizeydedir. Bu sistemle
ilgilenen tip bilimine ise * Oftalmoloji ’ bilim dali denilmektedir. G6z, yiiziin orbita
denilen kemik yapisinin i¢cinde yer alan kiiresel bir organ olup dogumdan 6liime
kadar gorme islevinden sorumludur. Goz orbita icerisinde goz kiiresine hareket
fonksiyonunu yaptirtan 6 adet kas dokusu ile cevrelenmistir. Goz kiirsini medial,
lateral, superior ve inferiordan saran adaleler rektus adeleleri olarak
adlandirilmaktadir ve her bir adele kendi diizlemi boyunca goze ic, dis, yukar1 ve
asag1 bakis hareketleri yaptirmaktadir. Diger iki adale ise inferior ve sliper oblik
adeleler olup goz kiiresine torsiyonel hareket yaptirmaktadirlar. G6z kiiresinin
yetiskin bir insandaki 6n arka uzunlugu 21-26 mm arasinda degiskenlik

gostermektedir. Ortalama hacmi 4,5-5 cc iken agirligi yaklasik 7 gr kadardir.

Bu kiiresel yapi temel olarak 3 ana bosluk ve 3 ana katmandan olusmaktadir. (Sekil
2.1). Ana bosluklar 6n kamara (camera anterior bulbi), arka kamara (camera
posterior bulbi) ve vitreus boslugundan olusurken, 3 ana katman ise fibroz ,
vaskiiler ve noral tabakalar seklindedir. On kamara kornea ile lens arasindaki
bosluktur. Arka kamara ise daha kiiciik bir bosluk olup lens ile iris arasindaki
mesafedir. Vitreus boslugu ise en icte goziin noral tabakasi olan retinal doku
olmak olmak tizere vaskiiler ve fibroz tabakalarca ¢evrelenmis lensin gerisindeki
en genis goz boslugudur. On ve arka kamara silier cismin pars plikata kismindan
salinan ak6éz humor sivisi ile dolu iken vitreus boslugu ise goz icin amartisor ve
darbelere karsi koruyucu bir vazife géren hyaluronik asit, kollajen ve elastinden

zengin transparan jelimsi yapidaki vitreus sivisi ile doludur. Her iki sivi da saydam



karakterdedir. Humor akéz sivisi kismi olarak goze seklini vermekten sorumludur
ve avaskiiler karakterde olan lens, korneanin ve go6ziin anterior bolimiiniin
beslenmesine katkida bulunur. Sabit bir hizda siliyer cisimden salinarak goz ici
basincin olusmasini saglar. Ardindan sabit bir hizla da kornea ve iris koki
arasindaki trabektiler ag ve Schlemm kanali ile g6zl terkeder. Vitreus sivisi ise
embriyolojik gelisim sirasinda olusur, darbe emici 6zelliginin yani sira goz
kiiresine seklini verir, goz i¢i basinca katkida bulunur, lensi arkadan destekleyerek
yerinde kalmasini saglar ve retinal dokunun koroidal dokuya sikica yapismasina

destek te bulunur.

Post hambh

Anterior chamber
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i : - = C’i: —— Foven cental
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Sekil 2.1 Goz kiiresi ve bosluklari [13]

2.2 GOz Kiiresinin Katmanlari

Goz kiresi fibroz, vaskiiler ve noral yap1 olmak tizere 3 katmandan olusmaktadir.
Bu li¢ tabakada en disardan konjonktival kese ve tenon kilifi ile sarilidir. Tenon
kilifinin icinde kolayca hareket edebilen g6z kiiresi en distan fibréz doku olarak

adlandirilan sklera ve kornea ile ¢evrilidir. Sklera altinda vaskiiler katman olarak



tiveal doku ve en i¢ kisimda vitreus boslugu ile temasta olan néral katman yani

gorme fizyolojisinin gerceklestigi retinal doku yer almaktadir.

2.2.1 Sklera ve Kornea (Fibroz Tabaka)

Sklera goz kiiresini olusturan fibréz tabakanin arka 5/6’lik kismin
olusturmaktadir. Opak, beyaz renkli bir katman olup rengini yapisini olusturan
dens kollajen ve elastik fibrillerin siki ve daginik diziliminden almaktadir. Esas
olarak gorece rijid yapisi sayesinde goz kiiresine seklini verir, goziin i¢ yapisini ve
icerinigini disaridan ayirir ve dis faktorlere maruziyetten korur. Ayni zamanda
goze kareket saglayan rektus ve oblik kaslar1 i¢in tutunma yiizeyi olusturur [14].
Posterir bolgesinde optik sinirin goz kiiresinden ¢iktig1 alanda lamina kribrosa
adin1 almaktadir ve incelerek elekli bir yapi haline gelir. Boylece ndral katmandan
ayrilan sinir liflerinin géz kiiresinden ¢ikarak optik sinir dokusu olusturmasina
aracilik etmis ve yapisal destek saglamis olmaktadir. Sklera yapisal olarak diizensiz
siralanmis kollajen liflerin varligi nedeniyle opak ve rijid bir yap1 gostermesine
ragmen, disiik molekiiler agirlikli hidrofilik maddelere karsi kollajen lifler
arasindaki porlar sayesinde ve intraseliiler olarak gecirgen bir o0zellik

gostermektedir [15].

Goz kiresinin 6n 1/6’lik kismini olusturan fibréz tabaka ise kornea adini
almaktadir ve yapica skleradan farklilik goéstermektedir. Kendisini olusturan
kollajen liflerin ayni kalinlikta olmalar1 ve diizenli bir yapida dizilmeleri korneaya
skleradan farkl olarak yapica daha kompakt ve transparan seffaf bir doku 6zelligi
kazandir. Bu yap1 sayesinde 15181 kiran seffaf bir mercek 6zelligine sahip olmus
olur. Yapisinda vaskiiler ve lenfatik yap1 barindirmaz ve beslenmesi géz yasi ve
akoz humoérdan saglanir. Damarsal yapidan yoksun olmasina ragmen sinirsel
yapidan zengin bir dokudur. Kornea temel olarak 5 katmandan olusmaktadir.
Bunlar sirasiyla; Epitel tabakasi, Bowman tabakasi, Stroma, Descement membrani
ve Endotel tabakasi olmak tzere. Epitel tabakasi 50 -100 pm kalinhiginda olup
kendi icinde 5 subtabakaya ayrilmaktadir. Hidrofilik ilaglara karsi %90 bariyer
ozelligi gosterirken lipofilik ilaglara karst %10 luk bir bariyer o6zelligi

gostermektedir [16]. Bowman tabakasi ise 8-14 pm kalinliginda daha ince bir yap1
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gostermekte olup rejeneratif 6zelligi bulunmamaktadir. Ayni1 zamanda ilaglarin
penetrasyonuna karsi herhangi bir bariyer 6zelligi gostermemektedir. Stroma ise
korneanin en kalin tabakasidir. Temel olarak %?20‘si kollagen liflerden,
proteinlerden ve mukopolisakkaridlerden olusmaktadir. Geriye kalan %80 ise su
olup bu 6zelligi nedeniyle epitel tabakasindan farkli olarak hidrofilik ilaclar icin
bariyer teskil etmezken lipofilik ilaglar i¢in bariyer fonksiyonu gérmektedir. Bir
sonraki tabaka Descement membran tabakasi olup yaklasik 6 um kalinligindadir ve
ila¢g penetrasyonu icin herhangi bir engel teskil etmemektedir. En i¢ korneal tabaka
ise endotel tabakasi olup ak6z hiimorla temas halindedir. Hiicreler arasinda gap-
junctionlar bulunmaktadir ve bu 6zellik epitel tabakasina gére bu tabakaya 200 kat
daha gecirgen bir 6zellik katmaktadir. Bu tabakadan stromaya gegen sivi ise bu
hiicrelerin yiizeyinde bulunan bikarbonat bagimli Na/K+ ATPase pompa
aktivitesiyle geriye pompalanmaktadir. Boylece kornea seffaflig1 saglanmis olur. Ek
olarak bu pompa aktivitesi sayesinde kornea boyunca hidrofilik ilaglarin

absorbsiyonu saglanmis olur [16].

2.2.2 Uvea (Vaskiiler Tabaka)

Uveal tabaka kornea gerisinden itibaren sklera ile retina arasinda yer alan
melaninden zengin vaskiiler bir agdan olusan orta tabakadir. Temel olarak damar,
sinir ve bag doku hiicrelerinden olusmaktadir. Onden arkaya iris, siliyer cisim ve
koroidal doku olamak tizere 3 kisimdan olusmaktadir. Esas olarak oftalmik
arterden ¢ikan ve optik sinir etrafindan skleray: delerek giren kisa siliyer arterler
tarafindan olusturulmaktadir. En énde bulunan kisim iris olarak adlandirilir. On
kamaray1 arka kamaradan ayirir, pupillay: olusturur ve sifinkter 6zelligi gostererek
gorme islevine katkida bulunur. Ayrica goze rengini verir. Iris kokiinden itibaren
siliyer cisim kismi gelmektedir. Pars plana ve pars plikata olmak tizere 2 boliimde
incelenir. Pars plikata g6z ici basincini olusturan akéz hiimor denilen sivinin
Uretimini saglar. Ayrica yapisinda bulunan siliyar kaslar ve lens ile baglantiy:
saglayan zoniller aracilifiyla lensin hareketini denetleyerek go6ziin uzaga ve
yakina uyum yapmasini (akomodasyon) saglar. Pars plana gerisinde ise koroidal

doku adin1 almaktadir. Goziin arka kisminin tamamini kaplar fakat arka kutupta
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her bolgede ayni kalinlikta degildir. Metabolik aktivitesi yiliksek makula bolgesinde
0,25 mm kalinhiginda iken goérme islevinin daha az fonksiyonel oldugu periferik
alanlarda 0,1 mm kalinliga sahiptir. Bu bolgede damardan zengin yapisi sayesinde
goziin 1s1 dengesini koruyup, retina pigment epitelini ve retinanin dis katlarinin

beslenmesi saglamaktadir.

2.2.3 Retina (Noral tabaka)

Retina noroektodermden gelisen ince, transparan bir doku olup goz kiiresinin
posterior bolimiiniin en i¢ katmanini olusturmaktadir. Gérmeden sorumlu esas
goz katmanidir. Gorme islevinden sorumlu olan yaklasik 120 milyon rod ve 6-7
milyon kon fotoreseptor hiicreleri ve diger yardimci hiicrelerden olusmaktadir.
360 derece olacak sekilde ora serratadan optik diske kadar uzanim gosterir.
Retina, vortex venlerinin skleraya giris yerlerinden itibaren retinal doku 6n
(anterior) ve arka (posterior) olarak iki boliime ayrilir. G6z kiiresini 6n va arka
olarak esit iki parcaya ayiran ekvator ise bu ayrilma noktasinin iki disk capi
oniinde yer alir. Optik diskten ayrilan damar arklari arasinda kalan alan ise arka
kutup (makula) olarak adlandirilir. Yaklasik olarak 6 mm’lik alana denk
gelmektedir. Keskin goriis saglayan merkezi makula bolimiine fovea
denilmektedir ve 1.5 mm c¢apinda, optik diskin 3.4 temporalinde 0.8 mm asagisina
yerlesmistir. Fovea merkezindeki 350 mikron ¢apindaki merkezi alana ise foveola
denilmektedir ve tek sira kon fotoreseptorlerinin bulundugu merkezi gérme

bolgesidir.

Retina en dista fotoreseptor hiicreleri olmak iizere toplamda 9 katmandan olusan
hiicresel ve iligkili yapilarin olusturdugu ¢ok tabakali bir goz kiiresi katmanidir.
Fotoresptor katmani disinda ise retinal dokunun koroidal dokuya yatisik kalmasini
ve ayni zamanda fizyolojik dizeyde kuru kalmasini saglayan tek sira retina

pigment epiteli hiicre katma ile sinirlandirilmistir.

Norosensoryel retina tabakalar1 kendi icerisinde asagidaki siralama seklinde

distan ice dogru siralanir (Sekil 2.2) ;

1. Fotoreseptorlerin i¢ ve dis segmentlerinin bulundugu fotoreseptor tabakasi,
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2. External limitan membran tabakas,
3. Disniikleer tabaka,

4. Dis pleksiform tabaka,

5. I¢niikleer tabaka,

6. ¢ pleksiform tabaka,

7. Ganglion hiicre tabakasi,

8. Sinir lifi tabakas;,

9. Internal limitan membran tabakasi,

photo- \ _ rods
receptors cones
4 OLM
ONL
icles
b orlfzontal i
polar cells INL
amacrine
cells
PL
ganglion ! i
cells,axons GCL
Muller cell |
Light micrograph of a vertical ™ h gh the h retina.
OLM = Quterlimiting membrane (sep inner segments of ph §o from their
cell nuclei)

ONL = Outer nuclcar layer (cell bodics of the retinal rods and concs.)

INL = Inner nudiear layer (nuclei of honizontal, bipolar and amacrine cells)

IPL = Inner plexiform layver (synapses between ganglion cells and bipolar cells)

GCL =Ganglion cell layer

ILM = Inner limiting membrane (boundarv between the retina and the vitreous bodv.)

Sekil 2.2 Retina katmanlari [13]

[sik, gorme sinyalini (signal transduction) fotoresptor tabakasinda olusturmadan
once icten disa tiim bu tabakalar1 gegmek zorundadir. Retinal tabakalar: olusturan

hiicreler fotoresptorler , horizontal hiicreler, bipolar hiicreler, amakrin hiicreler,

12



interplexiform hiicreler, ganglion hiicreleri ve iki ¢esit glial hiicre (astrositler ve
miiler hiicreleri)’dir. Retinanin tek bir tabakaya inceldigi foveola bolgesi harig,
noral retinadaki bu tabakalar igerisinde belirli bir dizilime goére bulunurlar. Bu
hiicre tabakalarinin en dis kisiminda ise, melanin pigmentinden zengin ve ytiksek
oranda melanozom igeren, tek kath kiiboidal yapida olan retina pigment
epitelyum (RPE) tabakasi ile ¢evrelenmistir. Fotoreseptor dis segmentine bitisik

retina pigment epitel hiicrelerinin pek ¢ok énemli fonksiyonu bulunmaktadir.

Bunlar sirasiyla; dis retinal katlarin beslenmesi amaciyla koroidal dokudan aldig:
besinleri difiizyon yolu ile retinaya iletir ve artik maddeleri retinadan tekrar
koroidal dokuya tasir, fotoreseptdor dis segmentlerinin turn overina katkida
bulunur, fototransdiiksiyon zincirinde rol alir, dis karetina bariyerini olusturur,
okiiler immiin cevapta rol alir, antioksidan aktivite gosterir, melanin graniilleri ile

15181n zararh etkilerinin ve asir1 radyasyonun etkilerini ortadan kaldirir.

RPE hiicresi fotoreseptor hiicrelere bakan tarafinda sayisiz apikal membran
uzantisina sahiptir. Bu uzantilar1 araciligi ile dis fotoreseptor hiicre govdelerinin
mekanik destek saglar. Fotoreseptorlerle RPE arasindaki extraseliiler mesafe
interfotoresptor matriks olarak adlandirilir ve fotoresptér dis segmentlerine
mekanik destegin saglanmasina katkida bulunur. RPE ise kendi bazal
membraninin da olusumuna katkida bulundugu Bruch membrani iizerine

yerlesmis ve koroidal doku ile bu membran aracugi ile ayrilmis haldedir.

Retinanin fotoreseptor hiicreleri adindan da anlasilacagl lizere gérme sisteminin
15181 gorme sinyaline ceviren duyusal reseptorleridir. Goze gelen 15181 elektriksel
aktiviteye doniistiirerek retinal katmanlar boyunca yorumlanmak tlizere beyne
iletilmesini saglarlar. Retinanin ilk 3 tabakasinin olusumundan sorumludurlar. Rod
ve kon fotoresptor hiicreleri olmak iizere Iki ¢esit retinal fotoreseptdr hiicresi
bulunmaktadir. Her ikisinin de dis limitan membran sinirlar1 disinda yer alan i¢ ve
dis segmentleri vardir. Dis segmentler géorme sinyalinin olusmasini saglayan
pigment molekiillerini icerir. Bu pigment molekiilleri ile birlikte stirekli olarak
yenilenme 0zelligi gdsteren membrandz disk yapilarini icermektedir. Sirkadiyen
ritmle uygun olacak sekilde eski diskler disar1 dogru atilir ve RPE hiicrelerinin

apikal uzantilan tarafindan yakalanarak fagosite edilirler. Boylece RPE hiicreleri
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tarafindan alinan dis segment diskleri yerine yenileri gelir ve disk turnover
gerceklesmis olur. Rod hiicrelerinin dis segmentleri 10 giin igerisinde tamamen
yenilenirken kon hiicrelerinde bu siire degiskendir. Anatomik olarak, fotoreseptor
dis segmenti, mitokondriden zengin dis elipsoid, golgi cisimi ve ribozomdan zengin
i¢ myoid olmak tlizere 2 boliime ayrilir. Bu iki kisim dokuz ¢ift mikrotiibiil iceren
bir siliyum ile baghdir. i¢ ve dis segmentlerin birlesim yerlerinin optik kohorens
goriintiilleme (OKT) bulgular: ise ISOS bandi olarak adlandirilir. Daha i¢ kisimda
bulunan fotoreseptor segmentlerini, fotoreseptor niikleusundan ayiran dis limitan
membran gercek bir membran olmayip, rod, kon ve miiller hiicre gévdelerinin
terminal noktalarinin biribirine yapismasi sonucu olusmus bir yapidir. Retinanin i¢
katmanlarinda ise farkl tipte hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicrelerden ilki bipolar
hiicreler olup fotoreseptor hiicreleriyle dis plexiform tabakada ve ganglion
hiicreleri ile de i¢ plexiform tabakada baglanti halindedir. Fotoreseptor hiicreler
tarafindan iletilen gorsel sinyalleri amakrin ve ganglion hiicrelerine iletirler.Diger
bir hiicre tipi olan horizontal hiicreler, sinyal diizenlenmesinin saglayan hiicreler
olup bipolar hiicrelerle ve rod veya kon hiicreleri arasindaki gorsel uyarinin
modulasyonundan sorumludur. Amakrin hiicreler de horizontal hiicreler gibi
gorsel bilginin islenmesinde hiicreler arasi iletisimin modilasyimmuna katkida
bulunur. Amakrin ve horizontal hiicrelerin yanisira retinada bir takim glial
hiicreler de bulunmaktadir. En 6nemlileri miiler hiicreleri ve astrositlerdir. Mtller
hiicreleri retinal iskelet yapiy1 olusturan esas hiicre olup ayni zamanda fotoresptor
hiicrelere mekanik destek saglayarak retinanin kuru kalmasini saglayan sivi emici
ozellikleri de bulunmaktadir. Retinay1 boydan boya katetme 6zelligi gosteririken
vitreus tarafindaki sonlanim noktalarinin birlesmesi ile internal limitan membran
olusturmaktadir. Tiim bu hiicrelerin hiicre govdeleri ve niikleuslar ise i¢ niikleer
tabakay1 olusturmaktadir. Diger bir grup hiicre tiirii ise interpleksiform hiicre
grubudur. Bu hiicre grubunun hiicre gévdeleri de i¢ niikleer tabakada yer alir. islev
olarak i¢ pleksiform tabakadaki amakrin ve bipolar hiicreler i¢in postsinaptik, dis
pleksiform tabakadaki horizontal ve bipolar hiicreler icin presinaptik gorev
ustlenmislerdir. Boylelikle bu hiicre, i¢c pleksiform tabakadan dis pleksiform
tabakaya retina icindeki sinir iletiminin standart yoniintin tersine bilgi tasimak gibi

essiz bir gorev Ustlenir. Siradaki retina tabakasi olan i¢ pleksiform tabaka ise
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bipolar ve amakrin hiicrelerinin ganglion hiicre ile yaptiklari sinaps bolgesi
tarafindan olusturur. Ganglion hiicre tabakasi ganglion hiicre tarafindan
olusturulmaktadir. Bu tabaka kisiler arasi farklihk gosterebilmekle beraber
yaklasik 1.2 milyon ganglion hiicresi icermektedir. Ganglion hiicrelerinin aksonlari
sinir lifi tabakasin1 meydana getirmektedir. Ganlion hiicre sinir lifi tabakasi optik
sinire dogru belirli bir anatomik projeksiyonda yonelim gosterir. Optik disk
basinda sinir liflerinin giris noktasindan itibaren retina 0.4 mm kalinliginda olup
perifere dogru gidildikce incelen bir yap1 gosterir ve en ince oldugu bolge ise ora

serrata komsulugunda olup yaklasik 0.14 mm’dir.

e Makula Anatomisi

Retinal bolgeler anatomik ve histolojik olarak ora serrata, periferik ve santral
retina olmak iizere 3 bodliimde incelenir. Makula santralde yer alirken yaklasik
olarak 6 mm’lik anatomik alana tekabiil eder. Histolojik acidan ise periferik

retinaya gore daha ¢ok sayida ganglion hiicre tabakasi icermektedir.

Santral retina (makula) topografik incelemede merkezden perifere dogru

gensleyen sirkiiler alanlar olarak 5 bolgede degerlendirilir (Sekil 2.3) ;

1. Umbo
2. Foveola
3. Fovea

4. Parafovea
5. Perifovea

Umbo : Foveolanin santralindeki genisligi tam olarak bilinmeyen en merkezi
alandir. Gormenin en keskin oldugu bolgedir. Kon fotoreseptoérlerinin en yogun

oldugu alandir. Oftalmoskopik muayenede foveolar refleye tekabiil eder.

Foveola : Merkezinde umbonun bulundugu 350 mikron c¢apli, 150 mikron
kalinliginda, yalnizca kon fotoresptorleri ve miiller hiicrelerinin yer aldig1 fovea

cukurlugudur. Foveal avaskiiler zon ile ¢evrelenir. Bu zon sinirlarinda damarlar i¢
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niikleer tabaka seviyesindedir ve yaklasik olarak 250-600 mikron genisligine dek

uzanim gosterir.

Fovea : En merkezinde umbo ve foveolanin bulundugu foveal avaskiiler zonu da
icine alan yaklasik 350-600 mikron genisligindeki sadece kon fotoresptorlerinden

olusan merkezi makula bolgesidir.

Parafovea : Foveay1 ¢evreleyen 0.5 mm’lik sirkiiler alandir. Bu boélgede i¢ retinal

tabakalar normal mimarisine kavusur.

Perifovea : Parafoveay1 ¢evreleyen 1.5 mm’lik bir alana, fovea merkezinden 2.75
mm uzakliktaki bir alana tekabiil eder. Cok sayida ganglion hiicre tabakasi ve 6
bipolar hiicre tabakasi igerir. Perifoveal tabakada kon hiicre aksonlar: tanjansiyal
ve oblik bir gidisat gosterir bdylece i¢ retinada bulunan eksantrik yerlesimli
noronlarla ve Henle'nin sinir lifi tabakasina yonlenmis gangliyon hiicreleriyle

baglanti1 kurabilir.

Makuler alan (posterior pol) klinik olarak degerlendirildiginde, noral retinada
yaklasik 1.5 mm’lik merkezi bir sirkiiler alan1 kaplar. Dis kismindaki en kalin
tabaka 0.35 mm olup iceri dogru, foveolada 0.18 mm’ye diiser. Kalinlik olarak en
ince oldugu alanda olan merkezi alanda ise konlar yogunluk kazanir. Dagilim
yaklasik olarak makulada 4000-5000 hiicre/ mm2ve foveada 15000 hiicre/ mm?
sayida fotoreseptor olacak sekildedir. Rodlar ise fiksasyon noktasi olan santral
makuladan itibaran 20°lik alandan sonra en yogun miktarina ulasir. Her bir foveal
kon hiicresi maksimum 5 ganglion hiicresina kadar sinaps yapabilirken, her bir
ganglion hiicresi 130 adet farkl fotoresptor ile sinaps yapabilir. Makuler beslenme
santral retinal arter ve dallar1 tarafindan saglanmaktadir. Arterioller, internal
limitan membran altinda sinir lifi tabakasi icerisinde ilerlerler ve retinanin i¢ 1/3
lik kisminin beslenmesinden sorumludur. Retinal arteriollerin komsulugundaki
150 mikrometrelik alan ve foveolanin 400 mikrometrelik alani icerisinde kapiller
beslenme bulunmamaktadir. Fotoreseptorler bu alanda dis retinal beslenmenin

kaynagini olusturan koroidal dokudan RPE’ler araciligiyla beslenir.
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Sekil 2.3 Makuler anatomi, optik disk ve retinal besleyici damarlarin goriiniimi

[17]

e Retinal Kan Dolasimi

Retina dokusu temel olarak oftalmik arter tarafindan beslenir. Oftalmik arterin bir
dali olan santral retinal arter ve ug dallar1 retinal i¢ 1/3 kisimlik katmanlarin
beslenmesinden sorumlu iken, kisa posterior silier arter kaynakli olan koroidal
kan damarlar1 retinan 2/3’ liik dis katmanlarinin beslenmesinden sorumludur.
Koroidal damarlar beslenmenin ve damarsal dolasimin biiyik cogunlugunu
olusturur (%65-85) ve 6zellikle retinanin dis katlarinin ve fotoreseptorlerin dis
pleksiform tabakaya kadar beslenmesinden sorumludur. Koroidal doku kaynakl
beslenme daha ¢ok diflizyon yolu ile gerceklesmektedir. Geriye kalan %20-30'luk
kan akimi ve beslenme ise santral retinal arterler ve dallar1 tarafindan saglanir.

Santral retinal arter u¢ dallar1 internal limitan membran altindan itibaren sinir lifi
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tabakasina girer ve ug¢ dallara ayrilmaya baslar. Temel olarak 3 u¢ dali

bulunmaktadir.
Bunlar ;
1. Radial peripapiller kapillerler
2. Yiizeyel kapiller katman
3. Derin kapiller katman olmak iizere adlandirilir.

Peripapiller kapillerler dallar retina sinir lifi tabakasinin en i¢ kisminda yer alir ve
optik disk basindan 4-5 mm'lik bir alanda major siiperotemporal ve
inferotemporal damar arklar1 boyunca uzanir. Peripapiller kapiller damarlar
birbirleri ile ve diger yiizeyel ve derin kapiller tabaka damarlari ile anastomoz
yaparlar. Yiizeyel Kkapiller katman ganglion hiicre tabakasi altinda uzanim
gosterirken, derin Kkapiller ag ise i¢ nilikleer tabaka boyunca uzanim
gostermektedir. Retina Kkapillerlerinde endotel diizenli bir dizilim gosterir ve
zonula okludens denilen siki yapisikliklarla birbirlerine baglanarak i¢ kan-retina

bariyerlerini olustururlar.

Koroidal arterler ise kisa ve uzun posterior silier arter sistemi olarak oftalmik
arterden ayrilirlar. Optik disk etrafindaki Zihn halkasini olusturduktan sonra
posterior skleradan girerek koroidal dolasim sistemini meydana getirirler. Venoz
drenaj ise ekvatorun 6n kismina yerlesmis her bir kadranda 1-2 tane olmak tizere
vortex venleri araciligiyla gerceklesir. Sklerey1 gecerek vonoz drenaji goz disina
saglayan vortex venleri daha sonra oftalmik vene drene olurlar. Retinanin i¢
katlarinin beslenmesinden sorumlu arteriyal sistemin ven6z drenaji ise santral
retinal vene olur. Santral retinal vene drenaj 6ncesi retinal venler retinal arteriyal
dagilimi izleyerek santral vene drene olurlar. Arterlerin ¢aprazladig1 bolgelerde
ayni adventisyay1 paylasirlar. Santral retinal ven ise santral retinal arterin girdigi
yerden optik siniri terk eder. Optik sinir etrafindaki meningial kiliflar1 gectigi icin,
santral retinal ven ve devamlilig1 kafa i¢i basing¢ artislarina hassastir. Herhangi bir
kafa ici basing¢ artis1 durumunda drenaj yoniine zit bir yonde dirence maruz kalir

ve bu durum papilédem olusumu ile sonuglanir.
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2.3 Ila¢ Tasiyia Sistemlerin Retina Hastaliklarin1 Tedavi Amach

Viicuda Uygulanmis Bolgeleri

lla¢ tasiyic1 sistemleri retina hastaliklarimi tedavi amacli kullanimda hedeflenen
ana tema, uygulanan ila¢ molekiliiniin yeterli miktarda retinal dokuya
ulasmasidir. Bu amagla degisik uygulama boélgeleri bulunmaktadir (Sekil 2.4).
Uygulama yollarini lokal ve sistemik olarak iki ana baslikta degerlendirmek
miumkiindiir. Sistemik uygulama yollar1 olarak oral (agizdan) ve intravendz tedavi
uygulamalari bulunurken lokal uygulama yontemleri olarak direk intraokiiler veya
periokiiler uygulama yoéntemleri bulunmaktadir. Her bir uygulama ydnteminin
kendine ait dezavantajlar1 olmakla beraber esas amag¢ hedeflenen ilag miktarinin
goziin arka segmenti olarak bilinen retina dokusuna ulagsmasidir. Bu amagla
uygulama yollarinda bir takim bariyerlerin gecilmesi uygulama yollar1 agisindan
onemli bir sorun teskil etmektedir. Ornegin terapotik ajanin oral yoldan kullanimi
gastrointestinal sistemden emilim gerektirdigi i¢in, bu sorun retinal dolasima ve
retinal dokuya ulasmadan 6nce ciddi bir bariyer olusturmaktadir. Ayrica hedefe
ulasacak ila¢g miktarinin daha az olmasina sebep olmaktadir. Diger bir sistemik
uygulama yontemi olan intravendz uygulama ise gastrointestinal sistem gibi bir
bariyer engelini ortadan kaldirarak terapotik ajanin direkt sadece kan retina
bariyer engeli ile karsilasmasini saglamaktadir. Fakat bu uygulama yontemindeki
esas sorun ise intravenoz yolla verilen ajanin intravaskiiler alanda kan igerisinde
diliisyona ugrayarak hedef dokuya daha diisiik miktarlarda ulasmasidir. Bu
sorunu ortadan kaldirmak i¢in uygulanan yiiksek doz ila¢ miktarlarin doza bagimh
sistemik yan etkileri ise diger bir istenmeyen durumdur. Diger bir uygulama
yontemi ise topikal uygulamadir. Topikal uygulamada ise asilmasi gereken goze ait
birden ¢ok anatomik bariyer vardir. Bu uygulama yontemi ile géze uygulanan
terapotik ajanlarin yalnizca 5%’ i goziin arka segmentine ulasabilmektedir. Bu gibi
istenmeyen durumlar nedeniyle retina hastaliklarinin tedavisinde daha siklikla
lokal uygulama yontemleri tercih edilmektedir. Bunlar periokiiler, intravitreal ve
suprakoroidal enjeksiyon olmak tizere 3 ana baslikta incelenmektedir. Perioktiler
uygulamalar subkonjonktival, subtenon, retrobulber, peribulber ve posterior

jukstaskleral yollar1 igermektedir. Bu uygulama yontemleri globun dis yiizeyine
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terapotik ajanin enjeksiyonunu icermektdir. Boylece skleranin gecirgenligi
kullanilarak direk terapotik ajanin transskleral gecis ile goz icerisine ulasmasi 6n
gorilmektedir [18]. Bu yodntemin avantaji sistemik uygulama sirasinda
gorilebilecek olan yan etkilerin daha az miktarda goriiliiyor olmasidir. Intravitreal
uygulamada terapotik ajanin direkt olarak vitreus icerisine enjeksiyonu soz
konusudur ve istenilen dozda hedef dokuya terapotik ajanin ulastirilmasi
miimkiin olmaktadir. Fakat intravitreal enjeksiyonun vitreus i¢cine kanama, retinal
sinir dokusunun yerinden ayrismasi, enjeksiyon kaynakli goéz i¢i enfeksiyon
(endoftalmitis) ve katarakt gibi istenmeyen etkileri bulunaktadir [19]. Diger bir
uygulama olduk¢a yeni bir uygulama yolu olan suprakoroidal enjeksiyon
yontemidir. Bu uygulama yolu ile retinaya ait internal limitan membran ve sklera
bariyeri ihmal edilmis olur. Fakat anatomik olarak suprakoroidal alana ulasma ve
uygulama yapmak cerrahi tecriibe gerektirmektedir. Bu alan potansiyel bir bosluk
vazifesi gorerek uzun salimh ilaglar icin ideal bir depolanma alani olarak

gorunmektedir [20].
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Sekil 2.4 Retinal hastaliklarin tedavisi amach ilag uygulama yollar1 [18]
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2.4 Goz Hastaliklarinin Tedavisi Amach Kullanilan Anti-

Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor Molekiilleri

Anjiyogenezis tim viicutta oldugu gibi okiiler dokularin gelismesinde ve fonksiyon
gostermesinde oldukg¢a dnemli bir role sahiptir. Ayni zamanda bir takim goz
hastaliklarinin patogenezinde de anahtar bir 6neme sahiptir. Anjiogenezis
siirecindeki en 6nemli molekiil VEGF olup bu molekiiliin yaninda, plesental growth
faktor (PIGF), Angiopoetin, Tie reseptorleri, platelet derived growth faktor-B
(PDGF-B), stromal-derived faktor-1 (SDF-1), hipoksi-inducible faktor-1 ve
ekstraseliiler matriks sinyalleri yer almaktadir [21]. Bu siirecte en 6nemli olan
etkilesim VEGF-VEGF reseptor sinyal etkilesimidir [22]. Bu etkilesim hem
ebriyoda vaskiilogenezis hem de yetiskinde anjiogenezisten sorumlu ana sinyal
etkilesimini olusturmaktadir. G6zde VEGF salininmindan sorumlu hiicreler basta
retinal vaskiiler endotel hiicreleri olmak {lizere, perisitler, retinal néronlar,
astrositler, miiller hiicreleri, retinal pigment epitel hiicreleri ve non-pigmente
siliyer epitel hiicreleridir [23]. Salinimini indiikleyen asil etken ise hipkosidir.
Hipksiye cevaben VEGF salinir ve yeni damar olusumu ile oksinjen fakirligi ceken
dokularin oksijenizasyonu saglanmis olunur. Bunun yaninda VEGF inflamasyonu
tetikleyerek endotel hiicrelerinde vaskiiler hiicre adhesion molekili 1 (VHAM-
1)’in sentezini arttirarak retina-kan bariyerinin yikilmasina neden olur. Bu durum
intravaskiiler alandaki icerigin damar disina sizmasina neden olur ve diyabetes
mellitus, retinal ven okliizyonu ve neovaskiiler yasa bagli makuler dejenerasyon
gibi okiler hastaliklardaki retinal 6demin olusmasina neden olur [24-25]. Hipoksi
kaynakli ortaya c¢ikan yeni damar olusumuna neovaskiilarizasyon adi verilir ve
oktiler bir ¢ok hastaligin patogenezinde bulunan bu durum gérme azligina neden
oldugu icin tedavi gerektirir. Tedavi siirecinin hedefinde ise neovaskiilarizasyona
neden olan ana molekiil VEGF’iin blokaji yer almaktadir. Bu amagla halihazirda
kullanilan bir takim anti-VEGF molekiiller vardir. Bu molekiiller Pegaptanib,
Bevacizumab, Ranibizumab ve Aflibercept olup klinik uygulamada intravitreal
enjeksiyon seklinde goz hastaliklarini tedavi amach kullanilmaktadirlar (Tablo
2.1). Mevcut ilaclar halihazirda onkolojik ilaglar olarak tiretilip kullanilmaktadirlar.

2004 yilinda Bevacizumab (Avastin; Genentech, San Francisco, California, USA)
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FDA tarafindan kolorektal kanserlerde kullanilmak amacl iiretilmis olup daha
sonra meme ve beyin timorlerinde de kullanim izni almistir [26]. Takip eden
yillarda Bevacizumab molekiiliinden Ranibizumab (Lucentis ®, Genentech, South
San Francisco, CA, USA/Roche, Basel, Switzerland, distributed outside of North
America by Novartis) gelistirilmistir. 2012 yilinda ise Ziv-aflibercept (Zaltrap;
Regeneron, Tarrytown, New York, USA) metastatik kolorektal kanserler icin
gelistirilmis ve VEGF-Trap-Eye adinda goz formiilasyonu olarak Aflibercept
tretilmistir [27]. Diger bir molekiil olan Pegaptanib (Macugen®; EyeTech,
FL/Pfizer Inc., NY, USA), fragmente RNA aptemeri olup ilk kez 1990 ylinda
Uretilmistir [28]. Pegaptanib VEGF-165’in vaskiiler endotel hiicrelerdeki reseptorii
ile etkilesimini bloke etmektedir. Kullanima girdigi siirede senil makula hastaligi
tedavisinde etkinligi gorilmiisken, gliniimiizde daha yeni olan diger 3 molekiiliin
etkinliginin daha tstiin olmasi nedeniyle klinik kullanimi yok denecek kadar

azalmistir.

VEGF-A molekiilii hipoksiye cevaben iiretilen esas VEGF molekiilii olup VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plesental growth faktor (PIGF) ile ayn1 genetik aile
tarafindan kodlanmaktadirlar. 6. Kromozoma ait bir gen tarafindan kodlanmakta
olup VEGF-A'nin 5 temel izoformu bulunmaktadir (VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-
A165, VEGF-A189 ve VEGF-A206) [29-31]. Anti-VEGF molekiillerde temel hedef
VEGF-A’ y1 ve tiim alt tiplerini bloke etmektir. Pegaptanip ise bu molektliin sadece
VEGF-165 subiinitini bloke etmektedir. Bu nedenle etkinligi diger anti-VEGF

ajanlarina gore simirhdir.

VEGF molekiilleri ortamda VEGF dimerleri halinde bulunmaktadirlar ve her bir
VEGF molekiiliinii bloke etmek icin 2 adet anti-VEGF gerekir. Boylece VEGF
molekiiliniin VEGF resptoriine baglanmasi engellenerek neovaskilarizasyon ve
makuler 6dem 6nlenmis olunur. Aflibercept molekiilii ise diger 3 molekiilden farkl
olarak 2 adet molekiil ihtiyac1 olmadan tek bir molekiil halinde VEGF molekiiliinii

bloke eder.

VEGF reseptorleri endotel hiicre ylizeyinde yerlesmislerdir[31]. VEGF-A molekiili
aslinda bir tirozin kinaz reseptorii olan VEGFR-1 ve VEGFR-2 lizerinden etki

gostermektedir. VEGFR-2 anjiogenezisden daha belirgin bir sekilde sorumlu iken
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VEGF’e olan afinitesi daha diisiik oldugundan VEGFR-1 tedavide daha 6nemli bir
hedef haline gelmektedir [32].

2.4.1 Ranibizumab

Ranibizumab molekiilii 48 kD agirliginda fragmente rekombinant Fab molekiili
olup monoklonal Bevacizumab molekiiliinden (Fab 12) elde edilmektedir. In vitro
olarak murine monoklonal antikorlardan (mAb A4.6.1) bir seri rekombinant
proses sonrasl Uretilmektedir. Bevacizumab molekiiliinden daha kii¢iik yapidarir
ve antikorun Fc kismi bulunmamakla beraber sadece Fab kismindan ibarettir[1].
VEGF-A’ nin tiim alt tiplerini bloke etme yetenegine sahiptir. 0.5 mg/0.05 ml
intravitreal enjeksiyon sonrasi yapilan hayvan g¢alismalarindan vitreus yarilanma
omrii 2.84 giin oldugu gosterilmistir [33]. Insan vitreusundaki yar1 émriiile ilgili
yapilmis calisma olmamakla beraber bir takim matematiksel modellemelerle elde

edilen siirenin 4.75 giin oldugu bildirilmistir [34].

2.4.2 Bevacizumab

Bevacizumab rekombinant, humanize monoklonal antikordur. Metastatik
koloretkal kanserin tedavisinde kullanilmak {izere iiretilmistir. Uretim tekniginde
93-95% ml insan antikoru olan bir antikora monoklonal olarak iiretilmis fare
antikorlarinin ((mAb)A.4.6.1)) komplemantari bolgelerinin transferi
gerceklestirilir. Yeni olusan antikora ise Fab 12 antikoru adi verilir [1,35]. VEGF-A
nin tim alt tiplerini bloke etme yetenegine sahiptir. Fakat retinal hastaliklarin
tedavisinde hala off-label olarak kullanilmaktadir [36]. Yapilan hayvan
calismalarinda 1.25 mg/0.05 ml intravitreal enjeksiyon sonrasi vitreus yari
omrinin 4.32 gin oldugu gosterilmistir [37]. Non-kompartmental insan vitreus
yarl 0mri degerlendirmesi analizlerinde 1.5 mg intravitreal enjeksiyon sonrasi

yarilanma émriintin 9.82 giin oldugu goriilmiistiir [38].
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Tablo 2.1 G6z hastaliklar1 tedavisinde kullanilan ti¢ anti-VEGF ajan 6zellikleri [39]

Properties
Ranibizumab Bevacizumab Aflibercept
Class Antibody fragment Monoclonal antibody Fusion protein
MW (KDa) 48 149 115
Net charge Negative Negative Slightly positive
Binding target VEGF-A VEGE-A VEGEF-A, VEGE-B, PIGF
KD for VEGF]&; (pM) 46 58 0.49

M,, = molecular weight; Kp = equilibrium dissociation constant.

2.4.3 Aflibercept

Aflibercept molekiilii 115 kDa agirliginda tamamen hiimanize rekombinant bir
flizyon proteinidir. Yapisinda VEGFR-1 ve VEGFR-2 yi baglayan 2. ve 3. domainleri
ile IgG’'nin Fc kismin birlesiminden olusmustur (Sekil2.5) [40]. Boylece ortamda
serbestce dolasan VEGF-A'nin tiim tiirlerini yapisindaki domainler sayesinde
baglayabilme 6zelligine sahiptir. Bunun yaninda VEGF-B ve PIGF-1 ve 2 yi de bloke
etme 0zelligi de gosterir [41,42]. Yapilan hayvan calismalarinda 2 mg/ 0.05 ml
intravitreal enjeksiyon sonrasi yarilanma omriiniin 3.92 giin oldugu gorilmistir
[43]. Insan vitreusundaki yarllanma o6mrii bilinmemekle beraber yapilan
matematiksel modelleme yontemine gore elde edilen sonucta 7.33 giin oldugu
gosterilmistir [34]. Ylzey yiiki olarak Bevacizumab ve Ranibizumabdan farkl

olarak hafifce pozitif ylizey yiikii 6zelligine sahiptir.
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Sekil 2.5 Humanize rekombinant bir fiizyon protein olan Afliberceptin sematik

yapisi [40]

2.5 Anti-Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor Molekiillerinin

Tedavi Amach Kullanildig1 G6z Hastaliklari

Retina hastaliklar1 diinyanin ve iilkemizin ciddi halk sagligi problemlerinden
biridir. Giinlimiiziin ve gelecegin onemli halk saglig1 problerinden biri olan retina
hastaliklarinin tedavisi ve komplikasyonlarinin énlenmesinde heniiz yeterli bir
tedavi yontemi bulunmamaktadir. Tedavi gerektiren gz hastaliklar1 arasinda
siklikla karsimiza diyabetik retinopati, senil makula dejeneresansi, retinal ven
tikaniklig1 ve retinanin diger inflamatuar ve iskemik g6z hastaliklar1 ¢ikmaktadir.
Bu hastaliklar1 tedavi amagh intravitreal anti-VEGF ajanlar siklikla
kullanilmaktadir [26-28]. Fakat mevcut yontemlerin kullanildigi durumlarda bile
cesitli istenmeyen sorunlar ve tam olarak tedavi miimkiin olamayabilmektedir.
Istenmeyen bu sorunlar arasinda o6zellikle retina dekolmami (gérme sinirinin

yerinden ayrismasi), enfeksiyon ve goz i¢i kanama gibi gérme kaybina yol agacak
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ciddi sorunlar bulunmaktadir. Bu nedenle son yillarda retina hastaliklarinin
tedavisinde uygulanan intravitreal enjeksiyon sayisini azaltma amagh daha uzun
etkili ilag molekiilleri veya varolan ila¢ molekiillerinin uzun siireli ilag tasiyici
sistemler halinde gelistirmeyi amacglayan yeni c¢alismalara literatiirde

rastlanmaktadir.

2.5.1 Diyabetik Retinopati

Diabetes mellitus (DM) ytliksek kan sekeri diizeyi ile giden, yetersiz instlin
salgilanmas1 veya insiiline karsi dirence bagli ortaya ¢ikan metabolik bir
hastaliktir. Bir ¢ok sistemik komplikasyonlar1 olmakla beraber bunlardan biri olan
diyabetik retinopati, DM ‘un en sik goriilen komplikasyonu olup gelismekte olan
tilkelerde c¢alisan nitfusta (20-74 yas) oOnlenebilir géorme azhiginin en sik
nedenidir[44]. Diyabet prevelansinin diinya ¢apinda 2000 yilinda 2.8% oldugu ve
2030 yilinda ise bu oranin 4.4% olacagl tahmin edilmektedir. Diyabetik Kkisi
sayisinin ise 2000 yilinda 171 milyondan 2030 yi1linda 366 milyona ¢ikabilecegi 6n
gorulmektedir. Bu nedenle yapilan ¢alismalarda diyabetik retinopatinin genel bir
halk saglig1 problemi olacag1 ve artan obez niifus ile beraber goriilme sikliginin

artacagi vurgulanmaktadir [45].

Diyabetik retinopati heniiz makroskobik retina bulgularinin goérilmedigi
donemlerden itibaren fizyopatolojik olarak birtakim mikrovaskiiler degisikliler
seklinde ilerlemektedir. Bu siirecte vaskiiler yatakta perisit kaybi, bazal membran
kalinlasmas1 ve endotelyal fonksiyon bozuklugu gelismekle beraber sonug¢ olarak
vaskiiler bariyer fonksiyonun bozulmasi ortaya ¢ikmaktadir. Bariyer fonksiyonun
bozulmasi1 ekstdatif sizinti kaynakli 6demle beraber retinal beslenmenin
bozulmasina neden olup retinal iskemi ve neovaskiilarizasyona yol acarak
proliferatif diyabetik retinopati siirecine gidise neden olmaktadir [46-48]. Mevcut
tedavi stratejileri arasinda ise laser fotokoagiilasyon (LFK), intravitreal
triamsinolon (IVTA) enjeksiyonu, intravitreal anti-vaskiler endotelyal growth
faktor enjeksiyonu ve en son asamada vitreoretinal cerrahi miidehale
bulunmaktadir[49,50]. Fakat bu tedavileri rejimlerinin basarilar1 sinirlidir. LFK

sonrasl tekrar kanama riski ve ¢oklu LFK gereksinimi, [VTA ve anti-VEGF
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enjeksiyon etkinliklerinin gecici olmasi soz konusudur. Ayrica katarak, glokom ve
endoftalmi gibi yan etkilerinin goriilmesi ve iskemik stirecin engellenememesine
bagli cogu hastanin vitreoretinal cerrahi ihtiyac1 géstermesi hala ciddi bir sorun

teskil etmektedir.

¢ Diyabetik Retinopati Fizyopatolojisi

Diyabetik retinopati (DR) uzun siireli kontrolsiz diyabetin en sik vaskiiler
komplikasyonu olup risk faktérleri arasinda hiperglisemik diizey, hipertansiyon,
dislipidemi, diyabetin siiresi, etnik koken, gebelik, puberte ve katarakt cerrahisi
yer almaktadir. Diyabetik retinopati vaskiiler diizeyi ilgilendiren bir hastalik olup
fizyopatolojik slirecin merkezinde perisit ve endotelyal hiicre kayb1 gerceklestigi
icin i¢ retinal mikrovaskiiler yatagin endotelyopatsi olarak da adlandirilabilinir
[51]. Ayni zamanda endotel ve perisit hiicrelerinin oturdugu bazal membranda
kalinlasma ile birlikte vaskiiler diiz kasta disfonksiyon da goriilmektedir [52].
Vaskiiler yapida meydana gelen bu degisikliklerin temel nedeni hiperglisemi ile
beraber ortaya cikan oksidatif stres, inflamasyon, protein kinaz C ve renin
anjiotensin sistemi aktivasyonu ve neticede ortamda artan vaskiiler endotalyel
growth faktor diizeyidir [53]. Vaskiiler yapidaki bozulma takipeden siirecte
ekslidatif materyalin damar disina sizmasina neden olup retinanin makula
bolgesinin etkilenmesi ile gorme azalmasi ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan bu gérme
azalmasina retinal noral hicrelerinin etkilenmesi ve bu hiicrelerde olusan
dejenerasyon ve disfonksiyon da katkida bulunur [47,48]. Metabolik disregiilasyon
sonucu gerceklesen mikrovaskiiler yapidaki bu bozulma ilerleyen asamalarda
vaskiiler endotelyal hiicrelerde aberan proliferasyonla sonuglanir. Bu siirecte
kabul goren en 6nemli teori bu sonucun perisit kayb1 kaynakl oldugu goriisidiir.
Perisit hiicreleri vaskiiler endotelyal hiicreler ile ayni bazal membran iizerine
oturmus, vaskiiler diiz kas hiicre baglantili perivaskiiler hiicreler olup endotel
hiicre hayatiyeti icin gereklidir. Enotelyal hiicrelerin beslenmesine katkida
bulunarak anti-inflamatuar ve anti-anjiojenik bir faaliyet gdstermeketedir.Ayni
zamanda endotel hiicreleri ile baglantilar1 sayesinde kan-retina bariyerine katkida

bulunur [52][54]. Diyabetik siirecte retinal kapiller hiicreler stirekli olarak hasar
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alinda olup bu maruziyete cevaben devamli bir turnover halinde
yenilenmektedirler. Endotel hiicrelerinin sahip oldugu bu replikatif kapasitenin
bir sinir1 olup bu sinira Hayflick limit denilmektedir ve bu kapasite diyabetik
kisilerde normal bireylere nazaran daha simirhidir [55]. Diyabetik bireylerde
azalmis endotel hiicre yenilenme kapasitesi, perisit hiicre hasar1 ve hiicrelerin
yerlestigi bazal membran hasar1 diyabetik retinopatideki metobolik stres sonucu

olusan vaskiiler hasar mekanizmasinda anahtar rol oynamaktadir.

Vaskiiler yapida meydana gelen bu degisiklik kendini klinik muayenede en erken
seviyede mikroanevrizma seklinde gosterir. Diyabetik kontrol saglanmazsa
vaskiiler yapidaki bozukluk ilerler ve var olan mikroanevrizmalara kanama, sert
eksuda (lipit depositleri), cottonwool spotlar (ganlion hiicre aksonlarinda
aksoplazmik debris akiimiilasyonu), vendéz dilatasyon, boncuklanma ve
intraretinal mikrovaskiiler anormallikler (dilate kapillerler) eslik eder. Bu asamaya
non-proliferatif diyabetik retinopati evresi denilmekle beraber en son asamada
vaskiiler yapidaki bozukluk kaynakli retinal beslenme gerceklesemez ve iskemi
sonucu retinal neovaskiilarizasyon gerceklesir. Boylece diyabetik retinopati
nonproliferatif evreden proliferatif evreye gecer. Bu evrede ise retinada ve optik
disk basinda kolayca kanayabilen yaygin neovaskiilarizasyon odaklar1 goriltir. Bu
odaklar retina icine kanayabilecegi gibi vitreus icine de kanama gosterebilir.
ilerleyen asamalarda ise bu neovaskiiler odaklardan fibrovaskiiler proliferasyonlar
gelisip total retina dekolmanina dek gidebilecek traksiyonel retina dekolmanlari
gerceklesir. Diyabetik retinopati evrelerindeki bu ilerleme gerceklesirken
retinopatinin hangi evrede oldugundan bagimsiz olarak vaskiiler yapidaki
degisklikler kaynakli makulada 6dem gergeklesebilir. Bu klinik tablo diyabetik

retinopatideki en sik gérme azlig1 nedenidir.
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Sekil 2.6 Diyabetik retinopati bulgular1 ~ Sekil 2.6 Fluoresein anjiyografik (FFA)

iceren fundus fotograflamasi gorinti (B) [51]
(A) [51]

¢ Diyabetik Retinopati Tedavisi

Diyabetik retinopatinin tedavisinde zaman igerisinde yol kaydedilebilmesine
ragmen diyabetik retinopati sonucu gérme kaybi hala yetiskin ¢agin ensik gérme
kayb1 nedeni olarak devam etmektedir. Glincel tedavi rejimleri fizyopatolojde
anahtar rol oynayan perisit ve endotel hiicre fonksiyonlar iyilestirme yoniinde
olmakla beraber diyabetik retinopati tedavisini sistemik tedaviler ve lokal okiiler

tedaviler seklinde iki ana baslik altinda toplayabiliriz.

Sistemik tedavi olarak siki kan sekeri ve tansiyon kontrolii iki ana tedavi seklini
olusturmaktadir. Daha 6nce yapilmis iki 6nemli ¢alisma DCCT ve United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS) siki kan sekeri kontroliiniin (ml, HbAlc7 %)
diyabetik retinopati gelismedeki ve ilerlemedeki riski azalttigin1 gostermis olup
HbAi. diizeyindeki her ylizde disiisii retinopati gelisme riskini 30-40 %
disiirmekte oldugunu vurgulamaktadir. Diger bir ¢alisma olan Action in Diabetes
and Vascular Disease (ADVANCE) calismasinda ise agresif glisemik kontroliin
(HbA1c<6.5%) diyabetik retinopati ilerlemesinde dogru orantili bir sekilde etkin
olmadig1 vurgulanmistir. The Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes
(ACCORD) calismasinda ise agresif glisemik kontroliin mortalite ile iligkili
olabilecegi vurgulanmistir [50][56,57]. Epidemiolojik ve klinik calismalar diger bir
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sistemik risk faktorii olan hipertansiyonun diyabetik retinopati gelisimi i¢in
modifiye dilebilir bir risk faktéri oldugunu vurgulamaktadirlar. Sistemik sistolik
kan basincindaki her 10 mmHg lik artisin erken donem diyabetik retinopati
gelisimini 10% ve ileri derecede proliferatif diyabetik retnopati gelisimini 15%
arttirdigini vurgulamiglardir [50][58,59]. UKPDS ¢alismasinda ise siki kan basinci
kontroliiniin retinopati progresyonunu 3 kat, gorme kaybini 2 kat ve laser tedavisi
ihtiyacini Tip 2 DR de 3 kat azalttig1 goriilmiistiir[50]. DR progresyonunda diger
bir risk faktort dislipideminin ise Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT) calismasinda trigliserit yiiksekligi ile dogru HDL yiiksekligi ile ters orantili
oldugu gosterilmistir [60].

DR’nin tedavisinde mevcut gilincel lokal tedaviler arasinda laser fotokoagiilasyon,
intravitreal triamsinolon enjeksiyonu (IVTA), intravitreal ant-VEGF ajanlar,
intravitreal steroid implantlar yer almaktadir. Bunun yaninda yeni tedavi
yontemleri olarak nanotip, kok hiicre ve diger sistemik tedavi yontemleri de yer

almaktadir.

e Laser Fotokoagiilasyon

Laser tedavisi DR'nin tedavsinde var olan gérme diizeyini korumada hala ana
tedavi sekli olmakla birlikte geri doniissiiz doku harabiyeti en 6nemli yan etkisi
olarak gorillmektedir. DR tedavsinde iki tip laser tedavi sekli kullanilmaktadir.
Prolifertif tip diyabetik retinopatide panretinal laser fotokoagiilasyon tercih
edilirken makiiler 6dem tedavisinde (fokla veya grid laser) ve fokal iskemik retina
odaklaronda fokal laser fotokoagiilasyon daha c¢ok tercih edilmektedir. Laser
tedavisindeki temel amag beslenmesi bozuk retina alanini laser ile tamamen yakip
bu alandan ortama yeni damar (neovaskiilarizasyon) olusumuna neden olan VEGF
gibi mediatdrlerin salinimini engellmektir [61]. Diabetic Retinopathy Study (DRS)
92 ve Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) 91 calismalarinda
laser fotokoagiilasyon DR’'nin tedavisinde ana teavi yontemi olarak vurgulanmistir
[62][63]. DRS ¢alismasinin sonuglarinda panretinal fotokoagiilasyonun proliferatif
DR’de gorme diizeyini diisme riskini 5 yil icerisinde 50% azalttigin1 ve ETDRS

calismasina gore daha az diizeyde siddetli DR’ nin ileri diizey DR’ye gitme riskini
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yarlya indirdigi sonucuna ulasilmistir. Ayni zamnada ETDRS c¢alismasinin
sonuglarina gore makuler fokal laser fotokoagiilasyonun klinik anlamli makula
odemi kaynakli orta diizeyde gérme diizeyi kaybi riskini yariya indirdigi gorilmis
olup Diabetic Retinopathy Clinical Research Network (DRCR.net) makiiler laser
yapilan hastalarin 2 y1l sonunda gérme diizeylerinin yaklasik 30% iyilestigi (210
harf) sonucuna ulasilmistir [62-64]. Laser fotokoagililasyonun goérme diizeyi
lizerine olan bu etkiler yaninda bir takim okiiler yan etkileride bulunmaktadir bu
yan etkiler; karanlik adaptasyonunda bozulma (25%), gérme diizeyine minimal
diizeyde azalma (10%), periferik gorme alani kaybi (5%), gece gérme azalmasi ve
renkli gérmenin bozulmasi ile birlikte makuler 6demde artis gibi [50][51]. Bu gibi
yan etkileri nedeniyle laser fotokoagiilasyona alternatif tedavi yontemleri arayisi

laser fotokoagiilasyonu etkin bir sekilde kullanmanin yaninda devam etmektedir.

e Antivaskiiler Endotelyal Growth Faktor Ajanlar

DR sirasinda gergeklesen hipoksi nedeniyle gerceklesen vaskiiler degisiklikler
retinal endotelyal hiicreler, perisitler ve retina pigment epiteli tarafindan VEGF
salinmasina neden olur. Ortamda artan VEGF anjiyogenezisi stimiile ederek yapica
zaylf yeni damar olusumu (neovaskilarizasyon) ile sonuclanir. Zayif karakterdeki
bu yeni kapiller ag yliksek derecede gecirgen olup retina dokusu icerisine sivi
(eksuda) sizmasina neden olarak retina 6demi gelismesine yol acar [65]. Bu
mekanizmay1 bloke etmek icin anti-vaskiiler endotelyal growth faktor ajanlari
gelistirilmis olup hem retinal iskemi hemde retinal 6demi ortadan kaldirmak
hedeflenmistir. Bu amagala hali hazirda 3 ajan siklikla kullanilmaktadir. Bu ajanlar
Aflibercept [Tarrytown, NY]), Bevacizumab (Avastin; Genentech [South San
Francisco, CA]), ve Ranibizumab (Lucentis; Genentech) seklinde olup diyabetik
retinopati tedavisinde etkinligi kanitlanmis ilaglardir [66]. Etkinliklerini VEGF “in
VEGF-A subtipini bloke ederek gosterirler. Bevacizumab molekiili 149 kDa'luk IgG
yapisinda monoklonal bir antikor olup VEGF-A izoformlarin1 bloke etmektedir
fakat hala retina tedavisinde off-label olarak kullanilmaktadir. Yapilan
calismalarda Bevacizumabin DR ve diyabetik makuler 6dem (DMO)de etkili

oldugu gosterilmistir. Intravitreal 1.25 mg Bevacizumab enjeksiyonunun DMO
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tedavisinde etkili oldugu bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir [67-70]. Ranibizumab
molekiilii 48 kDa agirliginda bir rekombinant Fab fragmenti olup monoklonal
Bevacizumab antikorundan elde edilmektedir. Kii¢iik yapis1 sayesinde dokulara
penetresyon kabiliyeti daha yiiksektir. Yapilan ¢alismalarda hastalara 0,5 veya 0,3
mg intravitreal enjeksiyonun DMO tedavisinde etkli oldugu gosterilmistir [71].
Aflibercept molekilii ise 115 kDa biiytkliiglinde bir molekiil olup Ig G Fc
fragmentine bagli VEGF reseptér 1 ve 2 ‘yi baglamak {lizere yapisinda domain
iceren bir rekombinant proteindir. Diger ant-VEGF molekiillerinden farkli olarak
VEGF-A izoformlarin1 ortamdan reseptorlerine baglanmadan 6nce temizler. Ayni
zamanda VEGF-B ve plesental growth faktor -1 ve 2 ‘ yi de bloke eder [41][72].
Yapilan calismalarda DMO’li hastalarda gorme seviyesinde artis saglandigl

sonucuna varilmistir [73][74].

¢ Kortikosteroid Ajanlar

Diyabetik retinopatinin en sik gérme azlig1 nedeni olan diyabetik makular 6demin
gelismesinde ana mekanizma olarak inflamasyon 6énemli bir rol oynamaktadir. DR
de intravitreal kortikosteroid enjeksiyonu bu mekanizmay1 bloke etmek icin
kullanilmakla beraber hedef inflamasyon sirasinda ortama goé¢ eden
proinflamatuar hiicreler ve 16kostazisi bloke ederek prostoglandin, proinflamatuar
sitokinler ve VEGF salimimini bloke etmektir [75-77]. Ayn1 zamanda diger 6nemli
bir hedef ise damar duvarinda endotel hiicreleri arasindaki tight junctionlar
giiclendirerek vaskiiler bariyer fonksiyonunu arttirmaktir [78][79]. Siklikla
triamsinolon asetonid tercih edilmekle beraber yavas salimli dexametazon ve
fluosinolon asetonid implantlar da giincel bir sekilde kullanilmaktadir [80-83]. Her
¢ tedavi yontemi de etkinliklerini ispatlamis olmalarina ragmen katarakt yapici ve
g0z ici basincimi arttiricr etkileri kullamimlarini kisitlamakla birlikte yeni tedavi

yontemler gerekliligini zorunlu kilmaktadir.

e Nanotip Aralcili Diyabetik Retinopati Tedavisi
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Nanotip son yillarin popiiler tedavi yontemlerinden olup temel amaci hali hazirda
tedavi yontemi olarak kullanilmakta olan ilaglarin hedef dokuda daha etkin ve
kontrolli bir sekilde etki gostermesini saglamaktir. Bu amagla kullanilan
nanopartikiiller 1-1000 nm boyutunda olup peptid ve protein yapidaki ilaglarin
biyolojik ortamlarda inaktivasyonunun etkili bir sekilde azaltilmasini, devamh ve
kontrolli bir sekilde salinmasini, doku hedeflemenin saglanmasi ile
biyokullanilabilirligin arttirilmasini ve yan etkilerinin azaltilmasini saglamaktadir.
Bu ozellikleri sayesinde ila¢ tasiyic1 sistemler olarak davranip mevcut ilag

tedavilerinin etkinliklerini ve giivenirliklerini arttirmaktadir [84,85].

Tedavi amacgh kullanilacak ilaglar c¢alisilmasi planlanan nanopartikiiliin igine
hapsedilir yada yilizeyine tutturulurlar. Salim 6zelliklerini ise kullanilan
nanopartikiliin ~ biyokimyasal  o6zellikleri ~ve  degradasyon  zamanlari
belirlemektedir. Bu 6zellikler sayesinde ilaglarin teropatik etki gostermeleri i¢in
yluksek doz kullanim ihtiyaglari, agregasyonlari, enzimatik ve kimyasal
degradasyonlari azaltilarak yarilanma zamanlari arttirilmis olunur. Ayn1 zamanda
suda ¢oziinen ve buyuk biyomolekiillii ilaglarin dokuya ulasimlarini da arttirmis

olurlar [84,85].

Tedavi amacgh olarak kullanilan yedi ¢esit nanopartikil tipi vardir. Bunlar
polimerik nanopartikiiller, lipozomlar, PEG-Coated (polietilenglokol kaplamali)
lipozomlar, dendimerler, katyonik nanoemiilsiyonlar, nanoyapida lipid tasiyicilar
(NLC), solid lipid nanopartikiil (SLN) olarak siralanabilir [86]. Polimerik
nanopartikil i¢in sikikla FDA onayli PLGA, poli (laktik asit) (PLA), kitozan, polivinil
alkol(PVA) ve poli(metil metakrilat)(PMMA) polimerleri kullanilmaktadir [18].
Lipit nanopartikiilleri olarak SLN, NLC ve Ilipozomlar daha ¢ok tercih
edilmektedirler ve okiiller wuygulamalar1 ile ilgili c¢alismalar literatiirde
mevcuttur[87-93]. Dendimerler siklikla poliamidoamin (PAMAM) polimerinden
olusurken kationik nanoemilsyonlar ise yapilarindaki elektrostatik kuvvetler

araciligiyla insan okiiler mukozasi ile interaksiyona girerler [94-96].

Nanopartikillerin hedefleme ve ila¢ tasiyic1 sistem 6zellikleri goz 6niine alinarak
okiiler neovaskiilarizasyon ve diyabetik retinopati tedavisinde kullanimlar

glindeme gelmistir. Attia ve ark. betametazon sodyum fosfat ytiklii nanopartikiilleri
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oftalmik ila¢ tasiyic1 system amagh dizayn etmislerdir [97]. Deepa ve ark. bitki
bazli anyonik polimerleri ve nanopartikiiler sistemlerinin okiiler tasiyici system
olarak kullanmiglardir ve Yan et al. betametazon ytkli kitozan-sodyum alginat
nanopartikillerinin mukoadhesiv nanopartikiil seklinde topikal damla olarak
kullanimi amagh gelistirmeye c¢alismiglardir. Sonu¢ olarak goziin posterior

segmentine hedeflemede basarili sonuglara ulasmiglardir [98-100].

Ohira ve ark. dexamethasone y -cyclodextrin nanopartikiil goz damlasi ile topikal
okiiler tedavinin DMO tedavisinde makuler 6demin gerilemesinde etkili oldugunu
gostermistir. Bu etkinin subtenon triamsinolon uygulamasinin sonuglari ile benzer
bir etkiye sahip oldugunu vurgulamislardir [101]. Mevcut ¢alismanin Tanito ve ark.
yapmis oldugu calismayr da destekler nitelikte oldugu sonucuna da varilmistir
[102]. Lu ve ark. diyabetik ratlarda yapmis oldugu ¢alismada bevacizumab-kitozan
nanopartikiillerinin intravitreal enjeksiyonu sonrasi diyabetik retinopatideki
angiogenezisi VEGF expresyonunu azaltarak baskiladiklarini ve Bevacizumab-
kitozan nanopartikiillerinin daha uzun etki stiresine sahip olduklarin1 gostermistir
[103]. Kitozan bazli Ranibizumab nanopartikillerinin intravitreal uygulama
calismalar1 da yapilmistir [104]. Deguchi ve ark. streptozotosin enjekte edilmis
ratlarda Nilvadipine nanopartikiillerin topikal uygulamasi sonucu retinal

disfonksiyonun 6nlenebildigi sonucunu gostermistir [105].

Solid lipid nanopartikiillerinin (SLN) en temel 6zellikleri biyotoksisite
gostermemeleri olup Li ve ark. tarafindan Tetrandrine-SLN okiiler ilag¢ tasiyici
system olarak hazirlanmis ve kullanilmistir [106]. Lallemand ve ark. katyonik
nanopartikiillerinin okiiler mukozada ila¢ retensiyon siirelerini uzattiklarini ve
gozun posterior segmentine hedeflemenin arttirildigini gésetermislerdir [107].
Araujo ve ark. okiiler antianjiojenik aktivite amacl triamsinolon asetonid yiiklii
nanostructured lipit tasiyicilarnn gelistirmistir [93]. Abrshami ve ark. goziin
posterior segment hastaliklarina yonelik lipozom kapl bevacizumab gelistirmistir.
Calisma sonucunda lipozomal bevacizumabin non-lipozomal forma gore vitreusta
daha yiiksek konsantrasyona ulastigl sonucuna ulasmistir [108]. Kaiser ve ark.
yapmis oldugu calismasinda diyabetik retinopati tedavisinde subkonjonktival

lipozomal minosiklin enjeksiyonunun ratlarda diyabetik retinopatiyi tedavide
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goziin arka segmentine ulasmada etkili oldugu sonucuna ulasmistir [109].
Nanopartikil iliskili diyabetik retinopati ve diger goz hastaliklar1 tedavi ¢alismalari

umut vadetmekte olup yeni ¢alismalara ihtiya¢ hala devam etmektedir.

2.5.2 Retinal Ven Tikanikligi

Retinal ven tikaniklig1 (RVT), diyabetik retinopatiden sonra diinyada goriilen en
sik ikinci retinal vaskiiler hastaliktir. RVT’ nin, santral retinal ven tikaniklig
(SRVT), retinal ven dal tikaniklig1 (RVDT) ve hemiretinal ven tikanikligi (HRVT)
olmak tlizere 3 grupta smnifladirilir. Bu adlandirma venéz tikanikligin oldugu
damarsal alana uygun olmakla beraber eger tikaniklik optik sinir baginin gerisinde
ise SRVT, major damar birlesme yerinde ise HRVT ve daha ug¢ dallarin herhangi bir
kisminda ise RVDT adini almaktadir. En sik goriilen tip ise retinal ven dal
tikanikligidir. Kadin ve erkeklerde benzer siklikta goriilmekle beraber yas ile
gorilme siklig1 artmaktadir. RVDT’ nin diinya ¢apinda gorilme siklig1 0.4% iken
SRVT’ nin gorulme sikligi 0.08% dir [110]. SRVT goriilme sikligr agisindan etnik ve
cografi farklilik goézlenmezken RVDT Asyali ve Hispanik niiflista daha sik
izlenmektedir. Tipik olarak tiim retinal ven tikaniklig1 tiplerinde atheroskleroz
esas risk faktoriinii teskil etmektedir [111]. Bunun yanida inflamasyon, vazospazm
ve kompresyon diger etkili stirecler arasinda yer almaktadirlar [112]. RVDT igin
major risk faktorleri arteryal hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet ve trombofilidir.
Bu siirecte esas 6nemli olan arter ve ven caprazlasma bolgesinde aretriyel duvar
kalinlagsmasi ve bu bolgede venoz basi uygulamasidir [113-115]. SRVT da ise daha
cok glokom, sleep apne sendromu ve o6zellikle gen¢ yas grubunda trombofili ile
giden hastaliklarla beraber daha sik goriilmektedir [114][116-119]. Retinal ven
tikaniklig ile ilgili diger sistemik risk faktorleri gorilmektedir(Tablo 2.2).

e Semptom ve Klinik Bulgular

RVT hastalarn bir ¢ok komplikasyon kaynakli gérme azligi riski ile karsi
karsiyadirlar. Bunlarin arasinda makuler 6dem, makuler iskemi, optik noropati,

vitreus hemorajisi ve neovaskiilarizasyonla giden traksiyonel retina dekolmani
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bulunmaktadir. RVT hastalar1 genellikle tek tarafli ani, agrisiz gérme kaybi sikayeti

ile klinige basvururlar. Tikanikligin gerceklestigi ve ven6z drenajin saglandig reti-

Tablo 2.2 Retinal ven tikaniklig1 risk faktorleri

e Hipertansiyon, hiperlipidemi, diabetes mellitus

e Aterosklerotik vaskiiler degisiklikler: koroner arter hastalig, yliksek

beden kitle indeksi, sigara
e Vaskiilitler: sistemik lupus eritematozus, sarkoidoz, sifiliz
e Neoplazi: polisitemia rubra vera, multiple myelom, 16semi
) Haglar: oral kontraseptifler, ditiretikler
¢ Anti-fosfolipit sendrom (APS)
e Hiperhomosisteinemi
e Aktive protein C rezistansi (faktor V Leiden mutasyonu)
e Protein Cve S eksikligi
e Antitrombin yetmezligi

e Protrombin gen mutasyonu (G20210A)

na bolgesi ile iligkili olarak gérme alan1 kaybi veya gorme azlhigi ile basvururlar.
Tikanikligin gelistigi damarin gerisindeki retina alaninda iskemi ve retinal 6dem
gerceklesir. Etkilenen retina bolgesinde gelisen retinal iskemi diizeyine gore

gorme kaybinin derinligi ve ilerleyen donemlerde neovaskiilarizasyon gelisip
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gelismeyecegi belirlenmektedir. Gorme kaybinin esas nedenini ise gorme merkezi

olan makulanin etkilenmesidir.

Retinal ven tikanikligi kaynakli fundus bulgulari retinal ven tikaniklig1 tipine gore
farklilik gostermekle beraber esas bulgulari tikaniklik gelisen bolgenin gerisinde
olusan alev tarzinda, nokta ve leke tarzinda retinal hemorajiler olusturur [112].
Fundus gorintiisii ven tikanikliginin siddetine gore degisiklik gostermektedir. Ayni
zamanda akut dénem bulgular: ile ge¢ donem bulgular1 farkhidir. Karakteristik
bulgular1 arasinda alev tarzinda, nokta ve leke tarzinda retinal hemorajiler ve
optik disk 6deminin eslik ettigi veya etmedigi dilate tortiyoz venleri igerir. Eger
tikaniklik optik disk gerisinde olan santral tip ise optik disk 6demi de tabloya eslik
edebilmektedir [113-115]. Tikaniklik sonucu ger¢eklesen kan-retina bariyerindeki
bozulma retina dokusu i¢ine intravaskiiler alandan plazma sizmasina neden olur.
Ayni zamanda 6demli retina sinirinda lipit depozitleri birikir. Sinir lifi katmaninda
olusan beslenme bozukluklar1 nedeniyle de cotton-wool spotlar1 denilen yumusak
eksudalar gelisir. SRVT‘ da tikanikliga bagh gelisen kanamalar, sert eksudalar ve
yumusak eksudalar fundusda 360 derece optik diskten yayilan alevsi kiymik
kanamalar seklinde dort bir kadrana da izlenirler. RVDT‘ da ise tikaniklik en sik
ist temporal damar arkinda gerceklesir ve tikaniklik gerisinde kalan retina

alaninda kanamalar, sert ve yumusak eksuda bulgular izlenir [113-115].

Kalsik fundus bulgular1 disinda en saglikli muayene yontemlerinden bir digeri ve
kesin tikaniklik bolgesinin net bir sekilde anlasilmasini saglayan goriintiileme
yontemi fundus flourescein anjiografi (FFA)'dir. Tikaniklik b6lgesini net bir sekilde
gostermenin yaninda perfiizyon bozuklugu olan iskemik alanlarinda ayrintili bir
sekilde gosterilmesini saglar. Bu sayede retinal ven tikaniklig: tiplerini iskemik ve
non iskemik olmak iizere iki grupta smniflamak mimkiin olur. Tikaniklik
gerceklesen vendz damar trasesinde temel olarak vendz transit zamanin
normalden daha uzun oldugu ve gerisindeki retinal alanda ise beslenme bozuklugu
oldugu goruliir(Sekil 2.7). FFA ile net bir sekilde makuler iskemi, genislemis foveal
avaskiiler zon gosterilebilmektedir. Bu bulgu ciddi beslenme bozuklugu gostergesi

olup geri doniissiiz gorme azliginin 6nemli bir ipucudur. FFA ayni zamanda iskemi

37



kaynakli kronik doénemde gelisecek retinal neovaskilarizasyonlar1 ve tekrar

beslenmeyi saglayacak vendz kollaterallerin ( damar santlar1) ayrimini saglar.

Sekil 2.7 Santral retinal ven tikanikligina bagh periferik iskemik alanlarin FFA
goruntiisi [120]

FFA bulgularina gore SRVT ve RVDT iki ana gruba ayrilir;

1. SRVT hastalarinda 10 optik disk alanindan kii¢tik, RVDT hastalarinda ise 5
optik disk alanindan kiiciik retinal iskemi alani iceren ven tikanikliklarina

non-iskemik retinal ven tikaniklari denilir,

2. Iris diizeyinde neovaskiilarizasyonun bulundugu ve 10 veya 5 optik disk
capindan genis retinal iskemi alani iceren SRVT ve RVDT ven

tikanikliklarina ise iskemik tipte retinal ven tikaniklar: denilir.

Diger bir iskemik ve non-iskemik SRVT ayrimi yapan yontem ise flicker ERG
(elektroretinogram)’ dir [121]. Makiller 6demin kesin tomografik olarak

gosterilmesi ise optik kohorens tomografi (OKT) ile yapilir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 Retinal ven tikanikligina bagli makuler 6dem bulgularinin OKT ile

gosterimi [120]

¢ Retinal Ven Tikaniklig1 Tedavisi

Retinal ven tikaniklig1 tedavisi tikaniklik sonrasi gelisen iskemik veya 6demli alan
tedavisi veya ge¢ donemde gelisebilecek okiiler neovaskiiler komplikasyonlar
yonetimi seklindedir. Ayni1 zamanda sistemik risk faktorlerinin kontrolii tikaniklik
sonrasi saglikli gozde gelisebilecek yeni bir vaskiiler tikanikligin 6niine gegmek
icin 6nemlidir.

RVT tedavisinde bir heniiz etkin bir tedavi olmakmakla birlikte mevcut tedaviler
RVT kaynakli gelismis olan makuler 6dem ve neovaskiilarizasyonu tedaviye
yoneliktir. Bu amagta basta intravitreal anti-VEGF enjeksiyonlari, intravitreal
steroid enjeksiyonlar1 ve lazer fotokoagiiasyon en sik kullanilan ti¢ tedavi

yontemidir.

e Intravitreal Anti-VEGF Enjeksiyonu

Intravitreal ila¢ enjeksiyonu RVT nedeniyle olusam makiiler 6demin tedavisinde
ana ama¢ makuler 6deme neden olan basta vaskiiler endotelyal growth faktor
olmak iizere bir ¢ok sitokinin salinimini bloke etmektir. Bu molekiiller retinal
iskemi kaynakli i¢ ve dis kan-retina bariyerinin yikilmasi sonucu salgilanir
[122,123]. Bu amagla 3 tip anti-VEGF ajan kullanilmaktadir [124]. Bu ajanlar

Aflibercept, Ranibizumab ve Bevacizumab’ dir.
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e Intravitreal Kortikosteroidler

Gliinimuizde makuler 6demi tedavi etmek icin siklikla 3-6 ay etkisini tek bir
enjeksiyon sonrasi gosterebilen biyobozunur bir material olan ozurdex steroid
implanlar kullanilmaktadir. Etken madde olarak implanta yiiklii olan molekiil
dexametazon molekili olup PLGA polimeri ilag tasiyict molekil olarak
kullanilmaktadir. Fakat intraokiiler basing artis1 ve katarakt formasyonu gibi bir

cok yan etkisi gosterilmistir [125].

¢ Lazer Fotokoagiilasyon

Retinal ven tikanikligi tedavisinde, takip siirecinde iskemik sahalar kaynakl
gelisen okiiler neovaskiilarizasyonun gerilemesi veya gelismesini dnlemek ve

makuler 6demi tedavi etme amagh siklikla klinik pratikte tercih edilektedir [126].

2.5.3 Senil Makula Dejeneresansi

Senil makula dejenerasansi (SMD) 50 yas iistii hasta grubunda goriilen, gérme
merkezini etkileyen dejeneratif bir hastaliktir. Ik kez 1885 yilinda tanimlanmistir
ve giiniimiizde norodejeneratif bir hastalik olarak da kabul gérmektedir.Gelismis
tilkelerde ise 65 yas listi popiilasyonun en sik gorme azlig1 sebebidir [127,128].
Patofizyolojik mekanizmasi ve etyolojisi tam olarak anlasilamamakla beraber
yaslanma siirecinde RPE hiicrelerinin retinanin fotoreseptorlerinden ortaya ¢ikan
artik maddeleri temizleme siirecindeki yetersizlik ya da koridal vaskiiler bir
bozukluk sonucu ortaya ¢ikabilecegi diisiintilmektedir [129]. Bu bolgede hastalik
gelisimi ile iliskili olacak sekilde retina pigment epiteli diizeyinde bozukluklar ve
drusen denilen madde birikintileri ortaya c¢ikmaktadir. Erken dénem SMD
hastalarinda tek bulgu RPE hiicre degisikligi ve drusen varligi olurken, gec donem

hastalarda neovaskiiler damar gelisimi veya cografik atrofi goriilebilmektedir.

Senil makula dejeneresans1 drusen sayisi ve c¢apina gore erken dénemden ileri
evreye degin siniflandirilabilecegi gibi, makula bélgesinde neovaskiiler gelisim
veya atrofi gelisimine gore de siniflandirilabilmektedir. Makula bdolgesinde
gerceklesen bu bulgulara gore iki tipe ayrilabilmektedir;
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1. Eksudatif (Neovaskiiler) senil makula dejeneresansi (Yas tip)

2. Atrofik senil makula dejeneresansi (Kuru tip)

¢ Neovaskiiler Senil Makula Dejeneresansi Patofizyolojisi

Retinanin RPE hiicre tabakasi altinda koroidal damar ag1 bulunmaktadir. Koroidal
damar ag1 goziin disindan icine dogru Haller tabakasi, Satler tabakasi ve en ince
koryokapillaris tabakasi olmak iizere 3 tabaka halindedir. RPE hiicreleri Bruch
membran vasitasiyla koryokapillaris tlizerinde oturur ve beslenmesini bu damar
yatagindan  olmaktadir. Aym1 zamanda retina  katmanlarindan ve
fotoreseptorlerden kaynaklanan artik maddeleri de Bruch membran araciligiyla bu
damar yatagina iletir. Bu besin ve artik madde iletim trafigi sirasinda Bruch
membran boyunca veya RPE altinda drusen adini alan madde birikimleri
gerceklesir. Koryokapillaris vaskiiler yapisi perisit hiicrelerinden fakir ve
pencereli yap1 o0zelligi gostermektedir. Ayni zamanda koryokapiller hiicreler
oksidatif stress sonrasi salinan bir takim faktorlere cevaben neovaskiiler 6zellik
gosterebilmektedir. Koryokapilleris komsulugunda olan RPE hiicreleri oksidatif
stress altinda ve yaslanma ile bir takim faktorler salgilarlar. Bu siirecte
salgiladiklar1 en 6nemli faktor VEGF-A’ dir [130]. VEGF-A gene RPE hiicrenin
gerceklestirdigi kompleman aktivasyonu ile birlikte koryo kapiller hiicrelerde
oktler neovaskiilarizasyonu baslatir [131,132]. Boylece RPE altinda neovaskiiler
bir siire¢ baslamis olur ve olusan bu yeni damar agina neovaskiller membran
denilir. Bu yeni olusan damar ag1 viicudun diger damar aglarindan farkli olarak
oldukcga zayiftir ve intravaskiiler icerigin damar disina sizmasina neden olur. Bu
durum neovaskiiler membran kaynakli makuler bélgede sivi, kanama veya eksuda
olusumu ile sonuglanir. Makuler boglede biriken bu sivi ve kanama nedenli gérme

azlig1 gerceklesmektedir.
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Sekil 2.9 A. Erken evre SMD ve fundus fotografi, optik kohorens gortintiilemede

drusen varligl, B. Her li¢ gorlintiileme tekniginde de neovaskiiler

makula dejeneresyonu bulgulari [133]

¢ Neovaskiiler Senil Makula Dejenerasyonunun Tedavisi

Kuru tip senil makula dejenersansi geri doniissiiz makula atrofisi ile sonug¢lanirken
hali hazirda mevcut bir tedavisi bulunmamaktadir. Bir takim besin takviyesi iceren
oral preparatlarla ge¢ donem atrofik SMD nin 6nlenebilecegi yonilinde ¢alismalar
bulunmaktadir [133]. Fakat yas tip yani neovaskiiler senil makula dejeneresansi
patolojisinde altta yatan yeni bir damar olismu s6z konusu oldugu icin tedavi
siirecinde bu neovaskiiler membranin geriletilmesi ana hedefi olusturmaktadir. Bu
amacla fizyopatalojiden esas sorumlu ajan VEGF-A'nin blokaji amagh anti-VEGF
ajanlar kullanilmaktadir. Esas hedef VEGF aracili artmis vaskiiler permeabiliteyi
azaltmak ve neovaskiiler membranin gerilemesini saglamaktir [134]. Bu amacla
her li¢ anti-VEGF ajan da klinikte intravitreal enjeksiyon amaciyla yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bevacizumab SMD tedavisinde tipki diyabetik retinopati
ve RVT tedavisinde oldugu gibi off label olarak kullanilirken, MARINA ve ANCHOR

calismalar ile aylik ranibizumab enjeksiyonlarinin SMD tedavisinde etkili oldugu
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gosterilmistir [135,136]. Takibinde yapilan CATT calismasi ile de Bevacizumab ve
Ranibizumab etkinligi agisindan anlaml bir fark olmadig1 gosterilmistir [137].
Daha sonra VIEW c¢alismalar: ile Aflibercept kullanima girmistir ve ilk 3 ayhk
ylukleme dozu sonrasi 2 ay arayla yapilan Aflibercept enjeksiyonlarinin etkinliginin
aylik yapilan Ranibizumab enjeksiyon sonuclari ile benzer oldugu goriilmiistiir.
Boylece Aflibercept kullanimu ile iki enjeksiyon arasindaki siire uzatilmistir [138].
Hali hazirda klinikte kullanilan bu {i¢ anti-VEGF ajan disinda tedavi amach Faz 3

calismalar yeni ajanlar1 degerlendirmek amaciyla tiim hiziyla devam etmektedir.

2.6 Nanoteknoloji ve Nantasiyici Sistemler

Il kez 1959 yilinda Feynman tarafindan nanoteknolojinin taniminin yapilmasindan
bu yana terapotik ve diagnostik kapasitesi gelistirlmis ajanlar sunmak icin
nanoteknoloji temeli calismalar son hizla devam etmektedir. Klinik asamaya
ulasmis ve ticarilestirilmis nanoterapoétiklerin ve nanodiyagnostiklerin sayisi her
gecen gin artmaktadir. Geleneksel yontemlerin uygulanarak viicuda ilag
uygulanmasi , spesifik olmayan bir sekilde ilacin tiim viicuda dagitilmasiyla
sonu¢lanmaktadir. Ayrica viicutta ¢ok az ilag istenen fizyolojik hedef dokuya veya
hiicre tipine de ulasabilmektedir. Bu durum hedef dokuda daha diisiik ila¢ etkinligi
ve hedef olmayan viicudun diger boliimleri iizerinde de istenmeyen yan etkiler ile
sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle nanoteknoloji ile hedeflemeli tedavi ve kontrollii
ilag tasiyic1 sistemler hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir calisma sahasi haline

gelmistir.

NNI (National Nanotechnology Initiative) tanimina gore nanomateryaller 1 ila
1000 nm arasinda degisen boyutlarda bulunmaktadir. Ancak, "nano" Oneki
genellikle birka¢ yiiz nanometre buytikliiglinde parcaciklar i¢in kullanilir. Nano
boyutta malzemeler ( ila¢ / ¢oklu ila¢ ve / veya gorintilleme ajan1 ) nanotasiyici
olarak da adlandirilabilmektedir. Nano tasiyicilarin ilag tasiyic1 sistemler olarak
kullanilmasinin konvansiyonel ila¢ uygulama ydntemine gore cesitli avantajlari
bulunmaktadir. Optimize edilmis fizikokimyasal ve biyolojik 06zelliklere sahip
nanopartiktlleri hiicreler, daha biiylik olan molekiillerden daha kolay yapilarina
alirlar ve dolayisiyla biyoaktif bilesikler icin ideal bir ila¢ dagitim arac1 olarak
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kullanilabilirler. Ayn1 zamanda ilag¢ tasiyic1 sistemleri genis yiizey alanlar ile,
tasinacak molekiiller i¢in yiiksek miktarda bir tasiyic1 baglanma alani olusturarak

nano tasiyici sistemleri ideal birer tasiyici sistem haline getirmektedir.
Nanotasiyici sistemleri konvansiyonel ila¢ uygulama yontemlerine gore avantajlari
asagidaki gibidir;

1. Ila¢ yapisinin erken bozulmasini énler,

2. llacin dolasimda kalma siiresini uzatir,

3. llaglarin bozulmadan daha uzun siire beklemesini ve raf émriinii uzatir,

4. Hedef dokuya daha fazla miktarda ilag ulasmasi saglanir,

5. Hedef doku/hiicrelerde kontrollii ilag salim1 saglanmis olur,

6. Artmis hiicre i¢i penetrasyon saglanir

Nanotasiyict aracili  ilag hedeflenmesi ile bir takim oOnemli etkiler
amaglanmaktadir; bunlardan en 6nemlisi ilacin etki bolgesine secici bir sekilde
ulasmasini, absorsiyonunu ve dagilmasini saglamaktir. Bunun disinda sistemik
dolasima verilen ve hedef dokuya yeterli konsantrasyonda ulasamadig i¢cin daha
yuksek dozda kullanilmak zorunda kalinan ilaglarin istenmeyen yan etkileri ve
toksik etkileri azaltilmis olur. Boylece en uygun terapotik etki minimum zararla
saglanmis olunur. Viicuda verilen ilaglarin etkileri hedeflemeli tedavi
uygulanmayan durumlarda tiim viicutda goriliirken hedeflemeli tedavide
hedeflenen ila¢ reseptori ile etki sadece hedeflenen dokuda saglanmis olur. Bu
durum istenmeyen doku ve organ etkilesimlerinin 6nline ge¢mis olur. Aym
zamanda hedeflemeli tedavi ile tiim viicuda ila¢ dagilimi gerceklesmedigi icin daha

diisiik dozda ilag kullanimi saglanabilmektedir [139,140].

Ilag tagiyic1 sistemler asagidaki gibi siniflandirilabilmektedir;
1. Veziktler sistemler
Lipozomlar

Niozomlar
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Eritrosit
2.Kat1 Partikiiler Sistemler
Mikrokiireler
Nanopartikiiller
Polimerik Migeller
Dendimerler
Hidrojeller
3. Etkin Madde Polimer Konjugatlari

4.Coklu Emtlsiiyonlar ve Mikroemiilsiyonlar

Kati lipit nanopartikiiller, silikon veya karbon malzemeler, protein nanopartikiiller
ve manyetik nanopartikiiller ila¢ tasiyic1 sistem olarak test edilmis diger

nanotasiyici sistem 6rneklerdir (Sekil 2.10).

llag tasiy1 sistemlerin sahip olmasi gereken ozellikler asagidaki gibi

maddelendirilebilmektedir;

e Tasiyacag ilag ile herhangi bir etkilesime girmemeli ve ilacin inert yapisi

devam edebilmeli,

e Biyouyumlu ve biyobozunur karakterde olup viicut igin toksik etki

gostermemeli,
e Hedeflenen dokuya ulasana kadar yapisindaki ilac1 salmadan tasiyabilmeli,
e Viicut ortamina ve fizyolojik sartlara dayanikli olmali,
e Hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglar1 tasiyabilme kapasitesi olmali,

e Viicutta kullanim icin sterilizasyon kosullarina elverisli olmali,
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Sekil 2.10 Nanotasiyici sistemler ve sematik gértinlimii [141]

2.7 Nanopartikiiller ve Go6z Hastaliklarindaki Giincel Kullanimi

Nanotip son yillarin popiiler tedavi yontemlerinden olup temel amaci hali hazirda
tedavi yontemi olarak kullanilmakta olan ilaglarin hatta genetik materyalin hedef
dokuda daha etkin ve kontrollii bir sekilde etki gostermesini saglamaktir. Bu
amagla kullanilan nanopartikiller 1-1000 nm boyutunda olup peptid ve protein
yapidaki ilaclarin biyolojik ortamlarda inaktivasyonunun etkili bir sekilde
azaltilmasini, devamli ve kontrollii bir sekilde salinmasini, doku hedeflemenin
saglanmasi ile biyokullanilabilirligin arttirilmasini ve yan etkilerinin azaltilmasini
saglamaktadir. Bu 0Ozellikleri sayesinde ila¢ tasiyici sistemler olarak davranip

mevcut ila¢ tedavilerinin etkinliklerini ve giivenirliklerini arttirmaktadir.

Nanopartikiiller dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanabilirler ve
hazirlama yontemine gore nanokiire veya nanokapsil olarak adlandirilirlar. Etkin
madde partikil icinde ¢oziindurilebilir, hapsedilebilir, yiizeye adsorbe edilebilir
yada baglanabilir. Nanokapsiiller, vezikiil yapidaki sistemlerdir ve ila¢ bir bos

vezikil kavitesine hapsedilerek polimer bir mebranla ¢evrelenir. Nanokiireler ise
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matriks sistemlerdir, burada ilag¢ fiziksel olarak ve uniform olarak disperse

haldedir [ 142].

Tedavi amagli nanopartikiillerin ytlizeyine tutturulan ya da igine hapsedilen
nanopartikiillerin salim 6zelliklerini ise kullanilan nanopartikiiliin biyokimyasal
ozellikleri ve degradasyon zamanlar1 belirlemektedir. Bu o6zellikler sayesinde
ilaglarin teropatik etki gostermeleri i¢in yiiksek doz kullanim ihtiyaclari,
agregasyonlari, enzimatik ve kimyasal degradasyonlar1 azaltilarak yarilanma
zamanlar1 arttirilmis olur. Ayn1 zamanda suda ¢oziinen ve biiyiik biyomolekiillii

ilaclarin dokuya ulagimlari da arttirilmis olunur [84][85].

Tedavi amagh olarak kullanilan degisik nanopartikiil tipleri bulunmaktadir. Bunlar
polimerik nanopartikiiller, lipozomlar, PEG-Coated lipozomlar, dendimerler,
albumin (protein) ve kitozan ( karbonhidrat) nanopartikiilleri olarak siralanabilir
(Sekil 2.11) [18]. Polimerik nanopartikiil i¢in sikikla FDA onayli PLGA, PLA,
kitozan, PVA ve PMMA polimerleri kullanilmaktadir. Lipit nanopartikiilleri olarak
lipozomlar daha c¢ok tercih edilmektedir ve okiiler uygulamalar ile ilgili
calismalar literatiirde mevcuttur [87-93]. Dendimers siklikla polyamidoamine
(PAMAM) polimerinden olusurken katyonik nanoemilsiyonlar ise yapilarindaki
elektrostatik kuvvetler araciligiyla insan okiiler mukozasi ile interaksiyona girerler

[94-96)].

Nanopartikillerin hedefleme ve ila¢ tasiyic1 sistem 6zellikleri géz oniine alinarak
okiiler neovaskiilarizasyon ve diyabetik retinopati tedavisinde kullanimlari
giindeme gelmistir. Attia ve ark. betametazon sodyum fosfat ytiklii nanopartikiilleri
oftalmik ilag tasiyici sistem amagh dizayn etmislerdir [97]. Deepa ve ark. bitki bazh
anyonik polimerleri ve nanopartikiillerini ila¢ tasiyici sistem olarak ¢alismislar ve
Yan ve ark. betametazon yiikli kitozan-sodyum alginat nanopartikiillerini
mukoadeziv nanopartikiil seklinde topikal damla olarak kullanimi amacgh
gelistirmeye calismislardir. Sonug olarak goziin posterior segmentine hedeflemede

basarili sonuglara ulasmislardir [98-100].

Ohira ve ark. dexametazon y -siklodextrin nanopartikiil yapisindaki géz damlasi
ile topikal okiiler tedavinin DMO tedavisinde makuler 6demin gerilemesinde etkili

oldugunu gostermistir. Bu etkinin subtenon triamsinolon uygulamasinin sonuglari
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ile benzer bir etkiye sahip oldugunu vurgulamislardir [101]. Mevcut ¢alismanin
Tanito ve ark. yapmis oldugu calismay: da destekler nitelikte oldugu sonucuna da
vartlmistir [102]. Lu ve ark. diyabetik ratlarda yapmis oldugu calismada
bevacizumab-kitozan nanopartikiillerinin intravitreal enjeksiyonu sonrasi
diyabetik  retinopatideki angiogenezisi VEGF expresyonunu azaltarak
baskiladiklarini ve bevacizumab-kitozan nanopartikiillerinin daha uzun etki
stiresine sahip olduklarin1 gostermistir [103]. Kitozan bazli ranibizumab
nanopartikillerinin intravitreal uygulama g¢alismalari da yapimistir [104].
Deguchi ve ark. streptozotosin enjekte edilmis ratlarda Nilvadipine
nanopartikiillerin topikal uygulamasi sonucu retinal disfonksiyonun 6nlenebildigi

sonucunu gostermistir [105].

Solid lipid nanopartikillerinin (SLN) en temel o6zellikleri biyotoksisite
gostermemeleri olup Li ve ark. tarafindan Tetrandrine-SLN’ 1 okiiler ila¢ tasiyici
sistem olarak hazirlanmis ve kullanilmistir [106]. Lallemand ve ark. katyonik
nanopartikillerinin okiiler mukozada ilag emlim zamanlarim1 uzattiklarin1 ve
gozlin arka segmentine hedeflemenin arttirildigini gésetermislerdir [107]. Araujo
ve ark. okiiler antianjiojenik aktivite amacgh triamsinolon asetonid ytkli
nanoyapida lipit tasiyicilar1 gelistirmistir [93][97]. Abrshami ve ark. goziin arka
segment hastaliklarina yonelik lipozom kapli Bevacizumab gelistirmistir. Calisma
sonucunda lipozomal Bevacizumabin non-lipozomal forma gore vitreusta daha
yuksek konsantrasyona ulastig1 sonucuna ulasmistir [108]. Kaiser ve ark. yapmis
oldugu calismasinda diyabetik retinopati tedavisinde subkonjonktival lipozomal
minosiklin enjeksiyonunun ratlarda diyabetik retinopatiyi tedavide goziin arka
segmentine ulasmada etkili oldugu sonucuna ulasmistir [109]. Klinik kullanimda
ve Faz 3 asamada olan iki nanolipozom olup bunlardan ilki Visudyne (Novartis
Pharmaceuticals,USA) 2000 yilinda senil makula dejenerasyonlu (SMD) hastalarda
baskin subfoveal koroidal neovaskiilarizasyon icin FDA onay1 almustir. Ikinci
molakiil ise Photrex (Miravant Medical Technologies,USA) SMD tedavisinde Faz 3
asamasinda olup FDA onay1 beklemektedir [143]. Yavuz ve ark. degisik boyutta
dexamethasone (PAMAM) dendimer komplekslerinin diyabetik retinopatide de
kullanimini ¢alismis ve ¢alisilan hayvan modelinde anyonik dexametazon
dendimer (PAMAM) kompleksinin okiiler dokularda dendimer kompleksi olmayan
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formiilasyonlara gore daha yiiksek dilizeye ulastigini gostermistir [144].
Nanopartikdl iliskili diyabetik retinopati ve diger goz hastaliklar1 tedavi ¢alismalari

umut vadetmekte olup yeni ¢alismalara ihtiya¢ hala devam etmektedir.

Albumin (protein) Chitosan (carbohydrate) PAMAM Dendrimer
Nanoparticles Nanoparticles
e)
PLGA Polymer Nanoparticles PEG-coated Liposome

Sekil 2.11 Tasiyici sistem olarak kullanilan nanopartikiil tipleri [18]

2.7.1 Goz Hastaliklarinin Tedavisinde Kullanilan Nanopartikiil Tipleri
¢ Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiiller hedeflenen dokuda minimum yan etki ile en efektif
devaml ila¢ salinim sistemleri olarak uzun stredir ¢alisiimaktadir. Boyutlar1 10-
1000 nm arasinda olup kolloidal yahut kat1 parcaciklar halindedir (Sekil 2.12).
Polimerik nanopartikiillerin sentezinde iki tip polimer kullanilmaktadir bunlar
dogal ve sentetik yapida olmak iizere iki siniftir. Polimerik nanopartikiillerin
sentezinde kullanilan dogal polimerler kitozan, nisasta, alginat ve seliiloz gibi

polimerlerdir, poli B-hidroksibutirat (PHB), polilaktik asit (PLA), poliliretan poli
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laktik-ko-glikolik asit (PLGA), poly(metil metakrilat)(PMMA) ise sentetik polimerik
yapilardir [145]. Tedavi amagh sentezlenen polimerik nanopartikiillerde siklikla
kullanilan polimerler ise poli laktk-ko-glikolik asit (PLGA), poli (laktik asit)(PLA),
kitozan, polivinil alkol(PVA) and poli(methil metakrilat)(PMMA) polimerleridir. Bu

polimerler FDA tarafindan kullanima onay almis polimerlerdir [18].
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Polymeric Nanoparticle

Sekil 2.12 Sentez sonrasi polimerik nanopartikiillerin sematik gértiniimii [146]

Polimerik nanopartikiiller aracili ila¢ tasiyici sistemlerde ila¢ nanopartikiillerde
cozdiiriilebilir, hapsedilebilir, kapsillenebilir yahut polimerik matrikse
baglanabilirler (Sekil 2.13). Bu sekilde sentezlenen sistemlerin ne kadar ideal
olacag: sentezlenen partikiliin boyutu, sekli, yiiklenen ila¢ miktar1 ve partikiliin
yuzey yuku ile iliskilidir. Polimerik nanopartikiillere ila¢ yiiklenmesi iki ana
sekilde yapilabilmektedir. ilk yontemde nanopartikiillerin iiretilmesi esnasinda
ilaclarin nanopartikiillerle birlestirilmesi s6z konusu iken ikinci yontemde

nanopartikiiller elde edildikten sonra ilag¢ iceren soliisyonla inkiibe edilmesi ve

50



béylece nanopartikiillere ilag adsorbsiyonu ile gerceklestirilir. Ik yontemde ilag
ylukleme kapasitesi daha yiiksek olmaktadir [142]. Polimerik nanopartikiillere ilag
yluklenmesi suda ¢6ziinen ilaclar i¢in ayrica konjugasyonu yolu ile de olmaktadir.
Boylece her 3 yontem aracilifiyla hem hidrofilik hem de hidrofobik yapida ki
ilaclarla polimerik nanopartikiiller sentezlenebilmektedir. Boylece farkli polimerik
ajanlarla farkli yapida nanopartikiiller ila¢ tasiyict sistemler olarak
sentezlenebilmektedir. Bu durum polimerik nanopartikiiller i¢in ila¢ tasima
stireleri, miktarlar1 ve dolasimda ya da hedef dokuda bulunma miktar ve stireleri

acisindan onemli bir avantaj saglar [142][147].

Polymer : el Drug

Polymeric Nanocapsules Polymeric Nanospheres

Sekil 2.13 Polimerik yapidaki nanopartikiiller. ila¢ nanopartikiillere hapsedilir
ya da yiizeylerine adsorbe edilir [148]

¢ Polimerik Nanopartikiillerin Avantajlari

Polimerik nanopartikiillerin en temel o6zellikleri biyouyumlu ve biyobozunur
ozellikleri sayesinde viicut kapillerleri boyunca nano boyutlar: ile hedef dokuya

ulasabilmemeleri ve hedeflenen dokuda biyobozunum gerceklesmekte iken
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yapisindaki ilac1 salmalaridir. Bu iki ana avantajin disinda diger avantajlar

asagidaki gibi siralanabilir;

e Kolay sentezlenebilirler, viicut ortaminda biyobozunuma ugrarlar ve ortaya

cikan iiriinler viicuda toksik degildir,

e Hedeflenen madde yiiklenme kapasiteleri ytliksektir, hedeflenen dokuya

yeterli miktarda ila¢ ulasimini saglayabilirler,

e Tasinan ilag disinda, ylizeylerine hedeflenen bolgedeki yapilar: taniyan 6zel

molekiiller baglanarak tasinan maddenin lokalizasyonu belirlenebilir,

e Viicut sivilarinda stabiliteleri yliksektir ve bdylece yapilarinda tasidiklari

ilaclar1 uzun stlire bozulmadan tasiyabilirler,

e Hiicre icine girebildikleri i¢cin hedeflenen hiicre grubunda istenen yanit

alinabilir,

e Hedeflenen bolgede ilag salim1 gerceklesecegi icin ilaca bagli istenmeyen

yan etkiler hedeflenen doku disinda gézlenmez,

e Nanopartikillerin kati1 sekilleri uzun siire ve ilave saklama kosullarina

gerek kalmadan muhafaza edilebilirler,

e lilave madde gereksinimi olmadan kolaylikla parenteral yoldan

uygulanabilirler,

¢ Poli(d,l-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Poli(d,1-laktik-ko-glikolik asit), glikolik asit ve laktik asit monomerlerinin degisik
oranlarda bir araya getirilmesiyle olusmus bir kopolimerdir. Yiiksek
biyouyumlulugu ve biyobozunur 6zelligi sayesinde ilac tasiyici sistemler icin en sik
kullanilan polimer olma 6zelligi gostermektedir. PLGA nin kristal yapisi kopolimer
olarak iki monomerin birlesim oranina (molar) bagh olarak degismektedir. Bu
ozellik ise sentezlenen nanopartikiiliin ila¢ salimiyla ilgili karakteri {izerine

etkilidir [149,150]. PLGA yapisindaki glikolik asit hidrofilik 6zellikte olup viicut
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swvilarinda ve hiicre i¢cinde kolayca ¢6zlinebilmektedir. Laktik asit ise yapisindaki
metil gruplar1 sayesinde hidrofobik o6zellik gosterir ve biyobozunma siiresi
uzundur. Bu iki molekiiliin birlesiminden olusan PLGA birlesim oranina bagh
olarak biyobozunurluk ve molekiiler agirlik 6zelliklerine sahiptir [151]. Molekiil
yapisindaki glikolik asit orani arttikca molekiiler agirlik azalmakta ve suda

¢oziinirlik (biyobozunurluk) artmaktadir [149].

H 0

e () e C e Qe O

l l | ” H,0 Lactic acid
H‘(O— _CHO_C_C%OH .
I m | n H', OH H o}
T R |l

Hee O e G e G e OH
Poly(lactic-co-glycolic acid)
H

Glycolic acid

Sekil 2.14 Laktik asit, Glokolik asit ve Poli(d,l-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) 'nin
kimyasal yapilar1 [152]

Viicutta PLGA nanopartikiilleri biyobozunum siireci icerisinde tekrardan glikolik
asit ve laktik asit monomerlerine pargalanmaktadir (Sekil 2.14). Bu iki monomer
ise sitrik asit siklusuna girerek su (H20) ve karbondioksit (CO2)" e

dontismektedir [149]. Bu son triinler ise viicuttan kolaylikla uzaklastirilmaktadir.

e Polimerik Nanojel ve Hidrojeller

Nanojeller nano o6lcekte hidrofilik polimerlerik ag yapisindan olusan
hidrojelleridir. Yapisina ila¢ molekiillerinin dogridan dengeli bir bicimde su ile
sisirilme sirasinda eklenmesi ile ila¢ baglanmasi gerceklestirilir. Takibinde solvent
maddenin  uzaklastirllmasi  saglanir ve kompakt yapida paketlenmis
nanopartiktiller elde edilmis olnur. Tekrar su ile temas halinde yapisindaki ilaci
kontrolli bir sekilde salarlar. Kullanilan polimerik materyale gére hidrojel agin
icerisine hidrofilik yahut hidrofobik ilaclar baglanabilir. Eklenecek ila¢ miktarini

agin yapisindaki polimerler arasindaki ¢apraz bag miktar belirlemektedir. ilag

53



yuklenmesi gibi ila¢g salim profili gene bu c¢apraz baglar tarafindan
belirlenmektedir. Ayni zmanada bir takim dis uyaranlar hidrojellerin ila¢ salim
ozelliklerini belirleyebilmektedir (Sekil 2.15). Eger bu dis etken Ph veya sicaklik
ise etkene gore Ph duyarli hidrojel veya sicaklik duyarli nanojeller olarak

isimlendirilirler [18].

Drug release from nanogels

Drug loaded
swollen nanogel

Stimuli environment Swelling Shrinking

Sekil 2.15 Dis etken uyarisi sonrasi polimerik nanojellerden ila¢ salimi [153]

¢ Lipozomlar

Lipozomlar biyouyumlu ve biyobozunur yapida lipit bazli nanopartikiiller olup iki
katmanl fosfolipit yapisinda ilaglar1 ya merkezi akoz fazda hapsederler ya da ikili
fosfolipit tabakasi arasinda tutarlar(Sekil 2.16). Degisik boyutlarda tek veya ¢oklu
katmanh yapida bulunabilmektedir. Boyutlarina, ytlizey yiiklerine, lipit iceriklerine
bilaminer fosfolipit tabakasi akiskanligini ve hazirlanma metoduna gore
cesitlendirilebilinirler. Hidrofilik ve hidrofobik ilaclarin taginimini saglayabilirler.
Hidrofilik ilaglar1 merkezdeki akéz korda tasirlarken hidrofobik ilaglar1 bilaminer
yap1 arasinda tasiyabilirler [18]. Glinimiizde g6z hastaliklarinin tedavisinde klinik
kullanimda olan verteporfin lipzomal yapida bir ajandir ve klinik kullanimda etkili

sonuclar vermektedir [154].
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Sekil 2.16 Lipzom nanopartikiillerin sematik gértiniimii [155]

e Migeller

Migeller lipozomlara benzemekle beraber lipozomlardan farkli olarak bilaminer
yapi gostermezken kendinden amfifilik yani hem hidrofobik hem de hidrofilik
ozellik gosteren nanopartikiillerdir. Amfifilik 6zellik gosteren iiniteler hidrofobik
ve hidrofilik yapi iceren kopolimerlerden olusmaktadir. Polimerik miceller
hidrofobik kolonlardan olusan bir merkez ve dis kabugu olusturan hidrofobik
polimerlerden olusmus kiiresel partikiillerdir [156]. Siklikla polietilenglikon
agregasyona olan direnci ve uzun sirkiilasyon zamani nedeniyle tercih

edilmektedir [157].

e Dendimerler

Dendimerler aga¢ benzeri dalli yapiya sahip ve bu dallanma ug¢larinda negatif,
pozitif veya notral fonksiyonel gruplar iceren polimerik yapida nanopartikillerdir
(Sekil 2.17). Suda ¢oziinebilir 6zellige sahiplerdir. ilaglar bu dallanmalara hidrojen
baglar1 ile, hidrofobik etkilesimlerle, iyonik etkilesimlerle ve kovalent bag
konjugasyonu ile baglanabilirler. Poliamidoamin (PAMAM) dendimerleri ilag¢
tasiyic1 sistemleri olarak en sik kullanilan dendimer tipi olup 10 nm’nin altinda
sentezi mumkiin olabilmektedir. Fakat yapilan periokiiler enjeksiyon
calismalarinda hizlica gézden elemine oldugu gorildiigi icin 200 nm ‘nin tzeri

onerilmektedir [158].
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Sekil 2.17 Dendimer nanopartikiillerin sematik goriiniimii [159]

¢ Kitozan Nanopartikiiller

Kitozan pozitif yiizey yiikiine sahip bir polisakkarit yapida polimer olup
mukoadezyon o6zelliginin yliksek olmasi ve goz yiizeyinde uzun siire kalmasi
nedeniyle topikal uygulamalarda tercih edilen bir polimerik nanopartikiil olarak
karsimiza ¢ikmaktadir [160]. Polisakkarit yapisindaki hidroksil gruplar: sayesinde
doku ytuzeyindeki su ile etkilesime girerek dokulara yapisma saglanir. Gozin arka
segment hastaliklarinin tedavisinde kullanimi sinirli olmakla beraber yapilan
calismalarda hibrit PLGA-kitozan nanopartikiillere yiiklenen plazmidlerin goze
uygulama sonrast RPE tarafindan iceri alindig1 ve tedaviden 72 saat sonra

inflamatuar sitokinlerin salimini bloke ettigi gosterilmistir [161].

e Protein Nanopartikiiller

Endojen bir protein oldugu icin albumin protein nanopartikiillerin sentezinde

kullanilan ana proteindir. Meme kanseri tedavisinde Paclitaxel albumin

56



nanopartikilleri FDA tarafindan onay verilmis bir ajan olup klinik kullanimdadir.
Insan serum albumin ilaglarin ¢éziiniirliigiinii arttirdig), toksisitelerini azalttig),
oksidasyona karsi korudugu ve ila¢g yarilanma zamanini uzattig1 icin ideal bir
materyal olarak tercih edilmektedir. G6z sivilarinda (ak6éz) plazmadan filtre
edilerek gecen, en yiiksek konsantrasyonda bulunan protein oldugu icin ilag

tasiyic1 system olarak 6nemli bir aday olarak 6n plana ¢ikmaktadir [18].

¢ Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanma Metodlari

Polimerik nanopartikiil sentezleme yontemleri degisik tiplerde olmakla beraber
kullanilan polimerin yapisina ve etken maddenin ¢o6zlnirligliine gore farkh
yontemler kullanilabilmektedir. Polimerik nanopartikiillerin sentezinde kullanilan

yontemler asagidaki gibidir;
e Solvent (Coziicii) Buharlagtirma yontemi

Solvent buharlastirma yontemi polimerik nanopartikiillerin sentezinde kullanmak
tizere gelistirilen ilk yontem olup ayni zamanda en sik kullanilan yontemdir. Bu
yontemde oncelikle polimerler organik ¢oziiciiler icinde ¢ozdiiriilerek sulu faz ile
karistirilarak emiilsiiyon olusturulur. Coziicii olarak klorofrom, diklorometan ve
asetat gibi c¢ozuculer kullanilmaktadir. Daha sonra emiilsiiyon igerisindeki
polimerleri ¢6zmek i¢in kullanilan ¢o6ziicllerin buharlasmasi i¢in beklenir ve
nanopartikul c¢okeltilerinin geride kalmasi saglanir. Elde edilen nanopartikiiller
santrifiijleme ve distile su ile yikama araciligiyla stabilizatéor ve nanopartikiile
yiklenememis etken maddelerden uzaklastirilir. Coziicii buharlastirma yontemi

olarak iki ana yontem bulunmaktadir;
e Tekli Emiilsityon Buharlastirma Yontemi ( Yag/su)

e ikili Emiilsiiyon Buharlastirma yéntemi (Yag/Su/Yag)

e Tekli Emiilsiyon Buharlastirma Yontemi (Yag/Su)

Bu yontem ile suda ¢ézlinmeyen polimer ve etken madde ortak bir ¢oziiciide

cozdurulir(Sekl 2.18). Bu nedenle bu yontem ile hidrofobik ilaglarin ¢oziinmesi
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saglanmis olunur. Coziinme saglandiktan sonra yiiksek hizda homojenizasyon ya
da sonikasyon ile emiilsiyon haline getirilir. Takiben amfifilik makromolekiller
yardimi ile yag/su emiilsiyonu olusturmak i¢in sulu bir ¢ozelti icerisine eklenir.
Kat1 nanopartikiilleri olusturmak iizere ¢oziicli evaporasyonu saglanir. Elde edilen
nanopartikillerin saflastirilmasi i¢in santrifiij ile yilkama yontemine gegilir ve
liyofilizasyon ile nanopartikiil kat1 halde elde edilmis olunur. Bu yéntem genellikle

polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilir [162-164].

Polimer+Etken Madde
(Organik Coziicii)

Nanopartikiiller

C_C
C

C
C

—_
Ayirma ve
Saflagtirma

Karigtirma Evapoarsyon

B
|

~—

Sulu Cozelti Yag-Su (w/o)

Emiilsiyonu

Sekil 2.18 Tekli emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yéntemi ile polimerik

nanopartikul tiretimi [165]

e IKkili Emiilsiyon Buharlastirma Yéntemi ( Yag/Su/Yag)

Bu yontemle hidrofilik yapida ilaglarin, peptid ve proteinlerin yiiklendigi
polimerik nanopartikiil sistemler sentezlenmektedir. Oncelikle suda ¢oziinen
ilaclar polimerin ¢6ziindiigli organik fazla yag/su emiilsiiyonu haline getirilir (Sekil
2.19). Elde edilen emiilsiiyon dis sulu fazla tekrar ultrasonikasyonla emiilsifiye
edilerek yag/su/yag emiilsiiyonu elde edilir. Daha sonra evaporasyon ve
ekstraksiyon yontemleri ile organik faz uzaklastirilirarak kati nanopartikiiller elde

edilir. Liyofilizasyon ile kurumaya birakilir [162][166-168].
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Sekil 2.19 Ikili emiilsiyon yéntemi ile Nanopatikiil iiretimi [165]

e Tuzla Coktiirme /Salting-Out

Polimerik nanopartikiillerin tretilmesinde kullanilan diger bir yontem tuzla
coktiirme yontemidir(Sekil 2.20). Bu yontemde polimer ¢oziicilisii olarak aseton
gibi  organik c¢oziiciler kullanilir.  Polimer ¢6zeltisinin  sulu fazda
emilsiyonlastirmasi i¢in igerisinde magnezyum kloriir, kalsiyum klortir gibi
elektrolitler iceren polivinilpirolidon stabilizatérii kullanilir. Daha sonra ¢oziicl

difiizyon yontemleri ile uzaklastirilir ve nanopartikiiller elde edilir [168,169].

8 . MIxmr.

Organic solution Aqueous solution
(polymer+ (stabilizer+ Homogenization Acetone diffusion
drugin acetone) salting-out agent) (O/W emuision) toaqueous phase

Crou-ﬂowﬂ
filtration
|:> »w ==
. <: “.s n ..

Sekil 2.20 Tuzla ¢oktiirme yontemi [170]
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e Nano Coktiirme Yontemi (Coziicii Yer Degistirme Yontemi)

Fessi ve ark. tarafindan gelistirilen bu yontem ¢6ziiciiniin yer degistirmesi olarak
da adlandirilmaktadir [171]. Temel pirensip ¢ozelti icerisindeki yar1 polar olan
¢cozlcliniin yer degistirmesi sonucu bir polimerin ara yiizeyde biriktirilmesine

dayanir. Coziicii olarak siklikla aseton kullanilmaktadir.

e Diyaliz

Bu yontem kiiciik boyutta ve boyut dagilimi arali§i dar olan nanopartikiillerin
sentezi i¢in kullanilmaktadir. Polimer organik bir ¢dziicli igerisinde ¢ozulir ve
uygun bir molekil agiligina sahip diyaliz membran bulunan diyaliz tiipiiniin icine
aktarilir(Sekil 2.21). Diyaliz sonucunda polimer ¢oziiniirligiinii kaybeder ve
birikmeye baslar, boylece diyaliz sonucunda homojen nanopartikiil siispansiyonu

elde edilmis olur [172].

Polimer
Caozeltisi

V

Polimer
Cazeltisi

Dn aliz

Pohmer Cozel(xsx
. - .

Coziicid olmayan

Manyetik Kanstirica

Sekil 2.21 Diyaliz yontemi ile polimerik nanopartikiil olusumunun sematik olarak

gosterimi [172]

¢ Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmasinda Siiperkritik Akiskan

Metodu

Bu yontemde nanopartikiillerin eldesi icin siiper kritik sivilar kullanilmaktadir. Bu

yontemle polimerik nanopartikiillerin olusturulmasi i¢in her hangi bir organik
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coziici gerekmemektedir. Fakat tretilen triinler nanoboyutta olmayip mikro

boyutlarda elde edilir [173,174].

e Polimerik Nanopartikiillerin ilag Salim Mekanizmalari

Polimerik nanopartikiiller hedeflendigi dokuya ulastiktan sonra yapilarindaki
yluklenmis ilag/etken maddeyi biyobozunumlarinin gerceklesmesi ile siirekli bir
sekilde salarlar. Polimerik nanopartikiiller viicutta yigin erezyonu ve ylizey
erezyonu olmak iizere iki sekilde pargalanmaktadirlar(Sekil 2.22). Yiizey
erezyonunda polimer dis ortama temas yiizeyinden baslayarak bozunmaya baslar
ve erezyon kinetigi ile ila¢ salimina muidehale edilebilir. Nanopartikiil yapisindaki
ila¢ salmi ise dért asamada meydana gelmektedir(Sekil 2.23). ilk asamada suyun
difiizyonu gerceklesmektedir. ikinci asamada ise suyun difiizyonu ile asidik uclara
sahip polimerlerin hidrolizi ve kiitle kaybinin baslamasi, tiglincii asamada hidrolize
olan bosluklara suyun temasi ile kiitle kaybinin hizlanmasi ve ila¢ saliminda keskin
artis meydana gelmektedir. Dordiincii asamada ise polimerik ana madde gozenekli
bir yapiya dontiserek yavas ve homojen bir sekilde bozunma devam etmektedir
[175]. ilaglarin polimer matriksinden polimerlerin serbest halde bulundugu
ortama salimi difiizon yahut ozmotik pompa ile ger¢ceklesmektedir. Salim hizini ise
biyobozunur polimerin bozunmasi sirasinda yapisinda olusan porlardan
gerceklesen ilag¢ diffiizyon hizi belirler. Biyobozunma ile birlikte porlar genisler ve
daha ¢ok ilac¢ diflizyonu olarak ila¢ salim hizi artar. Biyobozunur olmayan polimer
matrikslerde ise ilag polimerin yiizeyine dogru ilerler ve gene difiizyon ile ortama
salinir. Bu sistemlerde ilag salim hizi biyobozunur sistemlerden farkli olarak

sabittir [176,177].
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Sekil 2.22 Polimerik nanopartikiillerin y181n erezyonu ve yiizey erezyonu seklinde

bozunmasi [178]

Asama-l Asama-ll Asama-lil Asama-lV
Suyun Polimer Hidrolizi Oligomer diftizyonu Goézenekli yapi
difizyonu Kicik miktarda Etkin madde salim Homojen bozunma
kiitle kaybi Kiitle kaybi

© Su molekiilii, ®Asidik oligomerler, @ Etkin madde , O Oligomer difiizyonu sonucu olugan bosluklar

Sekil 2.23 PLGA Polimerik nanopartikiillerin bozunma ve ila¢ salim asamalari
[175]

Klasik ila¢ salim mekanizmalar1 disinda dis faktorlerin etkisi ile uyarilabilen ilag¢
salim mekanizmalar1 da bulunmaktadir. Bu tip ila¢ salim mekanizmalar1 uyarilmis

ila¢ salim mekanizalar1 ve sicakliga duyarl ila¢ salim mekanizmasi olmak tizere iki

grupta incelenebilir.
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e Uyarilms ila¢ Salimi

Polimerik ilag¢ tasiyici sistemlerinde ilag salimi digsal ve igsel bir takim uyaranlar
tarindan gergeklestirilmektedir. Dissal uyaranlar sicaklik, 1s1 ve ultrason gibi
faktorler iken , igsel uyaranlar1 enzim, pH, oksidasyon gibi faktdrlerdir. Bu
faktorlerin varhigir gozetilerek polimerik nanopartikiillerin hedeflenen dokudaki
davranisi ayalanabilmektedir. Bu tip nanopartikiillere ise uyariciya duyarh
(stimuli-responsive) polimerik nanopartikiiller denilmektedir. Uyar1 sonucunda
mevcut nanpartikiillerin kimyasal, biyokimyasal veya fiziksel yollarla yapisinda
veya kimyasinda degisikler meydana gelir ve bu degisklikler sonrasinda

yapilarindaki etken/ila¢ serbest birakirlar [177].
e Sicaklhiga Duyarh ila¢ Salimi

Sicakliga duyarli polimerler, 1siya yanit olarak fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
degistirirler ve boylece yapilarindaki etken/ila¢ salimini gergeklestirmis olurlar.
Mevcut sicaklik degisimi dokularin kendi i¢sel yapilarindan kaynaklanabilecegi
gibi dissal olarak dis bir kaynak tarafindan da kaynaklanabilir. Sicaklik ile olusan
ilag salim durumlarinda sicakligin etkisi ile polimerin hidrasyon durumunda
degisiklik olmaktadir bu durum ila¢ salimini tetiklemektedir. Sicakliktan etkilenen
polimerler belli bir sicakligin altinda hidrofilik iken daha ytiksek sicakliklarda
hidrofobik yap1 gosterirler. Bu kritik sicakliga alt kritik ¢6zelti sicakligi (LCST)
denilmektedir. LCST'nin altinda, polimerler, uzun bir zincir konformasyonuyla
(cozlinlr) hidratlanir ve daha {st sicakliklarda ise ¢okmiis bir zincir
konformasyonuyla dehidre halde bulunurlar. Nanotasiyici sistemlerde bu sicaklik
degisimi ile polimerler ya hastalikli bolgedeki i¢ sicaklik degisimlerine ya da dissal
olarak uygulanan 1siya yamit olarak, hidrasyon halindeki ve hacmindeki bir
degisiklikle yiiklerini serbest birakirlar. Nanotasiyicilarin tepki verdigi sicaklik
araligi, olusturan polimerin hidrofilik ve hidrofobik kisimlar1 arasindaki oransal
denge ayarlanarak hedeflenen diizeyde degistirilebilir. Sicakliga tepki veren bir
nanotasiyicinin  yikiini serbest birakmasi gereken ideal aralik, protein
denattlirasyonu 6nlemek ve denatiirasyona bagl toksik etkileri en aza indirgemek

icin 37 ila 42 ° C arasindadir [177],[181].
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3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Materyal
3.1.1 Ekipman

= Hava akimli kabinler (Laminar flow -Thermo Scientific Hera safe, Faster

BHEN 2006)
= Karbondioksitli inktibator (New Brunswick scientific CO-150 37°C,
= Ters mikroskop (Olympus CKX41)
= Santrifiij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)
= Manyetik karistiric1 (Heidolph MR3000)
= pHmetre (HANNA instruments)
= Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)
= Buz makinesi (Scotsman AF100)
= Vortex (LMS(laboratuvary medical supplies) VTX-3000L)
=  Subanyosu (GFL (gesselschaft fiir labortechnik) mbH, Kerman)
= Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Argelik(+4,-20°C), GFL(-40°C))
= -197 °C azot tanki ve azot tasima tanklar1 (DMC air liquid systems)
= Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)
= UV-spektrofotometre (Jasco V-530)
= ELISA ¢oklu plak okuyucusu (spektrometre) (Thermo)
= Safsu ve ultra saf su sistemleri (GFL2104)
=  Mikropipetler (10, 100 ve 1000 pl'lik ,Thermo, Pippetman)

= Pipetuclar1 (1-10, 20-200, 100-1000 pl'lik tek kullanimlik, AxyGen)

64



= Santrifiij tiipleri 15 ve 50 ml. (Eppendorf, IsoLAB)

= ELISA 96 kuyulu plaklar: (TPP)

= Hiicre kilttri plaklar: (TPP)

= Hiicre kiilttr flasklar1 25 ve 75 cm2 (TPP, Corning)

= Serolojik pipet tabancasi (Thermo)

= Serolojik pipetler 1,5,10 ml (Blau Brand Germany)

= Steril pastor pipeti 3 ml (LP ITALIANA SPA)

= Kriyotiipler (TPP)

= Siizgec (BD Falcon)

= Otoklavlanabilir cam siseler 50-1000ml’lik (ISOLAB, SCHOTT)
= Thoma lami hiicre sayimi i¢in (Menzel superior)

= Enjektorlar 1,5, 10 ve 50 cc’lik (Ayset)

= Siringa filtreleri 0,22 pum ve 0, 45 pm’lik (MILLIPORE, TPP, Sartorius)

= 0.2 um Nitroseliiloz Membran (GE Healthcare Life Sciences, Amersham

Protran Premium)

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Fouirer Transform Infrared Spektrofotometresi (FTIR)

Sonikator

Liyofilizator

3.1.2 Kimyasallar

Sodyum klortir, NaCl (Sigma)

Sodyum bikarbonat, NaHCO3 (Merck)

Etanol (Merck)
= Potasyum hidroksit, KOH (Merck)

= Dipotasyum fosfat, KZHPO4 (Sigma)
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Monopotasyum fosfat, KH2P04 (Sigma)Sodyum dihidrojen fosfat mono
hidrat, NaH2P04.H20 (Merck)

Tween-20 (MP Biomedicals LLC)

FBS-fetal bovine serum (PAN Biaotech)

DMSO (Dimetil stilfoksit) (AppliChem)

Gentamisin (GIBCO)

Penisillin-streptomisin (PAN Biotech)

Polivinilalkol (PVA; (average MW 30,000-70,000)
Poli(d,l-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA ; LA/GA=50/50, Mn= 38.000-50,000 )
Diklorometan ( DCM) (Sigma)

Aflibercept (Eylea) (Regeneron Pharmaceuticals, Inc.,Tarrytown, NY; and

Bayer Health Care Pharmaceuticals)

Tripan mavisi (Biologycal Industry)

Thylazoyl blue tetrazolium bromide (MTT ) ( Sigma )

Tiripsin (PAN Biotech)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium- F12 (DMEM -F12 ) (PAN Biotech )
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (PAN Biotech)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM-High) ( GIBCO)
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3.2 Deneylerde Kullanilan Besiyerleri, Tampon ve Kimyasallarin

Hazirlanmasi

3.2.1 Tamponlar
e PBS Tamponu

NaKL 8 gr, 0,2 gr KH2P04, 1,8 gr Na2HP04.2H20 ve 2 gr KKL hassas terazide
tartildi. Uzerine 900 ml distile su eklenerek manyetik karigtiric1 ile maddelerin
cozllmesi saglandi. Ph metre ile pH 6l¢iildii ve pH'1 7,4’e ayarlanacak sekilde son
hacim 1000 ml olacak sekidse soliisyon hacmi tamamlandi. Takibinde sterilizasyon

amach otoklavlama yapilarak kullanim i¢in +4 C° saklandu.
e Tripan Mavisi

Hiicrelerin canlilik tayini i¢in % 10 tripan mavisi boya distile su ile hazirlandi.
e MTT Soliisyonu

MTT tuzu 10 mg/ml PBS icerisinde hazirlanip vortekslendi, Once 0,45 ul’ lik
filtreden ve daha sonra 0,22 pl'lik filtreden gegirilerek steril edilip -20 e kaldirild1.

3.2.2 Besiyerleri
e Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Hiicrelerin dondurma soliisyonu %90 FBS ve %10 dimetil siilfoksit (DMSO) 10 ml
olacak sekilde, 15 ml’lik falkonlarda hazirlandi ve -202C saklanda.

¢ Dulbecco’'nun Modifiye Eagle Medyumu

%10 FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi i¢in 50°lik falkona 45 ml besiyeri

aliip 0.5 ml penisilin-streptomisin ve 5ml FBS ile tamamland:.
¢ Yiiksek Glikozlu Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu

%10 FBS iceren DMEM High besiyerinin hazirlanmasi i¢cin 50°lik falkona 45 ml

besiyeri alinip 0.5 ml penisilin-streptomisin ve 5ml FBS ile tamamland:.
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3.2.3 Nanotasiyia Sistemlerin Hazirlanmasinda Kullanilan Soliisyonlarin

Hazirlanmasi
e 9,1.5 PLGA 'nin Hazirlanmasi

Nanopartikillerin tiretiminde %1.5 PLGA hazirlanmasi i¢in 33.3 mg PLGA tartilip

tizerine 2Zml DCM (diklorometan) eklendi.

e %1 PVA’'nin Hazirlanmasi

Bunun i¢in 1 mg PVA tartilip tizeri 100 ml distile su ile tamamlandi. Ardindan 502C
sicaklikta 600 rpm’de karistirilarak ¢ozdirildi.

e Kapsiilasyon icin Aflibercept Hazirlanmasi

Aflibercept 25 mikrolitre(pl), 1ml distile suda ¢ézldii.

3.3 Nanopartikiillerin Karakterizasyonunda Kullanilan

Yontemler

3.3.1 Taramal Elektron Mikroskopisi (SEM)

Taramali1 elektron mikroskobu (SEM) ile analiz edilecek numune metal plaklarin
lizerine karbon bantlar yapistirildiktan sonra, karbon bantlarin tlizerine ince bir
tabaka halinde yerlestirilir. Ardindan altin veya platin ile kaplanir. Takibinde ytizey
morfoloji ve boyut gozlemlenir. Nanopartikiillerin morfolojisi farkli boyutlarda

incelenebilir [179].

3.3.2 Fourier donisimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Analitik bir teknik olarak bilinen fourier dontistimlii-infrared spektroskopi (FTIR),
organik (bazi durumlarda inorganik) malzemelerin tanimlanmas i¢in kullanilan
bir yontemdir. Maddenin sogurma ve emisyon kizilotesi spektrumunun elde
edildigi bir spektroskopi teknigidir. 1500 - 400 cm-1 bolgesine parmak izi bolgesi

olarak tanimlanir ve her bir malzeme i¢in ayr1 bir bulgu gosterir [180].
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3.3.3 Zeta Sizer

Zeta sizer, sivi bir ortamda bulunan suda ¢6ziinen ya da ¢6zlinmeyen
dispersiyonlarin parcacik boyutu, zeta potansiyeli ve molekiil agirligi 6l¢timiinii
yapabilen bir cihazdir. Sivi ortamda yilizen parcgaciklar, ¢6ziicii molekiillerin
rastgele hareketi sonucu brown hareketi yaparlar. Dynamic Light Scattering (DLS)
teknigi kullanilarak brown hareketinin hiz1 6l¢iiliir ve pargacik boyutu belirlenir

[180].

3.3.4 UV-Vis Spektroskopi

Ultraviyole ve goriniir 151k (UV-Vis) absorbsiyon spektroskopisi bir érnekten
gectikten veya bir 6rnek tarafindan bir 1s1n demetinin yansitildiktan sonra 1sinin
azalmasinin Olc¢iilmesidir. Isinin siddetinin azalmasi absorbsiyonun arttigini
gosterir. Derisimi, belirli bir dalga boyundaki absorbsiyonunu 6l¢erek bulunur. UV-
Vis spektroskopisi genellikle ¢ozeltideki maddelerin konsantrasyonlarinin

belirlenmesinde ve 6lglimiinde kullanilir [180].

3.4 Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

PLGA-Aflibercept nanopartikiilleri ikili emiilsiiyon ¢6ziicu buharlastirma yontemi
ile hazirland1 [181]. 33.3 mg of PLGA 2 ml of DCM icinde ¢oziildi ve 1,5 % lik
polimer ¢ozeltisi elde edildi. 2 mg (50 mikrolitre) Aflibercept soliisyonu distile su
ile karistirillarak 1 ml’ye tamamlandi. 1 ml DCM de ¢6zlilmiis PLGA soliisyonu ile 1
ml Aflibercept sollisyonu Kkaristirlarak buz kuvetinde 5 dk sonikasyona tabi
tutuldu. Ardindan 1% hazirlanmis PVA soliisyonuna manyetik karistirici esliginde
damlatilarak karistirild1 ve tekrardan buz havuzunda sonikasyona tabi tutuldu.
Elde edilen emiilsiyon 8000 rpm devirde +4 C°de 30 dk santrifiij uygulandi. Ayni
islem 3 kez tekrarlanarak nanopartikiillerin serbest ilag ve diger artik
maddelerden yikanmasi saglandi. Elde edilen pellet 15 ml distile su ile pipetaj

uygulanarak tekrar emiilsiye hale getirildi. Elde edilen slipernatantlar +4 C°
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saklandi. Elde edilen nanopartikiillerden zeta sizer cihazi ile boyut ve ylizey ytlikii
degerlendirilmesi amaciyla 6rnekler alindi. En son asamada elde edilen érneklere
kurutulmak amaciyla liyofilizasyon islemi uygulanarak partikiil karakterizasyonu
icin -20 C%saklandi. Ayni sentez prosesi Aflibercept eklenmesi olmadan bos PLGA

nanopartikuli sentezi i¢in de uygulandi.

3.5 Aflibercept Yiiklenmis PLGA Nanopartikiillerinin

Karakterizasyonu
3.5.1 Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyeli

Partikiil boyutu ve polidispersite indeksi, Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Worcestershire, Malvern, BK) kullanilarak foton korelasyon
spektroskopisi (PCS) ile tanimlandi. Ol¢iimlerin gerceklesmesi icin nanopartikiiller
distile suda 1:10 oraninda seyreltildi. Boyut 6l¢ctimleri, 25 ° C'de 0.5 / 100 (h / h)
oraninda damitilmis suda seyreltilerek nanopartikil siispansiyonlarinin
hazirlanmasinin ardindan gergeklestirildi. Polidispersite indeksi araligi 0 ile 1
arasinda degerlendirildi. Sentezlenmis nanopartikiillerin zeta potansiyelleri ([1)

ayni alet kullanilarak 25 ° C'de 6lctildii.

3.5.2 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Kurutulmus nanopartikiller, ¢ift tarafli yapiskan karbon bantlar bant kullanilarak
ince bir film halinde metal plaklara yerlestirildi. Takiben vakum altinda altinla
kaplandi. Parcaciklar, 10-20 kV gittikce artan voltajda Evo LS10 (ZeissEVO LS 10,

Almanya) taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak gériinttlendi.

3.5.3 Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Fourier dontsimi kizilotesi spektroskopisi (FTIR) spektrumlari, zayiflatilmis
toplam yansitma teknigi ile IR-Prestige 21 (Shimadzu, Japonya) kullanilarak
toplanmistir. PLGA, Aflibercept ve Aflibercept yiiklii nanoparetikil (NP)'lerin FTIR
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spektrumu 600 ila 4000 cm-1'lik bir bolgede gerceklestirildi. Spektrumlar 4 cm-1

coziiniirliikte 16 kez taranarak ol¢tldii.

3.6 Deneylerde Kullanilan Hiicre Hatlar1
3.6.1 Hiicre Kiiltiirii Metotlar
¢ Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Kriyoprezervasyonu

Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik béliimii hiicre kiiltiirii ve doku
miihendisligi laborauvarinda sivi azot tankinda buluna hiicreler ¢ikarilip 37°C su
banyosunda c¢alkalanarak c¢oziindiiriildii. Cozlinen hiicre tiipe alinarak tzerine
uygun besiyeri 5 ml %10 FBS’li DMEM-F12 veya DMEM-High eklendi ve 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant steril pastor pipeti ile alindiktan
sonra hiicre pelleti besiyeri ile 1 ml tamamlandi; ardindan hiicre sayimi yapilip

flasklara ekimi gerceklestirildi [182].
¢ Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

Hiicrelerin Kkriyoprezervasyonu icin kriyoprotektan %20 (FBS ve DMSO) ile
hazirlandi 1 ml kriyotiipe 50:50 oraninda hiicre ve kriyoprotektan eklenerek yavas

dondurma yontemi ile donduruldu [182].
¢ Kriyobanktan Hiicrelerin Cikarilmasi ve Kiiltiirtiiniin Yapilmasi

Hiicreleri kriyobanktan ¢ikarilmasi i¢in 372C su banyosunda yavas c¢oziilmeye
birakildi. %10 FBS iceren besiyerine aktarildi, ardindan santrifiij edilerek

siipernatanti atilip hiicre pelleti besiyeri iceren flasklara aktarildi [182].
e Hiicre Kiiltiirtiiniin Tripsinizasyonu

Hiicreler yiiksek oranda proliferasyonu goriildiikten sonra tripsin enzimi ile pasaji
yapilarak flask ylzeyinden kaldirildi. Bunun igin flask yiizeyi PBS ile yikanir
ardindan belli miktarda tripsin eklenerek 5 dk 37°C etiivde inkiibe edilir.

Hiicrelerin kalkmasi invert mikroskobda incelenir, tamamen flas ylzeyinden
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kalktiktan sonra tlzerine 2 ml %10 FBS iceren besiyeri eklenir ve 15°lik falkona

alinarak santrifiij edilip tekrardan ekimi gerceklesir [182].
e Hiicrelerin Sayimi

Santrifiij sonrasi hiicrelerin sayimi i¢cin deneyi veya pasaji yapilacak hiicreler énce
santriifiij edildi, hiicre pelletin ylizeyinde bulunan slipernatant atildi1 geride kalan
hiicre slispansiyonunun iizerine hiicre hattina uygun besiyerinden damlatildi
toplam hacmi 1,0 ml olacak sekilde tamamlandi. Hazirlanmis hiicre
slispansiyonundan hiicrelerinin sayimi i¢in iki farkli ependorf tiipiine Daha sonra
ise lizerine 48ul PBS ve 50 pl, tripan mavisi soliisyonundan ve 2 pl hiicre alindi,
iyice pipetaj yapildi. Thoma laminin (Sekil 3.1) iki tarafina boyanmis hiicre
suspensiyonudan lamelin kenar1 boyunca yiiklendi, mikroskopta incelendi ve

hiicre sayimi gerceklestirildi [182].

Hiicre sayisi (1ml): Ortalama canli hiicre sayisit x Sulandirma katsayisi x Thoma

lami Sabiti(10,000)

Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve st kisimlarinda bulunan 16 karedeki

canli hiicrelerin aritmetik ortalamasi
Sulandirma katsayisi: Pelletten alinan hiicrelerin sayimi i¢in yapilmis sulandirma
katsayisi

Thoma lami sabiti: 10.000
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Sekil 3.1 Thoma lami tizerindeki gizgiler

3.6.2 Insan Retina Pigment Epiteli (ARPE-19) ve Retinal Vaskiiler Endotelyal
Hiicrelerinin (RVECs/HREC) Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Bu asamada kriyobankta bulunan hiicrelerin kiltiri %10 FBS iceren DMEM-F12
ve DMEM-High ile baslatildi. T25 lik flasklarda 4ml besiyeri igerisinde hiicrelerin
ekimi gerceklesti(Sekil 3.2). Her 24 saatte hiicrelerin invert mikroskopta

morfolojisi ve proliferasyonu incelendi (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).

Sekil 3.2 Kriyobank sonrasi hiicrelerin kiltiiriintin yapilmasi (X10)
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Sekil 3.3 ARPE-19 hiicrelerin ekim sonrasi inverted mikroskopta goriiniimii (x10)

YT

Sekil 3.4 RVECs hiicrelerinin ekim sonrasi inverted mikroskopta goriiniimii (x10)

3.6.3 Insan Retina Pigment Epiteli (ARPE-19) ve Retinal Vaskiiler Endotelyal
Hiicrelerinin (RVECs/HREC) Pasajinin Yapilmasi

T25" lik flasklarda olan hiicreler %90 ¢ogalma miktarina vardiktan sonra
hiicrelerin tripsinizasyonu amagh T25 flasklarda olan hiicreler 2 ml PBS (fosfat
buffer) ile yikandi. Daha sonra 1 ml tripsin enzimi eklenip 5 dakika %5 COZ2 igeren
37 C%derece inkiibatorde bekletildi. Takibinde eklenen tripsin enziminin iki kati

olacak sekilde besiyeri eklenip 5dk, 1000 rpm’ de yikama islemi gerceklestirildi
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ardindan hiicre sayimi yapilip T25 flasklara 400,000 hiicre olacak sekilde 5 ml

besi yerine tekrar ekim yapildi.

Sekil 3.6 RVECs hiicrelerinin pasajlama 6ncesi mikroskobik goriintiisii (X10)

3.6.4 Hiicre Hatlarinin Kriyoprezervasyonu

ARPE-19 ve RVECs hiicre hatlar1 kriyoprezervasyonu icin %20’ lik FBS ve
DMSO’dan olusan kriyoprotektan hazirlandi. Pasaj sonrasi hiicrelerin sayimi
yapildi. 1 ml” lik kriyotiipte 106 hiicre, 50:50 oraninda (hiicre/kriyoprotektan )

olacak sekilde kriyoprotektan ile hiicreler karistirildi. Takiben yavas dondurma

75



islemi ile hiicreler 1 saat +4’de, 2 saat -20’de ve bir gece -40’da tutularak, -196°C
kriyobanka aktarildi [182].

3.6.5 RVECs Hiicre Kiiltiiriiniin Optimizasyonu

Kriyoprezervasyon sonrasi sivi azottan ¢ikarilan hiicrelerin kiiltiiriiniin yapilma
sirasinda hiicrelerin yeterli proliferasyon gostermedigi ve atipik olduklar: tesbit
edildi. Bu hiicreler flasklardan pasaji yapilarak kaldirildi ve DMEM- High
medyumunda kiiltiire devam edildi. Hiicre proliferasyonun artmasi ve daha iyi

morfolojik goriintii gézlemlendi.

3.7 Hazirlanan Nanopartikiillerin Hiicre Hatlar1 Uzerinde MTT

Yontemi ile Toksisite Tayini

Hiicre toksisitesi degerlendirme amachh ARPE-19 ve RVECs/HREC hiicreleri
lizerine bos PLGA ve Aflibercept yliklenmis PLGA nanopartikiillerin etkisi 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid tuzu (MTT) sitotoksisite testi ile
degerlendirildi. Hiicreler 96-well plate’e 5000 cells/well olacak sekilde ekildi. 24-
48 saat 37°C ve %5 CO2 ayarl inkiibatorde bekletilerek kiiltiire edildi. Her iki
deneyde de 1. Siitun bos besi yeri ve 2. Siitiin sadece hiicre kultiriuntiin yapildigi
kolon olarak secildi. 3. stundan itibaren 0.1 pM konsantrasyonda baslamak tizere
her bir kolona PLGA nanopartikiil / ytkli PLGA(Aflibercept) nanopartikiilii artan
dozlarda 0.5 pM’a kadar eklendi. 48 saat inkiibasyon sonrasi 5mg/ml olacak
sekilde hazirlanmis MTT soliisyondan 10 pl here kuyuya eklendi ve 4 saat 37°C
etiivde inkiibe edildi. Plakalar mikroskopda incelendi farmazon kristallerinin
olustugu gozlemlendi. Ardindan kristallerin ¢éziinmesi i¢in her kuyuya 100 pl
DMSO eklendi ve 30 dk karanlikta bekletilip eliza okuyucuda 560 nm o6l¢iimler

alind..
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Sekil 3.7 Degisik konsantrasyonlarda MTT testi

3.8 Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

PLGA-Aflibercept nanopartikiilleri ikili emiilsiiyon ¢6ziicu buharlastirma yontemi
ile hazirlandi [181]. 33.3 mg of PLGA 2 ml of DCM iginde ¢oziildii ve 1,6 % lik PLGA
polimer ¢ozeltisi elde edildi. 2 mg (50 mikrolitre) Aflibercept sollisyonu distile su
ile karistirillarak 1 ml’'ye tamamlandi. 1 ml DCM de ¢6ziilmiis PLGA soliisyonu ile 1
ml Aflibercept soliisyonu karistirlarak buz kuvetinde 5 dk sonikasyona tabi
tutuldu. Ardindan 1% hazirlanmis 2 ml PVA soliisyonuna manyetik karistirici
esliginde damlatilarak karistirildi ve tekrardan buz havuzunda sonikasyona tabi
tutuldu. Elde edilen emiilsiyona 8000 rpm devirde +4 C° de 30 dk santrifiij
uygulandi. Ayni islem 3 kez tekrarlanarak nanopartikiillerin serbest ila¢ ve diger
artik maddelerden yikanmasi saglandi. Elde edilen pellet 15 ml distile su ile pipetaj
uygulanarak tekrar emiilsiye hale getirildi. Elde edilen siipernatantlar +4 CO
saklandi. Elde edilen nanopartikiillerden zeta sizer cihazi ile boyut ve yiizey yiikii
degerlendirilmesi amaciyla érnekler alindi. En son asamada elde edilen 6rneklere
kurutulmak amaciyla liyofilizasyon islemi uygulanarak partikiil karakterizasyonu
icin -20 C%saklandi. Ayni sentez prosesi Aflibercept eklenmesi olmadan bos PLGA

nanopartikili sentezi icin de uygulandu.
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3.8.1 Reaksiyon Veriminin Belirlenmesi
e Enkapsiilasyon Etkinligi (EE) ve ilag Yiikleme Kapasitesi (DL)

Nanopartikill icindeki enkapsiile Afliberceptin tespiti indirekt kuantifikasyon
metodu ile 280 nm ‘de UV-Vis spektroskopi kullanilarak yapildi. Nanopartikiil
sentezi sirasinda toplanan siipernatanlar UV-Vis spektroskopi kullanilarak analiz
edildi ve nanopartikiillere yiiklenemeyen ila¢ miktar1 belirlendi. Stipernatantdaki
Aflibercept konsantrasyonu daha 6nce olusturulmus standart kalibrasyon egrisi ile
karsilastirilarak elde edildi. Yiiklenen Aflibercept miktar1 total Aflibercept ve
enkapsiile olmayan Aflibercept miktarlarina gore hesaplandi. Enkapsiilasyon
etkinligi (EE) ve ila¢ yiikleme kapasitesi (DL) asagida verilen formiillere gore
hesaplandi. Aflibercept konsantrasyonunun fonksiyonel standart absorbans

kalibrasyon egrisi 280 nm de ¢alisildi ve tiim denemeler 3 kez gerceklestirildi.

Enkapstilasyon Etkinligi (%) = Nanopartikiile yliklenen etken madde miktari(mg)/
Baslangigta kullanilan etken madde miktar1 X 100

Ilag Yiikleme Kapasitesi (%) = Nanopartikiile yiiklenen etken madde miktar1 (mg)/
Elde edilen nanopartikul miktar: (mg) X 100

e Aflibercept Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Toplamda sekiz farkhi Aflibercept konsantrasyonu, seri seyreltme ile hazirlandi.
Her konsantrasyonun UV absorbans degeri, UV - Vis spektrometre ile 280 nm'de
belirlendi. Daha sonra kalibrasyon egrisi elde edildi ve kapsiilleme verimliligini,

yukleme kapasitesini ve salim miktarini belirlemek i¢in egri denklemi kullanildu.
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Sekil 3.8 Aflibercept kalibrasyon egrisi

e Hazirlanan Nanopartikiillerin Kurutulmasi

Hazirlanan nanopartkiiller 15 ml lik falkonlarda liyafilizatorde -60 derecede

vakumlu alanda yiiksek basing altinda 48 saat kurutulmaya birakidu.

3.9 in vitro Ila¢ Salim Calismalar

Aflibercept yiiklii PLGA NP'ler, 1 mL distile su icinde ¢6ziildii ve ilag molekiliiniin
in vitro salim profilini belirlemek i¢in bir diyaliz kapsiiliine yerlestirildi. Salim
ortami olarak normal fizyolojik degerleri simiile etmek i¢cin pH 7.4'te fosfat
tamponu (PBS) kullanildi. In vitro salim ¢alismas1 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 24 ve 48 saat
araliklarinda gerceklestirildi. Orneklerin inkiibasyonu, hafifce calkalama (60 rpm)
altinda 37 ° C'de ¢alkalanan bir su banyosunda gergeklestirildi. Salim ortamindan
bir mililitre numune alindi1 ve bunun yerine ayni hacimde taze salim ortami

eklendi. Ornekler, 280 nm'de UV - Vis spektrometre kullanilarak analiz edildi.

79



PLGA NP'lerinden salinan Aflibercept miktar1 asagidaki denklem kullanilarak elde
edildi:

Salima Ugrayan Aflibercept Miktart

o _ 100
Salim % Total Aflibercept Miktart x

B el S 5

oplehodones
®e'o/oiels o S\6 &0
;‘l"&';'w'

Sekil 3.9 Diyaliz kapsiil icine yerlestirilen nanopartikiillerin salim asamasindaki

goruntusu
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4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Aflibercept Yiklii PLGA Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1 Nanopartikiil Boyut Dagilimi ve Zeta Potansiyel Analizi

Sentezlenmis bos nanopartikiillerin yogunlugu boyutu dagilimi, Z-ortalamasi (Z-
Ave) ve Pdl, 4.0 mV donatilmis bir Zeta sizer cihazi kullanilarak dinamik 151k sagma
teknigi kullanilarak gerceklestirildi. Ornekler, fosfat tampon (PBS) ile seyreltilerek
hazirlandi, 6l¢lim yapilmadan 6nce bir 0.20 pm RC-membran filtre ile filtrelendi ve
tim oOlciimler tli¢ kez gerceklestirildi. Bos ve Aflibercept yiiklenmis PLGA-
Aflibercept nanopartikiillerin zeta dinamik 1sik sacilimi (DLS) sonuglari, Tablo
4.1'de sunulmustur. Yapilan her bir nanopartikiil sentez deneyinin sonuclarina
dayali olarak, bos PLGA nanopartikiillerin Aflibercept yiikli PLGA
nanopartikiillerinden daha kii¢lik oldugu goézlendi. Sentezlenen Aflibercept yiiklii
PLGA nanopartikiillerin boyutunun ortalama 262+6.6 nm oldugu gortldi. Tablo

4.1 aymi zamanda bos ve Aflibercept yiikli PLGA nanopartikiillerinin PDI
degerlerini ve zeta potansiyellerini gostermektedir. Ortalama PDI degeri, bos PLGA
icin 0.035 % 0.009 ve Aflibercept yiikli PLGA icin 0.12 + 0.01 idi. Bu veriler,
sentezlenmis nanopartikiillerin dar bir boyut dagilim araligina sahip oldugunu
gosterdi (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Bos nanopartikiillerin ortalama zeta potansiyeli-
nin 13.3 * 9.04 mV oldugu goruldi (Sekil 4.3). PLGA polimerinin karboksil
terminal grubunun sentezlenmis nanopartikillerin negatif zeta potansiyellerinden
sorumlu oldugu gozlemlendi. Aflibercept yiiklii PLGA nanopartikillerinin ortalama
zeta potansiyeli + 6.27 * 4.97 mV idi ve bu Aflibercept molekiiliiniin pozitif yiikiine
atfedildi (Sekil 4.4).
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e Enkapsiilasyon Etkinligi (EE) ve ilag Yiikleme Kapasitesi (DL)

Enkapsitilasyon etkinligi (EE) ve ila¢ ylkleme kapasitesi (DL) asagida verilen
formiile gore hesaplandi. Aflibercept konsantrasyonunun fonksiyonel standart
absorbans kalibrasyon egrisi 280 nm de c¢alisildi ve tim denemeler 3 kez

gerceklestirildi.

Enkapsiilasyon Etkinligi (%) = Nanopartikiile yiiklenen etken madde miktari(mg)/
Baslangi¢ta kullanilan etken madde miktar1 X 100

Ila¢ Yiikleme Kapasitesi (%) = Nanopartikiile yiiklenen etken madde miktar1 (mg)/
Elde edilen nanopartikiil miktari (mg) X 100

Enkapsiilasyon etkinligi (EE%) ve Ila¢ yiikleme kapasitesi (DL%) UV-VIS
spektroskopi ile 280 nm de 6lciildi. EE % nin 85.2+1.08 % ve DL% nin ise 10.4+4.5
oldugu tespit edildi (Tablo 4.1).

Table 4.1 Partikiil karakterizasyonu, Mean Value + SD

Particle Type | Diameter | PDI Zeta(mV/{) | %EE %DL
(nm)

Blank 227 ¥7.5 0.035+0.009 | -13.3+9.04

Nanopartikiil

Aflibercept 262+6.6 0.12+0.016 | 6.27+4 85.2+1 | 10.4+4.5

yukli PLGA .08

Nanopartikiil
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Size Distribution by Inbensity Raw Correlation Data
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e pecord 63: PLGA YENI 2. deneme ISIL 17-10-19 3

INTENSITY

Mo| Peakl| Area |Width|Peak2| Area |Width|Peakd{ Area |Width
d.nm | PFercent| d.nm | d.nm | Percent| d.nm | d.nm | Percent| d.nm
63| 240,01 100,0{82 65] 0,000 0,0]0,000] 0,000 0,0 0,000

Size (d.nm)

VOLUME

Mol Peaki| Area |'Width|Peakl| aArea |'Width|Peak3| Area |Width
d.nm | Percent | d.nm | d.nm | Percent | d.nm | d.nm | Percent | d.nm
63| 252,%| 100,0|72,53 | 0,000 0,0| 0,000| 0,000 0,0 0,000

Z-Ave| Pdl |Pdl Width| MCR| DCR | At| Melntercepd Intercept | In Range| CumFiEr
d.nm donm_ | kcps | kcps

226,0|0,038 4267 |267.8(1311.7 |10 0893 0944 968 4444

Sekil 4.1 Bos PLGA nanopartikiil boyut analiz sonuglari
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size Distribution by Intensity Raw Correlation Data
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_ record 126: 21.07.2020 10 MG AFLI PLGA NAND 2|

INTENSITY

Mo (Feak1| Area |Width|Peak® Ama |Width| Peakd| Area |Width
donm |Percent| dnm [ d.nm | Percent| d.nm | donm |Percent| d.nm
126[310,5 100,0]129,1| 0,000 0,0|0,000] 0,000 0,0 (0,000

oA 1 10 100 1000 10000

size (d.nm)

VOLUME

Ho |Peaki| Area | width|Peak®| aArea | width|Peak3| area | width
d.nm | Percent | d.nm | d.nm | Percent | d_nm | d_nm | Percent | d.nm

126| 386,3| 100,0| 152,1| 0,000 0,0 0,000( 0,000 0,0| 0,000

Mo (Z-Ave | Pdl |PdlWidth| MCR| DCR | At|Melntercept| Intercept| in Range|CumFitE
d.nm dnm | kcps | kcps

126] 261,0]0,148 100,3[301,7|3005.1( 9 0806) 0046 96,9) 7.10=-4

Sekil 4.2 PLGA-Aflibercept nanopartikiillerinin boyut analiz sonuglari
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Results

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -13,3 Peak 1: -133 100,0 9,04
Zeta Deviation (mV): 9,04 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0142 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality Cood

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.3 Bos PLGA nanopartikiillerin zeta potansiyel grafigi

Resulis
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 6,27 Peak 1: 627 100,0 497
Zeta Deviation (mV): 4,97 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/em): 0,0154 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Cood
Zeata Potential Distrbution
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Sekil 4.4 Aflibercept yukli PLGA nanopartikillerin zeta potansiyel grafigi

85




4.1.2 SEM Analizi Sonuclari

Dondurulmus-kurutulmus nanopartikiiller metalik plateler iizerine ince bir film
halinde yapiskan karbon bantlarina tutundurlacak sekilde yerlestirildi. Takiben
vakum altinda altin kaplama yapildi. Zeiss GeminiSEM 500 (Zeiss, Germany) SEM
ile 10-20 kV degisen voltajlarda goriintiileme alindi(Sekil 4.5 (a),(b)).

Y S e L = o
WD = 5.2mm X Signal A = InLens Date :28 Aug 2020 Time :12:28:28
System Vacuum = 4.350-06 mbar

—
GeminiSEM 500-8203017130 Noise Reduction = Line Avg ESB Gridis= 400V

Sekil 4.5 (a) Aflibercept ytiklii PLGA nanopartikiilleri SEM goriintiileri (20.000

biiylitmede)

1pm

EHT =10.00kV WD = 6.5 mm Signal A = SE1 Mag= 20.00 KX

Sekil 4.5 (b) Liyofilizasyon sonrasi agglomearsyon ve yapisal degisiklikler
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4.1.3 FTIR Analizi

Aflibercept yiikli PLGA nanopartikiillerinin FTIR spektroskopik analizi
incelendiginde PLGA nanopartikiillerine ait literatiir ile uyumlu, 1755 bandina
uygun sekilde C=0 stretching vibration, 3302 bandinda OH end group, 2918
bandinda C-H stretches and 1170 bandinda C-O stretching vibrations yer
almaktadir[181]. Aflibercept molekiiliine ait bag stretching vibration ise en gii¢lii
1087 bandinda olmak iizere C-O tarafindan olusturulmaktadir. Bu bulgular
enkapstlasyon isleminin basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir (Sekil

4.6).

= Free NP
- —Free aflibercept
— Aflibercept/NP

Transmittance (%)

925
7 (ki ) l LU I LD o | I LEUEEUEL I LENEUEL L | AU ) I LI I B | | A V| i i | R T} | |

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
Wavelenght (cm-1)

Sekil 4.6 Aflibercept ytiklii PLGA nanopartikillerin FTIR analizi
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4.2 In vitro ila¢ Salim Analizleri

In vitro PLGA nanopartikillerden Aflibercept salimi pH7.4’de fosfat tampon
soliisyonu (PBS) icinde ¢alisildi. Ph degerleri normal fizyolojik degerler simiile
edilecek sekilde secildi. Tipik bir salim denemesi icin farkli miktarlarda
nanopartikil 37 CO¢alkalama inkiibatoriinde 60 rpm ve PH 7.4’ de dializ membran
saril1 kapsiiller icerisine 1 ml PBS igerisinde ¢oziilerek 15 ml PBS igerisinde salima
birakildi. Salima birakildiktan sonra her saat bas1 15 ml lik depo PBS den 1ml lik
ornekler alindi ve 280 nm de UV-Vis Spectroscopy ile daha onceki standart
kalibrasyon egrisi ile karsilastirilarak olgiimler degerlendirildi. lla¢g sahim grafigi

cikarildi.

Kiimiilatif ila¢ salim profili Sekil 4.7’ de goriilmektedir. ila¢g salim dinamigi 48 saat
boyunca izlendi. Nanopartikiillere yiiklenmis olan Aflibercept saliminin 72.9% nun
ilk 7 saat icerisinde gerceklestigi gortildii. Yiiklenen tiim Aflibercept molekiiliiniin

(100%)'niin ise 48. saatte tamamlandig izlendi(Sekil 4.7).

120
100
20

% Release

40

20

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Time (hours)

Sekil 4.7 Kiumiilatif ilag salim profili
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4.3 Bos PLGA ve Aflibercept Yiiklii Nanopartikiillerin Her iki

Hiicre Hatt1 Uzerindeki Toksisite Profilinin Degerlendirilmesi

4.3.1 Hiicre Kiiltiirii

Human retina pigment epitelyal (ARPE- 19) hiicre hatt1 F12 (1:1) iceren Dulbecco's
modified Eagle's mediumunda 37°C ve %5 CO2Z ayarh inkiibatorde bekletilerek
uretildi ve 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penisillin and 100 mg/mL
streptomisin ile desteklendi. RVECs endothelial cell medium kit ile 37°C ve %5 CO2
ayarl inklibatoérde bekletilerek kiiltiire edildi.

Sekil 4.8 (a) Kiiltiirii yapilmis ARPE-19 hiicre hatt1 izlenmekte
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Sekil 4.8 (b) Kiiltiirii yapilmis RVECs hiicre hatt1 izlenmekte

4.3.2 Sitotoksisite Calismalari

Hiicre toksisitesi degerlendirme amag¢lh ARPE-19 ve RVECs(HREC) hiicreleri
lizerine bos PLGA ve Aflibercept yiliklenmis PLGA nanopartikiillerin etkisi 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid tuz (MTT) sitotoksisite testi ile
degerlendirildi. Hiicreler 96-well plate’e 5000 cells/well olacak sekilde ekildi. 24-
48 saat 37°C ve %5 CO2 ayarl inkiibatorde bekletilerek kiiltiire edildi. Her iki
deneyde de 1. Siitun bos besi yeri ve 2. Siitiin sadece hiicre kiiltiiriiniin yapildigi
kolon olarak secildi. 3. siitundan itibaren 0.1 pM konsantrasyonda baslamak tizere
her bir kolona PLGA nanopartikiil / yiiklii PLGA(Aflibercept) nanopartikiilii artan
dozlarda 0.5 pM’a kadar eklendi. 48 saat inkiibasyon sonrasi 5mg/ml olacak
sekilde hazirlanmis MTT soltisyondan 10 pl her kuyuya eklendi ve 4 saat 37°C

etiivde inkiibe edildi. Plakalar mikroskopta incelendi farmazon kristallerinin
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olustugu gozlemlendi. Ardindan kristallerin ¢dziinmesi i¢in her kuyuya 100 pl
DMSO eklendi ve 30 dk karanlikta bekletilip eliza okuyucuda 560 nm o6l¢iimler
alindi. Ayni islem 72. Saat toksisite sonuclarini degerlendirmek iizere de

tekrarlandi (Sekil 4.11).

Analiz sonuclarinda her iki hiicre hatti iizerinde de Aflibercept ytiklii ve bos PLGA
nanopartikillerinin kontrol gruplar ile karsilastirildiginda 0.5 puM doza kadar
toksik oldugu izlendi (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Her iki hiicre hatti lizerinde de
Aflibercept ytikli PLGA nanopartikiillerin bos PLGA naopartikiillerine goére 0.5 pM

ve altindaki dozlarda istatistiksel anlamli toksisite gosterdigi izlendi (p<0.05).

HREC Cell Line

100 100 100 100 100

Cell viability (%6)

mo1
[ [1¥]
mo3
mo4
o5

Aflibercept Loaded NP Blank NP Control
M
mg/ml

Sekil 4.9 48 saatlik inkiibasyon sonrasi RVECs/HRECs hiicre hatti lizerine
Aflibercept yliklii-PLGA ve bos-PLGA nanopartikiillerin etkisi
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ARPE-19 Cell Line

100 100 100 100 100

Cell viability (%6)

Aflibercept Loaded NP Blank NP Control
M
mg/ml

L[5S
002
Ho3
o4
H05

Sekil 4.10 48 saatlik inkiibasyon sonrasi ARPE-19 hiicre hatt1 tizerine Aflibercept

yliklii-PLGA ve bos-PLGA nanopartikiillerin etkisi
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BMEBos NP M Dolu NP

Sekil 4.11 Bos ve dolu (Aflibercept yiiklii PLGA ) nanopartikiillerin 72. Saatte

RVECs/HRECs hiicreleri hatti tizerine etkisi
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5

SONUC VE ONERILER

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki gelismeler nanotasiyici sistemlere dayali ilag
salim sistemlerinin gelistirilmesine ve tedavide daha etkin sonuglar elde dilmesine
olanak saglamaktadir. Nanoteknolojik gelisimlerin kullanildig1 alanlardan birtanesi
de oftalmolojidir ve okiiler neovaskiiler hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilan
ilaglarin etkinlik stirelerinin uzatilmasi c¢alisilan alanlarin basinda gelmektedir. Bu
calisma ile birlikte Aflibercept yiikli diizgiin yiizeyli yuvarlak PLGA
nanopartikiiller sentezlendi (Sekil 4.5 (a) ), yeni bir ila¢ salinim sistemi gelstirmek

amacli Aflibercept salim siiresi 48 saat kadar uzatildi.

Giliniimiizde senil makula dejeneresansi, diyabetik retinopati, retinal ven tikanikligi
ve retinanin diger iskemik géz hastaliklarina sahip hastalar icin anti-VEGF ajanlar
siklikla kullamilmaktadir. Topikal uygulamada bu ilaglarin sadece %5’ inin
posterior segmente ulastigl goz oOniine alinarak uygulama yontemleri direkt
intravitreal uygulama seklinde olmaktadir. Intravitreal ant-VEGF enjeksiyon
uygulamasinin lokal ve sistemik komplikasyonlarinin 6niine ge¢menin yahut
azaltmanin tek yolu uygulanan enjeksiyon sayisinin azaltma veya iki enjeksiyon

arasindaki siirenin uzatilmasidir.

Guncel intravitreal uygulama dozlar1 ve araligi anti-VEGF ajanlarin vitreus icindeki
yarillanma omru ti; tarafindan belirlemektedir. Literatiire baktigimizda anti-VEGF
ajanlarin vitreus icindeki ve goz icindeki farmakodinamigi ile ilgili yapilmis
calismalar smirli olmakla beraber Bevacizumabin yar1 o6mri 9.8 gin,
Ranibizumabin ise 7.2 giindiir [38][183]. Ayn1 zamanda insan gozundeki yari
omirleri ile ilgili ise yapilmis vitreus verileri olmamakla beraber indirekt akéz
Olgiimleri veya serum degerleri lizerinden ya da matematiksel modellerle yapilan
degerlendirmelerle elde edilmis veriler bulunmaktadir [29][34][184-187]. Bu
molekiillerden en son jenerasyon olarak halihazirda FDA onay1 almis ve oktiler

neovaskiilarizasyon tedavisi amaciyla kullanilan Aflibercept molekiiliiniin insan
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goziindeki yarillanma zamani ise tam olarak bilinmemekle beraber hayvan
calismalarinda 2.44 giin oldugu tespit edilmistir [188]. Bu yarilanma siirelerinden
yola ¢ikarak Bevacizumab ve Ranibizumab 3 aylik yiikleme dozu sonrasi aylik,
Aflibercept ise 3 aylik yiikleme dozu sonrasi 2 ayda bir enjeksiyon seklinde tedavi
protokolii giintimtizde uygulanmaktadir [36][135][138][189]. Enjeksiyon sayisinin
belirsizligi, lokal ve sistemik komplikasyonlarin varligi, hasta uyumu ve toplam
maliyet g6z Oniline alindiginda bu enjeksiyon protokolleri benzer etkinlik
saglayacak sekilde modifiye edilme yoluna gidilmesine sebep olmustur. Bu amagla
hali hazirda yapilan enjeksiyon sayisini azalmak amagli kullanilan protokol ise
treat and extend protokoli olup enjeksiyon araliklarini agarak toplam enjeksiyon
sayisini azaltmayi hedefleyen bir protokol olarak karsimiza ¢ikmaktadir [190-192].
Bu amagla ilag yar1 6miirlerini uzatmak i¢in kullanilir hale gelmis diger bir secenek
ise nanotip uygulamalaridir. Literatiirde Ranibizumab ve Bevacizumabin vitreus
yarl Omruni uzatmak amagh gelistirilmis ila¢ tasinim sistemleri bulunmakla
birlikte Aflibercept lizerine yapilmis ila¢ tasinim sistemleri yok denecek kadar
azdir [96][193-197]. Bu ¢alismalar hala preklinik ¢alisma niteliginde olup rutin
klinik kullanima girmeleri s6z konusu olamamistir. Aflibercept temelli gelistirilen
tek polimerik nanopartikiil yapisindaki ila¢ tasinim sistemi ise Kelly ve ark.
tarafindan gelistirilmistir. Calisma sonuclarina gére PLGA nanopartikiilii sentez
siirecindeki enkapsiilasyon etkinligi 75.76+2.59% ve 1 mg Aflibercept ile
uygulanan deney prosesinde ise ila¢ ylikleme kapasitesi 7.76+0.24% ’ dir. Ancak
mevcut calismda FTIR analizine yonelik herhangi bir veri bulunmamaktadir.
Aflibercept yiiklii PLGA nanopartikiillerinin ilag salim profili ise ilk 2 saatte burst
salim ve 7. glinde ise yiiklenen tiim ila¢ miktarinin salinmasi yoniindedir [196].
Bizim calismamizda ise 2 mg Aflibercept ile gerceklestirilen sentez sonucunda
enkapsiilasyon etknligi 85.2+1.08 % olarak, ila¢ ytiikleme kapasitesi ise 10.4+.4.5 %
olarak bulunmustur(Tablo 4.1). Ayni zamanda FTIR analizi ile ila¢ yiiklenmesi
dogrulanmistir. Sistem olarak burst salim ilk 7 saatte gerceklerstiriken ila¢ salimi
48 saate kadar uzamistir. Mevcut sonuclar ile gelistirilmis olan ilag tasiyici
sistemin ideal salim siiresine ne kadar yakin oldugu konusunda karsilastirma
yapma, anti-VEGF lerin goz i¢i farmakodinamiginin net olarak bilinmemesi

nedeniyle kesin bir sekilde yapilamamaktadir. Clinkii Aflibercept molekiliiniin
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insan vitreusundaki yar1 6mri hala net olarak bilinmemektedir. Bu durum ilag

tasiyicl sistemlerin gelistirilmesi i¢in ciddi bir sorun tegkil etmektedir.

lla¢ tasiyiar sistemlerdeki diger énemli bir 6zellik ise sentezlenen nanopartikiil
boyutu ve ylizey yiikiidiir. Sentezlenen naopartiikiil boyutu yiiklenen ilacin salim
dinamigini belirlerken ylizey yiikii ise vitreus icindeki farmakodinamigi
belirlemektedir. Xu ve ark. yapmis oldugu calismada yilizey yiki (surface
potential) pozitif olan nanopartikiillerin vitreus icindeki hyaluronik asit ve diger
proteinlere tutunarak goz icerisinde daha uzun siire kaldigini gostermistir[198].
Ayni zamanda pozitif yiizey yiikiine sahip molekiillerin hiicre penetrasyonun daha
iyi oldugu gosterilmistir [3][32][199]. Partikiill boyutunun ise vitreus ici
yarinlanma zamani ile iliskisine yonelik kesin sonuclari gésteren ¢alismalar hala
bulunmamaktadir [200,201]. Bu bilgiler 1s181nda Kelly ve ark.nin yapmis oldugu
calismada partikiil boyutu 243.13+17.64 nm olup yiizey yiikii hakkinda herhangi
bir bildirimde bulunulmamistir. Mevcut ¢calismamizda ise sentezlenen Aflibercept
yukli nanopartikiliin boyutu 262.66+6.62 ve ylizey yukiinlin +6.27+4.97 yonde
oldugu gorulmistiir. Bu sonug¢ partikiiliin vitreus icerisinde daha uzun siire

kalacag1 yoniide umut vaadetmektedir.

Yiizey yuki disinda ila¢g tasinim sistemi amaciyla kullanilacak nanopartikiillerin
ayni zamanda ytuizey dizgunligu ve partikil sekli de hiicreler lizerindeki etkisini
belirlemektedir. Hiicreler ile temasa gececek ideal ylzey sekli yuvarlak, diizgiin ve
ayni 0zellik gostermelidir [202]. Sentezlenen nanopartikiillerin PdI degerlerinin 0-
0.1 arasinda olmasi boyut olarak uniformiteyi gésteren bir degerdir [203]. Kelly ve
ark. yapmis oldugu calismada bu deger 0.201 +0.071 olup mevcut ¢calismamizda ise
0.12+0.016’dir ve uniform bir ozellik gostermektedir. Fakat nanopartikiil
calismalarinda sentez sonrasi bu uniform yapinin ve partikiil boyutu liyofilizasyon
islemine bagli bozulmasi ve agglomere olmasi mimkiin olabilmektedir. Var olan
yapinin stabilitesinin saglanmasi basli basina nanopartikiil sentez ve saklanma

prosesine ait bir sorundur(Sekil 4.5 (b)).

Ilag yar1 émriinii uzatma ve etkinlik ¢calismalar1 yapilirken en énemli hedeflenen
sonuclardan bir tanesi de sentezlenen ila¢ tasiyici sistemlerin tedavi planlanan

doku icin toksisite bulgulari icerip icermemesidir. Mevcut calismamizda kullanilan

96



PLGA polimeri olup FDA tarafindan okuler kullanim i¢in onay almis biyouyumlu ve
biyodegradable bir molekiildiir. Fakat daha o6nce Lin et al. yapimis oldugu
calismada ARPE-19 ve mikrovaskiiler retinal endotelyal hiicreler i¢in toksik oldugu
yoniinde sonuglara ulasilmistir [204]. Ayni zamanda toksisite nedenlerinden biri
olarak da Chu ve ark. yapmis oldugu c¢alismada boyut, yilizey yiikii ve kimyasal
ozelliklerden bagimsiz olarak nanopartikiil seklinin toksiste ¢alismalarinda 6nemli
oldugu gosterilmistir [202]. Nanopartikiil boyutu ile yapilmis bir ¢alismada 200
nm altindaki naopartikiillerin retinay1 rahatlikla penetre ettigi ve birikinti olustugu
gorilmustiir. Fakat bu birikintilerin uzun vadede retinaya etkileri yoniinde
sonuglar bulunmamaktadir [205]. Ayirca daha 6nce yapilan ¢alismalarada ARPE-
19 hiicre line ilizerinde her ili¢ anti-VEGF molekiiliiniin de toksik olmadigi
gosterilmistir [206,207]. RVECs hiicreleri lizerine ise yapilmis toksisite testi
bulunmamaktadir. Aflibercept molekiilii ise okuler kullanimda onay almis bir
molekiil olup Parisi et al. yapmis oldugu calismada insan retina pigment epitel
hiicreleri iizerine proliferasyon baskilayic1 bir o6zelligi olmadig1 gosterilirken
RVECs hiicre line TUzerine etkileri yoniinde herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir[208]. Ayrica toksisite ¢alismamalar: i¢in gerekli ARPE-19 ve
RVECs hiicreleri tlizerine yapilmis Aflibercept inhibitor konsantrasyon (IC50)
toksisite testleri literatiirde bulunmamakla beraber Yu et al . bovine retinal
mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerde yapmis olduklar1 c¢alismada inhibitor
konsantrasyon 0.668 nM (nanomolar) olarak bulunmustur [209]. Kelly ve ark
yapmis oldugu c¢alismada ise 0.5 ve 1 pM konsantrasyonlarda bos ve Aflibercept
yuklii nanopartikiillerin ARPE-19 hiicreler {zerindeki toksik etkilerini
degerlendirmistir. Sonuc¢ olarak ise her iki konsantrasyonda da her iki formdaki
naopartikiillerin toksik oldugu gorilmistiir [196]. Mevcut calismamizda ise bu
sonucglar goz oniinde bulundurularak 0.5 pM alti olmak tizere 0.1 ile 0.5 uM
arasinda degisik konsantrasyonlarda ARPE-19 ve RVECs(HREC) hiicreleri iizerinde
yapilan toksisite calismalarinda istatistiksel anlamli toksisite izlenmektedir(Sekil

4.9 ve Sekil 4.10).

Nanopartikil calismalarinin en biiyiik sorunlarindan bir tanesi de sentezlenen
nanopartikiilde liyofilizasyon islemi sonrasi gerceklesen agregasyonlar ve partikiil
boyuttundaki bliyiimedir. Ayni zamanda nanopartikiil sentezi sirasinda sonikasyon
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ve liyofilizasyon islemine bagli enkapsiilasyon yapilan antikorlarin molekiiler
satbilizasyonlarinin devam edebilirligidir. Mevcut ¢alismamizda sentez sonarsina
ait boyut, PdIl, yilizey yiki ve Aflibercept etkinligini gosteren sonuglar
bulunmamakla beraber klinik kullanim etkinlik ¢alismalar: i¢in bu ¢alismalarin

yapilmasi gerekmektedir.

Mevcut ila¢ salim sonuglari degerlendirildiginde, ila¢ salim profilinde Afliberceptin
% 79,2'sinin ilk 7 saatte hizla, 100 %iiniin ise 48. saatin sonunda PLGA
nanopartikillerinin disinda birakildigr gorildii. Bu salim profili ile in vitro
deneysel sonuglar1 kontrol ettigimizde, 48 saatte yapilan MTT analiz sonuglarinin,
kontrollii bir ila¢ tasiyict sistemi olarak tasarlanan Aflibercept yikli PLGA
nanopartikillerinin hem ARPE-19 hem de RVECs hiicre hatlar1 iizerinde toksik
oldugu sonucuna varildi. Sentez asamasinda optimum boyutlarda (262 * 6.6 nm)
Aflibercept yukli PLGA nanopartikiilleri elde edilmesine ragmen, bu
nanopartikillere ytiiklenen ila¢ molekiillerinin ¢ok hizli bir sekilde ilk 7 saat i¢cinde
ortama serbestlestigi ve 48 saat icinde tamamen salima ugradiklar1 gorilmiustir.
48 saatlik in vitro salim dianamigi, in vivo Aflibercept uygulamasi i¢in yeterli kanit
elde etmiyor olabilmekle beraber daha ileri calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu
nedenle, bu calismalari diger FDA onayli veya biyouyumlu polimerlerle test etmek

daha uygun goriinmektedir.
Tez kapsaminda elde sonuglar1 ve dnerileri asagidaki gibi 6zetleyebiliriz;

e Sonu¢ olarak nanopartikiil temelli ila¢ tasiyic1 sistemlerin gelistirilmesi
oldukc¢a zor, klinik kullanima sokulmasi icin ciddi zaman ihtiyaci

bulunmaktadir ve bir ¢ok faktoriin optimize edilmesi gerekmektedir.

e Halihazirda sentezlenmis nanopartikil ile invirto sartlarda Aflibercept
salim stresi 48 saat olup daha uzun siire salim gosteren nanopartikiillerin
sentezlenebilmesi i¢cin molekiil agirilig1 daha buiyiik PLGA nanopartikiilleri
ya da FDA onayl diger polimerik nanopartikiller ile deneysel ¢alismalar

tekrarlanmalidir.
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Sentezlenen nanopartikiillerin sekil, ylizey yiikii, boyut agisindan uniform
olmas1 gerekliliginin yanisira sentez sirasi ve sonrasinda etken/ilag

maddenin stabiltesinin saglanmasi da gerekmektedir.

Ayni zamanda uzun dénem nanopartiikiil sentezi i¢in kullanilan polimerik
materyalin  retinal toksisitesinin  olmadigindan emin olunmasi

gerekmektedir.

Anti-VEGF uygulanmasinin gergege yakin bir sekilde ila¢ tasiyici sistem
haline getirilebilmesi ve mevcut ¢alismalar ile karsilastirmali sonuglarin
verilebilmesi icin anti-VEGF ilaglarin insan gozindeki

farmokodinamilerinin ve yarilanma zamanlarinin bilinmesi gerekmektedir.

Mevcut calisma ile literatiir bilgisi ile uyumlu boyut, ylzey yiki ve
tiniformitede ve belirlenen konsantrasyonda ARPE-19 ve RVECs hiicre
hatlari tizerine toksik etki gosteren Aflibercept yiiklii PLGA nanopartikiilleri
sentezlenmis olup, mevcut molekiiliin klinik kullanima girmeden o6nce
Aflibercept molekiiliine ve nanopartikiil fizikokimyasal 6zellikerline ait
stabilite calismalar1 ve vitreus famakokinetigini gosteren c¢alismalarin

yapilmasi gerekmektedir.
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