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1. Bazik Fibroblast Biiyitime Faltorii

Gelismenin oldugu btliytime ve farklilasma evrelerinde cok sayida faktor
etkili olmakta, hiicre biiytimesi ve ¢ogalmasi olaylarimin baslamasinda
ise buiytime faktorleri (growth factors) temel rolti oynamaktadir’.

Buytme faktorlerinin etki sekilleri Sekil 1'de gosterilmistir?.
Jukstakrin etki mekanizmasinda; buytme faktorleri sentezlendikleri
hiicrelerin plazma membranina baglanarak dogrudan bitisik huicreyi
etkileyerek biyolojik aktivitelerini gosterebilirler!. Jukstakrin kontroltin
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Sekil 1
Buiytime faktorlerinin etki mekanizmalari. Buytime faktorleri () spesifik reseptorler
aracilif ile tiretildikleri hticrede (otokrin, intrakrin tarz) veya diger hticreler tizerinde
(parakrin, jukstakrin veya endokrin tarz) etki gosterirler?.
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bir seklini de hiticre dis1 matriks i¢in yuksek afiniteye sahip bliytime
faktorleri gostermektedir. Bu etki sekline, heparin baglayan bliytime
faktorleri olan fibroblast buiytime faktorleri 6rnek verilebilir3.

Fibroblast buiytiime faktorleri (“Fibroblast growth factors”, FGFs),
polipeptit buytme faktorlerinin btiytik bir ailesini olusturmaktadir.
FGFs degisik organizmalarda (hematodlardan insanlara kadar genis bir
yelpazede) bulunmaktadir®.

Fibroblast buytime faktor ailesinin, en az 9-22 tane yapisal ve biyolojik
aktiviteleri acisindan benzerlik gésteren, 17-34 kDa araliginda molekiil
agirhgina sahip olan tyeleri mevcuttur; bununla birlikte Drosophila
tirande FGF molekul agirhign 84 kDa’dur®®. Omurgalilarda gen yapisi
ve amino asit sirasi (6zellikle reseptére baglanma alanlar1)) bakimindan
FGFs yuksek oranda korunmuslardir!. FGFs cesitli mezoderm ve
noroektoderm’den tureyen hticreler (fibroblastlar, osteoblastlar, dtiz kas
huicreleri, endotel hiicreler, kondrositler, melanositler gibi) icin kuvvetli
mitojenik aktiviteleri, noérotropik 6zellikleri ve heparin baglama 6zellikleri
ile karakterize edilmislerdir’.

Cok bilinen iki FGFs izoelektrik noktalarinin (plI) farkli olmasi nedeni
ile birbirinden ayirt edilmistir. Asidik FGF (aFGF, FGF-1; 15 kDa)'nin
pl 4.5-6, bazik FGF (bFGF, FGF-2)nin ise pl 9.6-9.8'dir. Bu iki biiytime
faktora % 55 sira benzerligine sahiptir®®.

Gospodarowicz, beyin ve hipofiz ekstrelerinin FGFs'yi icerdigini
bulmustur®. Hipofiz mitojenik faktorlerin major sentez alamidir. bFGF
ilk defa sigir hipofiz ve daha sonra ise si8ir beyin ekstrelerinden
saflastirilmistir'®!2,

1.1. bFGF’nin Molekiiler Yapist ve Gen Yapist

bFGF 1974 yilinda karakterize edilmistir'®. Cesitli uzunluklarda
insan bFGF vardir; dokulardan ilk izole edilen baskin formu 146 amino
asit dizisi (Pro!-Ala-Leu.....-Ser!'*9) iceren ve N (azot) ucundan en az 11
amino asit dizisi (Gly-Thr-Met-Ala'-Ala?-Gly3-Ser*-1le®>-Thré-Thr’-Leu?®)
kadar uzatilabilen seklidir®.

Genom taramasi ile bircok Fgf geni bulunmustur. Insanda 22 tane
Fgf geni tanimlanmistirt. bFGFyi kodlayan, Fgf 2 gdeni insanlarda; 4.
kromozom, q26-q27 band1 tizerinde lokalize olmustur*!4.

bFGFnin yapis1 X- 1smlan difraksiyonu yéntemi ile (1.6 A-2.5 A)
belirlenmistir. bFGF, 4 nm capmda hidrofobik dizilerin i¢ kisimda ve
cok sayida yuklu dizilerin ise ytizeyde yer aldigi globuler (kiuiresel) bir
proteindir. bFGF, -btiktilmeleri ile birbirine bagh 12 antiparalel p-yaprak
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seritlerinden olusmaktadir*s. Bu yap1 Sekil 2’de gosterilmistir®.

bFGF salimi hala biyoloji alaninda cevap bekleyen bir soru olarak
karsimiza cikmaktadir. bFGF klasik bir isaret sirasmna sahip degildir ve
bu nedenle isaret iletim yolu ile salinmaz®'°. Hiicrelerden bFGF’nin salimi
ile ilgili bir gértis ise bFGFnin hicre 6ltmi, yaralanma ve kimyasal
yaralanma gibi pasif mekanizmalar sonucu salindig1 gortistudur’s. Salinan
bFGF ekstraseltiler alanda heparan stilfat proteoglikanlara (HSPG) bagh
olarak depolanmaktadir!®.

1.2. FGFs Reseptoérleri

bFGF veya aFGF’ye cevap veren tiim hticre tipleri spesifik FGF hticre
ylzey reseptorleri tasimaktadirlar. bFGF ytiiksek (FGFRs, tirozin kinaz
(TK) aktiviteli FGF reseptorleri) ve dtistik afiniteli reseptoérlere (HSPG)
baglanmaktadir'”.

FGFs parakrin and otokrin faktorlerin ¢cok énemli gruplarindan
birisidir'®!8.  FGFs'nin reseptore baglanmas1 ile reseptorler
dimerize olmakta ve bunun sonucunda tirozin kinaz aktivitesi
gerceklesmektedir. Bu kinazlar birbirlerini fosforilleyerek sinyal
iletimini baslatmaktadirlar 1920,
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Sekil 2
bFGF'nin ti¢ boyutlu yapisi. bFGF'nin i¢ bélgesi korunmus amino asit dizileri ve
korunmus yapisal motifler icermektedir. Heparin-baglanma bolgesi 1. ve 2. 3 yapraklar
arasindaki ilmik kisminda, 10. ve 11. $-yapraklardaki dizileri i¢erir; Reseptoére baglanma
alanlari, reseptorun 2. Ig-benzeri bolgesi yesil; 3. Ig-benzeri bolgesi mavi ve alternatif
olarak birlestirilmis 3. Ig-benzeri bélgesi kirmizi ile gosterilmistir®.



110 HACETTEPE UNIVERSITESI ECZACILIK FAKULTESI DERGISI

Yapilan calismalarda bFGF’'nin hticre icine alinmasi ve ilerlemesinde
HSPG’lerin peKistirici etkiye sahip oldugu ifade edilmistir®!¢. FGFs'nin
reseptérine baglanmasi HSPG’lerin yardimi ile basarilmaktadir.
HSPG’ler aymi ag icinde birka¢ FGF'yi baglamaktadirlar. Bu ag Sekil
3’de gosterilmistir?®. bFGFnin HSPG ile etkilesiminin fizyolojik énemi
net degildir; Ancak in vivo olarak FGF molekulleri HSPG’ye baglanarak
korunmakta ve ekstraseliiler matrikste FGF-HSPG kompleksi halinde
saklanmaktadir?!.

FGF

HEPARIN —

FGFR —

* *
Sekil 3
20

Heparin tarafindan artirilmis reseptor dimerizasyonu ve aktivasyonu“".

1.3. bFGF Stabilitesi

bFGF yapisal ve fonksiyonel olarak o¢nemli stabilite sorunlarina
sahiptir??. bFGF metiyonin, aspartat ve asparagin dizilerine sahiptir ve bu
diziler potansiyel degredasyon alanlaridir?®. bFGF cam ve plastik ytizeylere
buiytik bir afinite ile yapismaktadir. Bu durum saklama sirasida bFGF nin
fiziksel kaybina neden olmakta ve biyolojik aktivite kaybinin nedenlerinden
birini olusturmaktadir. bFGF'nin plastik ylizeylere yapismasini engellemek
icin degisik plastik tipleri ile calisiimistir. Polipropilen ve polistiren kaplar
karsilastinldiginda,bFGF’'nin en az polietilen kaplara yapistig1 gozlenmistir.
bFGF’nin polietilen kaplara spesifik olmayan baglanmasim engellemek
amaci ile bu kaplar si1ir serum albumini (BSA) ile kaplanmistir. BSA kaph
polietilen kaplar icinde bFGF'nin 4°C’de 4 hafta boyunca ilk aktivitesinin
% 37.5'ini korudugu tespit edilmistir?.

Kimyasal ve fiziksel modifikasyonlar tirtin stabilitesinde etkili olabilir.
Metal iyonlar protein oksidasyonunu katalize etmektedir??. Foster ve ark.,
formulasyonlardaselatyapicibirajaninkullanilmasininmetaliyonlarindan
kaynaklanan oksidasyona ve agregat olusumuna kars1 bFGF stabilitesini
saglamak acisindan basarili oldugunu rapor etmislerdir?®. Yapilan
baska bir calismada, 0.15 ve 0.1 mM EDTA kullanildiginda bFGF'nin
sistein dizilerinin oksidasyonunun inhibe edildigi gésterilmistir®. Distilfid
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bag olusumu sonucu olusan konformasyonel degisimleri énlemek icin
Seno ve ark., bFGF'nin biyolojik aktivitesini degistirmeden stabilitesini
artirmak amac ile sistein dizisini serin dizisi ile degistirmislerdir?¢. Bu
calismada, bFGF’'nin basarili bir sekilde modifiye edildigi ve distilfid bag
olusumunun engellenmesi ile de stabilitesini korudugu tespit edilmistir

Proteinler, coklu elektrostatik etkilesimler sonucu polimerler
tarafindan stabilize edilmektedirler. Heparin baglanma bolgesinde
pozitif yukla dizilerin siki bir sekilde paketlenmis durumda bulunmasi
yapisal enerjinin 6énemli bir miktarim olusturmakta ve stabilite acisindan
olumsuz bir durum olusturmaktadir. Heparin gibi polianyonlar bu bolge
ile etkileserek 6nemli bir stabilize edici etki olusturmaktadir. Bu etki
aFGF ve bFGF’yi proteaz hidrolizine, 1s1 ve pH etkisiyle gerceklesebilecek
denattirasyonlara karsi korur”#.

Sekerler ve polioller spesifik olmayan protein stabilize edicileri
olarak kullamilmaktadirlar. Bu amacla cogunlukla stikroz ve trihaloz
kullanilmaktadir?”’. Wang ve ark. % 30 veya daha fazla (= % 30 stlikroz)
stikroz kullanmildiginda bFGF'nin agregasyonunun inhibe edildigini rapor
etmislerdir®27,

1.4. Biyolojik Aktiviteleri

bFGF; cok sayida hiticre, doku ve organ sistemlerinin fonksiyon ve
gelisiminde etkili olan bir bliytime faktortidiir. Bu sistemler Tablo 1'de
ozetlenmistir'®. bFGF o6ncelikle fibroblastik hticreler i¢in mitojenik bir faktor
olarak tanimlanmstir. bFGF dokularin rejenerasyonunda etkilidir '&.

TABLO I
Farkli organ sistemleri tizerinde bFGF nin fonksiyonlari'®.
Organ Fonksiyonlar
Beyin Sinir hticre farklilasmasi ve yasamasi
Damar gelisimi (anjiogenez), dtiz kas hiicre
Kan Damarn cogalmasi
atherogenez, kan basin¢ kontrolii
Akciger Nefes yollarinin morfojenezi, fibrozit
Kol ve bacaklar |Kol ve bacak gelisimi
Kas Miyojenez
Kemik Kemik iyilesmesi, kikirdak dokunun olusumu
Hematopoez Gram‘ilositlerifl 0111§um ve gelisimi, megakaryosit
. olusumu ve kok hiicre yasaminin uyarilmasi
Ureme sistemi Spermatojenez
Goz Fotoreseptdr yasam
Deri Melanojenez, doku tamiri, keratinosit morfojenezi
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Endotel hticre cogalmasi, go¢ etmesi ve yeni kan damari olusumunun
uyarilmasi bFGF'nin en iyi karakterize edilen fonksiyonlaridir!s-28,

bFGF'nin son zamanlarda norodejeneratif hastaliklarin tedavisi
(Alzheimer, Parkinson, beyin iskemisi v.b.) Gizerine etkisi yogun bir sekilde
calisilmaktadir?®. bFGF; noronlar, hipokampus, striatum, spinal kord,
serebellum ve parasempatik gangliyonlar tizerinde tropik etkiye sahiptir.
Mitoz sonrasi farklilasmis noéronlarin yasamin artirir!'!. Néronlar: serbest
radikallere, nitrik okside, hipoglisemiye, eksitatoér aminoasitlere (glutamik
asit) ve oksijensizlige karsi korur®’. SSS yaralanmalari sonrasinda sistemin
rejenerasyonunda bFGF 6nemli bir rol oynamaktadir'®. bFGF beyni gecici
ve devamli iskemiye karsi1 korur®®. Deneysel beyin iskemisinde, KBE’'de
bir dagilma varliginda, orta beyin arter okliizyonu (arterin tikanmasi)
modelinde (middle cerebral artery occlusion (MCAO) model) sicanlara i.v.
olarak ytiksek dozda (135 pg/kg) uygulandiginda bFGF néroprotektif etki
gostermistirs! 32,

bFGFnin ve reseptorlerinin seviyesi noérodejeneratif hastaliklarda
Parkinson hastaliginda, substantia nigra néronlarinda bFGF kaybi1 soz
konusudur. Claus ve ark. tarafindan in vivo bFGF uygulanmasinin
dopaminerjik néronlar1 kurtardigl ve bu nedenle Parkinson hastaliginin
tedavisinde timit verici oldugu bildirilmistir®3. Alzheimer hastaligindaki
amiloid plaklarda bFGF azalmistir'®. bFGF plaklarin ana yapitasi olan
amiloid p proteininin nérodejeneratif etkilerini azalttig1 gosterilmistir3*.

1.5. Formiilasyonlart

bFGFnin jel, toz, sulu formtlasyonlart1 hazirlanmstir. Bu
formulasyonlar genellikle topikal olarak deride damar gelisimini
artirmak, dermal ve epidermal yara iyilesmesini kolaylastirmak amaciyla
kullanilmistir®35-3,

Buytme faktorlerinin biyolojik yar1 6mirleri ¢ok kisadir (bFGF
ve PDGF, < 2-3 dak. v.b.). Bu faktorler, enjekte edildiklerinde hizli bir
sekilde kandan uzaklastinlir ve doku bariyerlerinden o6zellikle kapiler
duvarlardan yavas bir sekilde penetre olurlar®” . Bu nedenlerden
dolayi, sistemik uygulama sirasinda farmakolojik etkinin olusabilmesi
icin ytuksek dozda ila¢c kullanmilmakta ve sonucta istenmeyen yan etkiler
ortaya cikmaktadir. Biaytime faktoérlerinin in vivo etkinligini artirmanin
ve istenmeyen etkilerinin ortadan kaldirilmasimmin bir yolu biyoaktif
molekultin bir polimerik tasiyici sistem icine hapsedilmesi ve belli bir
zaman periyodu icinde uzun sureli salinmasimin saglanmasidir®.
Kontrolli salim sistemleri, mikrogram veya daha kticuk miktarlarda
etkinlik gosteren btiytime faktorlerinin tasinmasimda uygun sistemlerdir.
Buyume faktorleri bu sistemler icine hapsedilerek yapi ve aktivitelerini
korumalarn saglanmakta ve uzun streli olarak aktif formlar1 halinde
salinmalar: gerceklestirilmektedir®°.
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Derlememizde, bFGF’nin tasiyici sistem icindeki stabilitesine yonelik
yapilan iki calisma*®#! ile bFGFnin beyin iskemisi tedavisinde 6nemli
bir potansiyele sahip olmasindan dolay1 reseptér aracilikhi olarak beyne
tasinmasi ile ilgili olan iki calisma*?43 tizerinde ayrintili bilgi verilecektir.

Zhu ve ark.? tarafindan bFGF’nin stabilitesini saglamak amaci ile
milisilindir formtilasyonu gelistirilmistir. Bunun icin PLGA polimeri
kullanilmis ve 6ncelikle bFGF’nin stabil olmadigi durumlar belirlenmistir.
Daha sonra stabiliteyi artirmak icin cesitli ilave maddeler kullanilmistir.
bFGF stabilitesi icin heparin (pH degisimine ve sicaklik artisina karsi),
EDTA (ortamdaki agir metaller ile selat yapmasi i¢in), Mg(OH),/BSA
kombinasyonu (asidik mikrocevreyi noétralize etmesi i¢in) ve stikroz
(bFGF’yi kati1 halde tutmasi icin) kullamilmistir. bFGF bu ek maddeler
ile milisilindirler icine enkapstile edilmistir. bFGF salimi fosfat salin
tamponu (PBS) icinde izlenmis ve salim c¢alismasinin 28. gininiin
sonunda bFGF’nin % 71’i milisilindir formtilasyonundan salinmistir (Sekil
4A). Ortama salinmis olan bFGF'nin yapisal btittinltigti sodyum dodesil
stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilarak incelenmis
ve bu calisma sonucunda bFGF'nin yapisal butinliiginii korudugu
tespit edilmistir. bFGF’nin biyolojik aktivitesini koruyup korumadig ise
BALB/c 3T3 hiuicre kiultiirtinde mitojenik aktivitesinin incelenmesi ile
gerceklestirilmis ve bu ¢calisma sonucunda bFGF’'nin biyolojik aktivitesini
korudugu, enkapstilasyon metodunun bFGFnin biyolojik aktivitesini
etkilemedigi saptanmistir (Sekil 4B)*.
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Sekil 4 (A-B)

(A) bFGF’nin kontrollti salimz; (¢): 3% Mg(OH),/0.0025% bFGF/0.0025% heparin/0.01%
EDTA/0.6% stikroz/14.4% BSA ytikli PLGA milisilindirleri ve (m): 3% Mg(OH),/0.01%
bFGF/0.01% heparin/0.01% EDTA/2.3% stikroz/12.7% BSA ytklti PLGA milisilindirleri
(yavas salim) (ortalama+SS, n=3). (B) Yavas salimmn goruldtgt milisilindirlerden saliman
bFGF 6rneklerinin biyolojik aktivitelerinin degerlendirilmesi. Biyoaktivite (%)=biyolojik
tayin ile belirlenen konsantrasyon/ELISA ile belirlenen konsantrasyon x100%°.
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bFGF’nin stabilitesine yonelik olarak bizim yaptigimiz tez calismasinda
ise, bFGF-yukli PLGA (50:50 Resomer RG 503H) mikrokureleri
hazirlanmis ve in vitro karakterizasyon ¢alismalan (partiktil buyuklagu,
verim, ila¢ ytiklemesi, ylizey morfolojisi, yapisal butiinlik ve salhm
ozellikleri) yapilmistir. Daha sonra, bFGFnin biyolojik aktivitesini
koruyup korumadigimi tespit etmek tzere BALB/c 3T3 fibroblast
hticreleri kullanmilarak hiicre kultiirti calismalar: yapilmis ve bFGF-ytklu
PLGA mikroktirelerinin fibroblast hiicreleri tizerindeki ¢ogaltici etkisi MTT
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] testi ile
tespit edilmistir. Hazirlanan mikroktirelerde, bFGF'nin yap1 butiinltagunu
korudugu, hiticre kiltiirti calismalarinda ise heparin varhiginda bFGF'nin
kontrol grubuna goére hticre cogalmasini artirdig: tespit edilmistir*'.

Norolojik hastaliklarin tedavisinde karsilasilan en énemli problem,
ilaclarin beyne tasinmasi ve 6zellikle belirli bir bolgeye ulastirilip kontrollii
veya sabit bir hizda salinmasidir. Bu sorunun ortaya ¢ikmasinda ve
cogu maddenin gecisinin engellenmesindeki en énemli faktér kan beyin
engelidir. Kan beyin engelini (KBE) olusturan endotel hiicreler strekli,
tek tabaka halinde cok siki halde dizilmislerdir. KBE, secici, dinamik
bir filtre gorevi gorerek peptit-proteinler de dahil olmak tizere cogu suda
¢ozuniir maddelerin merkezi sinir sistemine gecisini engellemektedir. Bu
maddeler beyne gecseler bile beyindeki dagilimlarinin kontrol edilmesin
de belirsizlikler ortaya ¢cikmaktadir*.

Yapilan calismalarda®?#®, intravendz (i.v.) uygulanan bFGF'nin
KBE'den gecisi, gecici beyin iskemisine karsi noroprotektif etkisi
ve terapotik penceresi incelenmistir Oncelikle isaretlenmis bFGF
hazirlanmus, i.v. olarak beyin iskemili sicanlara uygulanmis ve daha sonra
sican beyinleri ¢ikarilarak bFGF'nin beyne gecip gecmedigi incelenmistir.
bFGFnin zarar gormiis KBE'den gecebilecegi fakat zarar goérmemis
KBE’den gecemeyecegi gosterilmistir®?°.

Yapilan diger calismalarda**’ ise, bFGF'nin enfarktiis (bir organ
ya da dokuyu besleyen kan akiminin kesilmesi sonucu olusan hiticre
6limi) hacmini maksimum 150 pg/ml konsantrasyonda azalttigi
gozlenmistir. Ancak; sistemik uygulama sirasinda istenmeyen yan
etkilerin (hipotansiyon, tasikardi v.b.) meydana gelebilecegi de ifade
edilmistir*s+7,

bFGF'nin kandan beyin ic¢ine gecisinin hizlandirilmasi ytiksek dozda
bFGF'nin uygulanmasimi gerektirdiginden insanlarda yapilan klinik
denemelerde doza-bagiml olarak yan etkilerin olustugu goértlmustir.
Bu nedenlerden dolayi, bFGFnin etkili bir ila¢c oldugu tespit edilmis
olmasina ragmen ortaya ¢ikan yan etkilerinden dolay1 calismalar faz III
asamasida emniyet agisindan durdurulmustur.
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bFGF'nin, KBE'den daha hizli tasinmasi, maksimum etkinin elde
edilebilmesi ve yan etkilerin azaltilmas1 amaciyla daha dustik dozlarda
bFGF'nin kullammm saglayacak sekilde beyne hedeflendirilmesi
dasuntlerek reseptor aracilikli tasinma ile KBE'den gecisi saglanmistir®?.
Yapilan bu calismada*?), bFGFnin transferrin reseptérti aracilifiyla
KBE'den gecisini saglamak amaciyla OX26 monoklonal antikoru
(0x26 MADb) kullamilmistir. Bu c¢alismada bFGF dogrudan biyotine
baglanmis ve daha sonra biyotin ve streptavidin (SA) arasindaki ytuksek
afiniteden faydalanilarak bFGF-biyotin konjugati OX26/SA konjugatina
baglanmistir. bFGF-biyotin konjugatinin hazirlanmasi ise, NaHCO,
icindeki bFGF biyotin-XX-NHS’in dimetil stlfoksitteki cozeltisine ilave
edilerek gerceklestirilmistir. Elde edilen trin daha sonra diyaliz
edilmistir. Biyotin-bFGF’'nin son konsantrasyonu BCA (bicinchoninic
acid assay) protein tayini kullanilarak belirlenmistir. Biyotin-bFGF (Bio-
bFGF) molar oranlar ise 4’-hidroksiazobenzen-2-karboksilik asit tayini
(HABA) kullanilarak 1:1 olarak bulunmustur. Yapilan hticre kultart
calismalarinda bFGF-biyotin-SA/0X26 konjugatinin in vitro kosullarda
doza-bagimh bir néroprotektif etki gosterdigi tespit edilmistir. bFGF-
biyotin-SA/OX26 konjugatinin yanisira sadece OX26-SA konjugati
da uygulanmistir. Elde edilen sonu¢ uygulama yapilmamis kultirler
ile karsilastirildiginda OX26-SA konjugatinin énemli bir etkiye sahip
olmadig1 ve bFGF-biyotin-SA/0X26 konjugat: icin etkili dozun 1 ng/ml
oldugu tespit edilmistir (Sekil 5)*2.

70
|:| 0,1 ng/mL L
T
|:| 1 ng/mL l
. 1
> |:| 10 ng/mL
@
¢ aof T
g
: T
3
E: 304
=
204
10|
0_ T T T T N -
Kontrol bFGF Bio-bFGF  Konjugat 0X26-SA

Sekil 5
Hipoksi (24 saat)/reoksijenasyona (4 saat) maruz birakilan énbeyin kortikal hiicre
kulttirinde MTT testi ile tespit edilmis bFGF analoglarinin noéroprotektif etkisi. Peptit ve
konjugatlar icin t¢ farkli doz ¢alisiimis ve elde edilen sonug¢ kontrol grubu (uygulama
yapilmamus) ile karsilatirilmistir. (Ortalama+SS, n=3, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001)*2.
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Sicanlarda, MCAO modeli ile beyin iskemisi olusturulduktan
hemen sonra i.v. tek dozda uygulanan bFGF analoglarimin enfarktiis
hacmi tzerindeki etkisi Sekil 6'da gosterilmistir. Kontrol grubu ile
kasilastinldiginda OX26-SA (150 pg/kg) konjugatinin tek basimna enfarkttis
hacmi tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigi, Bio-bFGFnin (25 pg/kg)
enfarkttis hacminde % 16’lik bir azalma yaptigi ancak kontrol grubu
ile karsilastinlldiginda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadig: tespit
edilmistir. Buna karsilik, bFGF-biyotin-SA/OX26 konjugatinin (25 pg/kg
bFGF’e esdeger) ise enfarktis hacminde % 80 azalmaya neden oldugu
saptanmistir?.

Sicanlarda, MCAO sonras1 2. ve 24. saatlerde uygulanan bFGF
analoglarinin noérolojik defekt tizerindeki etkileri Sekil 7°de gosterilmistir.
0X26-SA ve Bio-bFGF'nin norolojik defekt tizerinde herhangi bir degisime
neden olmadigl, bFGF-biyotin-SA/0X26 konjugatinin ise nérolojik defekt
lizerinde 6nemli bir dtizelme sagladig: tespit edilmistir.

bFGF-biyotin-SA/0OX26 konjugati 5 pg/kg gibi diustik bir dozda,
bunun yanisira 1, 2, 3 saat gecikme (iskemi olusumunda itibaren) ile 25
peg/kg dozda uygulanmis enfakttis hacmi ve noérolojik defekt tizerine etkisi
Tablo 2’de 6zetlenmistir. 5 pg/kg doz uygulandiginda, enfarktiis hacminde
% 34’ltk bir azalma, 1 saat gecikme ile 25 pg/kg doz uygulandiginda ise
enfarktiis hacminde % 66’lik bir azalma, 2.ve 24. saatlerde ise norolojik
defektte 6nemli bir diizelme oldugu tespit edilmistir*?.

Bu calismada, iskemi sonrasinda dustik sistemik (25 pg/kg) dozda
bFGF-biyotin-SA/0OX26 konjugati hemen uygulandifinda enfarktiis
hacminde % 80’lik bir azalma oldugu, bu sekilde bFGF'nin reseptor
aracilikli olarak KBE’den beyne tasinmasi ile 6nemli bir néroprotektif etki
gosterecegi tespit edilmistir*?.

Pardridge ve ark. tarafindan yapilan diger bir calismada, beyne
hedeflendirilmis biyotinlenmis bFGF’nin farmakokinetigi ve beyin icine
alinmas1 incelenmistir*®. ['2°[]-bio-bFGF ve ['?°]]-bio-bFGF/0X26-SA
konjugatinin plazma klerens ve metabolik stabilitelerinin zamana karsi
degisimi Sekil 8’de gosterilmistir. [12°]-bio-bFGF ve ['2°]]-bio-bFGF/0X26-
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Sekil 6
Sicanlarda, orta beyin arter okltizyonu
(MCAO) modeli ile olusturulan beyin
iskemisi sonucu ortaya cikan enfarktiis
hacminin azalmasi. I. Grup: Tasiyic
(1.2 ml/kg tampon, %1 BSA iceren); II.
Grup: 150 pg/kg OX26-SA; III. Grup:25
pg/kg bio-bFGF; IV. Grup: bio-bFGF/
0X26-SA (25 pg/kg bFGF’e esdeger).
(Ortalama+SS, tastyici grup ile konjugat
karsilastirlmstir.***:p<0.01, AN OVA)*2,

Sekil 7
Bio-bFGF/0X26-SA kullanilmasi ile
norolojik defekt skorunun dtizelmesi. I.
Grup: Tasiyicl (1.2 ml/kg tampon, %1 BSA
iceren); II. Grup: 150 pg/kg OX26-SA; III.
Grup:25 pg/kg bio-bFGF; IV. Grup: bio-
bFGF/0X26-SA (25 pg/kg bFGF’e esdeger).
(Ortalama=SS, tasiyici grup ile konjugat
karsilastirilmistir. **: p<0.01, ***: p<0.001,
ANOVA)*2.

TABLO 1II
bFGF analoglarmmn enfarktiis hacmi ve norolojik defekt tizerinde ki
noroprotektif etkisi (Ortalama+ SS)*2.

Enfarktiis hacmi

Norolojik defekt skoru

Uygulama (mm?) 2. saat 24. saat
Tasiyict (n=9) 36129 2.6x0.2 3.7+0.4
Bio-bFGF /OX26-5A. 5 238+39** 2.3:0.2  3.210.6
pg/kg =9)
Bio-bFGF/0X26-SA, 1
saat gecikme ile, 122+36* 2.1+x0.2 1.5+0.2
25 pg/kg (n=10)
Bio-bFGF/0X26-SA, 2
saat gecikme ile, 358+30 2.7+0.3 3.0+1.0
25 pg/kg (n=3)
Bio-bFGF/0X26-SA, 3
saat gecikme ile, 356+32 2.7+0.6 3.0+1.0

25 pg/kg (n=3)

* 1 p<0.01; **: p<0.05; ANOVA (F degeri=12.4, serbestlik derecesi=5)
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SA konjugatinin farmakokinetik parametreleri ise Tablo 3’de verilmistir
(43).['*°1]-bio-bFGFve['?5]]-bio-bFGF / OX26-SAkonjugatinin trikloroasetik
asit (trichloroacetic acid, TCA) presipitasyonu 60. dakika sonunda sirasi
ile % 79x1 ve % 89 +2'dir. ['?]]-bio-bFGF/0X26-SA konjugatinin AUC
degeri (161+19, % injekte edilen doz (% ID) dak./ml), ['?5]]-bio-bFGF’'nin
AUC degeri (111+26, % ID dak./ml) ile karsilastinlldiginda 60. dakika
sonunda % 50 oranminda yukselmistir. ['2°]-bio-bFGF i.v. uygulama
sonrasi karaciger ve bobrekler tarafindan alimi fazla iken kalp, akcigerler
gibi diger organlar tarafindan daha az alinir. Oysa konjugasyon ( ['%°]]-
bio-bFGF/0X26-SA) ile ['?°]]-bio-bFGF’'nin periferal dokular tarafindan
almi azaltilmakta ve bunun sonucunda plazma AUC degerinde bir
yikselme elde edilmektedir (Sekil 9). ['?5]]-bio-bFGF’nin beyin dagihm
hacminin (Vd) beyin plazma hacminden énemli bir farklilik géstermedigi

ve bu nedenle KBE permeabilite ylizey alaninin hesaplanamadig: ifade

TABLO III

Sicanlara, ['*°I]-bio-bFGF ve ['?5]]-bio-bFGF/0X26-SA konjugatinin i.v.
uygulanimini takiben 60. dakikada beyne alimi ve farmakokinetik

parametreleri®.
Parametre Bio-bFGF bio-bFGF/0OX26-SA
A, (%ID/ml) 7.99+1.47 4.07+0.21
A, (%ID/ml) 3.14+0.87 4.16+0.46
K, (dak.-') 2.29+1.13 1.00+0.19
K, (dak.-") 0.0212+0.0025 0.0172+0.0013
t', ,(dak.) 0.53+0.27 0.75+0.14
t?, ,(dak.) 34+4 413
AUC, , (%ID/ml) 111+26 161=19
AUC, ,, (%ID/ml) 155+37 249+34
V_(ml/kg) 35+8 46+5
V_ (ml/kg) 119+28 9+13
CL_ (ml/dak./kg) 2.63+0.73 1.57+0.31
MRT (dak.) 46+6 58+4
Beyin PS (pl/g/dak.) <0.08 0.264+0.019
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Sekil 8
Sol pano; Sicanlara i.v uygulanan (0): [*2°I]-bio-bFGF ve (°): ['?°]]-bio-bFGF/0X26-SA
konjugatinin plazmadan klerensi. Sag pano; Sicanlara i.v. uygulanan [!?°I]-bio-bFGF
ve ['2°]]-bio-bFGF/0X26-SA konjugatinin TCA ile presipitasyona ugratilan plazma
radyoaktivitesi*3.

edilmistir. ['?5I]-bio-bFGF/0X26-SA konjugatinin beyne alim (% ID/g)
[1?°T]-bio-bFGF’den 5 kat daha fazladir (Sekil 10)*3.

Sonug olarak bu calismada; tasiyici vektoértin, bFGF nin reseptoriine
olan afinitesinde minimum dtizeyde bir azalma meydana getirdigi,
bununla birlikte bFGF'nin periferdeki organlar tarafindan alinmasimnin
azaldig1 ve beyin icine alinmasinda bir artis oldugu ve bFGF’nin reseptor
aracilikli olarak KBE’den beyne tasmmasinin néroprotektif ajan olarak
bFGF’nin terapoétik etkisini artirdig: tespit edilmistir (43).

bFGF, norolojik hastaliklarin 6zellikle beyin iskemisinin tedavisinde
onemli bir potansiyele sahiptir. bFGF'nin stabilitesini ve biyolojik
aktivitesini kaybetmeden etki yerine tasinacak istenen etkiyi gostermesi
icin uygun tasayici sistemlerin gelistirilmesi ve etki yerine tasimmarak
istenen etkiyi gostermesi icin uygun tasiyici sistemlerin gelistirilmesi ve
etki yerine hedeflendirilmesi cok 6nemlidir. Bu alanda bFGF’'nin beyne
hedeflendirilmesiicin reseptér aracilikli tasinma ile KBE'den gecerek beyne
tasinmasi ileride bFGF’'nin beyin iskemisi ve diger norolojik hastaliklarin

tedavisinde etkin olarak kullanmilmasina olanak saglayabilir.
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Sekil 9

[125]]-bio-bFGF ve ['25]]-bio-bFGF /OX26-SA konjugatinin si¢canlara i.v. uygulanimi
sonrasinda organlar tarafindan alimi (gram organ basia injekte edilen dozun ytizdesi
(%ID/g) olarak ifade edilir)*S.
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Sekil 10
Sicanlarda, [%1]-bio-bFGF ve ['%]]-bio-bFGF/0X26-SA konjugatinin internal karotid arter
perfuzyonunu takiben beyin dagilim hacmi. [1*C]-stikroz (beyin vasktiler hacim marker)un
beyin dagilim hacmi (Vd). (ortalama=SS)*3.
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Ozet

Bazik fibrobalst btiytiime faktorti (bFGF)nun de dahil oldugu peptit
buytme faktorlerlerinin terapotik potansiyeli, nérodejeneratif hastaliklar
da iceren cesitli hastaliklarin tedavisi icin yogun bir inceleme altindadir.
Buytme faktorleri, sadece sinirsel gelisimin degil ayni1 zamanda sinirsel
dejenerasyonun énlenmesinde de gerekli ajanlar olarak 6ne ¢cikmaktadir.
bFGF, noronlar cok sayida toksin ve iskemik noéronal yaralanmalar gibi
olusumlara karsi korur. Bazik fibroblast bliytime faktort (bFGF) gibi
noropeptitler santral sinir sistemi (SSS) hastaliklarinin tedavisinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Kontrollii salim sistemlerinin gelistirilmesinde en
6nemli problem, enkapstile edilen bFGFnin fizyolojik kosullar altinda
aylarca yap1 ve biyolojik aktivitesini devam ettirmesi gerekliligidir. Beyin
iskemisinin tedavisi icin bFGF avidin-biyotin teknolojisi kullanilarak
0X26 MAb’ye konjugasyonu saglanarak beyine tasinmaktadir.

Anahtar Kelimeler: bFGF; SSS; OX26 MAb; KBE

Summary

bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor) and A Novel Approach To
Its Formulations

The therapeutic potential of peptide growth factors, such as basic
fibroblast growth factor (bFGF) is currently under intense scrutiny in a wide
variety of diseases, including neurodegenerative illnesses. Growth factors
have gained increasing prominence as agents necessary not only for the
promotion of neuronal development but also for the prevention of neuronal
degeneration. bFGF protects neurons against a number of toxins and

insults including ischemic neuronal injury. bFGF play an important role in
the treatment of central nervous system (CNS) diseases. A major problem
to development of controlled release systems is the need to retain the
structure and biological activity of encapsulated bFGF during months of
incubation under physiological conditions. bFGF deliver to the brain by
conjugating it to OX26 MADb using the avidin-biotin technology for the

treatment of brain ischemia.

Keywords: bFGF; CNS; OX26 MAb; BBB



122 HACETTEPE UNIVERSITESI ECZACILIK FAKULTESI DERGISI

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

KAYNAKLAR

Burcak, G.C. “Hormonlarin genel ézellikleri” Onat, T., Emerk, K., S6zmen, E. Y. (derley-
enler), Insan Biyokimyasi, Ankara, Palme Yaymcilik, (2002), s. 437.

McKay, I. A. “Types of growth factor activity: detection and characterization of new
growth factor activities” McKay, I., Leigh, 1. (derleyenler), Growth factors; A practical
Approach, New York, Oxford University Press, (1993), s. 1.

Russell, W.E., Van, J. J . “Peptide growth factors” Degroot, L J., Besser, M., Burger,
H.G., Jameson, J. L., Loriaux, D.L., Marshall, J.C., Odell, W. D., Potts, J.T., Ruben-
stein, A. H. (derleyenler), Endocronology, Philadelphia, W. B. Saunders Company, 3.
Baski, (1996), s. 2590.

Ornitz, D.M., Itoh, N. Fibroblast growth factors, Genome Biol., 2, 3005.1-3005.12
(2001).

Nimni, M.E. Polypeptide growth factors: targeted delivery systems, Biomaterials, 18,
1201 (1997).

Nugent, M.N., Iozzo, R.V. Fibroblast growth factor-2, IJBCB, 32, 115-120 (2000).

Vemuri, S., Beylin, I., Sluzky, V., Stratton, P., Eberlein, G., and Wang, Y.J., The stabil-
ity of bFGF against thermal denaturation, J. Pharm. Pharmacol., 46, 481-486 (1994).

Wang, Y. J., Shahrokh, Z., Vemuri, S., Eberlein, G., Beylin, I., Busch, M.. “Charac-
terization, stability, and formulations of basic fibroblast growth factor” Pearlman, R.,
Wang Y. J. (derleyenler), Formulation and characterization, and stability of protein
drugs, New York, London, Plenum Press, (1996), s.141-180.

Gospodarowicz, D., Moran, J.S. Stimulation of division of sparse and confluent 3T3 cell
populations by a fibroblast growth factor, dexamethasone and insulin, Proc. Natl. Acad
Sci. (USA), 71, 4584-4588 (1974).

Gospodarowicz, D. Isolation and characterization of acidic and basic fibroblast growth
factor, Methods Enzymol., 147, 106-119 (1987).

Baird, A., Walicke, P.A. Fibroblast growth factors, Br. Med. Bull., 45, 438-452 (1989).

Gospodarowicz, D., Cheng, J., Lui, G.M., Baird, A., Bohlen, P. Isolation by heparin-sep-
harose affinity chromatography of brain fibroblast growth factor: Identity with pituitary
fibroblast growth factor, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA ), 81, 6963-69671 (1984).

Delrieu, I. The high molecular weight isoforms of basic fibroblast growth factor (FGF-2):
an insight into an intacrine mechanism, FEBS Letters, 468, 6-10 (2000).

Atlas of genetics and cytogenetics in oncology and haematology, FGF-2 fibroblast growth
factor 2 (basic), www.infobiogen.fr/services/chromcancer/Genes_gc/GC_FGF2.html
(2003).

Bikfalvi, A., Klein, S., Pintucci, G., Rifkin, D.B. Biological roles of fibroblast growth fac-
tor-2, Endocrine Rev., 18, 26-45 (1997).

Sperinde, G.V., Nugent, M.A. Heparin sulfate proteoglycans control bFGF processing in
vascular smooth muscle cells, Biochemistry, 37, 13153-13164 (1998).

Mohammadi, M., Froum, S., Hamby, J.M., Schroeder, M.C., Panek, R.L., Lu G.H.,
Eliseenkova, A.V., Green, D., Schlessinger, J., Hubbard, S.R. Crystal structure of an
angiogenesis inhibitor bound to the FGF receptor tyrosine kinase domain, EMBO J.,
17(10), 5896-5904 (1998).



bFGF (BAZIK FIBROBLAST BUYUME FAKTORU) VE FORMULASYONLARINDA YENI 123
YAKLASIMLAR

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Okada-Ban, M., Thiery, J.P., Jouanneau, J. Fibroblast growth factor-2, IUBCB, 32,
263-267 (2000).

Moroni, E., Dell’Era, P., Rusnati, M., Presta, M. Fibroblast growth factors and their re-
septors in hematopoiesis and hematological tumors, J. Hematother. & Stem Cell Res.,
11, 19-32 (2002).

www.devbio.com/chap14/link1406.shtml.Spesific functions of fibroblast growth factor
receptors, (2003) 21. Nissen, N.N., Shankar, R., Gamelli, R.L., Singh, A., DiPietro,
L.A. Heparin and heparan sulphate protect basic fibroblast growth factor from non-
enzymic glycosylation, Biochem. J., 338, 637-642 (1999).

Edelman, E.R., Mathiowitz, E., Langer R., Klagsbrun, M. Controlled and modulated
release of basic fibroblast growth factor, Biomaterials, 12, 619-626 (1991).

Shahrokh, Z., Eberlein, G., Buckley, D., Paranandi, M.V., Aswad, D.W., Stratton, P.,
Mischak, R., Wang, Y.J. Major degradation products of basic fibroblast growth factor:
Detection of succinimide and iso-aspartate in place of aspartate, Pharm. Res., 11 (7),
936-944 (1994).

Sommer, A., Rifkin, D.B. Interaction of heparin with human basic fibroblast growth
factor: protection of the angiogenic protein from proteolytic degradation by a glycosami-
noglycan, J. Cell Physiol., 138, 215-220 (1989).

Foster, L.C., Thompson, S.A., Tarnowski, S.J. Methods and formulations for stabilizing
fibroblast growth factor. International Patent Number WO91/15509.

Seno, M., Sasada, R., Iwane, M., Sudo, K., Kurokawa, T., Ito, K., Igarashi, K. Stabilizing
basic fibroblast growth factor using protein engineering, Biochem. Biophys. Res. Com-
mun., 151, 701-708 (1988).

Wang, W. Instability, stabilization, and formulation of liquid protein pharmaceuticals,
Int. J. Pharm., 185, 129-188 (1999).

Baird, A., Bohlen, P. “Fibroblast growth factors” Sporn, M. B., Roberts, A. B. (derley-
enler), Peptide growth factors and their receptors I, Germany, Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, (1990), s. 369-418.

Claus, P., Werner, S., Timmer, M., Grothe, C. Expression of the fibroblast growth fac-
tor-2 isoforms and the FGF receptor 1-4 transcripts in the rat model system of Parkin-
son’s disease, Neurosci. Lett. 360(3),117-20 (2004).

Ma, J., Qiu, J., Hirt, L., Dalkara, T., Moskowitz, M.A. Synergistic protective effect of
caspase inhibitors and bFGF against brain injury induced by transient focal ischemia,
Br. J. Pharmacol., 133, 345-350 (2001).

Fisher, M., Meadows, M.E., Do, T., Weise, J., Trubetskoy, V., Charette, M., Finklestein,
S.P. Delayed treatment with inravenous basic fibroblast growth factor reduces infarct
size following permanent focal cerebral ischemia in rats, J. Cereb. Blood Flow Metab.,
15, 953-959 (1995).

Cuevas, P., Carceller, F., Munoz-Willery, 1., Giménez-Gallego, G. Intravenous fibro-
blast growth factor penetrates the blood-brain barrier and protects hippocampal neu-
rons against ischemia-reperfusion injury, Surg. Neurol., 49, 77-84 (1998).

Claus, P., Werner, Stefan, Timmer, M., Grothe, C., Expression of the fibroblast growth

factor-2 isoforms and the FGF receptor 1-4 transcripts in the rat model system of
Parkinson’s disease, Neurosci. Let., 260, 117-120 (2004).



124 HACETTEPE UNIVERSITESI ECZACILIK FAKULTESI DERGISI

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Mattson, M.P., Tomaselli, K.J., Rydel, R.E. Calcium-destabilizing and neurodegenera-
tive effects of aggregated 3-amyloid peptide are attenuated by bFGF, Brain Res., 621,
35-49, (1993).

Kajio, T., Kawahara, K., Kato,K. Stabilization of basic fibroblast growth factor with dex-
tran sulphate, Fed. Europ. Biochem. Soc., 306, 243 (1992).

Akiyama, Y., Yoshioka, M., Kitamori, N. Stabilized FGF composition and production
thereof, U.S. Patent 5189148 (1993).

Babensee, J.E., Mclntire, L.V., Mikos, A.G. Growth factor delivery for tissue engineer-
ing, Pharm. Res., 17(5), 497 (2000).

Haller, M. F., Saltzman, W. M. Nerve growth factor delivery systems, J. Control. Rel.,
58, 531-536 (1998).

Tabata,Y., Nagano, A., Ikada, Y. Biodegradation of hydrogel carrier incorporating fibro-
blast growth factor, Tissue Eng. 5, 127-138 (1999).

Zhu, G., Mallery, S.R., Schwendeman, S.P. Stabilization of proteins encapsulated in
injectable poly (lactide-co-glycolide), Nat. Biotechnol., 18, 52-57 (2000).

Cetin M. Bazik fibroblast btliytime faktérti (bFGF) tasiyan mikropartikiiler ila¢ tasiyici
sistemlerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu, ytiksek lisans tezi, Hacettepe Universi-
tesi, Eczacilik Fakultesi, Eczacilik Teknolojisi Boltimti, Ankara-2003

Song, B.W., Vinters, H.V., Wu, D., Pardridge, W.M. Enhanced neuroprotective effects of
basic fibroblast growth factor in regional brain ischemia after conjugation to a blood-
brain barrier delivery vector, J. Pharmacol. Exp. Ther., 301, 605-610 (2002).

Wu, D., Song, B.W., Vinters, H.V., Pardridge, W.M. Pharmacokinetics and brain uptake
of biyotinylated basic fibroblast growth factor conjugated to a blood-brain barrier drug
delivery system, J. Drug Target. 10(3), 239-245 (2002).

Pardridge, W. M. “Drug delivery to the brain” J. Cereb. Blood Flow Metab., 17, 713-731
(1997).

Ren, J., Finklestein, S. P. Time window of infact reduction by intravenous basic fibro-
blast growth factor in focal cerebral ischemia, Eur. J. Pharm., 327, 11-16 (1997)

Sugimori, H., Speller, H., Finklestein, S.P. Intravenous basic fibroblast growth factor
produces a persistent reduction in infarct volume following permanant focal ischemia
in rats, Neurosci. Let., 300, 13-16 (2001)

Deguchi, Y., Naito T., Yuge, Takuro, Furukawa A., Yamada, S., Pardridge, W. M., Kimu-
ra, R. Blood-Brain Barrier transport of I-labeled basic fibroblast growth factor, Pharm.
Res., 17 (1), 63-69 (2000).



