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OZET Hedefleme amaciyla tedavilerde kullanilan geleneksel antikor-
lar, kanser basta olmak ¢esitli hastaliklarda 6nemli basarilar saglamis-
tir. Ancak biyiik boyutlar1 ve buna bagli olarak kisitli timor
penetrasyonlari, diisiik stabiliteleri ve immiinojenisiteleri kullanimla-
rint sinirlandirir. Bu durum zamanla daha kiigiik antikor fragmanlarina
olan ilgiyi artirmistir. Hamers-Casterman ve ark. sans eseri Camelidae
(devegiller) tiirlerinde ve bazi kikirdakli baliklarda (kopek baligr) yeni
bir antikor tiirii kesfetmistir. Nanoantikor (nanobody) adi verilen bu
tam antijen baglama kapasitesine sahip kiiciik antikor pargalari, hafif
zincirlerden yoksundur. Monoklonal antikorlara nazaran daha kiigiik
boyuta (12-14 kDa) sahip olmalari, yiiksek kimyasal ve termal stabili-
teleri, suda ¢oziiniirlikklerinin yiiksek olmasi, diigiik immiinojeniklik,
kisa kan dolagim siiresine bagli kandan hizla temizlenme ve yiiksek
doku penetrasyonu gibi ¢esitli avantajlar1 mevcuttur. Ayrica nanoanti-
korlar immiin, saf ve sentetik kiitiiphanelerden ¢esitli mikroorganiz-
malar vasitastyla, etkin bir sekilde diisiik maliyetle ekonomik olarak
tiretilebilmektedir. Bunun yaninda modifikasyona yatkin olmalarindan
dolay istenen ozelliklere sahip nanoantikorlar arastirmacilar tarafin-
dan kolaylikla tasarlanmaktadir. Nanoantikorlar ilaglara, toksinlere,
radyoniiklidlere ve ilag tastyici sistemlere basit¢e konjuge edilebildi-
ginden bu molekiillerin uygun hedeflere spesitik olarak génderilmesi
icin 6nemli terapétik potansiyel tasimaktadir. Ayrica kararli yapilari ve
uygulamadan kisa bir siire sonra yiiksek tiimor-arka plani olusturmalar:
nedeniyle tan1 ve goriintiileme ¢aligmalarinda siklikla kullaniimakta-
dir. Bu derleme makalesinde nanoantikorlarm bazi iistiin 6zelliklerinin
yani sira kanser ve diger hastaliklarin biyomedikal arastirmalart, tani ve
tedavisindeki giincel uygulamalar incelenmistir.
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ABSTRACT Conventional antibodies used in targeting therapies
have achieved significant success in various diseases, especially can-
cer. However, their large size and therefore limited tumor penetra-
tion, low stability and immunogenicity limit their use. This has
increased interest in smaller antibody fragments over time. By chance,
Hamers-Casterman and his team discovered a new type of antibody in
Camelidae species and some cartilaginous fish (sharks). These small
antibody fragments with full antigen-binding capacity, called nanoan-
tibodies (nanobody), lack light chains. They have various advantages
compared to monoclonal antibodies, such as their smaller size (12-14
kDa), high chemical and thermal stability, high water solubility, low
immunogenicity, rapid clearance from blood due to short blood cir-
culation time, and high tissue penetration. In addition, nanoantibod-
ies can be produced effectively and economically at low cost from
immune, pure and synthetic libraries through various microorganisms.
In addition, nanoantibodies with desired properties can be easily de-
signed by researchers because they are prone to modification. Since
nanoantibodies can be simply conjugated to drugs, toxins, radionu-
clides, and drug delivery systems, they have significant therapeutic
potential for the specific delivery of these molecules to appropriate
targets. In addition, they are frequently used in diagnostic and imag-
ing studies due to their stable structure and high tumor-background
formation shortly after application. In this review article, some of the
superior properties of nanoantibodies as well as current applications
in biomedical research, diagnosis and treatment of cancer and other
diseases are examined.
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Hedefe yonelik tedavi, etkinligi ve spesifiteyi ar-
tirirken saglikli doku ve hiicrelere zarar vermeyen bir
tedavi stratejisidir."> Immiinoglobulinler (Ig) veya
antikorlar [antibody (Ab)], ¢ok ¢esitli hastaliklarin
teshis ve tedavisinde yaygin olarak kullanilan hedef-
leme ajanlaridir.’** B lenfositleri tarafindan tiretilen
bu Ab’ler, zincirler arasi disiilfid baglariyla baglan-
mis iki 6zdes agir [heavy (H)] ve iki 6zdes hafif [light
(L)] polipeptit zincirinden olusan Y seklinde, hetero-
dimerik yapida proteinlerdir. Yaklagik 150 kDa mo-
lekiil agirligina sahip olan Ab’ler, 50 kDa molekiil
agirhiginda iki 6zdes agir zincir ve yaklagik 25 kDa
molekiil agirhiginda iki 6zdes hafif zincirden olus-
maktadir. Hafif ve agir zincirler sabit ve degisken
alanlardan olusur. Degisken alanlar [variable heavy
“VH”: agir Ig zincirin degisken alani] ve [variable
light “VL”: hafif Ig zincirin degisken alani] yapinin
N-terminal ucunda bulunur ve “antijen baglama bdl-
gesi” olarak adlandirilir. C-terminal ucunda bulunan
sabit alanlar hafif zincirlerde bir tanedir ve “constant
light” olarak gdsterilir. Agir zincirlerde ise ii¢c veya
dort sabit alan [constant heavy (CH1, CH2, CH3 ve
CH4)] bulunur. Agir zincirlerin sabit alanlar1 olan -
CH, ve -CH,;, fragman kristallesebilir [crystallizable
fragment (Fc)] bolgesini olusturur. Fc bolgesi, Ab’ye
bagl hiicresel sitotoksisite [antibody-dependent cel-
lular cytotoxicity (ADCC)] veya komplemana baglh
sitotoksisite gibi Ab’lerin aracilik ettigi fonksiyonlar
i¢cin 6nemlidir. Ab’lerin bu hedefe kars yiiksek afi-
niteleri onlar1 ideal terapdtik molekiiller yapmakta-
dlr.l.S,()

Bununla birlikte molekiiler agirliklarinin (~150
kDa) ve boyutlarimin (14,2 nmx8,5 nmx3,8 nm)
biiytik olusu, diisiik stabilite gdstermeleri, zayif pe-
netrasyon Ozellikleri, immiinojenik olmalari, iire-
timlerinin yiiksek maliyette olmasi ve iiretim
prosediirlerinin zorlugu, kati tiimdrler {izerinde mi-
nimum etki olusturmalari klinik etkilerini sinirlandi-
ran unsurlardandir. Ek olarak yar1 dmiirlerinin uzun
olmasi, molekiiler goriintiilemede ¢ok yogun arka
plan sinyali olusturmalarina neden olmaktadir. Bu
kisitlamalarin {istesinden gelebilmek i¢in yeni Ab
fragmanlar1 gelistirilmistir.'>’ Hedeflenen ilag ta-
sinmasindaki bu yonelim, biitiin bir Ab yapis1 yerine
daha avantajli sayilabilecek, degisken fragmanlar
[variable fragment (Fv)], tek zincirli Fv [single-chain

86

variable fragment (scFv)], antijen baglayic1 frag-
manlar [antigen-binding fragment (Fab)], nanoanti-
kor [nanobody (Nb)] gibi daha kiigiik boyutta farkli
fragmanlarin gelistirilmesini saglayarak hem tedavi
hem de teshis boyutunda dstiinliikler getirmis-
tir. 1,4,10,11

1993 yilinda Hamers-Casterman ve ark. ¢alis-
malarinda, Camelidae (devegiller) familyasina men-
sup hayvanlarda (develer, lamalar ve alpakalar) 6zel
bir Ab tiirtinii tesadiifen kesfetmislerdir. Geleneksel
Ab’ler, iki agir zincir ve iki hafif zincirden olugurken
bu yeni kesfedilen tiir sadece agir zincirli Ab’lerden
[heavy chain only antibodies (HcAb~95 kDa)] olus-
maktadir. Bu Ab’ler, kendilerine 6zgii antijenlerini
VHH veya Nb olarak bilinen tek bir alan vasitastyla
tanimaktadir.*%7%1213 Deve HcAb’lerinin kesfinden
iki y1l sonra kopekbaliklar: gibi kikirdakl baliklarda
da (vatozlar ve patenler) benzer tiirde sadece agir zin-
cire sahip Ab’ler kesfedilmistir. Ig yeni antijen re-
septorii [immunoglobulin new antigen receptor
(Ig-NAR)] Ab’leri olarak bilinen bu yalnizca agir zin-
cirli Ab’leri bes sabit alana (CH) sahiptir. Ancak ko-
pekbaliklarinin  bagisiklastirilmasindaki — giiclitk
nedeniyle mithendisligi ve gelistirilmesi oldukc¢a zor-
dur."'? Sekil 1’de farkli tipte Ab’lerin ve bunlarin
Fab’larmin sematik gosterimi yer almaktadir.

I NB'LERIN YAPISAL OZELLIKLERI

HcAb’lerin degisken kisimlarini olusturan Nb’ler, 4
nmx2,5 nmx3 nm boyutlarinda prolat (rugby topu)
bir yapiya benzemektedir ve genellikle 12-14 kDa
molekiil agirligina sahiptir. Nanometre boyutunda
olduklarindan ilk olarak Ablynx firmasi tarafindan
“Nanobody” ismi ile literatiire girmistir. Nb’ler, ge-
leneksel Ab’lerin VH alanina benzer bir yapisal mi-
mariye sahiptir. Her ikisinde de dort adet korunmus
cerceve bolgesi [frame region (FR1, FR2, FR3,
FR4)] ve ii¢ adet tamamlayicilik belirleme bolgesi
[(complementarity determining region (CDR1, CD2,
CDR3)] vardir. Fark olarak, Nb’lerin paratopunu (bir
Ab’nin bir antijeni taniyip, ona baglandigi bolge)
olusturan CDR1 ve CDR3 klasik Ab’lere gore daha
uzundur. Bu yapisal farklilik hafif zincirleri olma-
yan Nb’lerin antijene baglanma kabiliyetlerini kis-
men telafi etmektedir. Ozellikle CDR3, parmak
benzeri ¢ikint olusturarak erisilemeyen gizli ve krip-



Tiirker SALMAN ve ark.

J Lit Pharm Sci. 2024;13(2):85-98

b)

[}

scFv

Geleneksel antikor ~ 150 kDa

HcAb ~ 95 kDa

]

Nanoantikor (VHH/Nb)

Ig-NAR

~ 12-14 kDa

SEKIL 1: Farkli antikor yapilari ve bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin sematik gésterimi. a. Geleneksel Ab ve cesitli Fab'lari (Fab, scFv); b. HcAb: Yalnizca agir
zincirli devegil Ab'leri (heavy chain only antibodies) ve antijen baglayici fragmani [Nb (VHH/ND)J; c. Yalnizca adir zincire sahip kdpek baligi Ab'leri (Ig-NAR).

Fc: Fragman kristallesebilir bélge; VH: Adir zincirin dedisken alani; CH: Sabit alan; Fab: Antijen baglayici fragmanlar; HcAb: Sadece adir zincirli antikorlar;
scFv: Tek zincirli degisken fragmanlar; Nb: Nanoantikor; Ig-NAR: imminoglobulin yeni antijen reseptorti; VHH: HCAb'lerin agir zincirinin degisken alani.

tik epitoplara (antijenin Ab ile birlegsme bolgesi) ula-
sip boylece antijen baglanmasinda biiyiik rol oynar.
Yapilan ¢aligmalarda antijen ile temasin en az %60
ile %801 bu bdlgede oldugu anlagilmistir. Bu farkli
yapt Nb’lere yapisal esneklik ve daha yiiksek bag-
lanma afinitesi saglamaktadir.>3!1:14-16

Nb’lerin geleneksel Ab’lerden yapisal olarak
farkli olan diger 6nemli bir 6zelligi de Ab’lerin FR2
bolgesinde yiiksek oranda korunmus dort adet hidro-
fobik aminoasitin (Val47, Gly49, Leu50 ve Trp52)
Nb’lerin FR2 bolgesinde daha kiiciik ve daha hidro-
filik amino asitlere (Phe42, Glu49, Arg50 ve Gly52)
mutasyonudur. Bu degisiklik Nb’lere sulu ¢ozelti-
lerde yiiksek ¢oziiniirlik 6zelligi saglamaktadir.>!”
Sekil 2’de geleneksel Ab ve Nb’lerin degisken alan-
larinin yapisal farkliliklar goriilmektedir.

I NANOANTIKORLARIN USTUN OZELLIKLERI
DUSUK iIMMUNOJENIK PROFIL

Prensipte, deve tiirlerinden elde edilen Nb’lerin de-
vegil tiirlinden olmayan konakgilara enjekte edildi-
ginde bir bagisiklik tepkisine yol agmasi beklenir.
Simdiye kadar, Nb’ler {izerinde yapilan ¢aligmalarda
beklenmedik humoral ve hiicresel bagisiklik tepkileri
rapor edilmemistir. Bu avantajlarindan dolay1 Nb’ler
hedeflenmis ilag gelistirme ¢aligmalarinda 6nemli bir
potansiyel olarak goriilmektedir. Teorik olarak,
Nb’lerin ti¢ nedenden dolay1 diisiik immiinojenite
gostermesi beklenir: Birincisi, Nb dizilerinin insan
Tip 3 VH alan1 (VH3) ile arasindaki yiiksek dizi ben-
zerligi (%80’den fazla), ikincisi kisa yar1 dmiirleri ne-
deniyle kandan hizla temizlenmeleri, ligiincii olarak
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SEKIL 2: Geleneksel antikor ve nanoantikorlarin degisken alanlarinin yapisal farkliliklari.
VH: Agir zincirin degisken alani; VHH: HCAb'lerin adir zincirinin degisken alani; FR: Cerceve bolgesi; CDR: Tamamlayicilik belirleme bolgesi.
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ise immiinojenite ile iligkili tamamlayic1 yaniti tetik-
leyebilecek Fc alanindan yoksun olmalaridir. Bu-
nunla birlikte uzun siireli tedavilerden ve klinik
denemelerden 6nce Nb’lerin “insanlastirilmasi” im-
miinojenik potansiyellerini en aza indirmek i¢in gii-
venli bir segenektir. Bu konuda baz1 6zel sirketler
biiyiik ¢aba sarf etmektedir.>7-!417-20

YUKSEK STABILITE VE COZUNURLUK

Nb’ler asir1 pH ve sicaklik gibi ¢evresel kosullara
maruz kaldiktan sonra bile kararli yapilarini koru-
maktadir. Nb’lerin bu dayaniklili1, kimyasal veya
termal denatiirasyondan sonra agrege olmamalarina,
yliksek yeniden katlanma kapasitelerine ve genellikle
yalnizca bir adet disiilfiir kopriisiine sahip olmalarina
dayandirilmaktadir. Sasirtict bir sekilde, Nb’lerin
37°C’de 1-2 haftaya kadar, 60-80°C’deki yiiksek si-
cakliklarda bile antijen baglama yeteneklerini koru-
yabilmektedir. Ek olarak kimyasal denatiirantlara
(2-3 M guanidinyum kloriir, 6-8 M iire), yiiksek ba-
smca (500-750 MPa) ve fizyolojik olmayan pH’lara
(pH araligi 3,0-9,0) maruz birakildiginda yine anti-
jen baglama kapasitelerinin ¢ogunu korumaktadir.
+4°C’de ve -20°C’de uzun raf dmriine sahiptirler.
Nb’lerin asir1 stres kosullarindaki stabilitesi ve pro-
teolitik direncleri, onlar1 alternatif uygulama yolla-
rinda (6zellikle oral uygulamalar) kullanima uygun
hale getirmektedir. Ayrica biyosensor problari olarak
tasarlanmalari da miimkiindr.>371718.21

Geleneksel Ab’lerin FR2 bdlgesindeki hidrofo-
bik aminoasitlerin, Nb’lerin FR2 bolgesindeki hidro-
filik aminoasitlerle ikamesi, Nb’lerin yiizeylerini
daha hidrofilik hale getirerek sudaki ¢oziiniirliiklerini
artirmaktadir. Boylelikle agregat olusma egilimi mi-
nimum diizeye inmektedir.'>!7->?

KUCUK BOYUTU VE BENZERSIZ EPITOPLARA
YUKSEK AFINITESI

Nb’lerin kiigiik olan boyutlari, antijenlere baglanma
afinitelerini beklenenin aksine etkilememektedir. Ge-
leneksel Ab’lerde goriilen alt1 tamamlayiciligr belir-
leyen bolge [complementarity-determining region
(CDR)] yerine ii¢ CDR sunarak yiiksek 6zgiilliik ve
afinite gosterecek sekilde evrimlesmislerdir. Ab’le-
rin dogal olarak olusan en kii¢iikk fragmanlar1 olan
Nb’lerin tamamlayicilik belirleme bolgeleri epitop-
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lara ulasmada 6nemli rol oynamaktadir. Fare ve insan
Ab’lerinin CDR3 bdlgelerinin ortalama uzunluklar
sirastyla 12 ve 14 amino asit uzunlugundadir.
Nb’lerde ise bu CDR3 yapisi (ortalama 18 aminoasit)
daha uzundur. Bu yapisal avantaj, hedeflenen anti-
jenlerle etkilesme yiizeylerini artirmaktadir. Krista-
lografik c¢aligmalar geleneksel Ab’lerin antijen
baglayici yiizeylerinin i¢biikey oldugunu gostermek-
tedir. Nb’lerde ise parmak benzeri ¢ikintili uglara
sahip olan uzun CDR3 yapis1 hem daha fazla esnek-
tir hem de digbiikey bir paratop olusturmaktadir. Boy-
lece i¢biikey yapiya sahip antijen yiizeyleriyle
derinlemesine etkilesime girmektedir. Bu nedenle
Nb’lerin, geleneksel Ab’lerin tanimasi zor olan gizli
epitoplara afiniteleri oldukga yiiksektir 317182324

DERIN DOKU PENETRASYONU VE
KANDAN HIZLI TEMIZLENME

Nb’ler kiigiik boyutlari ve yiiksek oranda ¢dziiniir ol-
malarindan dolay1 giiclii ve hizli doku penetrasyon
kabiliyetlerine sahiptir. Ozellikle kat1 tiimorler gibi
yogun dokulara kolaylikla girebilmektedir. Boyutla-
rindan &tiirii kan-beyin bariyerini gecebilmeleri no-
rodejeneratif hastaliklarin tedavisinde Nb’lere onemli
bir avantaj saglamaktadir. Ayrica, Nb’ler glomerii-
ler filtrasyon ile kolayca stiziilerek kandan hizlica
uzaklagtirilmaktadir. Boylesine hizli bir klirensin
Nb tabanli goriintiilemede ¢esitli faydalart mevcut-
tur. Enjeksiyondan hemen sonra arka plan sinyalle-
rinin yogunlugu hizli bir sekilde diiser, bu da bobrek
disindaki diger organlarin erken goriintilenmesini
saglayarak hedef dis1 toksisiteyi minimuma indir-
mektedir.!>18:25:26

KOLAY MODIFIKASYON IMKANI

Nb’ler 6zellikle farkli hedeflere baglanabilmeyi sag-
layacak yeni yapilar olusturmak iizere genetik olarak
tasarlanabilmektedir. Genetik miihendisligi yoluyla
Nb’ler, li¢ 6zellige gore cesitli sekillerde modifiye
edilebilirler; multivalent (ayn1 antijene bagli iki veya
daha fazla Nb), multispesifik (farkl1 antijenlerde bag-
lanma bolgeleri olusturabilen Nb) ve multiparatopik
(aynm1 antijende farkli antijen baglama bolgelerine
baglanabilen Nb). Bu benzersiz secenek, terapotik
uygulamalarda Nb’lerin yar1 dmriinii uzatmak igin
ozellikle ilgi ¢ekicidir. Ancak kiigiik boyut avantaj-
larin1 tehlikeye atabilecegi gercegini de gbz Oniinde
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bulundurmak gerekmektedir. Sonug olarak, Nb’ler
kanser ilaglarini, radyoniiklidleri veya toksinleri has-
talikli bolgeye dogru spesifik olarak yonlendirmek
icin hedefleme ligandlar1 olarak kullanilabilmektedir.
Boylece daha yiiksek baglanma afinitesi ve spesifik-
likle beraber tek degerlikli emsallerine gore daha iyi
terapotik aktivite gostermektedir.!>:18:19:23

URETIM KOLAYLIGI

Geleneksel Ab’lerin iiretim maliyetlerinin fazla ol-
masi, daha teknolojik proseslere ihtiya¢ duyulmasi ve
sadece Okaryotik sistemlerde {iretilmesi arastirmaci-
lar i¢in gii¢liikler olusturmaktadir. Nb’ler ise, mikro-
biyal sistemler (Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris vb.) vasitastyla biiyiik
miktarlarda diisiik maliyetlerde ekonomik olarak iire-
tilebilmektedir.**

I NB'LERIN DEZAVANTAJLARI

Nb’lerin kii¢lik molekiiler boyutu ¢ogu durumda ¢e-
sitli avantajlar saglasa da molekiiler agirliklarinin glo-
mertiler filtrasyon esiginin (50-60 kDa) altinda olmas1
hizli renal klirense yol agmaktadir. Kisa serum yar1
Oomriine sahip olmalari terapdtik uygulamalarda sik
dozlamay1 gerektirdiginden bobrek toksisite riski de
artmaktadir. Bu dezavantajin {istesinden gelebilmek
icin Nb’lerin polietilen glikol ile kovalent baglanmasi
(PEG ilasyon), multimerik Nb yapilar1 veya serum al-
buminle flizyon yapabilen Nb’ler gelistirilerek kandaki
yar1 omiirleri uzatilabilmektedir. Bir diger dezavantaj
ise geleneksel Ab’lerde bulunan ve ADCC’den so-
rumlu Fe alaninin Nb’lerde bulunmamasidir. Nb’ler-
deki bu Fc yapisinin olmayist kanser tedavisindeki
etkinliklerini azaltmaktadir. Son olarak Nb’ler iireti-
lirken devegillerden yararlanildigi i¢in hayvanlarin ba-
rinma kosullarinin getirdigi ekonomik yiikiin de bir
dezavantaj olugturdugu bilinmektedir,!-3-714.17:2023

I NB'LERIN URETIiMi

Nb’lerin 6zgiillik ve afinite 6zellikleri kiitiiphane-
lerinin ¢esitligine ve kapasitelerine baglidir. Bu
yiizden, hedefe yonelik genetik bilgiyi i¢eren kii-
tiiphanelerin elde edilmesi kritik 6neme sahiptir.
Antijene 6zgili Nb’ler immiin, saf veya sentetik kii-
tiiphaneler araciligiyla iiretilmektedir. immiin kiitiip-
hanesi, Nb’lerin taranmasinda en sik kullanilan ve
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yiiksek afiniteli Nb’lerin elde edildigi bir yontemdir.
Oncelikle bir lama veya bir tek horgiiglii deve asila-
nir (lamalar hem kiiciik boyutlarindan hem de ba-
kimlarinin daha kolay olmasindan dolay1 daha ¢ok
tercih edilmektedir). Hedeflenen antijenin kisitli ol-
dugu bazi durumlarda genetigi degistirilmis fareler
de bu amagla kullanilmaktadir. Asilama, yedi giinde
bir 0,5 mg antijen iceren ortalama bes enjeksiyonla
gergeklestirilir. Daha sonra lenfositlerin saflastiril-
masi i¢in hayvandan kan 6rnekleri alinir. Lenfositle-
rinden toplanan RNA, ekstrakte edilerek birinci
sarmal cDNA sentezlenir. Bu ¢cDNA kullanilarak,
VHH kodlama dizileri polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi ile biiyiitiiliir ve faj goriintiileme vektoriine
eklenir, bu da yaklagik 10® Nb kiitiiphanesi olustur-
maktadir. ideal bir Nb immiin kiitiiphanesinin mini-
mum 107 olmasi beklenmektedir. Faj gosterimi ve
panlama (bir faj kiitiiphanesinin gesitliliginin ve spe-
sifikliginin zenginlestirilme teknigi) islemlerinden
sonra antijene 6zgii baglanmanin 6zgiinliigii ELISA
ile degerlendirilir. Net bir zenginlesme genellikle
ikinci ve ligiincii panlama turlarindan sonra goriiliir.
Daha sonra, yiiksek afiniteli Nb elde edilir. En iyi
aday secildikten sonra Nb iretimi bakteri, maya
veya memeli hiicrelerinde gergeklestirilir. Bu is-
lemler ortalama 2-3 ay siirmektedir. Saf kiitiiphane-
lerin olusturulmasi ise agilama uygulamasi yerine
kiitiiphanenin ¢esitliligini artirmak amaciyla birden
fazla hayvanin kaninin toplanmasi ile olmaktadir.
Diger prosediirler, benzer sekilde yiiriitiilerek orta-
lama ti¢ hafta sonra istenilen Nb’ler olusturulmakta-
dir. Hem immiin hem de saf kiitliphanelerin elde
edilmesinde hayvanlarin kullanilmasi, siirecin uzun
olmas1 ve buna bagli olarak maliyetlerin fazla olmasi
nedeniyle sentetik Nb kiitliphaneleri olusturmak iyi
bir alternatiftir. Sentetik Nb kiitiiphaneleri DNA oli-
goniikleotitleri kullanilarak genetik miihendisligi tek-
nolojisiyle elde edilmektedir.®!3:17:21:27

I NB iLE MOLEKULER HEDEFE YONELIK
TANI VE TEDAViI

KANSER VE DIGER HASTALIKLARIN TEDAVISINDE
NB'LERIN KULLANIMI

Kanser tedavisine yonelik, basarili tedavi yaklagimla-
rina ihtiya¢ her gegen giin artmaktadir. Konvansiyo-
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nel radyoterapi ve kemoterapi, tiimorlii hiicrelere he-
defli olmadig1 i¢in bu tarz tedavi uygulamalarinda yan
etki goriilme olasiligi ¢ok fazla olmaktadir. Ab tabanl
onaylanan ilk monoklonal Ab (mAb) olan rituksimab
ve ardindan gelen diger mAb’lar hedefe yonelik teda-
vide biiyiik bir yanki uyandirsa da artik net olarak bi-
linen ¢esitli dezavantajlarindan dolay1 kullanimlar:
simirlanmaktadir. Nb’ler kii¢iik boyutlari, timdr hiic-
relerine olan giiglii penetrasyon kabiliyetleri, diisiik
immiinojeniteleri, antijenlere yiiksek baglanma afini-
teleri ve kararli yapilarindan dolay1 arastirmacilarin
dikkatini yogun bir sekilde ¢ekmektedir. En kiiciik Ab
fragmanlarma olan bu talep, ¢esitli kanserleri tedavi
etmede basarili sonuglar elde etmistir. Nb’lerin biiyiik
bir kismi tek baslarina tedavi edici 6zellikte degildir.
Ilag, toksin veya bir efektdr grup ile modifiye edil-
meleri gerekmektedir. Modifikasyon yontemleri kim-
yasal konjugasyon ya da gen flizyonu seklinde
olmaktadir. Bu durumda bir miktar biiyiiyen molekiil
boyutlarindan dolay sistemik dolasimdaki kalis sii-
releri de artmaktadir. Dolasimdaki bu artmuis siire ile
beraber terapotik etkinlikleri artmaktadir.!%!%1723 By
kapsamda Roovers ve ark.nin yapmis oldugu bir ca-
lismada, albumin bagl {i¢ degerlikli bir bi-paratopik
Nb olan CONAN-1 (7D12-9G8-Alb)’in A431 hiicre-
lerinin biiylimesini inhibe ettigi goriilmistir.?

Genel olarak Nb’ler tiimor antijenlerini hedefle-
yerek, anjiyogenezi engelleyerek ya da bagisiklik
kontrol noktas1 inhibitdrleri olarak kanseri tedavi et-
mektedir.”” Nb’lere dayal terapétiklere son yillarda
artan bir ilgi vardir. Su ana dek onaylanmis li¢ Nb ta-
banli {irtin bulunmaktadir."”” Kazanilmis trombotik
trombositopenik purpura tedavisinde kullanilmak
iizere von Willebrand faktoriinii inhibe eden Nano-
body® caplacizumab (Cablivi™) adl1 {iriin ilk olarak
3 Eyliil 2018’de onay almustir.> Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi [U.S. Food and Drug Administration (FDA)],
niikseden veya direncli multipl miyelom tedavisinde
Ciltacabtagene autoleucel (LCAR-B38M) isimli B
hiicresi olgunlagma antijenini “B-cell maturation anti-
gen” hedefleyen Nb-ila¢ konjugatim1 2022 yilinda
onaylamustir.* Bir diger Nb bazli {iriin olan Taisho fir-
masi tarafindan gelistirilen Ozoralizumab (Nanozora®)
(Taisho Pharmaceutical Co., Ltd., Japonya), romatoid
artrit hastaliginda kullanilmak i¢in 26 Eyliil 2022 tari-
hinde Japonya’da onaylanmigtir.3!
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I NANOANTIKOR ILE HEDEFLENDIRILMIS
ILAC TASIYICI SISTEMLER

Nano yapili ilag tasiyici sistemlerin hedeflenmesi bol-
geye Ozgli ilag tasinmasinda tercih edilen bir yon-
temdir. Bdoylelikle hem tiimorli dokularda ilag
etkinligi artar hem de istenmeyen yan etkilerin go-
riilme sikl1g1 azalmaktadir. Diisiik ¢oziintirliige sahip,
stabilite sorunu olan ve dolagimdan hizlica elimine
edilen etken maddelerin terapétik aktivitesini iyiles-
tirmek i¢in nanopartikiil formlar1 olusturulmaktadir.
Bu amagla polimerik miseller, lipozomlar, dendri-
merler ve albumin nanopartikiilleri gibi ilag tasiyici
sistemler yaygin kullanilmaktadir. Yapilan calisma-
larda ilag tastyici sistemleri Nb’ler ile hedeflemek ol-
dukga iyi sonuglarin elde edilmesini saglamistir.>*2°
Sekil 3°te baz1 Nb-ilag tagiyici sistem konjugatlari
gosterilmistir.

LIPOZOMLAR

Lipozomlar sulu bir ¢ekirdege sahip en az bir lipit ¢ift
tabakadan olusan kiiresel vezikiillerdir. Yapilarinda
yer alan fosfolipidler, hiicre membrani ile benzerlik
gosterdiginden dolay1 biyoparcalanabilirlik ve bi-
youyumluluk yoniinden ilag tasiyici sistemler olarak
avantajlidir. Ayrica hem hidrofilik hem de lipofilik
ozellikteki ilaglar1 kapsiilleyerek onlari ¢esitli ¢cevre-
sel bozunma ortamlarindan korumaktadir. Yine lipo-
zomlar hedeflendirmeye yonelik modifikasyonlara da
uygun olduklarindan ilag tasiyici sistemler olarak sik-
likla tercih edilmektedir.’”> Nb ile konjuge edilen li-
pozomlar, hem bdlgeye Ozgii ilag tasmmasini
saglamasi hem de lipozomlarin avantajlarini kullan-
masi acisindan tedavi planlamasi i¢in oldukga elve-
risli goriinmektedir.”* Sayed-Tabatabaei ve ark.nin
yaptig1 bir ¢alismada, bir kinolon sinifi antibiyotik
olan nitroksolin ve antikanser ajani Cisplatinin, ikili
olarak anti HER2 Nb ile hedeflendirilmis lipozomlar
kullanilarak sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Hazir-
lanan sistemin MDA-MB-231 ve TUBO meme kan-
seri hiicre hatlarindaki in vitro hiicresel alim
degerlendirmesinde, TUBO hiicre hatlarinda daha se-
c¢ici ve daha sitotoksik ve buna bagli olarak tedavi
edici kapasitesinin oldugu degerlendirilmesi yapil-
mugstir.*® Oliveira ve ark., epidermal biiylime faktort
reseptorii-antagonisti [epidermal growth factor re-
ceptor (EGFR)] olan bir EGal Nb pegilasyon islemi
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Nanoantikor-Polimerik misel

Nanoantikor-Lipozom

Nanoantikor-Dendrimer

Nanoantikor-Albiimin nanopartikiil

SEKIL 3: Nanoantikor-ilag tastyici sistem konjugatlari. a. Nanoantikor-lipozom konjugati; b. Nanoantikor-polimerik misel konjugati; ¢. Nanoantikor-dendrimer konjugatr;

d. Nanoantikor-albumin nanopartikil konjugati.

yapilmis bir lipozomun ylizeyine konjuge etmistir
(EGal-L). EGal-L EGFR’yi agir1 ifade eden 14C
kanser hiicrelerine yiiksek baglanma afinitesi goste-
rerek, 14C kanser hiicrelerinin proliferasyonunu in-
hibe etmistir.’*

POLIMERIK MISELLER

Polimerik miseller, sulu ¢ozelti igerisinde kendili-
ginden olusan amfifilik polimerlerdir.** Polimerik mi-
sellerin biyouyumlu ve biyopar¢alanabilir olmalari,
stabilitelerinin 1yi olmas1 ve ilag ylikleme kapasitele-
rinin yiiksek olmasindan dolay1 ilag tagiyici sistem
olarak siklikla kullanilmaktadir.’® Ayrica hidrofobik
Ozellikteki ilaglarin kandan ilgili bolgelere tasinma-
sinda da tercih edilmektedir. Bir hedefleme molekii-
liiniin (Nb, Ab ve scFv vs.), misellerin yiizeyine
konjuge edilmesi ile bolgeye 6zgii ilag verilmesi de
saglanmig olmaktadir.”* Wang ve ark.nin yapmus ol-
dugu bu ¢aligmada, EGFR ile 7D12 olarak adlandiri-
lan bir Nb konjuge edilmis ve bu yapiya bir kuantum
nokta tabanli misel dahil edilmigtir. Ayrica misel ice-
risine aminoflavon adi verilen bir antitimor ilag yiik-
lenmistir. Hedeflendirilmis ila¢ yiiklii tagiyici sistem
ile Nb baglanmadan hazirlanan tasiyici sistemin
meme kanseri hiicrelerinde in vitro hiicresel alim1 ve
sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Nb bazl tasiyici
sistemin, hiicresel alimimnin daha fazla olmasi ve buna
bagl olarak da sitotoksisitesinin daha iyi sonuglar
verdigi goriilmiistiir.>” Talelli ve ark., doksorubisin
yiiklenmis polimerik misellerin Nb ile konjugasyonu
sonucu bir ilag tastyict sistem geligtirmistir. Bu tasi-
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yic1 sistemin hedefli ve hedeflendirme yapmadan
kanser hiicrelerindeki in vivo ve in vitro etkinlikle-
rine bakilmigtir. Nb ile modifiye edilen hedeflendi-
rilmis grubun timori daha fazla &ldirdiigi ve
hayvanlarin daha fazla hayatta kalmalarin1 (Nb’siz
sistem: 32 giin, Nb’li sistem: 53 giin) sagladig1 sonu-
cuna varilmustir.*

DENDRIMER

Dendrimerler, ii¢ boyutlu bir simetriye sahip dal-
lanmis, 1-20 nm ¢ap araliginda olan ilag tasiyici sis-
temler olarak bilinmektedir. Yiizeylerinde ¢esitli
fonksiyonel gruplarla (mAb’lar, Nb’ler, cesitli li-
gandlar vs.) modifikasyonuna imkan verecek ¢ok
sayida baglanma kismi1 vardir. Ayrica diisiik immii-
nojeniklik, iyi ¢oziiniirliik, yiiksek stabilite ve bi-
youyumlu olmalarindan dolay1 da arastirmacilar
tarafindan ¢ogu kez tercih edilmektedir.?'** Wu ve
ark. calismalarinda, dendrimer kullanarak platin 6n
ilacin1 tiimorlere dogru hedeflemek icin bir anti-
EGFR Nb tasarlamigtir. Kiimelenmis Nb ilag kon-
jugatinin pegilasyonu sonucu olusan ilag tasiyici
sistemin dnemli bir antitimor aktivite gosterdigi so-

nucuna varilmistir.*

ALBUMIN NANOPARTIKULLERI

Albumin, biyolojik olarak parcalanabilen, biyou-
yumlu olan ve immiinojenikligi olmayan biiyiik mo-
lekiillii bir protein nanotastyicist olarak bilinmektedir.
Bu o6zelliklerinden dolay1 6zellikle antitiimdr ajanlar
albumin ile baglanarak tasiyici sistemin yan etki po-
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tansiyeli minimuma indirilmektedir.*' Altintas ve
ark.nin yaptig1 aragtirmada Nb-albumin nanoparti-
kiilii olan ve kisa adt NANAP olarak bilinen molekdil
calisilmistir. Albumine sunitinib ile benzer bir multi-
kinaz inhibitdrii olan 17864 adli yeni bir molekiil
konjuge edilmistir. Daha sonra sisteme bir anti-EGFR
Nb olan EGal ve PEG dahil edilmistir. Nb ile hedef-
lendirilmis ve Nb’siz grup karsilastirildiginda
EGal’li hedefli grubun 40 kat daha fazla kanserli
hiicrelere baglandigi goriilmiistiir.*?

NB'LE HEDEFLENMIS RADYONUKLITLER VE
FOTODINAMIK TEDAVIDE KULLANIMLARI

Nb’ler florokromlar ve radyoniiklidlere ¢esitli yon-
temlerle konjuge edilmektedir. Boylece hem timor
hiicrelerinin goriintiilenmesi ve hem de bu tiiméorlerde
sitotoksik etki gdsterme potansiyeline sahiptir. Bol-
geye 0zgii Nb tabanli radyoniiklid tedavisi ile timor
hiicrelerine sitotoksik radyasyon uygulanmaktadir.
Ayrica hedefe yonelik bu tedavi yaklagimi ile saglikli
hiicreler minimum diizeyde etkilenmektedir.?*

Hu ve ark., bu ¢alismada MIRC213-709 olarak
isimlendirilen hem HER?2 reseptoriine hem de IgG’ye
baglanabilen bir Nb iiretmistir. Daha sonra 99m Tek-
nesyum (*™Tc) ve 177 Lutesyum (*"’Lu) ile igaretle-
nerek NCI-N87 mide kanseri modeli olusturulmus
farelerde terapotik etkinligi degerlendirilmistir. Sonug
olarak farkli dozlar igeren tiim tedavi gruplarinda te-
davi edici 6zellikler gostermistir.** Lemaire ve ark. ta-
rafindan bu caligmada, Nb’lerin multipl miyelom
tedavisindeki etkinligi arastirilmistir. R3B23 adi veri-
len Nb’nin ""Lu ile isaretlenmesiyle ('”’Lu-R3B23)
olusturulan Nb-radyoniiklid yapis1 ST2MM modelli
farelerde hastaligm ilerlemesini yavaslatmistir.*

Fotodinamik tedavi [photodynamic therapy
(PDT)], bir 1518a duyarlastiricinin [photosensitizer
(PS)] belirlenen dalga boyundaki aktivasyonu ile si-
totoksik Ozellik kazanmasidir. Ek olarak, tiimore
0zgli damarlarda hasar ve bagisiklik cevabini da
uyarma yetenegine sahiptir. mAb’ler bu amagla kul-
lanilmalarina ragmen ¢esitli sinirlamalarindan dolay1
amaclanan PDT tam olarak ger¢eklesmemektedir. Nb
ile hedeflendirilmis PDT son yillarda kanserli hasta-
larin tedavisinde yeni alternatifler sunmaktadir.'®2%->
Deken ve ark., trastuzumaba direngli HER2 eksprese
eden tiimorlere, Nb hedefli PDT ¢alismasi yapmustir.
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Bu amagla 1D5 ve 1D5-18A12 isimli iki Nb, bir 1518a
duyarlastiric1 ajan olan IRDye700DX ile konjuge edi-
lerek in vitro PDT uygulamasi yapilmstir. iki hiicre
hattinda yapilan ¢alismalarda (HCC1954: Trastuzu-
mab direngli yiiksek HER2 eksprese eden; MCF-7:
Diisiik HER?2 eksprese eden) HCC1954 hiicrelerinde
anlaml1 bir tiimor azalmasi goriiliirtken MCF-7 hiic-
relerinde daha az tiimor gerilemesi gézlemlenmistir.*
van Driel ve ark. Nb ve PS kullanarak PDT nin et-
kinligini arastirmistir. Hedeflendirme amaciyla
EGFR hedefli 7D12 ve EGFR hedefli 7D12-9G8
Nb’leri kullanilarak IRDye700DX’e konjuge edil-
mistir. Her iki Nb-PS konjugatinin da tiimér nekro-
zuna (~%90) sebep oldugu gorilmiistiir. Ek olarak
saglikli hiicrelerde sitotoksisite olusturmadigi sonucu
elde edilmistir.*®

NB TABANLI IMMUNOTOKSINLER

Immiinotoksine dayali tedavi, toksinlerin hedeflen-
mesi ile daha da anlam kazanmaktadir. Bir immiino-
toksin ile bir hedefleme iiriiniin konjugasyonu sonucu
olusan bilesik, spesifik olarak tiimor hiicrelerinde
eksprese edilen antijenlere baglanma egilimindedir.
Boylece saglikli hiicrelere degil de hastalikli hiicre-
lere dogru toksinin hedeflenmesi saglanmaktadir.
Nb’ler ile ¢esitli toksinlerin flizyonu sonucu bazi te-
davi ¢alismalar1 denenmistir. Nb’lerin hem N-termi-
nal hem de C-terminal kismi fiizyon amagh
kullanilmaktadir. Arastirmalar 15181inda C-terminal
kisminin daha sik kullanildigi goriilmektedir.>* Beh-
dani ve ark., vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii re-
septorii 2’yi [vascular endothelial growth factor
receptor (VEGFR2)] spesifik taniyan bir Nb’nin
Pseudomonas ekzotoksin A ile konjugasyonu sonucu
kanser hiicrelerine baglanabilme potansiyelini deger-
lendirmistir. Uretilen bu immiinotoksinin, VEGFR2
eksprese eden hiicrelerin gogalmasini engelledigi so-
nucuna varilmistir.*” Deng ve ark., ribozomu etkisiz-
lestiren bir protein olan cucurmosin ile olusturulmus
bir immiinotoksinin, Nb 7D12 ile flizyonunu ger¢ek-
lestirmistir. EGFR’yi asir1 eksprese eden hiicre dizi-
lerine karsi yapilan caligmada in vitro hiicre
canliliginin biiytik 6l¢iide azaldig1 goriilmustiir.*

OTOIMMUN HASTALIKLARDA NB'LERIN KULLANIMI

Otoimmiin hastaliklar, bagigiklik sisteminin viicudun
normal dokularini yabanci gibi algilayip saldiriya
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gectigi, genellikle orijini bilinmeyen ve sonunda or-
ganlarin islemez hale geldigi bir hastalik tiirtidiir.
Ozellikle teshisi ancak semptomlar sonras1 konuldu-
gundan bu hastaliklar i¢in daha etkili tan1 ve tedavi
segenekleri kagmilmaz hale gelmistir. Nanoteknoloji,
getirdigi yeniliklerle beraber bu hastaliklara karsi
daha etkili tedavi segenekleri sunmaktadir. Nb’lerin
tedavideki ilk basarili alanlar1 da otoimmiin hastalik-
lar olmugtur.'”*° Papp ve ark. tarafindan ti¢ degerlikli
bir Nb olan Sonelokimab (M1095) ile uluslararasi,
plasebo kontrol grubu ile karsilastirmali Faz 2b ¢a-
lismasi yapilmistir. Plak tipi psoriasis hastalarindaki
denemelerde klinik anlamda olumlu sonuglar goz-
lenmistir.*® Ma ve ark.nin yaptig1 bu ¢calismada eozi-
nofilik astim tedavisinde kullanilmak {izere Sitokin
IL-5’1 hedefleyen bir Nb tasarlanmistir. Bu Nb ii¢ de-
gerliklidir. IL-5’in farkli yerlerdeki iki paratopunu
hedeflemektedir. Ayrica insan serum albumini
[human serum albumin (HSA)] ile konjuge edilmis-
tir. IL-5-HSA-Nb olarak adlandirilan bu yap1 daha
once FDA tarafindan onaylanan Mepolizumab (Nu-
cala) ile karsilastirilmal1 olarak degerlendirilmistir.
TF-1-hiicre ¢ogalmasini yavaglatmada mepolizu-
mab’tan 58 kat daha etkin oldugu gorilmiistiir. Ay-
rica bu tasarlanan Nb yapist ile sik dozlamalarin da
azalabilecegi vurgusu yapilmigtir,’!

ZEHIRLENMEDE NB'LERIN KULLANIMI

Nb’ler, akrepler veya yilanlarin neden oldugu zehir-
lenme tedavilerinde de kullanilmistir. Mevcut anti-
venomlar, zehirle agilanmig atlarin ve koyunlarin
kanindan saflastirilmis poliklonal immiinoglobiilin
fragmanlaridir. Bununla birlikte, bu antivenomlar ge-
nellikle diisiik potens, degisken etkinlik ve ciddi yan
etkiler (6rnegin serum hastaligil) gostermektedir.
Kiiciik boyutlar1 ve bir Fc bolgesinin olmamasi ne-
deniyle, Nb’ler viicutta hizla yayilir ve kiigiik toksin-
lere ¢ok yakin bir biyodagilim gosterir. Ayrica toksini
yakalayip notralize ettikten sonra toksin-Nb kom-
pleksi glomertiler filtrasyonla hizla elimine edilmek-
tedir.”>** Hmila ve ark., “Androctonus australis
hector” akrep tlirliniin toksinlerini kullanarak bispe-
sifik Nb (NbF12-10) iretmistir. Farelerle yapilan
deney gruplarinda NbF12-10’un zehirlenmenin iis-
tiinden uzun zaman gegse dahi letal dozundan tama-
men korudugunu gostermistir.>* Bailon Calderon ve
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ark. bu calismalarinda, bir lamay1 Bothrops atrox
yilan tiirliniin toksinleri ile bagisiklastirarak Nb kii-
tiiphanesi olusturmustur. Elde edilen Nb’lerin zehir-
lenme vakalarindaki kanamayir ve kas hasarimi
ndtralize etme yeteneklerinin oldukga tatmin edici ol-
dugu sonucuna vartlmistir.>

KAN BEYIN BARIYERINI GECEN NB'LER

[laglarm gelistirilmesiyle beraber ¢ogu hastaligin te-
davisine ¢are bulunmaktadir. Ancak norolojik hasta-
liklarin ilaglhh tedavisi kan-beyin bariyerinin
[blood-brain barrier (BBB)] bu ilaglarin beyne iletil-
mesini engellediginden dolay1 ¢cogu zaman miimkiin
olmamaktadir. Geleneksel Ab’lerin, BBB’yi gege-
medigi bilinmektedir. Arastirmacilarin son yillarda
daha kiiciik Ab fragmanlarina olan ilgisi bu alanda da
kendine yer bulmustur. BBB’yi gegebilen Nb’lerin
ayni zamanda ndrodejeneratif bozukluklarda hem tes-
his hem de tedavi i¢in biiyiik bir potansiyel oldugu
diistiniilmektedir.>**>’ Nb’ler stabil olmalari, diisiik
izoelektrik noktalarina sahip olmalar1 ve Ab’lere gore
daha kiiciik ebatlar1 nedeniyle BBB’den gecis kabili-
yetleri yiiksektir.!® Wouters ve ark. fare transferrin
reseptorlerine baglanabilen Nb tasarlamistir ve néro-
tensin ile konjuge etmislerdir. Norotensin, 6zellikle
beyinde tespit edildiginde hipotermiye neden olan
ancak kolaylikla BBB’yi gecemeyen bir polipeptit-
tir. Norotensin-Nb yapisinin farelere intravendz en-
jeksiyonu sonucu viicut sicakliginda doza bagimli
diisiisler meydana geldigi goriilmiistiir. Bu goriilen
hipotermik olayin beyne ulasan Nb’ler sayesinde ol-
dugu sonucuna varilmustir.” Li ve ark.nin yapmis ol-
dugu calismada 06zellikle izoelektrik noktas1 yiiksek
olan Nb’lerin BBB’yi direkt olarak gecebildigini ve
hiicre i¢i proteinlere de baglanabildiklerini goster-
mislerdir.>

GORUNTULEME VE TANIDA NB'LER

Kanserin goriintiileme ¢alismalarindaki temel amag,
hastaligin altinda yatan mekanizmalar1 6grenmek ve
erken teshistir. Boylece kanserin daha iyi tanimlan-
masina bagli olarak vefat oranlar1 da oldukca diis-
mektedir. Bu amagcla genellikle niikleer, optik ve
ultrason goriintiileme metotlart Ab veya peptitlere
radyoniiklidlerin konjuge edilmesiyle elde edilmek-
tedir. mAb’lar bu amagcla yogun bir sekilde kullanil-
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maktadir. Ancak biiyiik boyutlarindan dolay: kandan
yavas temizlenmeleri ve doku penetrasyonlariin
diisiik olmasi sebebiyle istenilen diizeyde ve siirede
goriintli elde edilememektedir. Bu yiizden 6zellikle
ayn1 giin sonug elde edilecek goriintiileme izleyici-
leri tasarlamak i¢in yeni hedefleme fragmanlarina ih-
tiya¢ duyulmaktadir. Kararli yapilari, hedefe yiiksek
afiniteleri, homojen doku penetrasyonu, uygulama-
dan kisa bir siire sonra yiiksek bir timor-arka plan
imkani, kii¢iik boyutlar1 ve buna bagl olarak dola-
stimdan hizlica temizlenmeleri nedeniyle Nb’ler
kanserin daha detayli goriintiilenmesinde umut va-
detmektedir. Bundan dolay1 Nb’ler hem in vivo hem
de in vitro goriintiileme yontemleri ile son yillarda
oldukga popiiler hale gelmigtir,'4!5:22:23.26.59.60 K gn-
seri belirlemek ve evrelerini tanimlamak i¢in genel-
likle tek fotonlu emisyon tomografisi [single photon
emission computed tomography (SPECT)], pozitron
emisyon tomografisi [positron emission tomography
(PET)], bilgisayarl tomografi [computed tomog-
raphy (CT)], optik goriintiilleme ve ultrason tabanli
gorlintiileme yontemleri kullanilmaktadir.®! Sekil
4’te Nb tabanli goriintiileme yontemleri sematize
edilmistir.

NUKLEER GORUNTULEME

PET, CT ve SPECT niikleer goriintiileme yontemle-
rinin baslicalaridir. SPECT’de gama yayan izotoplar
(iyot-123, teknesyum-99m vb.) kullanilirken, PET
icin pozitron yayan izotoplar (galyum-68, flor-18 vb.)
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin cerrahi girigim ol-
madan uygulanmasi, yiiksek hassasiyetle goriintii
elde edilmesi, pratik olusu ve uygun maliyetli olmasi
gibi ¢esitli avantajlar1 bulunmaktadir. mAb’lar ve
Nb’lere konjuge edilen radyoizotoplar hedefe yone-
lik goriintiilemede tercih edilmektedir.>6?

Vosjan ve ark.nin yaptig1 bu ¢alisma Nb’lerin
teshis amagl goriintiilemedeki ilk kullanimlarindan
biridir. EGFR’yi hedefleyen bir Nb olan 7D12, yari-
lanma siiresi oldukca kisa bir radyoniiklit olan 68Ga
ile isaretlenmistir. A431 timdriine sahip farelerde ya-
pilan biyodagilim caligmalar1 sonucunda yiiksek
timor alimi goriilmiistiir. Ayrica PET goriintiileme
calismalarinda iyi arka plan kontrasti gézlemlenmis-
tir.®* Huang ve ark., bu ¢caligmada EGFR’ye 6zgii bir
Nb (8B6) ile niikleer goriintiilemede kullanilan bir
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Nanoantikor-Nikleer goriintiileme
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Nanoantikor-Optik goriintiileme
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Nanoantikor-Ultrason goriintiileme

SEKIL 4: Nanoantikor tabanli goriintileme. a) Niikleer goriintileme
b) Optik goriintileme c) Ultrason goriintileme.

radyoniiklid olan *™Tc¢’yi etiketlemistir. *™Tc-8B6
Nb’si hem saglikli hem de tlimorlii fareler {izerinde
denenmistir ve goriintiileme ¢aligmalar1 i¢in uygun
oldugu goriilmiistir.* Xavier ve ark. tarafindan ya-
pilan bu ¢alismada PET goriintiilemede siklikla kul-
lanilan bir radyontiklid olan 18F ile anti-HER2 Nb’si
(2Rs15d) ve kontrol grubu olarak hedefleme 6zelligi
olmayan Bcll10 Nb’si konjuge edilmistir. Timorli
siganlarda yapilan PET/CT goriintiilemelerinde
2Rs15d’in kontrol grubuna kiyasla hem ¢ok daha
yogun timor alim1 hem de ¢oziiniirligii yiiksek go-
rintiiler elde edilmistir. 18F-2Rs15d i¢in tiimor-kas
ve timor-bobrek oranlar sirasiyla 22, 0,8 ve 18F-
Bcll10 igin 1,2 ve 0,1 olarak bulunmustur.® Keya-
erts ve ark. meme kanserli 20 kadinda HER2
ekspresyonunun tayini i¢cin PET/CT goriintiileme me-
todu kullanmigtir. Bu ¢alisma radyoaktif etiketli, Nb
bazli ilk insan Faz I ¢alismasidir. Anti-HER2-Nb
(2Rs15d) 68Ga ile isaretlenmistir. Hastalarda her-
hangi istenmeyen bir durumun goézlemlenmedigi bu
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uygulamada kandan hizli bir sekilde temizlenmesin-
den dolay1 yanlis pozitif sonuglar goriilmemistir ve
uygulamadan yaklasik 1 saat sonra goriintiileme ger-
¢eklesmistir.%

Nb’nin goriintiileme ¢alismalarinda kullanimi
bobreklerde yiiksek oranda birikmelerinden dolay1
dezavantaj olusturmaktadir. Bunun baslica nedeni-
nin megalin reseptorii oldugu distiniilmektedir. Me-
galin, 6zellikle proteinlerin proksimal tiibiilde geri
emiliminden sorumludur. Reseptorleri hedefleyen
Ab bazli radyofarmasétiklerin, renal reabsorbisyo-
nunu minimuma indirmek i¢in bazi uygulamalar ge-
listirilmistir. Katyonik 6zellikteki bazi aminoasitlerin
(arginin, lizin veya cesitli kombinasyonlar1) infiiz-
yonu esnasinda bir sakkarit molekiiliiniin ilave edil-
mesi ya da peptitlerin anyonik o6zelliklerinin
artirtlmasi gibi stratejiler uygulanmaktadir. Tchouate
Gainkam ve ark.nin yapmis oldugu ¢aligmada mega-
lin reseptoriiniin Nb’lerin bobreklerdeki birikimi iize-
rine etkisi incelenmistir. Calisma sonucundaki
goriintiilerde megalinin *™Tc etiketli 7C12 Nb’nin
bobreklerde birikmesinde dnemli rol oynadigr go-
riilmiistiir. Ayrica megalin yoniinden eksikligi olan
farelerle yapilan ¢alismanin SPECT/microCT goriin-
tiileri sonucu renal birikimin daha az oldugu tespit
edilmistir [megalin nakavt fareler: 105,84+6,54 %IA
g-1, megalin eksprese eden fareler: 216,56+6,52 %IA
g-1 (IA: injected activity); p<0,05].¢

OPTIK GORUNTULEME

Optik goriintiileme, arastirma ¢aligmalarinda ve kli-
nikte kanserlerin gorsellestirilmesini ve karakterizas-
yonunu saglayan bir ¢esit molekiiler goriintiileme
yontemidir. Bu amagla en ¢ok floresan goriintiileme
kullanilmaktadir. Diger goriintiileme yontemlerine
gbre bazi avantajlar1 mevcuttur. Oncelikle kisinin
radyasyona maruz kalmamasindan dolay1 giivenilir
bir metottur. Ayrica pratik olusu, ekonomik olmasi
ve yiiksek ¢oziintirliiklii goriintiiler elde edilmesi de
tercih sebepleri arasindadir. Bu yontemin kisa stirede
goriintli olusturabilmesi, arastiricilara gergek zamanl
bilgiye ulasma imkani sunmaktadir. Nb’ler optik go-
rlintiileme izleyicilerinin hedeflendirilmesinde uygun
adaylardir. 4596869

Oliveira ve ark. tarafindan yapilan bu ¢aligmada
optik goriintiileme amagli bir anti-EGFR Nb’si olan
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7D12 ile bir monoklonal Ab olan Setuksimab’in kar-
silastirilmasi yapilmistir. Nb7D12 ve Setuksimab
yakin kizilotesi florofor IRDye800CW ile modifiye
edilmistir. 7D12-IR yarim saat sonunda A431 kse-
nogreftleri tasiyan farelerin tiimorlii hiicrelerini go-
riintlilemeyi basarirken, Setuksimab-IR bu siire
zarfinda herhangi bir sinyal olusturmamistir. 7D12-
IR enjeksiyonundan iki saat sonra ve setuksimab-IR
enjeksiyonundan 24 saat sonra en ideal goriintiiler
tespit edilmistir. Ayn1 giin olarak adlandirilan bu go-
riintilleme yonteminde, yeniden hastaneye yatis ve
ekstra radyasyona maruz kalma 6nlenebileceginden,
klinik dncesi veya klinik goriintiilemede 6zellikle ter-
cih edilmektedir.” CEACAMS5, kolorektal kanser va-
kalarinda fazla eksprese edilen bir reseptordiir. Bu
yiizden kolorektal kanserinin goriintiilenmesinde
onemli bir hedef olarak goriilmektedir. Konvansiyo-
nel floresan goriintiileme metodu olan NIR-I, sinirlt
doku (1-6 mm) penetrasyonuna sahiptir. Yeni nesil
ikinci yakin kizil6tesi uygulamasi olan NIR-II ise ¢ok
daha derin doku (<20 mm) penetrasyonuna sahiptir.
Guo ve ark.nin ¢calismasinda bir anti-CEACAMS Nb
(2D5) tasarlanmistir ve IRDye800CW ile etiketlen-
mistir. 2D5-IRDye800CW yapisinin ¢ok iyi ¢oziinir-
liige sahip gorintiiler olusturdugu ayrica doku
sacilmasimin da minimum diizeyde oldugu tespit edil-
mistir.”! Kijanka ve ark.nin yaptigi bu calismada,
meme kanserinde yiiksek ekspresyonu olan CAIX’i
hedefleyen VHH B9 ve HER2’yi hedefleyen VHH
11A4 Nb’lerin kullanilmstir. Ttimdr-arka plan (T/B)
oraninin yiiksek olmasi goriintiilemede oldukga 6nemli
oldugundan, ¢alismada T/B oraninin kontrol grubuna
(hedefli olmayan bir Nb; VHH R2) gore yiiksek olup
olmadig1 degerlendirilmistir. VHH B9 ve VHH 11A4
florofor IRDye800CW ile etiketlenmistir. Sonuglar,
hedefli Nb’lerin hedeflenmeyen Nb’ye gore daha
yiiksek bir T/B orani oldugunu gostermektedir.®!

ULTRASON GORUNTULEME

Ultrason goriintilleme, organ ve dokulardan gelen ses
dalgalarinin toplanip 6lglilmesi ile belirlenen bir yon-
temdir. Radyasyonsuz olmasi, ger¢cek zamanl go-
rintii elde edilebilmesi ve ekonomik olmasindan
dolayi klinikte en yaygin kullanilan goriintiileme yon-
temlerinden biridir. Mikro ve nano kabarciklar, ult-
rasonda siklikla kullanilan kontrast maddeler olarak
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tasarlanmistir ve bunlarin hedeflendirilmesi ile bol-
geye Ozgii goriintiileme yapilabilmektedir.?*-2672%73
Hernot ve ark. ¢alismada biotin-streptavidin koprii-
leme yOntemi ile vaskiiler hiicre adezyon proteini 1’1
[Vascular cell adhesion protein (VCAM1)] hedefle-
yen bir Nb’si (¢cAbVCAMI1-5) mikro kabarciklarin
ylizeyine konjuge etmistir. VCAM-1" fazlaca ifade
eden MC38 timor fare modelinde yapilan ultrason
goriintiilemesinde enjeksiyondan 10 dk sonra basa-
rili sonuglar elde edilmistir.” Fan ve ark.nin bu ¢a-
ligmasinda prostat kanseri biyobelirteci olan, prostata
0zgii zar antijeni ile Nb’ler konjuge edilerek ultraso-
nik goriintiileme i¢in nanokabarciklar tasarlanmstir.
Kontrol grubu olarak da hedefli olmayan nanokabar-
ciklar kullanilmigtir. Ultrasonografik goriintiilemede,
Nb-nanokabarciklar konjugatlar1 bos nanokabarcik-
lardan ¢ok daha yiiksek pik yogunlugu ve daha uzun
stire gortintii olusturmustur.”

I SONUGLAR VE GELECEGE BAKIS

Nb’ler kiiclik boyutlari, saglamliklari, biiytlik 6lgekli
tiretimlerinin kolay olmasi1 ve antijen hedefleme kap-
asitelerinin yiiksek olusu gibi avantajlari nedeniyle
uzun zamandir arastiricilarin dikkatini bu yone ¢ek-
mistir. Geleneksel monoklonal Ab’lere alternatif ola-
rak diisiiniilen bu kii¢iik Ab fragmanlari ile ilgili kesif
caligmalar1 her gecen giin artmaya devam etmekte-
dir. Yeni nesil hedefli ilag tastyici sistemler olan na-
noantikorlar, saglikli dokularda daha az biriktiginden
ilaca bagl yan etkiler biiyiik oranda azalir ve bu
yoniiyle de gelecekteki aragtirmalara 151k tutmasi
beklenmektedir. Nb-ilag/toksin ve nanoantikor-
goriintiileme ajan1 konjugatlari teshis ve tedavideki
basarilar1 nedeniyle klinik denemelerde kendilerine
yer bulmaktadir. Ancak tam olarak fayda saglayabil-
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mesi i¢in yine de bazi sorunlar1 barindirmaktadir.
Bobrekten hizli temizlenmesi goriintiileme igin iste-
nen bir 6zellik olsa da tedavi amagli kullanimlari i¢in
bir dezavantajdir ayrica renal toksisiteyi de artiran bir
unsurdur. iImmiinojeniklikleri diisiikk olmasina rag-
men “insanlagtirma” ¢aligmalariyla bu oran en asgari
diizeye indirilmektedir. Nb’lerin ¢esitli hastaliklarin
klinik oncesi denemelerinde ayrica SPECT, PET,
optik ve ultrason goriintiileme yontemlerinde tani
amach kullanimi yayginlagsmakta olup ilerleyen za-
manlarda daha da artmasi beklenmektedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag¢ firmasindan, tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamigtir.

Cikar Catismast

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iliskisi, danigmanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlart yoktur.
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