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TESEKKUR
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OZET

Oztiirk, K., Anti-VEGFR-1 Monoklonal Antikor ile Konjuge Edilmis
Gemsitabin Yiiklii Dendrimerlerin Pankreas Kanserine Aktif Hedeflendirilmesi
ve In vitro/In vivo Olarak Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Teknoloji Program Doktora Tezi, Ankara, 2015.
Pankreas kanseri ABD’de kansere bagli oOliimler arasinda dordiincii siradadir.
Antimetabolit niikleozit analogu olan gemsitabin, insan solid tiimorlerine kars1 genis
bir sitotoksisite spektrumuna sahiptir. Ancak bu etkisi kandaki kisa yarilanma
omriinden dolayr sinirlanmaktadir. Gemsitabinin in vivo stabilitesini artirmak ve
toksisitesini azaltmak i¢in, sudaki yliksek ¢oziiniirliikleri, monodispers partikiil boyut
dagilimlan ile 6zellikle antikanser ilaglarin tasinmasinda ¢ok uygun tastyicilar olan
dendrimerler kullanilmistir. Tez ¢alismasinda orijinal olarak sentezlenen PAMAM
dendrimerlerine gemsitabin HCI yiiklenmis, dendrimerin yiizeyi PEG 2000 ile
modifiye edilmis ve timodre hedeflendirme saglamak amaciyla anti-VEGFR-1 ile
konjuge edilmistir. Sentezlenen dendrimerler, ATR, NMR ve MALDI-TOF analizleri
ile dogrulanmistir. Gemsitabin HCI i¢in modifiye edilen HPLC miktar tayin yontemi
valide edilmistir. Gemsitabin HCIl’lin dendrimerler ile inkliizyon kompleksleri
hazirlanmistir. Hazirlanan kompleksler, DSC, partikiil boyutu, zeta potansiyeli,
enkapsiilasyon etkinligi, in vitro salim agisindan degerlendirilmistir. Sitotoksisite
deneyleri, hiicre igine alim ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Immiin sistemi
baskilanmis farelerde pankreas kanseri gelistirilmis ve bu fareler tiimore
hedeflendirilmis dendrimerler ile tedavi edilmeye g¢alisilmistir. Floresan isaretleyici
olarak rodamin 123 kullanilarak, hiicre i¢ine alimlari izlenmistir. Hiicre kiiltiirii
deneyleri  sonucunda anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmis  dendrimerlerin
hedeflendirilmemis olanlara gore hiicre igine daha ¢ok alindigi akis sitometri ve
floresan mikroskobu ile gosterilmistir. In vivo deneyler sonucunda ise tiimore
hedeflendirilen dendrimerlerin timériin  kiigiiltilmesinde, gemsitabinle yapilan
standart tedavi yaklasimina ve hedeflendirilmemis dendrimerlere gore daha etkili
oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Dendrimer, Nanoteknoloji, Gemsitabin, Pankreas kanseri, hiicre
kultiri, CFPAC-1, nude fare

Destekleyen Kurumlar: TUBITAK, Bilimsel ve Teknolojik Arast. Pro. Destekleme
Pr.
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ABSTRACT
Oztiirk, K. Active Targeting of Anti-VEGFR-1 Monoclonal Antibody
Conjugated, Gemcitabine Loaded Dendrimers to Pancreatic Cancer and In
Vitro-In Vivo Evaluation, Hacettepe University Institute of Health, Doctorate
Thesis in Pharmaceutical Technology, Ankara 2015. Pancreatic cancer is the forth
most deadliest cancer in the USA. Gemcitabine, a nucleoside analog, has a wide
cytotoxicity spectrum against human solid tumor. However, this impact is typically
limited, due to its short half-life in blood. In order to increase the in vivo stability and
decrease the toxicity of gemsitabin, dendrimers were used. Due to their high
solubility in water, monodisperse particle size distribution, dendrimers are very
suitable carriers especially for anticancer drugs. Gemsitabin HCI was encapsulated
into PAMAM dendrimers, which were originally synthesized within the scope of the
thesis study. The surface of the dendrimer was modified by PEG2000 and conjugated
with anti-VEGFR-1, in order to target pancreatic tumor. Synthesized dendrimers
were characterized by ATR and NMR techniques, and antibody conjugation was
verified by NMR and MALDI-TOF analyses. Quantification method with HPLC for
gemsitabin HCI, was modified and the developed analytical method was validated.
Prepared complexes were evaluated in terms of DSC analysis, particle size, zeta
potential, encapsulation efficiencyy, and in vitro release. Cytotoxicity experiments of
cells and cellular uptake studies were performed. Furthermore, pancreatic
carcinogenesis was applied to nude mice and it is attempted to cure these mice with
tumor-targeted drug carrier systems. Rodamin 123 was encapsulated to dendrimers
as fluorescent probe, and cellular uptake was observed. As a result of cell culture
experiments, it was showed by flow cytometry and fluorescent microscope that
cellular uptake by VEGFR-1 positive cells of dendrimers targeted by anti-VEGFR-1
was more than that of non-targeted dendrimers. As a result of in vivo experiments, it
was found that dendrimers targeted to tumors were more effective in shrinking the
tumors than standard cure approach and non-targeted dendrimers.
Keywords: Dendrimer, Nanotechnology, Gemcitabine HCI, Pancreas cancer, cell
culture, CFPAC-1, nude mice
Supported by: TUBITAK 1001, Scientific and Technological. Res. Projects Funding
Pr.
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1. GIRIS ve AMAC

Pankreas kanseri Amerika Birlesik Devletleri’nde kansere bagli 6liimler arasinda
dordiincii siradadir ve 2020 yilinda ikinci siraya yiikselmesi ongoriilmektedir. En
Oliimciil kanser tiirii olan pankreas kanserinde hastalarin bes yil hayatta kalma
orant % 6’dir, Ote yandan hastalarin % 73’ teshis edildikleri ilk yil iginde
kaybedilmektedir.

Pankreasin ya da diger bir organin kanseri, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmas1 olarak
karakterize edilmektedir. Kanser hiicreleri apoptozisten kaginabilen, kendi ¢ogalma
sinyallerini tiiretebilen ve c¢ogalmanin inhibe edilecegi sinyallere karsi direngli
hiicrelerdir. Kanserin 2-3 mm®ten daha biiyiikk bir boyuta erisebilmesi igin
anjiyogenez olarak isimlendirilen yeni damar olusumu gerekmektedir. Fakat olusan
bu timor damarlanmasi yapisal ve fonksiyonel olarak normal olmayan
organizasyonu bozuk bir damarlanmadir. insan pankreas kanseri, teshisinin zorlugu
ve tedavi seceneklerinin azligi nedenleriyle tiim kanser tiirleri arasinda 5 yillik
hayatta kalma orani en diisiik olan kanser tiiriidiir. Bu nedenden dolay1r pankreas
kanseri tedavileri segenekleri gelistirilmelidir.

Pankreas kanserinin birincil tipi pankreatik adenokarsinomadir ve tiim vakalar
arasinda % 95’lik bir orana sahiptir. Pankreatik adenokarsinoma pankreasin ekzokrin
fonksiyonunu etkilemektedir. Tiimoriin pankreas igerisinde nerede gelistigi teshis
edilme evresi ve tedavi sonucu ile yakindan ilintilidir.

Sentetik, pirimidin niikleozid ve antineoplastik etkili bir madde olan, gemsitabin
(2',2'-diflorodeoksisitidin), lokal ileri pankreas kanseri ve metastatik pankreas
kanserinde giiniimiizde standart tedavide tercih edilen en 6nemli antikanser molekiil
durumundadir. Gemsitabin HCI’iin (GEM), Eli Lilly Firmasi’nin GEMZAR® isimli
ticari {irinii, ilk onaymi 1996 yilinda FDA (Amerika ila¢ ve Gida Kurumu)
tarafindan kanser tedavisindeki kullanimi i¢in almistir. Gemsitabin cok hizli ve
yaygin bir sekilde, kanda, karacigerde, bobrekte ve diger dokularda, sitidin deaminaz
tarafindan deaminasyona ugrayarak inaktif formu olan 2°, 2’- diflorodeoksiiiridin
(dFdU)’e doniisiir ve idrarla atilir. Gemsitabinin kanda kalis siiresi ¢ok kisadir (8-17
dakika). Terapétik ilag seviyesine ulasmak igin, gemsitabin giiniimiizde 1000 mg/m?
olacak sekilde ve 30 dakikalik intreven6z (iv) infiizyonu seklinde uygulanmaktadir.

Gemsitabin tek bagina kullanildiginda pankreas kanseri ve kiiciik hiicreli akciger



kanserinin tedavisinde endikedir, aynt zamanda bir¢ok solid tiimdre karsi etkin
oldugu gbosterilmistir. Insanlarda, solid tiimorlere karsi genis bir sitotoksisite
spektrumuna sahip olan, suda ¢oziinen antimetabolit niikleozid analogu olan
gemsitabinin antikanser etkinligi kisa yar1 omrii nedeniyle kisithidir. Diisiik molekiil
agirliklt antikanser ilaglarin yiiksek dozlarda kullanimi, viicutta kontrolsiiz ve
rastgele dagilacag icin, hastalarda spesifik olmayan toksisitelere neden olmaktadir.

Dendrimerler, monodispers (polimer gibi ortalama molekiil agirligindan degil,
aslinda biiylik olmalarina ragmen kiigiik bir molekiil gibi tek bir molekiil agirligina
sahip olmalar1 biyolojik ¢alismalar i¢in ¢ok Onemli bir istiinliiktiir), ti¢ boyutlu,
yiikksek oranda dallanmis, makromolekiiler olarak tanimlandirilirlar (1-100 nm).
Yiiksek yiikleme kapasitesi, kolay sentezlenebilir olmalari, stabiliteleri, istenildigi
sekilde fonksiyonellestirilebilir olmalari, aktif hedeflendirmedeki etkinlikleri,
parenteral, transdermal ve oral uygulanabilirlikleri dendrimerlerin en Onemli
istiinliikleri olarak goriilmektedir. Dendrimerler; gerektiginde suda c¢oziiniirligi
olmayan etkin maddelerin ¢oziiniirlestirilmesinde, teshis isleminde, bunlarin yan sira
kontrollii ve siirekli salim saglayan sistemlerin hazirlanmasi ve diger nanomedikal
amaclar icin basarili bir sekilde kullanilabilmektedirler. Bu nanotasiyicilar son
zamanlarda, yiizeylerinin fonksiyonellestirilmesi, antikanser ilaglarin ve anti-HIV
ilaglarin hedeflendirilmesi i¢in yogun olarak arastirilmaktadirlar.

Aktif hedeflendirme stratejisi, tanima ligandlar1 kullanilarak etki bdlgesine etkin
madde-nanotagtyict  konjugatinin taginmasina dayanir. Konjugatlarin yiizeyine
antikorlar, diisiik molekiillii ligandlar, 6rnegin folik asidler ve peptidler baglanir.
Aktif hedeflendirme stratejisi, fiziksel uyarilarin (6rnegin sicaklik, pH, manyetik
alan) kullanilmasiyla da elde edilebilir. Timdrdeki reseptore ya da antijene spesifik
olarak hedeflendirmede terapotik maddenin direkt tiimor hiicrelerine yonlendirilmesi
amaglanmaktadir. Tiimor hiicreleri bir takim reseptér ya da antijenleri normal
seviyede ya da cok yiiksek seviyede eksprese etmektedir. Bu yapilar aydinlatildig:
icin antikorlar, kiiclik molekiiller ya da hedef bolgeyi taniyip oraya baglanabilecek
peptidler kullanilarak tiimore hedeflendirme yapilabilir.

Kanserin en oOnemli ayiric1 6zelligi olan anjiyogenez, onkolojide terapotik
yaklasimlarin odagi haline gelmistir. Pro- ve antianjiyogenik faktorlerin kompleks

sistemleri arasinda, vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF) tiimor



anjiyogenezinde anahtar bir aract olarak ve klinik uygulamalarda tanitilmig
antianjiyogenik maddelerin hedefi olarak goze carpmaktadir. Yapilan calismalar,
epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve VEGF yolaklarinin insan pankreas kanserinde
bliyiik miktarda aktive oldugunu gostermektedir. Epidermal biiylime faktorii
reseptOrii ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorlerinin ekspresyonlari
pankreas kanserinin tanisinda kullanilabilmektedir.

Yogun arastirmalara konu olan pankreas kanserinin tedavisindeki zorluklar ve
gemsitabininin antitiimor etkinliginin, biyoyararlaniminin artirilmasi ve toksik yan
etkilerini azaltilmasi tez galigsmasi kapsaminda da arastirilmis ve ¢6ziim sunulmaya
calistlmistir. Bu ¢alismanin amaci, kandaki yarilanma omrii ve in vivo stabilitesi
diisiik gemsitabin HCI’lin hem in vivo stabilitesini artirmak hem de toksik yan
etkilerini azaltarak antitiimor etkinligini artirmak amaciyla, gemsitabini tiimore aktif
olarak hedeflendirmektir. Bunu basarabilmek i¢in ilag tasiyici sistem olarak 4,5.
jenerasyon poli(etilen glikol) (PEG) ¢ekirdek yapisina sahip dendrimerler
kullanilmistir. Dendrimerlerin, retikiilo endotelyal sistem tarafindan alimini azaltmak,
hedeflendirme ligandi ve hedef bolgedeki reseptor ile baglanma etkinligini artirmak
amaciyla yiizeyleri PEG 2000 ile modifiye edilmistir. Bu modifikasyonun ardindan
yiizeydeki PEG molekiillerinin u¢ kisimlarinda yer alan serbest amin gruplar
araciligr ile dendrimer yapisina vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-1 reseptor
antikoru (anti-VEGFR-1, anti-Flt-1) konjuge edilmistir. Anti-VEGFR-1 hem
calismada kullanilan insan pankreas kanser hiicrelerinde yiiksek seviyede eksprese
edilmesi hem de antianjiyogenik hedeflendirme stratejisinden faydalanmak igin
secilmistir. Hiicre kiiltiirii ve in vivo hayvan deneyleri gelistirilen ilag¢ tasiyici

sistemin pankreas kanseri tedavisine dnemli bir katki saglayacagini gostermektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Nanopartikiiler fla¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanoteknoloji, gliniimiizde fiber, tekstil, tarim, elektronik, adli tip, uzay ve
tip alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyopargalanabilir nanopartikiiller,
ilag arastirmalarinda siklikla suda ¢o6ziinen ya da ¢6ziinmeyen etkin maddelerin
biyoyararlanimini, ¢oziiniirliigiinii, kanda kalig siiresini uzatarak terapdtik
etkinliklerini artirmak i¢in kullanilir. Nanopartikiil ilag formiilasyonlar: hastalarin
harcamalarin1 ve toksisite riskini azaltir. Etkin maddelerin nanoenkapsiilasyonu
onlarin etkinligini, 6zgiinliigiinii, tolere edilebilirligini ve ilaca bagl terapdtik
indeksini artirir. Nanotip, etkin maddenin erken degradasyonunun o6nlenmesi,
biyolojik ¢evre ile etkilesiminin azaltilmasi, istenen doku tarafindan
absorbsiyonunun artirtlmasi, biyoyararlaniminin, kanda kalis siiresinin iyilestirilmesi
ve hiicre igine penetrasyonunun artirilmasi gibi bir¢ok amaca hizmet etmektedir.
Kanser, AIDS, diyabet, malarya, prion hastaligi, tiiberkiiloz gibi tedavisi zor olan
hastaliklar i¢in gelistirilen ve arastirmalari siiren bir¢ok nanopartikiil formiilasyonu
bulunmaktadir. Bu formiilasyonlarin bazilar1 onaylanip klinikte kullanim sansi
bulmugsken, biiyiik bir cogunlugu da faz calismalarinin farkli evrelerinde test
edilmektedir. Nanopartikiil formiilasyonunun basarisi, yiiksek enkapsiilasyon
etkinliginin elde edilmesini saglayan, etkin maddenin biyoyararlanimmi ve kanda
kalig siiresini artirict polimerin se¢imine baglidir (2).

Nanopartikiillerin genel 6zellikleri; ortalama 1-1000 nm boyutunda olmali,
molekiillerin fiziksel veya kimyasal Ozelliklerini kontrol amaciyla tasarlanmali,
molekiillerle kompleks olusturabilmelidir. Bu kompleksler, ilacin polimerik yiizeye
tutturulmast ya da iginde c¢ozindiiriillmesi veya hapsedilmesi ile elde edilir.
Lipozomlar, kati lipid partikiiller, miseller, kiireler, dendrimerler, konjugatlar,
hidrojeller vb. olmak tizere ¢gesitli nanotasiyici sistemler vardir.

Ideal bir makromolekiiler ilag tasiyic sistemin ya da biyomedikal tasiyicinin
tasimasi gereken ozellikler (3):

e Etkin madde veya goriintiileme maddesinin ylik hacminin sekli ve boyutu
tizerindeki yapisal kontrol

e Biyouyumlu ve toksik olmayan polimer fonksiyonu



e Yiksek etkin madde ve goriintileme maddesi kapasitesi ile kesin, nano
boyutta tasiyici ve/veya yapi iskelesi olusturabilme 6zelligi

e Immiinojenik olmama

e Terapoétik tasiyict veya goriintiileme maddesinin sitoplazma veya g¢ekirdekte
uygun bir sekilde hiicresel adezyon, endositoz ve hiicreler arasi hareket
ozelliklerinin olmasi

e Kabul edilebilir biyoeliminasyon veya biyopar¢alanma

e Kontrollii veya harekete gecirilebilir ilag salim1

e ilacin hedef hiicrelere gegisi sirasinda molekiiler diizeyde izole edebilmesi ve
inaktivasyona kars1 koruyabilmesi

e Spesifik olmayan hiicresel ve kan proteinlerine baglanma 6zelliginin
minimum seviyede olmasi

e Klinikte kullanim i¢in sentezinin kararli ve tekrarlanabilir olmasi.

Polimerik  sistemler; ¢ok sayida tekrarlanan birimlerden olusan
makromolekiillerdir. Bu sistemlerde ilag saliminda kullanilan en yaygin
mekanizmalar; ¢oziinme, difiizyon ve erozyondur (4). Nanotasiyict sistemlerde dogal
sentetik polimerler kullanilabilmektedir. Polimerlerin biyolojik uyumlu olmasi

gerekir. Ilag salintmmi degistirebilmek igin polimerlerin 6zellikleri iyi bilinmelidir.
2.1.1. Dendrimerler

Dendrimerler, birbirini ardisik olarak tekrarlayan monomerlerin basamak
basamak eklenmesiyle merkezden (gekirdekten) yilizeye dogru biiyiitiilerek
sentezlenen kiiresel makromolekiillerdir (5). Polimer kimyasi agisindan dendrimerler,
agac seklinde, ii¢ boyutlu yapida, monodispers makromolekiillerdir. Dendrimerler
cekirdek, dallar ve reaktif fonksiyonel gruplar olmak iizere ii¢ kisimdan olugmaktadir.
Terminoloji olarak, dendrimer, Yunanca’da aga¢ anlamina gelen “dendron”
sozciiglinden gelmektedir. Arborollar ve kademeli molekiiller de dendrimer teriminin
es anlamlilar1 olmasma ragmen, uluslararasi terminolojide kabul edilen terim
“dendrimer”dir. Dendrimerler karakteristik olarak ¢ekirdek etrafinda simetrik ve kiire
bi¢iminde ii¢ boyutlu bir sekil olustururlar (Sekil 2.1.) (6). Dendron terimi ise
dendrimerden farkli olarak; genellikle kimyasal olarak belirlenebilen bir odak noktas1

igerir (7).



Dendritik molekiiller adim adim ilerleyen, diizenli ve yenilenen reaksiyon
adimlar1 ile sentezlenirler. Her yenilenme daha biiylik dendrimerik yapinin
olusmasin1 saglar. Ozel olarak gelistirilmis reaksiyonlar ile iiretilen dendrimerlerin
sentezi kontrollii reaksiyonlara iyi bir ornektir. Her yeni tabaka ug¢ grup olarak
adlandirilan aktif kisim sayisini iki veya li¢ katina ¢ikararak yeni bir jenerasyon

olusturur (8).

DALLANMA
NOKTALARI

JENERASYON
NUMARASI

UG GRUPLAR ODAK NOKTASI

DENDRIMER DENDRON

Sekil 2.1. Dendrimer ve dendronun yapisi

Dendrimerler {ic ana kisima ayrilabilirler; cekirdek, i¢ bosluk, dis yiizey
grubu. Bir dendrimere, bu {i¢ ana parca kontrollii bir sekilde degistirilerek
¢oziinlirliik, termal stabilite ve ilag tasimmasinda ligand baglama gibi farkh
fonksiyonlar kazandirilabilir. Sentetik proseslerle dendrimerlerin biiyiikligi ve
dallanma sayilar1 kesin olarak belirlenebilir. Dendrimer sentezi i¢in tanimlanan iki
sentez yontemi vardir; iraksak (divergent) sentez, yakinsak (convergent) sentez.
Ancak asil reaksiyon aktif bolgeleri korumak i¢in bircok adimdan olusur. Bu yiizden
bu iki metotla da dendrimer sentezlemek zordur. Bu da dendrimerleri yapimi zor ve

pahali lirlinler yapmaktadir (9).
Dendrimerlerin Sentezlenme Stratejileri
Iraksak Sentez

Iraksak dendrimer sentezi dendrimer yapisinin etkin bir bicimde ¢ekirdekten

perifere dogru monomer initelerinin basamak basamak eklenerek olustugu bir



yontemdir. Spesifik olarak 1raksak sentez ¢ok fonksiyonlu 6ncii ¢ekirdek bolgesine
monomer initelerinin baglanmasiyla baslatilir ki burasi ana dendrimerin yilizeyine
yap1 taslarinin ardisik bir bicimde eklenmesiyle dendrimer jenerasyonunun arttigi
yerdir (Sekil 2.2). Tomalia ve dig. N-(2-aminoetil) akrilamid monomerlerini
amonyak ¢ekirdek yapisina baglayarak poliamidoamin (PAMAM)-NH; elde etmek
amaciyla bu stratejiyi kullanmiglardir (10).

Her bir dallanma ftinitesi akrilat esterin amonyak ¢ekirdegine Michael ekleme
yontemi ile eklenmesini takiben etilendiaminin fazlasiyla amidasyon islemi yapilmak
lizere iki basamakli seri seklinde sentezlenir. Ilk basamak yarim jenerasyon

dendrimer elde edilmesini saglarken etilendiaminin eklenmesiyle tam jenerasyona

gegilir.
Q @ Q@ @
\ \
Y {
¥ Y
z-——/‘ \Z—z
@ !
Sekil 2.2. Dendrimerlerin 1raksak yontemle sentezinin sematik olarak
gosterilmesi.

Sekil 2.2°de goriildiigii gibi bu sentez ¢ok fonksiyonlu bir ¢ekirdek (11) ile
baslatilir, bu ¢ekirdek dallanmis monomerin (mavi) kimyasal olarak aktive edilmis
odak noktas1 (Y) ile birinci jenerasyon dendrimer elde etmek {izere reaksiyona girer.
Yiiksek jenerasyonlar fonksiyonel kimyasal grupla (Z) sonlanan bir dendrimer

iiretmek iizere dallanmis monomerlerin tekrarl bir sekilde eklenmesiyle sentezlenir.
Yakinsak Sentez

Yakinsak dendrimer sentezi 1raksak yontemin eksikliklerini gidermek
amactyla gelistirilmistir. Reaksiyon kii¢iik molekiillerle baslayarak kiirenin
yiizeyinden i¢ kisimlarina dogru devam eder, son olarak bir ¢ekirdege baglanir ve

son bulur (Sekil 2.3). Bu metotta safsizliklar1 gidermek ve hatalar1 yok etmek ¢ok



daha kolaydir, bu metotla iiretilen dendrimer daha simetrik ve tek tip dallanmis
sekilde elde edilir. Ancak, dendrimer sentezinde bu yontem pek kullanilmamaktadir.
Bunun nedeni, bu yontemde ¢ekirdek etrafinda toplanmalar ve sterik etkiden dolay1
siirli olmasidir (12). Yakinsak yonteminin kullanilmasindaki sakinca, dendrimerin
biiyiik dendronlardan izole edilmesi i¢in gerceklestirilen saflastirma islemlerinin zor
olmasidir. Bunun sebebi sentezlenen molekiil ve baslangi¢ dendronlarinin arasindaki
molekiil agirliklart farkinin az olmasidir. Iraksak yontemde bu farkliligin ¢ok olmasi
diyaliz gibi basit saflastirma yontemlerine imkan verirken, yakinsak yontemde bu
imkandan yeterince faydalanilamamaktadir; geriye en énemli yontem olarak kolon
kromatografisi kalmaktadir (duruma gore ¢oktiirme ve yeniden kristallendirme gibi
yontemler de siklikla bagvurulan tekniklerdir). Sentez basamaklarinin sayisinin hem
yakinsak hem de iraksak yontemde benzer olmasina ragmen, yakinsak yaklasimda
sonug¢ dendrimer iriiniiniin daha homojen bir dagilima sahip oldugu goriilmektedir
(12). 1990 yilinda Hawker ve Frechet isbirligi i¢inde polieter dendrimer sentezlemek
lizere yakinsak yaklasimla bir sentez yaymnlamislardir. Bu yaklagimda 3,5-
dihidrobenzil alkol tinitelerinin aktive edilmis benzil bromide baglanmasiyla birbirini

izleyen jenerasyonlarin elde edilmesi amaglanmistir (13).

Sekil 2.3. Yakinsak yontemle dendrimer sentezinin sematik gosterimi.

Sekil 2.3’te gorildiigii gibi, dendrimer ylizeyi bagka bir monomerin
fonksiyonel grubuna (Z) dallanmis monomerin kimyasal olarak aktif odak noktasinin
(Y) reaksiyonu ile olusur. Dendronlardan bir dendrimer olusturmak iizere dendronun
odak noktasini ¢ok fonksiyonel baslangic cekirdegine (11) baglayarak istenilen

biiyiikliige erigsinceye kadar ana dendrona monomerlerin tekrarli bir sekilde



baglanmasiyla biiyiitiiliir.
Dendrimerlerin Ustiinliikleri

Dendrimerler, monodispers (polimer gibi ortalama molekiil agirligindan degil,
aslinda biiylik olmalarina ragmen kiiciik bir molekiil gibi tek bir molekiil agirligina
sahip olmalar1 biyolojik ¢alismalar i¢in ¢ok Onemli bir istiinliiktiir), ti¢ boyutlu,
yiiksek oranda dallanmig, makromolekiiler olarak bilinmektedir. Yiiksek yiikleme
kapasitesi, kolay sentezlenebilir olmalari, stabiliteleri, istenildigi sekilde
fonksiyonellestirilebilir olmalari, aktif hedeflendirmedeki etkinlikleri, parenteral,
transdermal ve oral uygulanabilirlikleri dendrimerlerin en 6nemli stiinliikleri olarak
goriilmektedir (Sekil 2.4). Ayrica, dendrimerlerin kendi i¢inde hidrofobik bolge ve
hidrofilik gruplar1 arasinda kovalan baglar1 bulundugu i¢in misel yapis1 olusturup, bu
yapiy1 her konsantrasyonda koruyabilmeleri dendrimerlerin tstiinliikler arasida yer

almaktadir.

e T

Terapotik
Madde

Goriintiileme

l?:z_ Ajani

Nikleik
asit

Yizey
Modifikasyonu

Sekil 2.4. Terapotik madde, goriintiileme maddesi, niikleik asit ve ylizey
modifiye edici gruplarla fonksiyonellestirilmis dendrimer bazl ilag tasiyici sistemin

sematik gosterimi (14).

Dendrimerler; gerektiginde suda c¢oziiniirliigli olmayan etkin maddelerin
¢Oziiniirlestirilmesinde, teshis isleminde, bunlarin yani1 sira kontrollii ve siirekli salim

saglayan sistemlerin hazirlanmasi ve diger nanomedikal amaglar i¢in basarili bir
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sekilde kullanilabilmektedirler. Bu nanotasiyicilar son zamanda, yiizeylerinin
fonksiyonellestirilmesi, antikanser ilaclarin ve anti-HIV ilaglarin hedeflendirilmesi

i¢cin yogun olarak arastirilmaktadirlar.

Poli(amidoamin) (PAMAM) Dendrimerleri

Poli(amidoamin) (PAMAM) dendrimerleri ilk sentezlenen ve ticari olarak
bulunan dendrimer tiiriidiir. PAMAM dendrimerlerinin sentezi bir alkildiamid
cekirdegi (6rnegin, etilendiamin (EDA)) kullanilarak baslatilir. Cekirdege Michael
ekleme yoluyla metil akrilat monomerleri eklenerek dallanmig bir ara iiriin elde edilir
ve ardindan bu {irlin ylizeyinde NH2, OH veya COOH bulunan en kiigiik jenerasyon
numarasina sahip dendrimere dondstiirilir (12).

PAMAM dendrimerleri tek diize, immiinojenik olmayan, toksik olmayan,
biyouyumlu bir tasiyici sistem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Farkli molekiiler
yapilar1 icermeye elverisli dallanmig yapilari mevcuttur (Sekil 2.5). Bu yapilar
yiizeye kovalan bag ile de baglanabilmektedir (15).
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Sekil 2.5. PAMAM dendrimerin yapis1 (16)
Dendrimer-ila¢ Etkilesimleri

Dendritik yapinin agik sekli birgok arastirmaciyr dendrimerin dallar1 arasina
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etkin maddenin enkapsiile edilmesine yonelik caligmalar yapmaya yoneltmistir. Bu
durum stabil olmayan ve diisiik c¢oziiniirliige sahip olan etkin maddelerle
dendrimerlerin etkilesimini saglamak i¢in bir potansiyel sunmaktadir. Bu gibi
sistemler ilacin stabilitesini ve biyoyararlanimini artirabilmektedir. Bir etkin
maddenin dendrimer igine enkapsiile edilmesi ayni zamanda etkin maddenin
saliminin kontrol edilmesini de saglamaktadir. Salimin harekete gecirilmesini igeren,
etkin maddenin enkapsiile edildigi c¢esitli dendrimerler {izerinde arastirmalar
yapilmistir. Bu alanda yapilan bir¢ok ¢alisma dendrimerlerin derin bir ¢ekirdek ve
yogun bir kabuk kismi oldugunu varsaymaktadir. Fakat 1990 yilindan beri yapilan
bazi teorik ¢aligmalar dendrimerlerin merkezinin maksimum yogunlukta oldugunu,
perifere dogru gidildik¢e yogunlugun azaldigin1 gostermektedir (17,18). Bu teorik
modeller, dar agili nétron sagilim (SANS) ve dar a¢ili X 1s1n1 sagilimi (SAXS) ile
desteklenmistir (19).

Dendrimerler farkli siniftaki etkin maddelerle ¢esitli etkilesim mekanizmalari
sunmaktadir. Farkli tipteki ila¢ dendrimer etkilesimleri Sekil 2.6’da gosterilmistir
(20). En genel anlamda bu etkilesimler fiziksel ve kimyasal olmak tizere iki bagslik
altinda smiflandirilabilirler. Bunlardan ilki dendrimerin dallar1 arasindaki internal
bosluklara etkin maddenin elektrostatik etkilesimi ile baglanmasi digeri ise etkin
maddenin dendrimer yilizeyine baglanmasi. Etkin maddenin dendrimer yiizeyinde
bulunmasi iki yaklasimla gergeklestirilebilmektedir. Bunlardan ilki kimyasal olarak

giiclii kovalant baglarin kurulmasi, digeri ise, yiizeyde elektrostatik ve iyonik

etkilesimler saglayarak etkin maddeyi sisteme entegre etmektir (21).
- Py - = ez = -
- s = = = o=
o= - = -
Enkapstule edilmig Dendrimer-ilag . . . . . .
ilag ad Kovalan olarak baglanmg Kovalan olmayan
N an ilag sekilde bagh on ilag

Sekil 2.6. ilag-dendrimer etkilesimlerinin farkli tipleri. Koyu renkli oval
simgeler etkin maddeyi temsil etmektedir (22).

Etkin maddenin molekiil agirliginin artamsiyla, dendrimer ilag etkilesiminden

dolay1, hidrodinamik hacim artar, bu da inkliizyon kompleksinin kan dolagiminda
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daha uzun siire kalmasini, ilacin yavas elimine olmasini saglar. Bu sayede

sitotoksisite diizeyi azalir, etkin maddenin dozu azaltilabilir (23).
Fiziksel Etkilesimler

Kiicilik organik molekiillerin dendrimere enkorpore edilmesi dendrimer yapisi
icerisindeki spesifik gruplarla bag kurulmadan sadece fiziksel olarak hapsedilmesi
sonucunda gergeklesebilir. Dendrimerler, ¢ekirdek bolgesinin etrafinda bulunan bos
kavitelerinin icerisine konuk-konak¢i etkilesimleri ile hidrofobik/hidrofilik
molekiillerin enkorporasyonunu saglamak iizere dendritik kutular ve tek molekiillii
miseller olarak kullanilabilirler (24,25).

Jansen ve dig. ilk olarak poli(propilenimin) (PPI) dendrimerlerine tert-
butiloksikarbonil gruplarini kullanarak ve Bengal giilii boyasin1 enkapsiile ederek
yiizeyde ¢ok sayida amino gruplarina sahip olan stabil dendritik kutu (dendritic box)
tiretmislerdir (26). Dendritik tek molekiillii miseller hidrofobik bir ¢ekirdek bolgesini
cevreleyen hidrofilik kabuk kismindan meydana gelirler. Bu yapilart onlara
konvansiyonel polimerik misellerden daha {istlin olmalarint saglar. Bu distiinliikler
arasinda en Onemlisi dendrimerlerin kendi i¢inde hidrofobik bdlge ve hidrofilik
gruplar1 arasinda kovalan baglari bulundugu i¢in misel yapisini her konsantrasyonda

koruyabilmeleri yer almaktadir.

Kimyasal Etkilesimler

Fiziksel etkilesimlere alternatif teskil etmek {izere, dendrimerlerin ¢ok
degerlikli yapilar1 dendrimerlere perifer bolgelerinden ilag molekiillerinin
baglanmasin1 saglayarak kompleks yapisi olusturmasini saglar. Sonugta olusan
kompleksler ila¢ ve dendrimer arasindaki elektrostatik etkilesimler veya ilacin
dendrimere konjugasyonu yolu ile olusabilmektedir. Elektrostatik etkilesimler
araciligi ile bir¢ok iyonlasabilen etkin madde dendrimerlerin yiizeyinde bulunan ¢ok
sayidaki iyonlasabilen grup ile kompleks olusturabilir. PAMAM dendrimerlerinin
yiizeyinde primer; ¢ekirdek bolgesinde ise tersiyer amin gruplari yer alirken her iki
bolge de titre edilebilmektedir ve pKa degerleri sirasiyla 10,7 ve 6,5’tir (19). Hem
yiizeyde hem de cekirdek bolgesinde iyonlasabilen gruplara sahip oldugu icin bu

dendrimerler ilag etkilesimleri igin imkanlar sunmaktadir. Ibuprofen (27), piroksikam
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(28), indometazin (29), benzoik asit (30) elektrostatik etkilesimler araciligi ile stabil
kompleksler olusturmustur.

Etkin maddeler ya da hedeflendirme ligandlar1 dendrimerlere PEG, p-amino
benzoik asit, p-amino hippiirik asit ve lauril zincirleri gibi ara parcalar ile ya da amid
ve ester baglari gibi biyopargalanabilir baglarla kovalan olarak konjuge
edilebilmektedir. Bu 6n ila¢ yaklagiminin ilaglarin stabilitesini artirdigi ve onlarin
salim kinetiklerini onemli Olgiide etkiledigi gosterilmistir. Bir¢ok aragtirmaci
penisilin V’yi (31), venlafaksini (32), 5-aminosalisilik asidi (33), naprokseni (34),
propranololu (35) PAMAM dendrimerleri ile basarili bir sekilde konjuge etmistir.
Kompleksler etkin maddelerin saf halleri ile karsilastirildiginda ¢oziiniirliiklerinin
aritildigr ve kontrollii salimin iyilestirildigi goriilmiistiir. Bunlarin yan1 sira sisplatin
(36), doksorubisin (37), epirubisin (38), metotreksat (39) ve paklitaksel (40) gibi
bir¢ok antikanser ila¢ da dendrimerlere konjuge edilmis ve hedeflendirme amaciyla
kullanilmistir. Ornegin epirubisin 6n ilag olarak dallarmda aminoadipik asit igeren
PEG dendrimerleri ile konjuge edilmistir. Bu konjugatlarin kanda kalis siireleri ve
terapotik etkileri artmigtir. Bu ¢alisma PEG dendrimerlerinin kimyasal degradasyona
kars1 etkin maddelerin stabilitesini artirdigi icin biiylik molekiillerin 6n ilag

formunun gelistirilmesinde kullanilabilecegini ortaya koymustur (38).
Inkliizyon Kompleksleri

Inkliizyon kompleksi; hidrofobik bir konuk molekiiliin ya da pargasinim,
konakg¢1 molekiil tarafindan herhangi bir kovalan bag olusturmaksizin lipofilik i¢
boslugunda hapsetmesi ile olusan bilesiklerdir. Inkliizyon kompleksi olusturarak
¢Oziinlirliigli az molekiillerin ¢ozlniirliigiinii artirma, 1s1, 151k ve oksidasyona karsi
dayaniksiz olan molekiillerin stabilizasyonunu saglama, siiblimlesme kontroli,
gecimsizligi olan bilesiklerin fiziksel izolasyonu, kromatografik ayrimlar, hos
olmayan koku ve koti tatlart maskelemek, kontrollii ilag salimi gibi ¢esitli
fizikokimyasal ~ Ozellikleri  1iyilestirilip ~ konuk  molekiilin  kullanimim
kolaylagtirmaktadir. Basta eczacilik ve gida olmak tizere kozmetik, kimya, tarim ve
tekstil gibi birgok endiistriyel alanda kullanilabilmektedir (41).

Tez calismasinda kullanilan etkin madde olan gemsitabin HCI dendrimerin

dallar1 arasina enkapsiile edilerek inkliizyon kompleksi hazirlanmistir. Inkliizyon
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komplekslerinin kimyasal konjugasyon yolu ile hazirlanan sistemlere iistiinliikleri
bulunmaktadir. Bu iistiinliikler, etkin maddenin ¢6ziiniirliigliniin artirilmasi ve hedef
bolgeye ulastifinda etkin maddenin kolay salimi s6z konusu olmaktadir. Kimyasal
yolla etkin maddenin konjuge edildigi sistemlerde, hedef bolgeye kadar higbir kayip
olmadan etkin maddenin tasinmasi her ne kadar bir Ustilinliikk olarak goriilse de,
yapilan ¢aligmalar hedef bolgeye ulasan sistemden etkin maddenin ayrilmast ile ilgili
sorunlar yasandigini gostermektedir. Kurulan bagin kirilmasi i¢in enzimlere ihtiyag
duyulmaktadir.

Ozturk ve dig.’nin 2014 yilinda yaymlanan bir calismasinda Jeffamine
¢ekirdek yapisinda 2,5-4,5 jenerasyon araliginda anyonik o6zellikte PAMAM
dendrimerler kullanilarak naproksen baz ile inkliizyon kompleksleri hazirlanmistir.
Bu ¢aligmada suda ¢oziinmeyen bir etkin madde olarak naproksen model ilag olarak
secilmis olup, naproksenin ¢oziiniirliglinii artirarak oral kullanimma olanak
saglayacak bir sistem gelistirilmistir. Elde edilen sonuglar, hazirlanan inkliizyon
komplekslerinin suda ¢oziintirligii diisiik etkin maddelerin oral kullanimi i¢in umut

verici oldugunu gostermistir (11).
Inkliizyon Komplekslerinin Kullanim Alanlari

Inkliizyon kompleksinin 1970’lerden beri ilag, gida, kozmetik gibi birgok
alanda kullanimlar arastirilmakta ve gelistirilmektedir. Bunlara olan ilgi Japonya’da
daha erken baglamis ve hizli ilerlemigsken, Avrupa ve Amerika’daki gelismeler biraz
daha yavas kalmigtir (18).

Inkliizyon kompleksleri molekiiliin asagidaki o6zelliklerinde degisiklik
yapabilmekte ve kullanimi agisindan avantaj saglamaktadir.

e Isiga veya oksijene duyarli maddelerin Stabilizasyonunda

e Konuk molekiillerin kimyasal reaktivite modifikasyonunda

e (Cok ugucu maddelerin baglanmasinda

e Maddelerin ¢oziiniirliigiiniin artirilmasinda

e Sivi maddelerin modifikasyonu ile kati hale getirilmesinde

e Mikroorganizmalar tarafindan maddelerin  parcalanmasina  karsi

korunmasinda

e Kotu koku ve tatlar1 maskelemede
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e Pigment veya renk maddelerinin maskelenmesinde

e Konuk molekiil ile siklodekstrinin katalitik aktivitesinde

Bu ozellikler ile inkliizyon kompleksleri eczacilik, gida, kozmetik, analitik
kimya, tarim alanindaki uygulamalar i¢in konuk molekiiliin uygun hale gelmesini

saglamaktadir.
Dendrimerlerin Toksisitesi

Dendrimerler teshis ve tedavi amacgli kullanim i¢in olduk¢a umut Verici
nanomateryallerdir. Aga¢ benzeri essiz yapilari onlara istenen birgok ozelligi
sunmaktadir. Ozellikle monodispers olmalar1 ve ayarlanabilir/modifiye edilebilir
yiizey gruplarinin olmasi, dendrimerleri biyomedikal uygulamalar i¢in oldukg¢a cazip
hale getirmektedir.

Dendrimerlerin biyomedikal uygulama alanindaki potansiyelinin dogru
kullanilabilmesi i¢in iyi bir optimizasyon gerekmektedir. Ciinkii nanoboyutundaki
tasiyicilar kendileri de nanoskalada yer alan plazma membrani, hiicre organelleri
(endozom, mitokondri, niikleus) gibi hiicre komponentleri ve proteinler, enzimler ile
etkin ve spesifik bir sekilde etkilesebilmektedir (42). Bilim adamlar1 birgok
nanopartikiilii spesifik olmayan bir sekilde gelistirmektedir. Nanopartikiillerin
nanoskaladaki boyutlari, onlarin hiicre zarindan ge¢mesini ya da hiicre zari ile
etkilesmesini saglamaktadir. Nanotasiyicilara iligkin bu durum onlarin hiicre
transfeksiyon stratejisinde kullaniminda ve in vivo gen tasinmasinda kullanilmasinda
onemli bir yer teskil etmektedir (43). Ancak, nanotasiyicilarin hiicre tarafindan
spesifik olmayan alimlari sitotoksisite konusunu giindeme getirmektedir.

Dendrimerlerin ila¢ ve biyomedikal alandaki genis ¢apli uygulama
calismalarina ragmen, terminal —NH2 grubu ve coklu katyonik yiike sahip olmasi,
dendrimerlerin klinikte kullanimin1 smirlayan bir parametre olarak karsimiza
cikmaktadir (44). PP, PAMAM ve PLL gibi dendrimerler katyonik yiizey yiikiinden
dolayr in vitro sitotoksisite gostermektedirler (45). Ug¢ kisimlarinda serbest amin
gruplar1 yer alan dendrimerlerin konsantrasyon ve jenerasyonuna bagli toksisitesine
iliskin caligmalar yer almaktadir (46). Chen ve dig. 2004 yilinda, guanidin,
karboksilat, siilfonat, fosfat gibi gruplar tagiyan katyonik 6zellikteki dendrimerlerin,

anyonik ya da PEGlenmis dendrimerlere gore daha toksik oldugu sonucuna varmistir.
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Sadece dendrimerler degil, diger katyonik makromolekiiller de hiicrenin lizisi
ile sonuglanan hiicre membraninda destabilizasyona neden olmaktadir (47,48). Bu

bulus benzer alanlarda calisan bilim adamlar1 i¢in 6nemli bir yer tutmaktadir (Sekil
2.7).

4
Biyolojik membranlarla 'l? +

U S etkilesim - +
o g a - —~ :}
Q 4 :'!i_ +4
{ ' +
- ;
Katyonik
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Sitozolik enzimlerin hiicreden salinmasi
Sekil 2.7. Katyonik makromolekiillerin biyolojik membranlarla etkilesim

mekanizmasi (16).

Malik ve dig. (44) karboksilik asit son gruplu PAMAM dendrimerlerin 2
mg/mL’ye kadar hemolitik etki gostermedigini, ancak amin son gruplu tam
jenerasyon PAMAM dendrimerlerin 1 mg/mL’nin {izerinde litik etki gdsterdigini
ortaya koymustur. Jevprasesphant ve dig.’nin (49) yaptigr bir diger sitotoksisite
caligmasinda ise tam jenerasyon (katyonik) ve yarim jenerasyon (anyonik) PAMAM
dendrimerlerin sitotoksisiteleri Caco-2 hiicreleri lizerinde incelenmis ve katyonik

olanlar daha toksik bulunmustur.
Dendrimerlerin Piyasa Preparatlan

Vivagel® Starpharma firmasina ait antimikrobiyal ajan olarak ¢esitli cinsel
hastaliklarda kullanilmak tizere gelistirilmis yenilik¢i bir triindiir. SPL7013 ya da
diger adiyla astodrimer sodyumun, laboratuvar calismalarinda antiviral ve
antibakteriyel etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Cesitli klinik c¢aligmalarda ise,
giivenilirligi ve etkinligi basarili bir sekilde test edilmistir. Vivagel, mukoadeziv bir

jel olarak gelistirilmis olup, Vivagel’in vajinal olarak uygulandiginda bakteriyel
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vajinozisin belirti ve semptomlarini rahatlattigi ayni zamanda tekrar olugma riskini
azalttig1 klinik olarak gosterilmistir. Bir nanoteknoloji tirtinii olan SPL7013 HIV ve
HSV’ye kars1 antiviral etki gosterebilmesi ve insanlarda kullaniminin giivenli
olabilmesi i¢in 6zel olarak tasarlanmis bir dendrimerdir.

Starpharma  firmasinin ~ gelisgtirmekte oldugu bir diger dendrimer
formiilasyonu ise, dosetaksel’in dendrimer-dosetaksel formu olarak bilinen
DEP™’nin faz 1 klinik denemeleri devam etmektedir. Dosetaksel meme, akciger ve
prostat kanserlerinin de aralarinda yer aldigi genis captaki solid tlimorler icin
kullanilmaktadir. Dosetaksel Sanofi Avnetis firmasi tarafindan Taxotere® ismiyle
pazara sunulmus olup, 2010 yilindaki satis1 3 milyar Amerikan Dolarini1 bulmustur.
DEP™’nin klinik 6ncesi denemeleri etkinlik ve toksisite agisindan Taxotere®’e gore
daha basarili bulunmustur. Taxotere®’in en 6nemli doz kisitlayici toksisitelerinden

birisi olan notropeni DEP™’de gdzlenmemistir (Sekil 2.8).

Dosetaksel —— ‘
Baglayici ———
PEG —

DEP™ dendrimer /3

Sekil 2.8. Faz 1 Kklinik c¢alisma evresindeki dendrimer-dosetaksel

molekiiliiniin yapis1 (50).

Sekil 2.8’de yapist verilen her bir DEP™ dosetaksel (dendrimer-dosetaksel)
molekiilii, dendrimer yap1 iskelesine bagli dosetaksel icermektedir. Dosetaksel ile

dendrimer arasindaki baglayic1 dosetakselin kontrollii salimi i¢in tasarlanmustir.
2.1. Tiimére ilac Hedeflendirilmesi

Hedeflendirme, etkin maddeyi etki bolgesindeki hiicre ya da dokuya
yonlendirme stratejisidir. Kanser tedavisinde, saglikli dokulari, kemoterapotik
maddenin toksik etkilerinden korumak amaciyla, hedeflendirme oldukca faydali bir

yaklasim olarak karsimiza c¢ikmaktadir (51). ilag hedeflendirmesinin amaci, etkin
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maddenin, dogru zaman periyodunda, dogru konsantrasyonda, dogru yere
tasinmasidir (52).

Gegtigimiz birkag on yillik siiregte, bircok farkli hastaligin molekiiler
diizeyde anlasilmasina yonelik ilerlemeler kaydedilmistir. Kanserde, malign
doniisiim ve tiimor olusumuna yonelik genetik ve (pato-)fizyolojik siire¢lerdeki yeni
bilgiler, yeni kemoterapdtik ilaclarin gelistirilmesi ile sonuglanmigtir. Biiylime
faktorii reseptor inhibitorii Herceptin, proteazom inhibitérii Velcade, histon
deasetilaz inhibitérii Vorinostat ve antianjiyogenik ajan Avastin gibi molekiiler
diizeyde hedeflendirilmis terapdtikler, asir1 miktarda biiylime faktorii ekspresyonu,
bliylime faktorlerinin apoptozis ve antiapoptozis arasinda gosterdigi dengenin
bozulmas1 gibi kanserin ayirict 6zellikleri ile daha selektif olarak etkilesmektedir
(53,54). Molekiiler diizeyde hedeflendirilmis terapétiklerin farmakolojik ve/veya
fizyolojik olarak daha etkin bir etki mekanizmasina sahip olmasi, kanser hiicrelerini
hem in vitro hem de in vivo ortamda segici olarak daha fazla oldiirmesini
saglamaktadir. Boylece sistemik antikanser tedavinin toksisitesi ve etkinligi
arasindaki denge gelistirilmis olur (55-57).

Etkin maddelerin tiimdre nanotasiyicilar araciligi ile hedeflendirilmesi
konusunda yillar i¢cinde ¢esitli yaklasimlar benimsenmistir. Bunlar kanser hiicrelerine
pasif ve aktif hedeflendirme, endotel hiicrelerine aktif hedeflendirme olarak
siiflandirilabilir (58).

2.2.1. Pasif Hedeflendirme

Kanser tedavisinde tiimore hedeflendirmeyi amaclayan cesitli yontemler
bulunmaktadir. Bunlardan ilki artan gecirgenlik ve tutulma (EPR) etkisidir (Sekil
2.9). EPR etkisinde tiimor damarlar1 molekiillerin girisine izin verirken, lenfatik
drenajin olmamasindan dolay1 tiimdr dokusuna taginmis olan maddenin tutulmasi ve
timor dokusunda birikimi s6z konusudur (51). Bu durum birg¢ok tiimorde (59,60) ve
infarktiis ge¢irmis bolgede (61,62) agik¢a gosterilmistir. Sonug olarak, bu bolgelerde
10-500 nm partikiil boyut araligindaki miseller, nanopartikiiller, lipozomlar damar
yataginda  kalip, doku iginde birikebilirler. Bu  biiyikk  (polimerik)

molekiillerin/partikiillerin terapotik madde ile yiiklii oldugunu varsayarsak, bu
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partikiiller etkin maddeyi gegirgenligi artmis bir damar ile hedef bolgeye tasirlar ve

ardindan etkin maddenin salimi1 gergeklesir.

Sekil 2.9. Artan gecirgenlik ve tutulma etkisinin veya pasif hedeflendirmenin
sematik gosterimi (1) ilag yiiklii nano tasiyici; normal endotelden gegemez, sadece
kiiciik molekiiller ve serbest etkin madde (4) gecebilir, normal endotelden belirli bir
miktarda her iki yonde de hareket edebilir; (2) tiimor, infarkt ya da inflamasyon gibi
(3) patolojik durumlarda goézlenen endotelyal hiicreler arasindaki bosluklar, bu
bosluklar araciligiyla nanopartikiiller tasinabilir ve burada birikebilirler bdylece

yiiksek ilag konsantrasyonu elde edilir (63).

Artan gegirgenlikteki damarin acgikhigr farkli durumlar i¢in degiskenlik
gosterdigi i¢in, hazirlanacak olan nanopartikiillerin boyutu pasif hedeflendirme de ya
da diger bir deyisle EPR etkisinde kontrol edilmesi gereken bir parametre olarak
bilinmektedir. Ayrica, pasif hedeflendirmeden faydalanilarak ila¢ tasimasinin
gerceklestirilecegi durumlarda nanopartikiiliin kan dolagiminda uzun siire kalabilecek
Ozellikte olmas1 gerekmektedir. Nanopartikiillere kan dolasiminda uzun siire tutmayi
saglayabilmek icin genellikle PEG gibi suda ¢6ziinen, esnek zincir yapisina sahip
polimerler kullanilarak nanopartikiillerin yiizeyi maskeleme amaciyla modifiye

edilmektedir.
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Pasif ila¢ hedeflendirilmesinde kullanilmak {izere onay almis Myocet
(doksorubisin igeren lipozom formiilasyonu), Daunoxome (daunorubisin igeren
lipozom formiilasyonu), Abraxane (albumin bazli paklitaksel), Genexol-PM
(paklitaksel iceren polimerik misel), Doxil (doksorubisin i¢eren PEGlenmis lipozom),
Oncaspar (PEG-L-Asparaginaz) formiilasyonlar1 klinikte kullanilmaktadir. Ayrica

faz galigmalar siiren nanotasiyicilarin sayist da oldukga fazladir (58).
Dendrimerlerin Pasif Hedeflendirilmesi

Dendrimer bazli ilag tasiyict sistemleri de igeren terapdtik makromolekiiller
damar dismna ¢ikabilmek ve tiimor dokusunda akiilime olabilmek i¢in timor
dokusunun patofizyolojik ozelligi olan sizintili damar yapisini kullanir. Timor
dokusunda akiimiile olan dendrimer bazli ila¢ tasiyici sistemin miktari, sistemin
boyutu, molekiil agirhigi, yiizey ylikiine baghdir. Yiizey yiikii ayica sistemik
dolasimda kalma siiresine, endotel bariyerlerden gecisine, spesifik olmayan
taninmasina ve RES tarafindan alinmasina etki eder. El-Sayed ve dig, partikiil boyutu,
molekiil agirhigr ve yiizey yiikiiniin floresan olarak igaretlenmis PAMAM-NH: (GO-
G4) dendrimerinin epitel ve endotel bariyerlerden gecisi iizerine etkilerini
incelemislerdir. Bu calismanin sonuglarina gore dendrimerin boyutunda ve molekiil
agirh@indaki artig, mikrovaskiiler endotelden ge¢is zamanini uzatmistir. Kobayashi
ve dig.’nin yaptig1 bir diger ¢alismada ise, gadolinyum ile fonksiyonellestirilmis 2.
jenerasyon amin son gruplu dendrimerlerden baglanarak 10. jenerasyona kadar
deneyler yapilmustir. Intravendz uygulamayi takiben 2-4. jenerasyon araligidaki
dendrimerler 3 dakika sonra idrarla atilirken, biiylik hidrodinamik hacimlerinden
dolay1 5. jenerasyondan daha biiyiik olanlar sinirli renal sekresyona ugramislardir.
Tiim bu sonuglar, dendrimerlerin boyut ve hidrodinamik ¢aplarmin onlarin

mikrovaskiiler endotelden gegisi lizerine etkili oldugunu ortaya koymaktadir (12).
2.2.2. Aktif Hedeflendirme

Polimer-ila¢ konjugatlarinin kanser hiicrelerine aktif hedeflendirilmesi
genellikle, vitaminler, karbonhidrat artiklari, peptidler ve antikorlar gibi bilhassa
kanser hiicresinin ylizeyinde fazla miktarda eksprese edilen tiimdre spesifik

ligandlarin konjugasyonu ile basarilmaktadir. Kanser hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
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bu reseptorlere hedeflendirme ligandlarinin baglanmasi reseptor aracili endositozu ve
konjugatin tamaminin kanser hiicresi i¢ine alinmasini tetikler (12).

Aktif hedeflendirme stratejisi, tanima ligandlar1 kullanilarak etki bolgesine
etkin madde-nanotasiyict konjugatinin taginmasina dayanir. Konjugatlarin yiizeyine
antikorlar, diisiik molekiilli ligandlar, 6rnegin folik asidler ve peptidler baglanir.
Aktif hedeflendirme stratejisi, fiziksel uyarilarin (6rnegin sicaklik, pH, manyetik
alan) kullanilmasiyla da elde edilebilir (64). Timordeki reseptore ya da antijene
spesifik olarak hedeflendirmede terapotik maddenin direkt tiimor hiicrelerine
yonlendirilmesi amaglanmaktadir. Tiimor hiicreleri bir takim essiz reseptor ya da
antijenleri normal seviyede ya da ¢ok yiiksek seviyede eksprese etmektedir. Bu
yapilar aydinlatildigi igin antikorlar, kiigiik molekiiller ya da hedef bolgeyi taniyip
oraya baglanabilecek peptidler kullanilarak tiimore hedeflendirme yapilabilir. Bu
yaklagimda, azalan 0zgiinliikk, azalan ¢Oziiniirliik ve sinirlt ilag taginmasi gibi bir
takim siirlamalar yer almaktadir. Bu durum, arastirmacilart bu sorunlarin iistesinden
gelip, uzun siire kan dolasiminda kalacak ve etkin maddeyi yiiksek miktarda tasima
imkani sunan yeni tasiyici sistemler bulmaya tesvik etmektedir. Makromolekiiler
tastyicinin ¢oziiniir halde kalmasi, tasiyici sistemin terapotik maddeyi hedef bolgeye
ulasincaya kadar salmamasi bu uygulamanin amacglar1 arasinda yer almaktadir.
Tasiyic1 sistemde hedef bolgeye ulagsmadan Once olusabilecek herhangi bir
degradasyon ya da erken salim, sistemin hedeflendirme etkinligini azaltir ve etkin
maddeye bagli yan etkilerin artmasina neden olur. Bu nedenle, hedeflendirilmis ilag
tasiyici sistem i¢in makromolekiiler sistemin stabilitesi oncelikli bir hal almaktadir.

[lag piyasasinda tiimore aktif hedeflendirme saglayan onay almis antikor
temelli nanotasiyicilar yer almaktadir. Bunlara &rnek olarak, Ontak (CD25’e
hedeflendirilmis  difteri  toksin-IL2  flizyon protein), Mylotarg (CD33’e
hedeflendirilmis ozogamisin-gemtuzumab), Zevalin CD20’ye hedeflendirilmis
yttrium-90-ibritumomab tiuksetan), Bexxar (CD20’ye hedeflendirilmis iyot-131-
tositumomab) verilebilir. Bunlara ilave olarak faz galismalari stiren (SGN-35, AGS-

SME) tiimore hedeflendirilmis nanotasiyicilar da bulunmaktadir (58).
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Aktif Hedeflendirmede PEGilasyonun Onemi

PEG toksik, immiinojenik ve antijenik olmayan, suda yiiksek ¢Oziiniirlige
sahip, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration-FDA)
tarafindan onayli bir polimerdir. Giinlimiizde ila¢ tasinmasinda 6nemli bir yeri
bulunan PEGilasyon ile peptit ve proteinlerin terapdtik kullanim potansiyelleri
artmistir (65). 1950°1i yillarin sonlarina dogru proteinlerin modifikasyonuna yonelik
caligmalar hiz kazanmistir. Protein molekiillerinin yapi-etki iliskisinin analizini
kolaylastirmak amaciyla teknikler gelistirilmistir. 1970°1i yillardan itibaren PEG gibi
sentetik makromolekiillerin  proteinlere  konjugasyonuyla ilgili ¢aligmalar
yaymlanmaya baslamistir. Protein modifikasyonlarinda amag¢ immiinoreaktifligin
veya immiinojenligin azaltilmasi yani bagisiklik sisteminin hedef proteine verdigi
cevabr azaltmak ve medikal islemlerde immiinoglobulin E (Ig-E) iiretiminin
baskilanmasi olmustur. ilk kez 1977 yilinda serum albiimini ve Katalaz enzimine
PEG’in kovalan olarak baglanmasiin antikorlara kars1 immiinoreaktifligi azalttig
gosterilmistir. PEGilasyon basitge protein, peptit veya bunlarin digindaki
molekiillerin bir veya birden ¢ok PEG zincirinin baglanmasi ile modifikasyona
ugramalar1 olarak tanimlanmaktadir.

Aktif hedeflendirmede PEGilasyonun 6neminin vurgulandigi bir derlemede
timore spesifik ilag tasinmasinin, hazirlanan komplekse RDG peptit, epidermal
bliylime faktorii (EGF), folat, transferrin (Tf) ya da antikor veya antikor fragmani
ilave edilerek basarilabilecegini bildirmektedir. Bir¢ok durumda, ligand-reseptor
etkilesimi kompleksin tiimor hiicreleri tarafindan reseptdr aracili endositoz etkin bir
bicimde alinmasiyla sonuglanmaktadir. Sekilde de gorildigi gibi, polimer
kompleksinde ligandin varligi kompleksi tiimore yonlendirmektedir (66) (Sekil
2.10), PEG’in varlig1 ise kanda kalis siiresini artirdigi i¢in hedeflendirmenin etkinligi
PEG’in varliginda artmaktadir. Barlett ve dig. (67), Kirpotin ve dig. (68) yaptiklar
calismalarda, ligandin tiimor lokalizasyonunu artirmadigini, nanopartikiillerin timor
hiicreleri tarafindan alimini artirdigint ortaya koymuslardir. Bunun tam tersi, Wu ve
dig.’nin (69) ve diger arastirmacilarin yaptigi ¢aligmalar (70,71), hedeflendirme
ligandinin her ne kadar nanokompleksi tiimore yonlendirmese de, ligandin varliginin

tiimor lokalizasyonunu artirdigi yoniindedir.
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Sekil 2.10. Farkli nanopartikiillerin tiimor lokalizasyonu ve kanda kalis

stireleri (66).

Dendrimerlerin sitotoksisitesini ve hemolitik toksisitesini azaltmanin en
onemli yolu, yiizeydeki amin ya da katyonik gruplart nétral ya da anyonik gruplarla
modifiye etmektir. Dendrimerlerin hiicre membranlart ile elektrostatik etkilesimini
engellemek tasiyici sistemin endotele verecegi hasar1 6nlemek agisindan 6nemli bir
adimdir (72). Ornek verilecek olursa, dendrimerin yiizeyine PEG ile baglamak ya da
konjuge etmek toksisiteyi onemli 6l¢iide azaltir (49,72).

Biyouyumlu PEG, PAMAM dendrimerlerinin modifikasyonunda muhtemel
sitotoksisite, hemolitik toksisite sorunlarinin iistesinden gelmek, etkin maddenin ve
tastyict sistemin ¢Ozlniirligiinii artirmak, partikiillerin agregasyonunu minimize
etmek, retikiiloendotelyal sistem tarafindan opsonizasyonu azaltmak ve EPR etkisi
ile timdre alimi artirmak amaciyla siklikla kullanilmaktadir (73).

Etkin madde ve PEGlenmis PAMAM dendrimeri arasina aside duyarli bag
kurmak ideal bir ilag tasiyici sistem gelistirmek acisindan énemlidir. Bu sayede ilag
tastyici sistem kan dolagiminda stabil kalirken, tiimor bolgesine ulastiginda etkin

maddenin asit ortamda salim1 gergeklesebilecektir (74).
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Aktif Hedeflendirme Stratejileri

Aktif hedeflendirme, hasta hiicrelerde fazla miktarda bulunan molekiillerin
taninmastyla basarilir. Bu taninma ligand reseptdr, antijen-antikor etkilesimleriyle ya
da aptamerler aracilig1 saglanarak hedeflendirme gergeklestirilir. Terapotik madde
hiicre veya dokuya spesifik ligand tasiyan tasiyiciya konjuge edilerek aktif olarak
hedeflendirilebilir. Bu sayede etkin maddenin istenilen bolgede akiimiilasyonu
saglanmaktadir. Mikronalt1 boyuttaki nanosistemlerin farkli hedeflendirme ligandlar
ile konjuge edilebiliyor olmasi fizyolojik bariyerlerin asilmasi ve farkli dokulara giris
saglamasi i¢cin onemli bir firsat sunmaktadir. Bu sayede nanosistem etkin hiicresel
alim ve hiicre i¢i internalizasyona ugrar. Choi ve dig.’nin (75) PEGlenmis ve farkli
miktarda insan Tf ile hedeflendirilmis altin nanopartikiilleri yaptiklar1 aktif
hedeflendirme ¢alismasinda hedeflendirilmis nanopartikiillerin hedeflendirilmemis
olanlara gore solid tiimor igerisindeki kanser hiicrelerine yiiksek miktarda alindiklar
gosterilmistir. Kocbek ve dig.’nin (76) yaptigi bir diger ¢alismada ise, monoklonal
antikorlar kullanilarak PLGA nanopartikiillerinin yiizeyi modifiye edilmistir. Elde
edilen sonuclar, ylizeyi modifiye edilmis nanopartikiillerin aktif taninmasinin ve
hiicrelere baglanmasinin modifiye edilmemis olanlara gore daha yiiksek oldugu

bulunmustur (77).

Hiicre icine Allm Mekanizmalari

Okary®étik hiicreler, makromolekiilleri ve partikiilleri, hiicreyi g¢evreleyen
ortamdan endositoz olarak isimlendirilen bir proses ile alabilme yetenegindedirler.
Endositozda, hiicre igine alinacak olan materyal plazma membrani tarafindan
cevrelenir, ardindan hiicre i¢ine dogru sindirilen materyali i¢eren vezikiil sekilde bir
yap1 olusur. Endositoz kavrami, 1963 yilinda Christian de Duve tarafindan hem
bakteri gibi biiylik partikiillerin sindirimini hem de kiiciik vezikiiller i¢inde sivilarin
ve makromolekiillerin alimini igerecek sekilde tiiretilmistir. Bu aktivitelerden ilki
fagositoz (hiicrenin yemesi), ikincisi ile pinositoz (hiicrenin igmesi) olarak
bilinmektedir.

Fagositoz esnasinda, hiicreler bakteri, hiicre atiklar1 ve hatta biitiin bir hiicreyi
icine alir. Fagositik hiicrenin yiizeyindeki reseptdrlere partikiillerin baglanmasi hiicre

zarmin aktin bazli bir hareketi olan yalanci ayak olusumunu tetikler. Yalanci ayak
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partikiilii ¢cevreledikten sonra, membrani eriyerek birlesir ve hiicre i¢inde fagozom
isimli biyiik bir vezikiil (> 0,25 um) olusmasmi saglar. Fagozom daha sonra
lizozomlar ile birleserek fagolizozomlar1 olusturur, bu asamadan sonra igeri alinan
materyal lizozomal asit hidrolazlar ile sindirilir. Fagolizozomun olgunlasmasi
sirasinda, hiicre icine alimmig olan bazi membran proteinleri tekrar plazma
membranina doner.

Sadece Ozellesmis durumlarda rol oynayan fagositozun aksine pinositoz
Okaryotik hiicreler arasinda oldukga yaygindir. Bu prosesin en iyi karakterize edilmis
formu ise reseptor aracili endositozdur. Bu yolak, spesifik makromolekiillerin segici
alimin1 saglayan bir mekanizma sunmaktadir. Hiicre icine alinacak olan
makromolekiil oncelikle hiicre yiizeyindeki spesifik reseptore baglanir. Bu
reseptorler, plazma membraninin klatrin kapli c¢ukurlar olarak isimlendirilen
bolgesinde  yogunlagmistir. Bu  cukurlar, reseptorleri ve onlara bagh
makromolekiilleri (ligand) igeren kiiciik klatrin kapli vezikiiller olusturmak tizere
membrandan tomurcuklanirlar. Ardindan klatrin kapl vezikiiller erken endozomlarla
birlesirler. Endozomun igerigi lizozomlara ya da tekrardan plazma membranina
gidecek sekilde simiflandirilir.

Memeli hiicreleri tarafindan kolesteroliin alimi, molekiiler diizeyde reseptor
aracili endositozu anlayabilmek i¢in anahtar bir model olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Kolesterol, kan dolagimi araciligi ile en yaygimi diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)
olarak bilinen lipoprotein partikiilleri formunda tasinmaktadir. Michael Brown ve
Joseph Goldstein’in laboratuvarlarinda yapilan ¢alismalar, memeli hiicreleri
tarafindan LDL’nin alimi i¢in, LDL’nin klatrin kapli cukurlarda yogunlasmis
spesifik yilizey reseptoriine baglanmasi gerekmektedir, bu basamaktan sonra
endositoz ile hiicre i¢ine alinabilmektedir. Hiicre i¢ine alimda rol oynayan reseptor,
plazma membranina giderken, LDL ise sonrasinda hiicrenin kolesterolii
kullanabilmesi i¢in lizozomlara gonderilir.

Reseptor aracili endositoz, okaryotik hiicrelerin plazma membranlarinin en
onemli aktivitesidir (Sekil 2.11). Bu yolak ile hiicre i¢ine alinan 20°den fazla reseptor
gosterilmistir. Kapli vezikiillerin igerisine hiicre dis1 sivilar da inkorpore olmaktadir.
Bu nedenle reseptor aracili endositoz, spesifik makromolekiillerin yani sira, hiicre

dist siwvilarin ve onlarin igeriklerinin de selektif olmayan bir sekilde hiicre igine
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girmesine neden olur. Kaplanmig cukurlar hiicrenin membraninin % 1-2’sini

olustururken, yaklasik 1-2 dakikalik bir 6mre sahiptirler.

Reseptor

1.

Ligand #

T

e iy §
. R
,(‘4‘2.Kaplanm\§ vezikilha
A2 B .
: 3, Endozom

Sekil 2.11. Reseptor aracili endositozun sematik gosterimi (50).

Yapilan bir¢ok c¢aligma, hiicrelerin klatrinden bagimsiz endositoz yolaklarina
da sahip oldugunu gostermektedir. Ornegin, klatrin kapl gukurlara bagl endositoz
inhibe edilerek diizenlenen bir deney kosulunda, sivilarin ve membrana bagl bazi
molekiillerin  endositozunun devam ettigi gosterilmistir. Klatrinden bagimsiz
endositoz yolaklarindan birisi kalveol olarak isimlendirilen plazma membraninin
kiiciik invajinasyonlart (50-80 nm ¢apinda) ile molekiillerin alimini igermektedir.
Kalveol, kolesteroliin lipit parcalarindan ve sfingolipitlerden zengindir ve kalveolin
olarak isimlendirilen bir protein ile kaplidir. Kalveoller, endositozu da igeren ¢esitli
tasinma proseslerinde ve hiicre sinyalizasyonunda yer almaktadir. Buna ek olarak,
biiyiik vezikiiller (0,15-5 um ¢apinda) makropinositoz olarak bilinen bir proses ile
stvilarin aliminda rol oynayabilirler. Sonug olarak, kaltrin bagimli endositoz hem
stvilarin hem de spesifik makromolekiillerin alimi i¢in 6nemli bir yolak iken, bunun

yant sira hiicreler klatrinden bagimsiz farkli yolaklar1 da kullanabilmektedir.
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Dendrimerlerin Tiimore Aktif Hedeflendirilmesi

Etkili bir hedeflendirilmis ilag tasiyict sistem; hedeflendirme ligandi, etkin
madde, kanser goriintileme ajani, floresan prop gibi bircok komponenti,
komponentlerin fonksiyonunu azaltmadan tasiyabilecek bir platforma gereksinim
duyar. PAMAM dendrimerleri homojenligi, immiinojenik olmamasi, toksik
olmamasi, biyouyumlu olmasi nedeniyle bu tasiyici sistem Ozelliklerine sahiptir.
Dendrimerler, yapilan arastirmalarda, etkin madde, DNA, radyoniiklid, manyetik
rezonans goriintiilemede kontrast ajan1 ve notron yakalama tedavisinde boron olmak
tizere ¢esitli maddelerle konjuge edilmistir (15). Dendrimerler, tiimor yerine spesifik
hedeflendirme yapabilmek icin bir ligand ile de konjuge edilebilir. Ligandlar ilgili
bolgedeki hiicrelerin reseptdrii tarafindan taninir ve etkin madde hedef bolgede
yogunlagmis olur.

Dendrimerler, sudaki yiiksek c¢oziiniirliikleri, monodispers partikiil boyut
dagilimlar1 ve tek tip yapilar1 sayesinde 6zellikle antikanser ilaclarin ve goriintiileme
ajanlarinin taginmasi i¢in ¢ok uygun tasiyicilardir. Bu da dendrimer bazlh ilag tasiyici
sistemlerin antikanser aktivitesinin her {iretimde tutarli olmasini saglar.
Dendrimerlerin egsiz dalli yapisina ek olarak, yilizeyinde bulunan ¢ok sayidaki
fonksiyonel grup terapotik maddenin direkt konjugasyonuna ya da dallar1 arasina
enkapsiile olmasina olanak saglar. Dendrimer bazli ilag tasiyici sistemlerin hiicresel
alimmin N-(2-hidroksipropil)metakrilamid (HPMA) ve PEG gibi lineer polimerlere
gore onemli 6l¢iide fazla oldugu kanitlanmistir. Bu da dendrimerlerin nano boyutu ve
¢ozelti icindeki kiiresel seklinden ileri gelmektedir. Jelinkova ve dig. antikor ile
hedeflendirilmis lineer ve dallanmis HPMA-doksorubisin konjugatlarinin T-hiicre
lenfomas1 ve insan kolorektal kanser hiicreleri {izerindeki toksik etkilerini
karsilagtirmak {izere bir ¢alisma yapmislardir (78). Dallanmis HPMA polimerleri,
lineer HPMA’nin yaris1 kadar bir molekiil agirligma sahipken ayn1 zamanda
hedeflendirme antikorunun 1,5-2 kati agirliktayken esit yiizdelerde doksorubisini
enkapsiile edebilmistir. Ayn1 zamanda HPMA-doksorubisin konjugatlari her iki
hiicre hattinda da lineer formuna gore 3-11 kat daha fazla toksik bulunmustur. Dahasi,
her iki tip polimer konjugatinin da erkek Balb/c farelere tek bir intravendz
enjeksiyon uygulama sonrasinda, enkorpore edilmis doksorubisinin kan dolasiminda

kalis stiresi dallanmigs HPMA polimer ile 6nemli 6l¢giide artirilmastir.
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Minko ve dig. tarafindan yapilan bir baska calismada ise ayni miktarda
paklitaksel iceren 4. jenerasyon dendrimer-paklitaksel konjugatinin lineer PEG-
paklitaksel konjugati ile antikanser aktivitesi karsilastirilmistir. Dendrimer-
paklitaksel konjugatlar1 serbest paklitaksele gore 10 kat daha fazla toksik
bulunmustur. PEG-paklitaksel konjugatlar1 ise serbest paklitaksele gore 25 kat daha
az toksiktir (79). Minko ve dig. ayn1 zamanda peptit ile hedeflendirilmis lipozomlara
enkapsiile edilmis paklitaksel, ayn1 miktarda paklitaksel iceren hedeflendirilmis 4.
jenerasyon dendrimerler ve hedeflendirilmis lineer PEG-paklitaksel konjugatlarini da
antikanser aktiviteleri agisindan insan akciger kanseri tizerinde karsilastirilmistir. Her
tic formiilasyon da birbirine benzer in vitro sitotoksisite gostermistir ve timor

hacmini azaltmistir.

2.2. Anjiyogenez Iliskili Hedeflendirme ve Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii Reseptorii-1 (Anti-VEGFR-1)

Anjiyogenez veya anjiyojenez; fizyolojik bir siire¢ olup, mevcut olan
damarlardan filizlenme yolu ile yeni damarlarin olusmasi, gelismesi anlamina gelir.
Anjiyogenez, biiylime ve gelisme ile yara iyilesmesi gibi siire¢lerde olmas1 beklenen
bir olaydir. Bununla beraber bazi durumlarda patolojik de olabilmektedir (80-82).
Anjiyogenezi tetikleyen ve onleyen faktorler arasindaki denge bozuldugu takdirde
denge kimin tarafina bozulduysa ona gore anjiyogenezde eksiklik yahut fazlalik
goriilebilir. Kanserde, artritte, inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 gibi inflamatuvar
hastaliklarda; ve gesitli goz hastaliklarinda (makula dejenerasyonu gibi) anjiyogenez
patolojik olarak meydana gelmektedir.

Tanmimlanan anjiyogenik faktorler arasinda vaskiiler endotelyal biiyiime
faktori-A (VEGF-A) sadece fizyolojik anjiyogenezde degil, patolojik
anjiyogenezde de Onemli rol oynamaktadir. VEGF-A iki adet tirozin Kinaz
reseptoriine baglanarak onlart aktive eder. Bu reseptorler VEGFR-1 (Flt-1) ve
VEGFR-2 (Flk-2)’dir. Insan VEGFR-1"1 1338 aminoasitten olusur ve dort boliime
ayrilir. Bunlar, hiicre dis1 boliimii, transmembran boliimi, tirozin kinaz boliimii ve
karboksi terminal bolgesidir. Hiicre digi boliimii 7 tane immiinoglobulin benzeri

boliim tasir ve ligandlara baglanma yetenegi 2. ve 3. boliimlerde lokalize olmustur.
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VEGF-A’nin VEGFR-1’e afinitesi ¢ok yliksektir ve VEGFR-2’ye gore 10 kat daha
fazladir.

Kanserin en 6nemli ayiric1 6zelligi olan anjiyogenez, onkolojide terapdtik
yaklasimlarin odagi haline gelmistir (83). Yapilan calismalar, epidermal biiyiime
faktori (EGF) ve VEGF yolaklarinin insan pankreas kanserinde biiylik miktarda
aktive oldugunu gostermektedir. Epidermal biiyiime faktorli reseptorii ve vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii reseptorlerinin ekspresyonlar1 pankreas kanserinin
tanisinda kullanilabilmektedir. Elde edilen bir rapora gore, IV. evre pankreas kanseri
olan bir hasta basta gemsitabin, 5- FU, irinotekan ve sisplatin tedavisine yanit
vermezken, VEGF-A’y1 hedef alan, rekombinant humanize edilmis monoklonal
antikor olan bevacizumabin eklenmesiyle kemoterapiye yanit gostermistir. Bu
calisma, pankreas kanserinde dnceden basarisizliga ugramis kemoterapiye kombine
olarak kullanilan bevacizumabmn (anti-VEGF-A monoklonal antikor) yararh
olacagin1 gostermistir (84). Solid tlimorlerin gelisimi, yeterli kan akimi saglama
yeteneklerine baglidir. Kan desteginin kesilmesi ile tiimoriin metastazi ve boyutu
regiile edilebilir. Anjiyogenez, diiz kaslarin ve endotel hiicrelerinin invazyonu,
migrasyonu ve proliferasyonu ile karakterize edilir ki bu durumda temel membran
bozulur, yeni bir liimen yapisi olusur. Tiimor hiicreleri ve konakgr hiicreler, yeni
olusan liimen yapisindan sizarlar ve VEGF, platelet kokenli biiytime faktorii (PDGF),
bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), interlokin-8 (IL-8), anjiyogenin,
anjiyotropin, platelet kokenli endotel hiicre biiyime faktorii (PD-ECGF),
dontstiiriicii bliylime faktori-a (TGF-a), TGF-B, epidermal biiylime faktorii (EGF)
ve timor nekrozis faktor gibi cesitli pro-anjiyogenik faktorlerin salinmasina neden
olurlar. Bunlar arasinda, VEGF-A anjiyogenez gelisiminde rol oynayan en dnemli
faktorlerdendir. Bir¢ok arastirmaci tiimor anjiyogenezinde VEGF-A’nin biiyiik bir
role sahip oldugunu ortaya koymustur. VEGF-A etkisini vaskiiler endotel biiyiime
faktorii reseptorii-1 (VEGFR-1) ve VEGFR-2’ye baglanarak gosterir. VEGFR-2,
VEGF-A’nin anjiyogenik, mitojenik ve permeabilite artirict etkilerinin major

aracisidir. VEGFR-1’in anjiyogenezdeki 6nemi daha komplekstir.
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Sekil 2.12. Vaskiiler endotel biiyliime faktorii sinyalinin inhibe etmek i¢in
cesitli stratejiler. VEGF-A (a) veya VEGF reseptorlerini (b,c) hedefleyen
monoklonal antikorlar yer almaktadir. VEGF-trap gibi, simerik ¢6ziinebilen

reseptorler (d) i¢in klinik ¢alismalar devam etmektedir (85).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii-1, VEGF i¢in {i¢ reseptor
kinazdan birisi olup, kanserde anjiyogenezin regiilasyonunda onemli yere sahiptir.
Her ne kadar, baslangigta VEGFR’larin sadece endotel hiicrelerinde eksprese
edildigine inanilsa da, son yapilan c¢alismalar, VEGFR-1’in endotelyal olmayan
hiicre tiplerinde de bulundugunu gostermistir. Arastirmacilarin hipotezi, VEGFR-
I’in pankreatik kanser hiicrelerinde bulundugu, fonksiyonel oldugu ve malign
fenotipe katki sagladigi yoniindedir. Bu hipotezi test etmek i¢in, Ters Transkriptaz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RTPCR) ve/veya Western blot analizlerini kullanarak,
VEGFR-1’in ve ligandlarinin mRNA ve/veya protein ekspresyonlarmin tim
pankreas hiicre hatlarinda gosterilmesi amaglanmistir. VEGFR-1 ligand1 olan VEGF-
B ile stimiilasyon sonucunda, mitojen aktive eden protein kinaz sinyal iletimi,
migrasyon ve invazyonun VEGFR-1 antikoru ile notralize edilerek inhibe edildigi

gosterilmistir. Bu sonuglar, timdr anjiyogenezinin, dolagimdaki VEGF ailesinin
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tiyeleri tarafindan, sadece endotelyal hiicrelerde bulunan VEGF reseptdrlerinin aktive
edilerek degil, ayn1 zamanda VEGF reseptorlerine sahip olan tiimdr hiicrelerindeki
otokrin etki sonucu olustugunu gostermistir (86). Pankreas tiimor hiicrelerinde
VEGFR-1 reseptoriiniin varliginin saptanmasi, tez konusuna 1s1k tutan bir arastirma
niteligi tasimaktadir. Pankreas tiimor hiicrelerinde ve timori ¢evreleyen damar
endotelinde VEGFR-1 reseptoriiniin varligi, tasarlanan ilag tasiyici sistemin pankreas
tiimoriine tasinmasi i¢in hedef nokta olusturmaktadir. Ayni1 zamanda, ilag tasiyici
sistemin hedeflendirme ligand1 olan anti-VEGFR-1 monoklonal antikor ile tiimor
anjiyogenezinin Oniine gecilmesi planlanmaktadir.

Itakura ve dig.’nin 1997 yaptig1 bir ¢calismada insan pankreas hiicre hatlarinda
VEGF’in asir1 miktarda eksprese edildigini gostermistir. Bu durum, timor

gelisiminde anjiyogenik siire¢lerin aktive olmasini da kanitlamaktadir (87).
2.3.1. Anti-VEGFR-1 (Anti-Flt-1) Antikoru

Flt-1 olarak da bilinen VEGFR-1 ve FIk-1 olarak da bilinen VEGFR-2 (KDR)
VEGF reseptor tirozin kinazlardir. VEGFR-1 bazi sartlar altinda, tuzak reseptor
olarak rol oynar, VEGF’i ayr1 tutar ve VEGFR-2 ile etkilesmesini engeller. Fakat
gelisen kanitlar, matriks metalloproteinazlarin ve endotelyal hiicrelerden biiyiime
faktorlerinin saliminin indiiksiyonunun yani sira, VEGFR-1’in hematopoezde, timor
damarlanmasinda rol oynayan monositlere ve diger kemik iligi kokenli hiicrelere
gereksinim oldugu durumlarda 6nemli role sahip oldugunu desteklemektedir (88). Su
anda, VEGF yolaginin inhibitorleri klinik olarak en ileri seviyededir. Farelere ait
anti-VEGF-A monoklonal antikorun humanize edilmis varyanti olan “bevacizumab”
kanser tedavisinde antianjiyogenik tedavi yaklagimi i¢in FDA tarafindan onay
almigtir (85). VEGF ve onun reseptorleri VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEFGR-3
parakrin anjiyogenik ve otokrin mitojenik yolaklar araciligi ile tiimdriin gelismesini
tetikler. Ilerlemis pankreas kanseri tedavisi icin, VEGF yolaklarinin

hedeflendirilmesi umut vaat etmektedir (89) (Sekil 2.12).

2.4. Kanser

Her gecen giin kanser ile ilgili calismalar daha da yogunlagirken, kanser daha

anlasilir hale gelmekte ve bu hastaligin karmasiklig1 daha goriiniir hale gelmektedir.
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Hiicresel diizeyde kanser ve tiimor kontrol edilemeyen hiicre ¢ogalmasi olarak
anlasilmaktadir. Bu hiicre ¢gogalmasi, hiicre 6liimii ve apoptozisten kurtularak tiimor
gelismesine neden olmaktadir. Kontrolsiiz ¢ogalmasmmin  nedeni hiicrelerin
mutasyona ugramis olmasidir. Bu mutasyonlar genellikle proto-onkojenler olarak
bilinen genlerde meydana gelir. Bu genler, farklilasmay: ve hiicre biiyiimesini
kontrol eden proteinleri kodlayarak hiicre siklusunu kontrol etmektedir. Mutasyon
sonucunda bu genler onkojenlere doniisiir, bu durumda hiicre ¢ogalmasi kontrol
edilemez. Boylece, oncesinde kanser olmayan bir hiicre onkojene doniismiis olur.
Onkojen, cogalir ve normal bir genden koken alan mutasyona ugramis sinyal
proteininden dolayr hiicre yaslanmasi gozlenmez. Ciinkii tiimdriin ¢ogalmasi
kontrolsiizdiir, kiitle, artan damarlanma ihtiyacini karsilayabildigi siirece biiylimeye
devam edebilir. Tiimorler, aniden yeni damar olusmasi ya da Onceden var olan
damarlarin diizensiz bir hale gelmesine neden olur. Tiimdriin bir diger karakteristigi
ise, hiicre membraninin diizensiz bir sekilde gelismesine neden olmasidir. Bu
diizensizlik hiicrenin endoteliyal baglantilar arasinda genislemesine neden olacak
sekildedir. Bu sekilde daha kisa damarlar olusur ve besin alimini kolaylastiracak
sekilde hiicreler daha poréz yapida konumlanirlar. Her ne kadar antikanser ilaglar
(metotreksat, paklitaksel vb.) gelistirilmis olsa da ve in vitro olarak timor capini
kiiciilttiigli gosterilmis ve viicuttan tiimorii uzaklastirabilecegi diisiiniilse de, bu
ilaglarin  yeterliligi, ilaglarin tiimorle etkilesimi konusundan dolayr endise
yaratmaktadir. Baz1 antikanser ilaglarinin yarilanma omrii ve spesifik olarak timor
hiicreleri ile etkilesiminin az olmasi sorunlart bu ilaglarin  yOnetilmesini

zorlastirmaktadir (90).
2.4.1. Pankreas Kanseri

Pankreas, karin boslugunda, omurganin bel béliimiiniin 6niinde yer alan bir
salg1 bezi olup, ortalama 15-20 cm uzunlugunda, kadinlarda 55 gr, erkeklerde 70 gr
agirhigindadir. Siskin olan sag ucuna bas, daha dar olan orta boliimiine govde, gévde
ile basin birlestigi ince boliime boyun, ince uzun olan son ucuna da kuyruk denir
(Sekil 2.13). Pankreas endokrin ve ekzokrin olmak {izere iki ayr1 salg1 fonksiyonuna
sahiptir. Pankreas kanseri, malign hiicrelerin pankreas dokusunda bulundugu bir

hastaliktir (50).
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Sekil 2.13. Pankreasin konumu ve anatomisi (50).

Pankreas kanseri Amerika Birlesik Devletleri’'nde kansere bagli Oliimler
arasinda dordiincii siradadir ve 2020 yilinda ikinci siraya yiikselmesi
ongoriilmektedir. En 6liimciil kanser tiirli olan pankreas kanserinde hastalarin bes yil
hayatta kalma oran1 % 6’dir, 6te yandan hastalarin % 73’1 teshis edildikleri ilk yil
icinde kaybedilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde 2014 yilinda 46420 adet
pankreas teshisi konulmus olup, tahminlere gore bunlarda 39590°1 bu hastaliktan
Olecektir. Amerika Birlesik Devletleri niifusundaki demografik degisimler ve
goriilme sikligi ve 6liim oranindaki degisiklikler baz alindiginda 2030 yilinda yeni
pankreas kanseri vaka sayisinin 2 kat, buna bagl oOliimlerin ise 2,4 kat artacagi
tahmin edilmektedir (50).

Pankreasin ya da diger bir organin kanseri kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak
karakterize edilmektedir. Kanser hiicreleri apoptozisten kaginabilen, kendi ¢ogalma
sinyallerini {iretebilen ve c¢ogalmanin inhibe edilecegi sinyallere karsi direngli
hiicrelerdir (53). Kanserin 2-3 mm®ten daha biiyiik bir boyuta erisebilmesi icin
anjiyogenez olarak isimlendirilen yeni damar olusumu gerekmektedir. Fakat, olusan
bu tiimor damarlanmasi yapisal ve fonksiyonel olarak olmayan organizasyonu bozuk
bir damarlanmadir (91). Timo6r dokusunun boyutu biiyiidiikge, tiimoriin i¢indeki
doku i¢i basing da artmaya devam ettiginden, kemoterapotiklerin tiimoriin i
bolgelerine taginmasi zor olmaktadir. Insan pankreas kanseri, teshisinin zorlugu ve

tedavi segeneklerinin azlig1 nedenleriyle tiim kanser tiirleri arasinda 5 yillik hayatta
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kalma orani1 en diisiik olan kanser tiiriidiir (92,93). Bu nedenden dolay1 pankreas
kanseri tedavileri secenekleri gelistirilmelidir.

Pankreas kanserinin birincil tipi pankreatik adenokarsinomadir ve tiim
vakalar arasinda % 95°lik bir orana sahiptir (94). Pankreatik adenokarsinoma
pankreasin ekzokrin fonksiyonunu etkilemektedir. Tiimoriin pankreas igerisinde
nerede gelistigi teshis edilme evresi ve tedavi sonucu ile yakindan ilintilidir. 0. evre
hi¢ yasanmamuistir. 1. evre kanserin koken aldig1 organda lokalize oldugu durumdur.
2. evre iki kosula ayrilmaktadir. Birincisi kanser komsu organlara yayilmistir ancak
lenf nodlarina yayilmamistir, ikincisi durumda ise kanser komsu organlara
yayilmakla birlikte baz1 bolgesel lenf nodlarina da metastaz yapmustir. 3. evrede ise
kanser lenf nodlarina yayilmis ya da yayilmamis olabilir ancak ¢ok yakin olmayan
diger organlara (mide, dalak, kolon, komsu damarlar) sigramistir. 4. evrede ise timor
lenf nodlarina yayilmis ya da yayilmamis olabilir ancak uzak organlara sigramistir. 0.,
1. ve 2. evre timorler cerrahi olarak c¢ikarilabilirken, evre 3 ve 4 tiimorler
cikarilamazlar (95). 5 yillik hayatta kalma oranlar1 hastaligin ciddiyetine baglidir.
Lokalize olmus tiimorlerde hayatta kalma oran1 % 20 iken, bolgesel tiimorlerde % 8,
uzak organ metastazinda % 2’dir. Maalesef, hastalarin ancak % 7’sine lokalize timor
tanis1 konulurken, % 26’sina bolgesel, % 52’sine ise uzak organ metastazi olan
pankreas kanser tanis1 konmaktadir (96).

Amerikan Kanser Toplulugunun 2012 yilinda yayinlanan yillik raporuna gére
pankreas kanserinde bir artis gbze carpmaktadir, raporda bu durumun obezitedeki
artis ile iligkilendirilebilecegi yoniinde bir goriise yer verilmistir. Pankreas kanserinin
erken teshis edilememesinden dolayi, bu kanser tipi tahrip giicii ¢cok yiiksek bir
hastalik olmaktadir. Erken teshis durumunda ise o anki metastaz riski gibi ciddi
zorluklar nedeniyle hastalarin ancak % 20’sinden azinda cerrahi islem sansi
bulunabilmektedir. S6z konusu hastalarin ise sadece yarisinda tiimoérler basarili bir
sekilde rezeke edilebilmektedir (97). ilk teshiste metastaz oran1 yiiksek bir hastalik
olmasi, agresif klinik silireci ve sistemik tedavideki basarisizliklar yiliksek
mortalitenin nedenleridir. Ilerlemis hastahgin tedavisinde sitotoksik ilaglarin
kullanimi basarisizlikla sonu¢lanmistir. Gliniimiizde, arastirmacilar hedeflendirilmis
tedavinin roliinii degerlendirebilmek amaciyla molekiiler yolaklar {izerine

yogunlagmistir (98). Gemsitabin lokal ileri pankreas kanseri ve metastatik pankreas
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kanserinde standart tedavi yaklasimi haline gelmistir. Yumurtalik, kiiclik hiicreli
akciger ve pankreas kanserini iceren solid tiimorler i¢in, tek basmna veya diger
sitotoksik ilaglarla birlikte kullanimi gliniimiizde 6nemli bir tedavi se¢enegi olarak
uygulanmaktadir. Olusturdugu kismi antitiimor etkiyle birlikte, agr1 ve ilag kullanim
gereksinimini azaltmasi ve ayrica beslenme durumunda meydana getirdigi iyilesme
ile yasam kalitesini artirmasi gemsitabine olan ilginin en 6nemli temel sebepleridir.
Ancak, kanser hiicrelerine karst umut vaat eden etkinligine karsin, pankreas
kanserinde gemsitabine olan yanit molekiiliin hedef bolgeye etkin ulasamamasindan
dolay1 diisiik seviyelerde kalmaktadir, tedavide basarist klinik degerlendirmelere

gore % 20 diizeyindedir (97,99) .
2.5. Gemsitabin Hidroklorir

Gemsitabin HCl CgH1:1F2N304.HCI kimyasal formiile sahip, 299,66 g/mol
molekiil agirligina sahip, pKa’si 3,6 olan bir antikanser molekiildiir. Suda 1 kism1 10-
30 kisimda c¢oziinlirken, metanolde 1 kisimi 100-1000 kisim araliinda
¢Oziinmektedir.

Sentetik, pirimidin niikleozid ve antineoplastik etkili bir madde olan,
gemsitabin (2',2'-diflorodeoksisitidin), lokal ileri pankreas kanseri ve metastatik
pankreas kanserinde giiniimiizde standart tedavide tercih edilen en 6nemli antikanser
molekiil durumundadir. Gemsitabin HCI’{in, Eli Lilly Firmasi’nin GEMZAR® isimli
ticari Urlindi ilk onaymi 1996 yilinda FDA tarafindan kanser tedavisindeki kullanimi
icin almistir. Gemsitabin bir 6n ilag olup, hiicre i¢ine girmesi ve aktif metabolitine
doniismesi i¢in fosforilasyona ugramasi gerekmektedir (98). Gemsitabin,
antimetabolit sinif1 bir antineoplastik olup, yapisal ve farmakolojik acidan sitarabine
(1-p-D-arabinofuranosilsitozin, ara-C) benzer (Sekil 2.14). Ara-C’den sadece 2’
konumundaki hidroksil gruplarin1 igeren geminal florinlerin siibstitiisyonlari
acisindan farklilik gdosterir ve hematolojik olmayan malignitelerde ara-C’nin

etkinligini artirmak icin gelistirilmistir.
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Sekil 2.14. Gemsitabin HCI’lin kimyasal sekli

Gemsitabinin aktivasyonu ig¢in, hiicre i¢inde aktif olan 5’ trifosfat formuna
dontigmesi gerekir. Bu doniisiim deoksistidin  kinazlar araciligi ile saglanir.
Dolayisiyla bu enzim gemsitabin aktivasyonu i¢in hiz siirlayicidir. Gemsitabinin
etki mekanizmasi su sekildedir, deoksiniikleotidin DNA zincirine eklenmesini
takiben, gemsitabin trifosfatin uzatilmis DNA zincirinin en sonuna katilmasi
sonucunda, DNA sentezi durur ve riboniikleotid rediiktaz enzimi inhibe olur.
Gemsitabin ¢ok hizli ve yaygin bir sekilde, kanda, karacigerde, bobrekte ve diger
dokularda, sitidin deaminaz tarafindan deaminasyona ugrayarak inaktif formu olan 2’,
2’- diflorodeoksiiiridin (dFdU)’e doniisiir ve idrarla atilir. Gemsitabinin kanda kalis
stiresi ¢ok kisadir (8-17 dakika). Terapotik ilag seviyesine ulagmak i¢in, gemsitabin
giiniimiizde 1000 mg/m? olacak sekilde ve 30 dakikalik intrevendz infiizyonu
seklinde uygulanmaktadir. Gemsitabin monoterapi seklinde kullanildiginda pankreas
kanseri ve kiigiik hiicreli akciger kanserinin tedavisinde endikedir, ayn1 zamanda
bircok solid tiimére karst etkin oldugu gosterilmistir (100). Insanlarda, solid
timorlere kars1 genis bir sitotoksisite spektrumuna sahip olan, suda ¢oziinen
antimetabolit niikleozid analogu olan gemsitabinin antikanser etkinligi kisa yar1 dmrii
nedeniyle kisitlidir. Diisiik molekiil agirlikli antikanser ilaglarin yiiksek dozlarda
kullanimi, viicutta kontrolsiiz ve rastgele dagilacagi icin, hastalarda spesifik olmayan
toksisitelere neden olmaktadir. Gemsitabinle birlikte goriilen bu etkilere drnek olarak,
kemik iliginin baskilanmas1 ve geri doniisiimlii transaminaz yiikselmesi verilebilir.
Bugiine kadar, gemsitabinin in vivo stabilitesinin artirilmasina ve toksisitesinin

azaltilmasma yonelik olarak bircok yaklasim denenmistir. Bu yaklagimlar,
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gemsitabinin lipozomlara enkapsiile edilmesi ve gemsitabinin hem doymus hem de
doymamig C18 ve C20 agil zincirlerine baglanmasidir. Gemsitabinin lipozomlara ve
kisa zincirli hidrokarbonlara yiiklenmesi, plazma tarafindan hizli bir sekilde
gerceklestirilen inaktivasyona karsi kismi bir koruma saglarken, viicuttaki rastgele
biyodagilim1 ve hizli bobrek atilimini engelleyememistir (101).

Pankreas kanserinin tedavisine iligkin olarak, hastalar iizerinde yapilan
arastirmalarda, gemsitabin ve 5-florourasil (5-FU) tedavileri degerlendirilmistir.
Klinik yanitlar incelendiginde, gemsitabine % 23,8 oraninda yanit alinirken 5-FU’da
bu oranin % 4,8 oldugu tespit edilmistir. Ayrica, bir yi1l boyunca hayatta kalma
oranlar1 incelendiginde, gemsitabinle tedavi edilenlerde bu oran % 18 iken, 5-
FU’da % 2 seviyesindedir. Klinik diizeyde yapilan bu arastirma, pankreas kanserinde
tedavi yaklasimimin gemsitabin ile yliriitilmesinin dogru bir segenek oldugunu

gostermektedir (98).
2.6. Hiicre Canhihigin Test Edilmesi

2.6.1. (3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazolyum bromid) (MTT)
Testi

Cogalma ve sitotoksisite caligmalarinda canli hiicre sayisini tespit igin
kullanilan, enzim aktivitesine dayali kolorimetrik bir yontemdir. Bu yontem yasayan
hiicrelerin renksiz ya da az renkli MTT (3,(4,5-dimetiltiazol-2-il1)-2,5- difenil
tetrazolyum bromid)’yi, renkli formazan tiirevlerine doniistiirmesi temeline dayanur.
MTT yontemi ilk kez 1983 yilinda Mosmann tarafindan immiinolojik ¢aligmalar igin
hizli bir kolorimetrik yontem olarak tanimlanmistir (102). MTT (11) mitokondriyal
siiksinik dehidrogenaz enzimi tarafindan cogalan hiicrelerde formazana (kirmizi-
mor) dontistir. Sadece indirgenen sekil (formazan) spektrofotometrik olarak

oOl¢iilebilir, bu nedenle orijinal boya ile herhangi bir girisim gzlenmemektedir.
2.7. Akis Sitometrisi

Akis sitometrisi (ayn1 zamanda akis mikroflorimetri ya da akis sitoflorimetrisi
olarak da adlandirilabilir), hiicre veya partikiillerin akmakta olan bir akiskanin

icindeyken karakteristiklerinin Olgiilmesidir. Akis sitometrisi ile bir siispansiyon
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halindeki hiicre ya da partikiiller, lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden
gecirilir; hiicrelerin 15181 Oniinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz
edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel
Ozellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan ¢esitli florokromlar da olabilir. Béylece
hiicre ya da partikiiliin immunfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre
membran potansiyeli, canlilig1r gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir.
Goriiniir ya da floresan dalga boylarinda tek tek hiicreler tarafindan yapilan yayilim
hiicrelerin antijenik, biyokimyasal ya da biyofiziksel ozellikleri hakkinda bilgi
edinilmesini saglar. Akis sitometrisi genel olarak iki amag i¢in kullanilir; kantitatif
analiz ya da hicrelerin ayrilmasi. Akis sitometrisi yardimiyla tek tek kaynak
onlinden gecen hiicreler ozelliklerine gore genellikle elektrostatik olarak
birbirlerinden ayrilirlar. Tek basina incelenen hiicreler iizerinde yapilan 6l¢iimlerin
grafiksel olarak ifadesine histogram denir. Histogramdaki veriler hiicre sayisini ve
tek basina olan hiicreler iizerinde yapilan 6l¢iim ya da dlglimlerin degerlerini igerir.
Analizlerde genel olarak ii¢ asama bulunmaktadir. Ilk asama akis sitometrisi dncesi
fazdir. Bu asamada hiicreler hazirlanirlar, protokoller gelistirilir ve daha sonrasinda
hiicrelerin floresan proplar ile boyanmalar1 gerceklestirilir. Ikinci asama akis
sitometrisi asamasidir. Her bir hiicre cihazda bulunan kapillerden ve eksitasyon
kaynagi Oniinden tek tek gegerler ve bu sirada yapilan olgtimler kaydedilir. Son

asama ise elde edilen verilerin incelenmesi ve degerlendirilmesidir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Arac ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

APC isaretli sekonder antikor (Goat Santa Cruz/ ABD

anti-rabbit 1gG, F(ab")2-APC)
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Diyaliz membrani (2000, 10000 Da)
Etilendiamin

Fetal s1gir serumu (FBS)

Fikol
Flt-1 (C-17) antikoru (tavsan)
Flt-1 (H-225) antikoru (sc-9029)

Gemsitabin HCI

Iscove'un modifiye edilmis Dulbecco

ortam1 (IMDM)

LPR ultrafiltrasyon membrani
Metanol (HPLC grade)
Metilakrilat
Metiltiyazoliltetrazolyum (MTT)
n-Butanol

N,N-Dimetilformamid

Normal tavsan antikoru (IgG)

Carlo Erba/ Italya
Millipore/Almanya
Merck/ Almanya

Biochrom AG / Almanya

Sigma Aldrich/ABD
Santa Cruz/ ABD
Santa Cruz/ ABD
Sigma Aldrich/ ABD

Biowest The Serum Specialist,

Nuaill¢/ Fransa
Millipore/Almanya

Sigma Aldrich/ ABD

Merck/ Almanya

Sigma/ ABD

Merck/Almanya

Applichem GmBH / Almanya

Santa Cruz/ ABD



PEG bisamin HCI (MA: 2000)

Penisilin / Streptomisin

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

JemKem Technology/ ABD
Biochrom AG / Almanya

Sigma-Aldrich/ ABD

Tetra-amin PEG (MA: 5000) (PEG JemKem Technology/ ABD

tetrakisamin)

Tripan mavisi

Tripsin — EDTA ¢ozeltisi

3.1.2. Biyolojik Materyal

CFPAC-1 Hicre hatt1

CD1 Nude Fare

3.1.3. Kullanilan Aletler

Akis sitometri cihazi

ATR Spektroskopisi

Basingli Azot Tiipt

Mikrodalga sentez sistemi

Doku Kesiti Alma Cihaz1

ELISA Okuyucu

Floresan Mikroskop

Hassas Terazi

HPLC Sistemi, DAD Dedektorli

Sigma/ ABD

Biochrom AG/ Almanya

ATCC/ ABD

Charles River/ Almanya

BD FACSAria I/ ABD

Perkin Elmer Spectrum One in ATR

Linde, Tiirkiye

CEM Corporation, North Carolina,
USA

Leica/ Almanya

Molecular Devices, Spectra Max Plus/
ABD

Leica, Wetzlar/ Almanya
Mettler Toledo, Isvicre

Agilent Technologies 1200 Series,
ABD
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Inkiibator

Isik Mikroskobu

Kolon (C18 S5um, 150x4,6 mm)

Karigtirmali kiivet (Amicon 8000)

Laminar hava akiml kiiltiir kabini

Liyofilizator

Manyetik Karistirict

Mikropipet

NMR Spektroskopisi

Partikiil Biiyiikligl ve Zeta
Potansiyeli Ol¢iim Cihaz

pH metre

Santrifiij Aleti
Siringa Filtresi
Ultra Saf Su Sistemi

Ultrasonik Banyo

UV Goriintiileme Sistemi

Vorteks
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Heracell 150 i, Thermo Scientific/
ABD

Olympus, Japonya

Clipeus, Higgins Analytical Inc.,
ABD

Millipore/Almanya

HERA Safe, Thermo Scientific/ ABD

Heto PowerDry PL3000, Jouan,
Danimarka

Variomag Telesystem, Almanya

Eppendorf, Almanya

Bruker Avance 500 MHz
Spectrometer

Zetasizer Nanoseries ZS, Malvern
Instruments, ingiltere

Sartorius PP-20, Almanya

Hermle Z383 K, Almanya
Advantec, MFS, Inc., Japonya
Simplicity 185-Milipore, ABD
Branson B 220 Smith Kline, ABD

Gel Logic 1500, Imaging Systems,
Kodak /ABD

Niivemix, Tiirkiye
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3.2. Metod
3.2.1. Dendrimer Sentezi

Tez calismas1 kapsaminda sentezlenen EDA ve PEG ¢ekirdekli PAMAM
dendrimerlerinin sentezi, PEG ile modifikasyonu ve antikor ile konjugasyonu ve
karakterizasyonlar1 Yildiz Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya
Boliimii'nde Prof.Dr. Metin Tiili ve ekibi tarafindan gerceklestirilmistir.Tez
calismalar1 kapsaminda sentezlenecek olan dendrimerler anyonik karboksilik asit son
gruplu 4,5. jenerasyon, EDA ve PEG tetrakisamin ¢ekirdekli PAMAM tipi
dendrimerlerdir. Bu dendrimerlerin sentezi 1raksak yOntem esasina gore
gerceklestirilmis  olup, Sekil 3.1’de Ozetlenmeye c¢alisilmistir.  Sentezlenen
dendrimerler, sahip olduklari istiinliiklerinden dolayt PEG 2000 ile modifiye
edilmistir. % 2 oraninda gerceklestirilmesi planlanan modifikasyonun ardindan

timore hedeflendirme amaciyla anti-VEGFR-1 ile konjuge edilmistir.

Dendrimer Sentezi

EDA ¢ekirdekli PEG ¢ekirdekli
| - |
4 N\ e N\
Metilakrilat 4 Kollu-NH,-5000
+ +
Etilendiamin Etilendiamin
_ / _ J

Ny «

‘ PEG Modifikasyonu ]

[ + NH,-PEG2000-NH, ]

Sekil 3.1. Dendrimer sentezinin agamalart.
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Mikrodalga Destekli PAMAM Tiirii Dendrimerlerin Sentezi

Yarim Jenerasyonlu PAMAM Dendrimerlerin Genel Sentez Yontemi
(0,5-4,5)

Oda sicakliginda metanol icerisindeki PAMAM ¢ozeltilerinin (0-4) iizerine
klasik Michael ekleme reaksiyon yontemiyle stokiyometrik oranda en az 10 kat fazla
metilakrilat ilavesi yapilmistir. 24 saatlik bir karistirmadan sonra reaksiyon
durdurulup, ¢o6ziicii ve ihtiya¢ fazlasi metilakrilat doner buharlastirict yardimiyla

uzaklagtirilmastir.

Tam Jenerasyonlu PAMAM Dendrimerlerin Genel Sentez Yontemi (1-

4.NH>)

Metanol (1-5 mL) igerisindeki ester sonlu PAMAM ¢ozeltilerinin (0,5 - 3,5)
lizerine etilendiamin (ester sayisinin 10 kati) ilave edilmistir. Mikrodalga ortaminda
200-250 W, 30-80 dk, 120-130°C arasinda reaksiyon gergeklestirilmistir (Sekil 3.2).
Reaksiyon bittikten sonra ¢oziicii ve etilendiaminin fazlasi doner buharlastirici
yardimiyla uzaklastirildiktan sonra olasi etilendiaminin fazlasi n-butanol ile azeotrop
olusturularak uzaklastirilmistir. Bunun i¢in bir ultra filtrasyon teknigi olan LPR
(Liquid Phase Polymer Retention) tekniginden faydalanilmistir (Sekil 3.3). LPR
yonteminde 15 psi N2 basingta, % 50 metanol ¢ozeltisi ve 1-3 KDA membranlar
kullanilarak yiiksek saflikta ve yiiksek verimde dendrimerler elde edilmeye

caligilmistir.
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Sekil 3.2. Tam jenerasyonlu dendrimer sentezine iligskin akis sirasi

Sekil 3.3’te ayrintili olarak verilen LPR diyaliz sisteminin ¢aligsma prensibi, 6
numarali kisimda saf su bulunmaktadir. Basing (4 numarali kisim) yardimiyla 6
numarali kistmdaki su 1 numarali kisma iletilir. Karistirict yardimiyla 1 numarali
kapta dendrimer-su karisimi karistirilir. Basing yardimiyla 1 numarali kabin {istiinden
gelen su miktar1 1 numarali kabin ¢ikis yerinden disar1 ¢ikar. 2 numarali kisimda ise
membran bulunmaktadir. Molekil agirligi 1000, 3000, 10000 olan maddeleri
ayirmak olmak cesitli por agikligina sahip membranlar bulunmaktadir. Ornegin,
jenerasyonu 4,0, molekiil agirligi 8000 g/mol olan bir dendrimeri molekiil agirlig
3000 olan membranla diyaliz yaparak reaksiyona fazla miktarda ilave ettigimiz
etilendiamini rahatlikla uzaklastirabiliriz. Bu islemi tam jenerasyon dendrimer
iiretiminde yapilmaktadir (1, 2, 3, 4 gibi), yarim jenerasyonlarda kullanilmamaktadir,
clinkii yarim jenerasyonlarda metilakrilat ilave ederek yarim jenerasyon
yapilmaktadir ve metilakrilat ugucu bir kimyasal oldugu i¢in diyaliz yapmaya gerek

kalmamaktadir.
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Sekil 3.3. Ultra Filtrasyon diizenegi (1) filtrasyon hiicresi, (2) Ultra filtrasyon

membran, (3) manyetik karistiric1 (4) basing kaynagi (5) selektor (6) rezervuar.

PEG tetrakisamin Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin (PEG-PAMAM)
Sentezi

PEG tetrakisamin ¢ekirdekli dendrimerlerin (PEG-PAMAM) 0,5.

jenerasyondan 4,5. jenerasyona kadar olan sentez basamaklari sirasiyla agiklanmistir.

e PEG-PAMAM 0,5: Metanol (20 mL) igerisindeki metilakrilat (0,244 ¢, 2,83
mmol) ¢ozeltisi lizerine, metanolde (20 mL) ¢6ziinmiis olan 4-kollu-NH>-
5000 (1,454 g, 0,28 mmol) ¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat
boyunca karistirilmistir.

e PEG-PAMAM 1,0: Metanol (5 mL) igerisindeki PEG-PAMAM 0,5 (1,51 g,
0,25 mmol) ¢ozeltisi ile EDA (81,31 g, 20,74 mmol) maddesi mikrodalga
ortaminda 200 W, 75 dk ve 122 °C karistirilmistir.

e PEG-PAMAM 1,5: Metanol (20 mL) igerisindeki metilakrilat (0,384 g, 4,46
mmol) ¢ozeltisi lizerine, metanolde (20 mL) ¢éziinmiis olan PEG-PAMAM
1,0 (1,35 g, 0,22 mmol) ¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat

boyunca karistirilmistir.
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PEG-PAMAM 2,0: Metanol (5 mL) igerisindeki PEG-PAMAM 1,5 (1,44 g,
0,19 mmol) ¢ozeltisi ile EDA (1,869 g, 31,09 mmol) maddesi mikrodalga
ortaminda 200 W, 75 dk ve 126 °C karistirilmistir.

PEG-PAMAM 2,5: Metanol (20 mL) igerisindeki metilakrilat (0,586 ¢, 6,80
mmol) ¢ozeltisi iizerine, metanolde (20 mL) ¢6ziinmiis olan PEG-PAMAM
2,0 (1,34 g, 0,17 mmol) ¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat
boyunca karistirilmistir.

PEG-PAMAM 3,0: Metanol (5 mL) igerisindeki PEG-PAMAM 2,5 (1,66 g,
0,15 mmol) cozeltisi ile EDA (3,0 g, 49,91 mmol) maddesi mikrodalga
ortaminda 200 W, 75 dk ve 123 °C karistirilmistir.

PEG-PAMAM 3,5: Metanol (20 mL) icerisindeki metilakrilat (0,943 g, 10,95
mol) ¢dzeltisi lizerine, metanolde (20 mL) ¢6ziinmiis olan PEG-PAMAM 3,0
(1,58 g, 0,13 mmol) c¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat
boyunca karistirilmistir.

PEG-PAMAM 4,0: Metanol (4 mL) igerisindeki PEG-PAMAM 3,5 (2,22 g,
0,13 mmol) ¢ozeltisi ile EDA (5,01 g, 83,36 mol) maddesi mikrodalga
ortaminda 200 W, 90 dk ve 126 °C karistirilmustir.

PEG-PAMAM 4,5: Metanol (20 mL) igerisindeki metilakrilat (1,148 g, 13,33
mmol) ¢ozeltisi lizerine, metanolde (20 mL) ¢6zliinmiis olan PEG-PAMAM
4,0 (1,57 g, 0,08 mmol) ¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat

boyunca karistirilmistir.
EDA Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin (EDA-PAMAM) Sentezi

EDA ¢ekirdekli dendrimerlerin (EDA-PAMAM) 0,5. jenerasyondan 4,5.

jenerasyona kadar olan sentez basamaklari sirasiyla agiklanmaistir.

EDA-PAMAM 0,5: Metanol (20 mL) igerisindeki metilakrilat (21,487 g,
0,249 mol) ¢o6zeltisi lizerine, metanolde (20 mL) ¢6ziinmiis olan EDA (3,0 g,
49,91 mmol) ¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat boyunca
karistirilmastir.

EDA-PAMAM 1,0: Metanol (5 mL) igerisindeki EDA-PAMAM 0,5 (13,68 g,
33,81 mmol) c¢ozeltisi ile EDA (81.31 g, 1.35 mol) maddesi mikrodalga
ortaminda 200 W, 60 dk ve 124 °C karistirilmustir.
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EDA-PAMAM 1,5: Metanol (20 mL) igerisindeki metilakrilat (18,30 g, 0,212
mol) ¢ozeltisi iizerine, metanolde (20 mL) ¢6ziinmiis olan EDA-PAMAM 1,0
(10,99 g, 21,26 mmol) ¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat
boyunca karistirtlmistir.

E 2,0: Metanol (5 mL) igerisindeki E 1,5 (19,12 g, 15,85 mmol) ¢ozeltisi ile
EDA (76,253 g, 1,26 mol) maddesi mikrodalga ortaminda 200 W, 70 dk ve
128 °C karistirnlmustir.

EDA-PAMAM 2,5: Metanol (20 mL) igerisindeki metilakrilat (18,82 g, 0,218
mol) ¢ozeltisi iizerine, metanolde (20 mL) ¢6ziinmiis olan EDA-PAMAM 2,0
(15,64 g, 10,93 mmol) ¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat
boyunca karistirilmistir.

EDA-PAMAM 3,0: Metanol (5 mL) igerisindeki E 2,5 (20,05 g, 7,14 mmol)
cozeltisi ile EDA (68,66 g, 1,14 mol) maddesi mikrodalga ortaminda 150 W,
60 dk ve 124 °C karistirilmustir.

EDA-PAMAM 3,5: Metanol (20 mL) igerisindeki metilakrilat (15,43 g, 0,179
mol) ¢ozeltisi lizerine, metanolde (20 ml) ¢dziinmiis olan EDA-PAMAM 3,0
(14,60 g, 4,48 mmol) ¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat
boyunca karistirilmistir.

EDA-PAMAM 4,0: Metanol (4 ml) igerisindeki EDA-PAMAM 3,5 (15.85 g,
2.63 mmol) ¢ozeltisi ile EDA (50,70 g, 0,84 mol) maddesi mikrodalga
ortaminda 200 W, 60 dk ve 120 °C karistirilmustir.

EDA-PAMAM 45: Metanol (20 mL) igerisindeki metilakrilat (10,563 g,
0,122 mol) ¢ozeltisi lizerine, metanolde (20 mL) ¢o6ziinmiis olan EDA-
PAMAM 4,0 (10,60 g, 1,53 mmol) ¢ozeltileri ilave edilerek oda sicakliginda
24 saat boyunca karistirilmstir.



48

Asit Sonlu PAMAM Dendrimerlerin Genel Sentez Yontemi

Metanol ¢ozeltisi igerisindeki yarim jenerasyonlu PAMAM c¢ozeltileri (PEG-
PAMAM 4,5- EDA-PAMAM 4,5) NaOH ortaminda 24 saat karistirilmistir. Coziicii

doner buharlastirict yardimiyla uzaklastirilmistir.

PEG tetrakisamin Cekirdekli Asit Sonlu PAMAM Dendrimerlerin

Sentezi

Metanol (2 mL) igerisindeki NaOH (0,171 g, 4,27 mmol) ¢ozeltisi {izerine,
metanolde (2 mL) ¢6ziinmiis olan PEG-PAMAM 4,5 maddesini (1,19 g, 0,024

mmol) ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat boyunca karistirilmistir.
EDA Cekirdekli Asit Sonlu PAMAM Dendrimerlerin Sentezi

Metanol (2 mL) igerisindeki NaOH (0,169 g, 4,22 mmol) ¢ozeltisi {izerine,
metanolde (2 mL) ¢oziinmiis olan EDA-PAMAM 4,5 maddesini (1,27 g, 0,049

mmol) ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat boyunca karistirilmistir.
PEG Bisamin Sonlu PAMAM Dendrimerin Genel Sentez Yontemi

20 mL metanol igerisindeki ester sonlu PAMAM c¢ozeltilerin (PEG-PAMAM
4,5, EDA-PAMAM 45) iizerine metanolde ¢oziinmiis olan PEG 2000 (ester
sayisinin %10°u) maddesi argon atmosferi altinda 0 °C sicaklikta 5 saat boyunca
damla damla ilave edilmistir. 24 saat oda sicakliginda karistirilmistir. Reaksiyon
bittikten sonra ortamdaki ¢oziicli doner buharlastirici yardimiyla uzaklastirilmistir.
LPR yonteminde 15 psi N2 basingta, metanol ¢oziiciisii igerisinde, 10 kDA
membranlar kullanilarak saflagtirma islemi yapilmistir, ardindan son ¢ozelti doner

buharlastirici ile ugurulmustur.

PEG tetrakisamin Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin (PEG-PAMAM)
PEG ile Yiizey Modifikasyonu

20 mL metanol igerisindeki PEG-PAMAM 4,5 (1,71 g, 0,05 mmol)
¢ozeltisinin ilizerine soguk ortanda metanolde ¢oziilmiis olan PEG 2000 (1,943 g,
0,99 mmol) maddesi argon atmosferi altinda 0 °C sicaklikta 5 saat boyunca damla

damla ilave edilmistir. Bir gece oda sicakliginda karistirilarak iiriin elde edilmistir.
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EDA Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin (EDA-PAMAM) PEG ile
Yiizey Modifikasyonu

20 mL metanol igerisindeki E 4,5 (1,487 g, 0,119 mmol) ¢ozeltisinin tizerine
soguk ortanda metanolde ¢6ziilmiis olan PEG 2000 (2,028 g, 1,04 mmol) maddesi
argon atmosferi altinda 0 °C sicaklikta 5 saat boyunca damla damla ilave edilmistir.

Bir gece oda sicakliginda karistirllmistir (Sekil 3.4).

Tablo 3.1. Dendrimer sentezi

Dendrimer X y z
EDA-PAMAM 0,5 - 4,5 4-64 - -
PEG-PAMAM 0,5 -4,5 8-128 - -
EDA-PAMAM 5 - 56 8
PEG-PAMAM 5 - 118 10
EDA-PAMAM 5.COOH - 56 8
PEG-PAMAM 5.COOH - 118 10
‘—(COOCH3)X NH,PEG-NH, (coocm, _ Naowm coon)
24 h, Metanol X 24 h, Metanol M

(NH-PEG—NHZ) (NH—PEG-NHZ )

z z

@ .. o

Sekil 3.4. Dendrimer yiizeyinin PEG2000 ile modifikasyonu

3.2.2. Antikor Konjugasyonu

PEG-PAMAM Dendrimerlerine Antikor Baglama Reaksiyonu

1 mL dimetilformamit (DMF) igerisindeki Flt-1 (8 mg, 0,044 mmol)
¢ozeltisinin tizerine BOP (29 mg, 0,066 mmol) maddesi ilave edilir. 1 mL DMF
icerisindeki P 5,0 (200 mg, 0,0041 mmol) ve TEA (15 mg, 0,176 mmol) maddeleri
¢ozeltinin lizerine ilave edilir. Argon atmosferi altinda 5 giin oda sicakliginda

karigtirilir. LPR yontemi kullanilarak saflastirilir.
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PEG-PAMAM-FIt1 Dendrimerin Hidrolizi

Metanol (2 mL) igerisindeki NaOH (19 mg, 0,48 mmol) ¢ozeltisi iizerine,
metanolde (2 mL) ¢oziinmiis olan PEG-PAMAM-FIt1’i (138 mg, 0,0027 mmol)
ilave edilerek oda sicakliginda 24 saat boyunca karistirildiktan sonra tiriin elde

edilmistir.
3.2.3. Dendrimerlerin Karakterizasyonu

Sentezlenen dendrimerler, her bir jenerasyon basamaginda (yarim ve tam)
ATR spektrumu, 13C NMR ve 'H NMR ile analiz edilmistir. PEG 2000 ile modifiye
edilen dendrimerler de ATR ve NMR ile analiz edilmislerdir. Antikor ile konjuge
edilen dendrimerlerden sadece PEG ¢ekirdeklilerde NMR ve Matriks Yardimli Lazer
Iyonizasyon Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF) ile karakterizasyonlar:
gerceklestirilmistir. Kiitle spektrumu, oOrnekteki bilesiklerin kolaylikla hareket
edebilen iyonlara doniistiiriilmesi ve bu iyonlarin kiitle/yiik oranina gore siralanma-
styla elde edilmektedir. Iyonizasyon isleminde, cogunlukla kiitle dagilimi ana
maddeye gore Ozel olan, bir pozitif tanecikler serisi meydana gelir. Kiitle
spektrometresi bu gercek iizerine kurulmustur. Bir kiitle spektrumu kimyasal yap1
hakkinda oOnemli bilgiler vermektedir. Spektral veriler, infrared ve NMR
spektralardan daha kolay tanimlanir; ¢linkii bilgiler, bir 6rnegin, yapisal bilesiminin
molekiiler kiitlesi cinsinden ifade edilir. Ayrica verilerden analitin molekiil agirhig:

da dogru olarak saptanabilmektedir (50).

3.2.4. Gemsitabin HCI’iin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde Yapilan

Calhismalar
UV Spektrumu

Gemsitabin HCI’lin su igerisinde hazirlanan 10 pg/mL konsantrasyondaki
¢ozeltisinin UV spektrumu 1x1 cm’lik kuartz kiivetler icerisinde 200 - 400 nm

arasinda taranmis ve ¢dzeltinin Amaks degeri tespit edilmistir.
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Gemsitabin HCI’iin Yiiksek Basin¢gh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayini

Gemsitabin HCI CgoH11F2N304.HCI kimyasal formiile sahip, 299,66 g/mol
molekiil agirligina sahip, pKa’s1 3,6 olan bir antikanser molekiildiir. Suda 1 kismi 10-
30 kisimda ¢Oziiniirken, metanolde 1 kistimi 100-1000 kisim araliginda
coziinmektedir. Gemsitabin HCI’iin suda ve metanoldeki ¢oziiniirliikleri ve pKa
degeri géz Oniinde bulundurularak, Seshagiri Rao ve dig.’nin kullanmis oldugu
yontem modifiye edilerek, asagida ayrintili olarak sunulan kosullarda miktar tayini

gerceklestirilmistir (Tablo 3.2) (103).

Tablo 3.2. Gemsitabin HCI’iin HPLC ile miktar tayininde kullanilan kromatografik

kosullar.
Kolon C1s(150x4,6mm, por biiylikligl 5 um)
Mobil faz Fosfat Tamponu (NaH2PO4) (pH 5,5) : Metanol (60:40)
Enjeksiyon Hacmi 20 uL
Akis Hizi 1 mL/dk
Dedektor Diode array dedektor
Dalga Boyu 270 nm
Kolon Firim Sicakhigi 25°C+1

Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, miktar tayini yapilacak olan maddenin
tayininde kullanilacak analitik yontemin belirlenen kosullarda dogru, tekrarlanabilir
ve Ozgiin oldugunu garanti etmek i¢in uygulanan protokoldiir. Yontem validasyonu,
kullanilan analitik yontemin giivenilirliginin teminatidir. HPLC analitik yonteminin
degerlendirilmesinde asagidaki parametreler incelendikten sonra ve sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

e  Dogrusallik (Linearity)
e  Dogruluk (Accuracy)
o Kesinlik (Precision)

e Duyarlilik (Sensitivity)
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e Ozgiinliik (Specificity)
e  Stabilite (Stability)

Dogrusallik (Linearity)

Dogrusallik, analitik bir yontemin belirli bir konsantrasyon araliginda, analizi
yapilan maddenin konsantrasyonu ile deney sonuglarinin direkt olarak orantili
olmasimi saglama yetenegidir. Bu amagcla etkin maddenin su i¢indeki 1 mg/mL
konsantrasyonda ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir (n=6). Bu stok ¢ozelti kullanilarak
0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100 pg/mL konsantrasyonda gemsitabin igerecek sekilde su ile
gerekli seyreltmeler yapilarak 7 farkli seri olusturulmustur. Kalibrasyon dogrusu,

standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina kars1 pik alanlar1 kullanilarak ¢izilmistir.
Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin
gercek degerlere yakinligini ifade etmek igin kullanilmaktadir. Gemsitabinin miktar
tayini i¢in kullanilan yontemin deney i¢i (intra-assay) ve deneyler arasi (inter-assay)
dogrulugunun degerlendirilmesinde asagida belirtilen formiil kullanilmistir (Formiil
3.1).

Ortalama tayin edilen konsantrasyon — ilave edilen

Dogruluk= : x100 (3.1)
Ilave edilen konsantrasyon

Deney i¢i dogrulugun tespit edilebilmesi i¢in kalibrasyon egrisinde yer alan
tic farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 0,5, 5, 50 pg/mL), her bir
konsantrasyondan alt1 adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni giin
icinde arda arda Sl¢timleri gerceklestirilmistir.

Deneyler aras1 dogrulugun tespit edilebilmesi igin kalibrasyon egrisinde yer
alan ii¢ farkli konsantrasyonda (distik, orta, yiiksek; 0,5, 5, 50 pg/mL), her bir
konsantrasyondan alt1 adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve birbirini

takip eden li¢ giin tayin edilmistir.
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Kesinlik (Precision)

Kesinlik, analitik yontemin tekrarlanabilirlik derecesinin 6lgiimii olarak
tanimlanir. Spesifik analiz kosullar1 altinda elde edilen bagimsiz analitik sonuglar
arasindaki uyumun derecesidir. Bir analitik yontemin kesinligi, istatistiksel agidan
yeterli degerlendirmenin yapilacagi sayida, ayni1 konsantrasyonda numune ardi ardina
Olgiilerek, oOrnekler icin varyasyon katsayisi (VK) hesaplanarak degerlendirilir.
Kesinlik, tekrarlanabilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility)

olarak ifade edilir.
Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Kullanilan analitik yontemin farkli deney zamanlarinda giivenilirliginin
kanitlanmasi icin yapilmaktadir.

Tekrarlanabilirligin tespiti icin, kalibrasyon egrisinde yer alan {i¢ farkli
konsantrasyonda (diistik, orta, yiiksek; 0,5, 5, 50 pg/mL) standart ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Aym1 konsantrasyondaki ¢ozeltilerin pik alanlar1 HPLC ile alti kez
ayri ayri analiz edilip, hesaplanmigtir. Pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar
icin VK degerleri hesaplanmistir. Analitik yontemin tekrarlanabilirliginin

uygunlugunun gosterilmesi igin VK’ nin % 2’den kiigiik olmas1 beklenmektedir.
Tekrar Elde Edilebilirilik (Reproducibility)

Ayni konsantrasyondaki ¢ozeltiden hareketle, ayni analist, ayn1 laboratuvar
ve ayni cihaz kullanilarak gerceklestirilen dl¢timlerde uyum ve uygunluk incelenir.
Ug farkli konsantrasyon diizeyinde uygun sayida bagimsiz ¢dzelti kullanilarak ayni
giin i¢inde ve farkli glinlerde gergeklestirilir.

Deney ici tekrar elde edilebilirligin tespiti i¢in kalibrasyon egrisinde yer alan
tic farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 0,5, 5, 50 pg/mL) her bir
konsantrasyondan alt1 adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni giin
icinde arka arkaya ol¢iimleri gergeklestirilmistir.

Deneyler arasi tekrar elde edilebilirligin tespiti i¢in kalibrasyon egrisinde yer

alan iic farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 0,5, 5, 50 ug/mL) her bir
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konsantrasyondan alt1 adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve birbirini
takip eden li¢ giin icerisinde analiz edilmistir.

Tekrar elde edilebilirligi degerlendirebilmek igin, pik alanlarina karsilik gelen
derisimler i¢in varyasyon katsayisi degerleri hesaplanmistir. Tekrar edilebilirlik
parametresinin uygunlugunun gosterilmesi i¢in giin i¢i ve giinler arasi kesinlik

calismalarinda VK % 2’den kiigiik olmasi 6nerilmektedir.
Duyarhlik (Sensitivity)
Saptama Simir1 (Limit of Detection)

Analizi yapilan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en diisiik
konsantrasyondur. Bu deger, sinyal:giiriiltii oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon ile

ifade edilmektedir.
Miktar Tayin Simir1 (Limit of Quantification)

Analitik yontemin belirlenen sartlarda, analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir kesinlik ve dogruluk ile kantitatif olarak tayin edilebildigi en disiik
konsantrasyon olarak tanimlanir. Bu deger, sinyal:giiriiltii oraninin 10:1 oldugu

konsantrasyon ile ifade edilmektedir.
Ozgiinliik (Specificity)

Analitik bir yontemin 6zgiinliigii; ortamda bulunan etkin madde disindaki
eksipiyanlarin, safsizliklarin veya parcalanma triinlerinin varliginda, analiz edebilme
yetenegini  gostermektedir. Bu oOlgiitlerin - degerlendirilmesine yonelik olarak
formiilasyonda kullanilan diger maddelerin (dendrimer) formiilasyonda bulunduklar
konsantrasyonda c¢ozeltileri hazirlanmis ve etkin madde analizinin yapildig

kosullarda HPLC kullanilarak kromatogramlari incelenmistir.
Stabilite (Stability)

Gemsitabinin analiz boyunca stabilitesini gostermek amaciyla 0,5, 5, 50

ug/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri (PBS pH 7,4 ortamindaki) 37 °C’de 24
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saat bekletilmis ve analiz edilmistir. Sonuclar arasindaki farkin anlamli olup

olmadig istatistiksel olarak gosterilmistir.

3.2.5. Gemsitabin-Dendrimer Inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanmasi

Tez calismasi kapsaminda ylizeyi PEGlenmis iki farkli ¢ekirdek yapisina
sahip yilizeyi karboksilik asit gruplari ile anyonik 6zellik kazandirilmis, 4,5.
jenerasyon dendrimerlerin  gemsitabin HCl’iin ile inkliizyon kompleksleri
hazirlanmistir. Gemsitabin HCI, PEG tetrakisamin ¢ekirdekli dendrimer ve EDA
cekirdekli dendrimerin molekiil agirliklart sirasiyla, 299,66 g/mol, 47369,32 g/mol,
25014 g/mol’diir.

Her bir dendrimer grubu igin {i¢ farkli mol oraninda yiikleme denemesi
yapilarak, ilerleyen c¢aligmalar icin optimum mol oranina karar verilmesi
amaglanmistir. Tablo 3.3 ve 3.4’de verilen mol oranlari dogrultusunda 6 farkl

kompleks hazirlanmastir.

Tablo 3.3. EDA ¢ekirdek yapisindaki dendrimerlerle hazirlanan formiilasyonlar

Dendrimer (EDA) (uM)  Gemsitabin HCI (uM) Formiilasyon Kodu

100 200 EDA1G2
100 400 EDA1G4
100 600 EDA1G6

Tablo 3.4. PEG c¢ekirdek yapisindaki dendrimerlerle hazirlanan formiilasyonlar

Dendrimer (PEG) (uM) Gemsitabin HCI (uM) Formiilasyon Kodu

100 200 PEG1G2
100 400 PEG1G4
100 600 PEG1G6

Her bir formiilasyon icin cam flakonlara 1’er mL belirlenen molar
konsantrasyondaki dendrimerin metanol igerisindeki ¢ozeltisinden eklenmistir. Daha
sonra manyetik karistirici iizerinde her birine belirlenen molar konsantrasyonda
gemsitabin HCI’iin sudaki ¢ozeltisinden 1’er mL eklenmistir. 24 saat boyunca 1siktan

korunmali olarak karigsmalar1 saglanmistir. Bu siire¢ igerisinde gemsitabinin
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dendrimerin  dallar1  arasina  elektrostatik olarak tutunmasi saglanmistir.
Yiiklenemeyen gemsitabinin ise suda ¢ozeltisi halinde kalmasi beklenmektedir. 24
saat sonunda metanol azot gazi altinda ugurulmustur. Metanol ugtuktan sonra geriye
kalan sulu kisim partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinliginin

degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir.

Tablo 3.5. Formiilasyon kodlar1

Formiilasyon icerigi Formiilasyon Kodu
Gemsitabin HCI GEM
Rodamin 123 Rho

PEG c¢ekirdekli 4,5. jenerasyon ylizeyi PEG-PAMAM

PEG2000 ile modifiye edilmis dendrimer

EDA c¢ekirdekli 4,5. jenerasyon yiizeyi EDA-PAMAM
PEG2000 ile modifiye edilmis dendrimer

Izotip kontrol antikor ile konjuge edilmis, PEG PEG-PAMAM-Iso
cekirdekli 4,5. jenerasyon yiizeyi PEG2000 ile
modifiye edilmis dendrimer

Izotip kontrol antikor ile konjuge edilmis, EDA-PAMAM-Iso
EDA c¢ekirdekli 4,5. jenerasyon yiizeyi
PEG2000 ile modifiye edilmis dendrimer

AntiVEGFR-1(anti-FIt-1) antikor ile konjuge PEG-PAMAM-FIt1
edilmis, PEG ¢ekirdekli 4,5. jenerasyon ylizeyi
PEG2000 ile modifiye edilmis dendrimer

AntiVEGFR-1(anti-FIt-1) antikor ile konjuge EDA-PAMAM-FIt1
edilmis, EDA ¢ekirdekli 4.,5. jenerasyon
ylizeyi PEG2000 ile modifiye edilmis
dendrimer

AntiVEGFR-1 (anti-Flt-1) antikor ile konjuge PEG-PAMAM-FIt1-GEM
edilmis, PEG c¢ekirdekli 4,5. jenerasyon ylizeyi
PEG2000 ile modifiye edilmis gemsitabin HCI
enkapsiile edilmis dendrimer

Izotip kontrol antikor ile konjuge edilmis, PEG PEG-PAMAM-Iso-GEM
cekirdekli 4,5. jenerasyon yiizeyi PEG2000 ile
modifiye edilmis gemsitabin HCl enkapsiile
edilmis dendrimer

AntiVEGFR-1(anti-FIt-1) antikor ile konjuge EDA-PAMAM-FIt1-GEM
edilmis, EDA ¢ekirdekli 4,5. jenerasyon
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yizeyi PEG2000 ile modifiye edilmis
gemsitabin HCI enkapsiile edilmis dendrimer

Izotip kontrol antikor ile konjuge edilmis, EDA-PAMAM-1s0-GEM
EDA c¢ekirdekli 4,5. jenerasyon yiizeyi
PEG2000 ile modifiye edilmis gemsitabin HCI
enkapsiile edilmis dendrimer

AntiVEGFR-1 (anti-FIt-1) antikor ile konjuge PEG-PAMAM-FIt1-Rho
edilmis, PEG ¢ekirdekli 4,5. jenerasyon yiizeyi
PEG2000 ile modifiye edilmis rodamin 123
enkapsiile edilmis dendrimer

Izotip kontrol antikor ile konjuge edilmis, PEG PEG-PAMAM-Iso-Rho
cekirdekli 4,5. jenerasyon yiizeyi PEG2000 ile
modifiye edilmis rodamin 123 enkapsiile
edilmis dendrimer

AntiVEGFR-1(anti-FIt-1) antikor ile konjuge EDA-PAMAM-FIt1-Rho
edilmis, EDA ¢ekirdekli 4,5. jenerasyon
yilizeyi PEG2000 ile modifiye edilmis rodamin
123 enkapsiile edilmis dendrimer

Izotip kontrol antikor ile konjuge edilmis, EDA-PAMAM-Iso-Rho
EDA c¢ekirdekli 4,5. jenerasyon yiizeyi
PEG2000 ile modifiye edilmis rodamin 123
enkapsiile edilmis dendrimer

Etkin madde yikli olmayan dendrimerlerin degerlendirilebilmesi i¢in, 100
uM konsantrasyondaki metanol i¢indeki PEG ve EDA ¢ekirdekli dendrimerlerin de
metanolii azot gaz1 altinda ugurulmus ve saf suda dagitilarak partikiil boyutu, zeta

potansiyel dl¢iimleri gerceklestirilmistir.

3.2.6. Gemsitabin HCl-Dendrimer Inkliizyon Komplekslerinin In Vitro

Karakterizasyonu

Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Diferansiyel taramali kalorimetri yontemi (Differential scanning calorimetry,
DSC) kimyasal maddelerin termodinamikleri, stabiliteleri ile molekiiler yapilarinin
tayini ve incelenmesi gibi amagclarla kullanilmaktadir. Tez ¢alismasi kapsaminda
gemsitabin HCl, PEG c¢ekirdekli dendrimer, gemsitabin HCI-PEG-PAMAM
dendrimeri inkliizyon kompleksi ve gemsitabin HCL ile PEG-PAMAM’larin fiziksel

karigimlarmin termal Ozelliklerinin incelenmesi i¢in DSC termogrami ¢ekilerek
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erime dereceleri tayin edilmistir. Termogramlarin ¢ekilebilmesi i¢in standart kiigiik
hacimli aliiminyum 6rnek kaplarina tam tartilmis ornekler, kabin biitiin yiizeyine
temas edecek ve bosluk kalmayacak sekilde doldurulmustur. Ornek kabimnin kapagi,
kapatma aletinin yardimiyla sikica ve tam olarak kapatilmistir. Elde edilen
preslenmis plaka, aletin analiz bélmesine yerlestirilerek analiz baglatilmigtir. DSC

calismalarinda kullanilan analiz sartlar1 asagida verilmistir;

e Cihaz: DSC Q100 TA (100)

e Atmosfer: Azot (50 mL/dk)

e Baslangig ve bitis sicakliklari: -100 - 300 °C

e Sicaklik ylikseltme ve sogutma hizi (Ramp time): 10 °C/dk

e Standart: Aliiminyum pan
Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel Analizleri

Etkin madde icermeyen ve etkin madde yiikli olan her iki c¢ekirdek
yapisindaki dendrimer formiilasyonu ig¢in de partikiil boyutu ve zeta potansiyel
analizleri gerceklestirilmistir. Bu kapsamda etkin madde i¢ermeyen dendrimerler 100
uM konsantrasyonda metanol igerisinde hazirlandiktan sonra metanol azot gazi
altinda ugurulmus, saf su eklenerek dendrimerlerin homojen dagilmasi saglanmistir.
Etkin madde ile inkliizyon kompleksi hazirlanan formiilasyonlarin da metanolii
ucurulduktan sonra su igindeki dispersiyonlarindan analizler gergeklestirilmistir.
Partikiil biiytikliigli ve zeta potansiyeli 6lglimleri foton korelasyon spektroskopisi ve
lazer dopler anemometri temeline gore ¢alisan Zetasizer Nano Series (Nano-ZS)
kullanilarak yapilmistir. Her formiilasyon i¢in artarda ii¢ dlgiim yapilmustir. Olgiimler
sirasinda cihazin sicakligl 25°C ve 1s1k sacilim agis1 90° olacak sekilde ayarlanmistir.
Formiilasyonlar arasindaki partikiill boyutu ve =zeta potansiyeli farkliliklar

istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi ile test edilmistir.
Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Ug farkli seviyede etkin madde yiiklenen dendrimerlere yiiklenen gemsitabin
miktarin1 tayin etmek i¢in, inkliizyon kompleksleri hazirlandiktan sonra 13500
rpm’de 30 dk santriflij edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatan 0,22 um por agiklikl

seliiloz asetat filtreden stiziilerek HPLC’de gemsitabin HCI miktar tayini yapilmistir.
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In Vitro Sahm Deneyleri

Tez kapsaminda in vitro salim ¢alismalari, in vitro hiicre kiiltiiri sonuglarina
gore daha az toksik bulunan PEG ¢ekirdek yapisindaki dendrimer ile yapilmistir. Bu
kapsamda, yiizeyi % 2 oraninda PEG ile modifiye edilmis dendrimerler ve antikor ile
konjuge edilmis dendrimlerler gemsitabin HCI ile yiiklenmistir. In vitro salim teknigi
olarak diyaliz membran yontemi kullanilmigtir. Gemsitabinin gegisine izin verecek
ancak dendrimerin gecisine izin vermeyecek sekilde 2000 Da por agikligina sahip
diyaliz membrani kullanilmistir. Tez ¢alismasinda pankreas kanserine hedeflendirme
amaglandig1 icin salim ¢aligmalarinda tiimor gevresini simiile edebilmek i¢in pH 7,4
tamponuna ek olarak pH 5,5 tamponu da kullanilmistir (104). Salim ¢aligmasinda
onceden belirlenen zaman araliklarinda en son 24. saat olmak tizere 6rnekler alinmis,
bu 6rnekler 0,22 um por agikligina sahip seliiloz asetat filtreden siiziilerek HPLC’de

valide edilmis analitik yontem ile analiz edilmistir.
3.2.7. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Tez calismas1 kapsamindaki hiicre kiiltiirii deneyleri, Hacettepe Universitesi
Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’'nda Dog. Dr.
Giines Esendagli’nin kontroliinde yiiriitilmiistiir.

Tez c¢aligmasi kapsaminda hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda CFPAC-1 isimli
insan pankreas duktal adenokarsinomu kullanilmistir. Hedeflendirme ligandi olarak
kullanilan anti-VEGFR-1 antikorunun CFPAC-1 hiicrelerinde eksprese edilip
edilmedigi analiz edilmistir. Ardindan EDA-PAMAM ve PEG-PAMAM
dendrimerlerinde ve gemsitabin HCIl ile kompleks olusturmus formiilasyonlarda
sitotoksisitenin degerlendirilmesi yapilmistir. Son olarak sitotoksisite deneyi
sonucunda elde edilen verilere gore, segilen ¢ekirdek yapisindaki dendrimer ve
uygun konsantrasyondaki gemsitabin HCI ile insan pankreas hiicrelerine alim

caligmas1 yapilmustir.
CFPAC-1 Hiicrelerinin A¢ilmasi ve Cogaltilmasi

Literatiirden elde edilen verilere géore CFPAC-1 hiicreleri % 10 oraninda fetal
sigir serumu ve % 1’lik penisilin/streptomisin iceren Iscove's Modified Dulbecco's

Medium (IMDM) ortaminda ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin ilk agilma asamasinda, 1 mL
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icindeki hiicreler azot tankindan alinarak 37 °C’de su bulunan behere alinmistir.
Hizli bir sekilde laminar kabine getirilen hiicreler 10 mL’lik ortam ile seyreltilmistir.
50 mL’lik falkon tiipe alinan hiicre siispansiyonu 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
tiip dibinde hiicre pelleti olusumu saglanmistir. Santrifiij sonunda olusan siipernatan
atilarak yerine 10 mL ortam ilave edilmis ve pipetaj yapilarak hiicreler dagitilmistir.
Hiicreler 75 cm?’ lik yiizey alanina sahip hiicre kiiltiirii kab1 olan T75’lik flasklara
ekilmistir, lizerine 15 mL ortam ilave edilmistir. 7 giin sonunda % 80 konfluense
ulagsan hiicreler mikroskopta incelenmistir. Hiicrelere tripsinizasyon islemi
uygulanmistir.  Yapilan denemeler sonucunda hiicreleri bulunduklar1 flaskin
yiizeyinden kaldirabilmek igin 1 dakikalik Ontripsinizasyon isleminin ardindan 4
dakikalik tripsinizasyon islemine tabi tutulmasina karar verilmistir. Bu amagla
oncelikle 900 pL Tripsin/EDTA eklenmistir 1 dk’lik beklemenin ardindan 6 mL PBS
eklenip yikanma saglanmis ve PBS atilmistir. Ardindan tekrar 900 uLTripsin/EDTA
eklenmistir ve 37 °C’lik inkiibatorde 4 dk tirpsinizasyon islemi slirdiiriilmiistiir. 4
dakikanin sonunda 5 mL ortam eklenerek pipetaj yapilmis ve hiicre silispansiyonu
falkon tlipe aktarilmistir. Bu agamadan sonra gerekli deneylerde kullanilacak hiicre
sayisini tespit edebilmek icin hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayim islemi sadece
Oli hiicrelere girebilen tripan mavisi ile Olii hiicrelerin boyanmasini takiben

mikroskop altinda Thoma lami kullanilarak yapilmistir.

CFPAC-1 Hiicrelerinde Vaskiiller Endotelyal Biiyiime Faktorii
Reseptorii-1’in (VEGFR-1) Sentezinin Gosterilmesi

VEGFR-1 reseptoriiniin CFPAC-1 hiicrelerinde eksprese edilip edilmedigini,
eksprese ediliyorsa bunun toplam hiicre sayisi lizerinden oranini tespit etmek hiicre
kiiltiirii ¢calismalarinin devami i¢in oldukca biiylik 6nem tasimaktadir. Bu deney
kapsaminda, Oncelikle hiicrelerin anti-VEGFR-1 ile inkiibasyonu saglanip,
baglanmayan antikorun uzaklastirilmasinin ardindan sekonder antikor ile isaretleme
yapilarak akis sitometri cihazinda analiz gerceklestirilmistir.

Akis sitometrisi (ayn1 zamanda akis mikroflorimetri ya da akis sitoflorimetrisi
olarak da adlandirilabilir), sulu bir ortamda bir eksitasyon kaynagi oniinden tek tek
gecen hiicrelerin taranmasi esasina dayanir. Goriiniir ya da floresan dalga boylarinda

tek tek hiicreler tarafindan yapilan yayilim hiicrelerin antijenik, biyokimyasal ya da
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biyofiziksel ozellikleri hakkinda bilgi edinilmesini saglar. Akis sitometrisi genel
olarak iki amag¢ i¢in kullanilir; kantitatif analiz ya da hiicrelerin ayrilmasi. Akis
sitometrisi yardimiyla kaynak oniinden gecen hiicreler 6zelliklerine gore genellikle
elektrostatik olarak birbirlerinden ayrilirlar. Tek basina incelenen hiicreler iizerinde
yapilan Olglimlerin grafiksel olarak ifade edilmesine histogram denir. Histogramdaki
veriler hiicre sayisini ve tek basma olan hiicreler iizerinde yapilan 6l¢iim ya da
dlgiimlerin degerlerini igerir. Analizlerde genel olarak {i¢ asama bulunmaktadir. ilk
asama akig sitometrisi Ooncesi fazdir. Bu asamada hiicreler hazirlanirlar, protokoller
gelistirilir ve daha sonrasinda hiicrelerin floresan proplar ile boyanmalari
gergeklestirilir. ikinci asama akis sitometrisi asamasidir. Her bir hiicre cihazda
bulunan kapillerden ve eksitasyon kaynagi oniinden tek tek gecerler ve bu sirada
yapilan Olgiimler kaydedilir. Son agsama ise elde edilen verilerin incelenmesi ve
degerlendirilmesidir (105).

Akis sitometride yapilacak deneyler i¢in T75’¢ 2000000 hiicre ekimi
yapilmasi planlanmistir. Bu amagla tripsinizasyon asamasindan sonra 10 mL’ye
seyreltilen hiicre siispansiyonundan 3,5 mL alimmustir. T75 flaskinda ¢ogalan
hiicreler kazinarak toplanmistir. 70 pm’lik filtreden siiziilen hiicreler, 1800 rpm’de
4 °C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Stipernatan uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin
tizerine 200 pL. PBS eklenmis ve 2 sn vortekslenmistir. CFPAC-1 hiicrelerinin
yiizeyinde VEGFR-1 ekspresyonunun olup olmadigimi gostermek amaciyla, anti-
VEGFR-1 (anti-FLT-1) ve izotip kontrol antikoru ile ¢alisilacaktir. Bu dogrultuda
her bir tiipe 100’er pulL hiicre siispansiyonu eklenmis, tizerlerine 0,5 pg antikor
icerecek sekilde 2,5 uL FLT-1, 1,25 uL izotip kontrol antikoru eklenmistir. Antikor
ilavesinden sonra pipetaj yapilarak homojen karigsmalar1 saglanmistir. 2-3 sn vorteks
isleminin ardindan 4 °C’de 40 dk inkiibasyona birakilmistir. 40 dakikanm sonunda
yikama amaciyla 2,8 mL PBS eklenmis ardindan 4 °C’de, 5 dk, 1800 rpm’de
baglanmayan antikorlar1 ayirmak amaciyla santrifiij islemi uygulanmistir. Hiicrelere
baglanan antikoru akis sitometri cihazinda goriintiileyebilmek amaciyla floresan
isaretli bir antikor olan goat anti-rabbit IgG ile ikincil bir baglanma yapilmistir. Bu
amagla siipernatan1 atilan hiicrelerin iizerine 100 pL. PBS eklenip 3 sn
vortekslenmistir. 1 pg antikor igermesi igin stoktan 2,5 pL alinarak tiiplere eklenmis

ve 3 sn vortekslenmistir. Baglanmanin yavas ve etkin olarak gerceklesmesi i¢in
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4 °C’de 35 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 3’er mL PBS
eklenerek 4 °C’de, 5 dk, 1800 rpm’de santrifiijlenmistir. Baglanmayan antikoru
ayirmak amaciyla silipernatan ayrilmistir, 100 pL PBS eklenip 3 sn vorteks

yapildiktan sonra akim sitometri cihazinda okuma yapilmistir.
Sitotoksisite Calismalari

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen dendrimerlere, antikanser etkin madde
olarak kullanilan gemsitabin HCIl ve gemsitabin enkapsiile edilmig dendrimerlere
sitotoksisite testi yapilmistir. Bu amagla canlilik testi olarak bilinen ve literatiirde
siklikla kullanilan metil-tiyazol-tetrazolyum (MTT) boyama yontemi kullanilmistir
(106).

Tez c¢alismasi kapsaminda hiicre i¢ine alim c¢alismalar1 ve hayvan
deneylerinde kullanilacak optimum dendrimer ilag kompleksini segmek amaciyla
sitotoksisite deneyleri yapilmistir. Farkli ¢ekirdek yapisi ve ilag-dendrimer orani
kullanilarak yiiriitilen MTT deneylerinden elde edilen verilere gore, kendi basina
sitotoksisitesi en diisiik olan ve gemsitabin yiiklendigi zaman gemsitabinin
sitotoksisitesini devam ettirebilen en etkili oran1 segmeyi hedefledik. Bu amagla
oncelikle literatiirden elde edilen veriler 15181nda gemsitabin HCI i¢in sitotoksisite
deneyi gergeklestirildi ve toksik oldugu en kiigiik konsantrasyon (LD50) tayin
edilmistir.

Tez galigmasinda kullanilan dendrimerler her ne kadar PAMAM tipi olsa da
cekirdek yapisindaki farklilik ve ilk kez sentezleniyor olmasi nedeniyle genis bir
konsantrasyon aralig1 segilerek sitotoksisiteleri tayin edilmistir, bu kapsamda her iki
cekirdek yapisina sahip dendrimer i¢in subtoksik konsantrasyonlar belirlenmistir.

Gemsitabin HCl ve dendrimerler igin yapilan bu tespitlerin ardindan
gemsitabin yiiklii dendrimerler sitotoksisite deneyine tabi tutulmus ve gemsitabinin
toksisitesini devam ettirip ettirmedigi gozlenmistir. Bu deneyin ardindan antikor ile
modifiye edilmis dendrimerler gemsitabin yiiklii ve gemsitabin yiiklenmeden
sitotoksisite deneyine tabi tutularak hiicre canliliginda azalma olup olmadig
irdelenmistir. Bu amagcla Oncelikle 75°lik flasklara hiicrelerin ekim isleminin
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bunun igin ¢oziindiiriilen CFPAC-1 insan pankreas

kanser hiicreleri 6nce T 25’lik flask igerisinde ¢ogaltilmis, ardindan T 75°e
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aktarilarak hiicrelerin ¢ogalmasi saglanmistir. % 80 oraninda konfliiense ulasan
hiicreler tripsinizasyon islemine tabi tutulmustur. Tripsinizasyon ile flasktan ayrilan
hiicreler 96’11 kuyucuklu platelere ekilerek 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir.
24 saat sonunda formiilasyonlar uygulanmis ve 24-48 saat siire ile paralel iki deney
baslatilmigtir. 24 ve 48 saatlik maruziyetlerin hiicre canliligina etkisini gormek
amaciyla yiritilen testte, 24 ve 48 saat sonunda her bir kuyucuga 25 uL MTT
eklenmistir, MTT eklendikten sonra 4 saat inkiibasyona birakilan hiicrelere 4 saatin
sonunda canli hiicrelerin igerisinde olusan formazan Kkristallerini ¢ozmesi i¢in %
45°1ik dimetil formamid ¢6zeltisi igerisindeki % 22°lik sodyum dodesil siilfat
cozeltisi eklenmistir. Bu islemin ardindan gece boyu inkiibasyona birakilan
platelerde plate okuyucu araciligi ile kolorimetrik olarak tayin edilmistir. Aym
islemler 48 saatlik platelere de uygulanmistir. Hiicre canliliginin tayininde asagida

verilen formiil kullanilmistir (Formiil 3.2):

Hiicre canlilig1 (%) = (ila¢ uygulanan hiicrelerin optik dansitesi/lag
uygulanmamis hiicrelerin optik dansitesi) X100 (3.2)

Hiicre icine Allm Cahismalar:

Antikor ile hedeflendirilmis dendrimerlerin pankreas kanser hiicresi olan
CFPAC-1’a aliminin arttigin1 géstermek amaciyla yiiriitiilen bu ¢alismada, oncelikli
amacimiz, PEG-PAMAM dendrimere floresan bir boya olan rodamin 123 ile farkli
dozlarda yilikleme yapilarak, bu dendrimerleri hem izotip kontrol antikoru ile hem de
anti-VEGFR-1 ile konjuge olanlari hiicrelere uygulayarak, anti-VEGFR-1 ile
konjuge edilen sistemin bu VEGFR-1 reseptoriinii eksprese eden hiicreler tarafindan
hiicre i¢ine alindigin1 gdstermektir. izotip kontrol antikoru (normal rabbit IgG) ile
kontroliin yapilmasinin nedeni, anti-VEGFR-1 antikoru ile dendrimerlerin hiicre
igine alimi artirilirsa bunun anti-VEGFR-1’den mi yoksa spesifik olmayan bir
alimdan m1 kaynaklandigini1 géstermektir.

Bu deney kapsaminda, 6 kuyucuklu platelere, her bir kuyucuga 350000 hiicre
olacak sekilde 1 mL hiicre siispansiyonu ekilmistir. 16 saat sonunda floresan boya
olarak kullanilan rodamin 123 ile yiiklenmis PEG c¢ekirdek yapisimna sahip
dendrimerler hiicrelere uygulanmistir. Bu ¢aligma kapsaminda PEG-PAMAM, PEG-
PAMAM-Iso ve PEG-PAMAM-FIt1 dendrimerler kullanilmistir (n=2) (Tablo 3.6).
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Formiilasyonlar uygulandiktan 8 saat sonra hiicrelerin {izerindeki ortam atilip bir
miktar PBS eklenmistir ve hiicreler kuyucuklardan kazinarak kaldirilmistir.
Kaldirilan hiicreler 0,4 um’lik filtrelerden siiziilerek tiiplere alinmistir. Tiipler 1800
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Tablo 3.6. Hiicre i¢ine alim ¢aligmalarinda kullanilan formiilasyonlar

Dendrimer (40 pM) Floresan boya (20 nM) Formiilasyon Kodu
PEG-PAMAM Rodamin 123 PEG40Rh020
PEG-PAMAM:-Iso Rodamin 123 PEG-iso40Rho20
PEG-PAMAM-FIt1 Rodamin 123 PEG-FIt40Rho20

Santrifiij isleminden sonra siipernatanlar atilmistir. Hiicre pelletleri kontrol
edildikten sonra hiicrelerin tizerine 100 puL hiicre yikama soliisyonu eklenmistir. 10
sn vorteks uygulandiktan sonra iizerine 4 pL (200 pg/mL) anti-Flt-1 antikoru
eklenmistir. 30 dk 4 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra iizerine
1,5 mL hiicre yikama soliisyonu eklenmistir. 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten
sonra, siipernatanlar atilmistir. 100 pL hiicre yikama soliisyonu elde edildikten sonra
tizerine sekonder antikor olarak 1,2 uL goat anti-rabbit IgG F(ab’)-2-APC (0,2 g/0,5
mL) eklenmistir. 3 saniyelik vorteks isleminin ardindan 30 dk 4 °C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonun ardindan 1,5 mL hiicre yikama soliisyonu eklendikten
sonra 1800 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Stipernatani atilip, 100 pL hiicre yikama
soliisyonu eklenen tiipler 10 saniye vortekslendikten sonra akis sitometride okuma

yapmak i¢in hazirdir.

Sekil 3.5. Hiicre igine alimin mikroskop teknigi ile gosterilmesinde kullanilan

odacikli lam.

Akis sitometri cihazi ile hiicre i¢ine alim kantitatif olarak tayin edilmistir.
Hiicre igine alim ayrica floresan mikroskop ile tayin edilmistir. Bu amagcla, hiicreler
goriintii alabilmek i¢in odacikli lamlara (Sekil 3.5) ekilmistir. Hiicrelerin odacikli

slaytlar i¢ine tutunup ¢ogalmasi i¢in 24 saat gecmesi beklenmistir. 24 saatin sonunda
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floresan yiiklii dendrimerler hiicrelere uygulanmistir. Uygulamanin ardindan 8 saat
sonra odacikli slaytlara floresan mikroskop altinda bakilmistir. CFPAC-1 hiicrelerine
rodamin yiiklii hedeflendirilmis ve hedeflendirilmemis dendrimerlerin girisi kalitatif

olarak incelenmistir.
3.2.8. in Vivo Hayvan Deneyleri

Tez ¢alismasi kapsamindaki timor gelistirme, farelere tedavi uygulanmasi ve
farelerin tiimor takibi Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.
Biyodagilim ¢alismalar1 Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda Dog¢. Dr. Giines Esendagli’nin kontroliinde
yiirtitilmustiir.

In vivo hayvan deneyleri kapsaminda CD1 nude fareler kullanilmistir. Nude
farelerin 6zelligi timus bezlerinin olmamasidir. Timus bezleri olmadigi i¢in T hiicresi
tiretemezler bu nedenle immiin sistemleri yoktur. Nude farelerin fenotipi viicut
tilylerinin olmamasidir, bu nedenle nude fare olarak isimlendirilmektedirler (Sekil
3.6). Nude fareler aragtirma yapmak igin ¢ok idealdirler, ¢linkii ¢esitli tiirdeki
dokular1 ya da tiimérleri viicutlar1 reddetmez. In vivo tiiméor gelistirilmesinin basarili
bir sekilde gercgeklestirilebilmesi igin bu fareler kullanilmistir. Bu ksenograftlar yeni
tiimor tedavi teknikleri ve goriintiileme tekniklerini arastirmak amaciyla yaygin bir
sekilde kullanilmaktadirlar. Nude farelerdeki mutasyonun genetik temeli FOXN1
genindeki bozulmadir. Insan pankreas kanserinin etkin bir sekilde tedavi edilmesine
iligkin olarak tasarlanan anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmis, gemsitabin yiikli
dendrimerler, insan pankreas kanser hiicrelerinin nude farelerin deri altina enjekte

edilerek gelistirilen heterotopik insan pankreas tiimorii tedavi edilmeye ¢alisilmistir.

» *

P 'S

Sekil 3.6. CD1 Nude fare
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Pankreas Tiimor Modelinin Gelistirilmesi

CD-1 Nude farelerde insan pankreas tiimorii gelistirebilmek igin farelerin
kendi tiimorlerini yiyememeleri igin sirt bolgelerine subkiitan uygulama ile CFPAC-

1 hiicreleri 15000000 hiicre/200 pL seklinde uygulanmustir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Timor olusturmak amaciyla farelere subkiitan CFPAC-1
injeksiyonu

Antitiimor Etkinlik Calismasi

Heterotopik olarak nude farelerin sirtinda gelistirilen insan pankreas kanseri
tez caligmasi kapsaminda hazirlanan tiimore hedeflendirilmis gemsitabin yiikli
dendrimerle tedavi edilmeye g¢alisilmistir. Bu kapsamda farelerin timor ¢aplari ve
agirliklan takip edilmistir. Tablo 3.7°de farelerin ayrildigi gruplar ve bu gruplara

uygulanan formiilasyonlar verilmistir.

Tablo 3.7. Tiumér gelistirilen ve saglikli farelerden olusan deney gruplari ve bu

gruplara uygulanan formiilasyonlar

Hayvan Gruplan Uygulanan Formiilasyonlar
Tlimorlii grup (hasta) (n=6) Gemsitabin HCI soliisyonu
Timorlii grup (hasta) (n=6) PEG-PAMAM-GEM
Tlimorlii grup (hasta) (n=7) PEG-PAMAM-FIt1-GEM
Timorli grup (hasta) (n=6) Serum fizyolojik

Saglikli grup (sagliklr) (n=3) Serum fizyolojik
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Yapilan literatlir tarama c¢aligmalar1 sonucunda, gemsitabinin farelerde 80-125
mg/kg dozda uygulandigr gorilmistir (107-109). Bu bilgiler 1s1ginda in vivo
caligmalarda gemsitabin HCI dozu olarak 100 mg/kg kullanilmaya karar verilmistir.
Farelere uygulanan 100 mg/kg dozu 1 mg/150 uL olacak sekilde uygulanmustir.
Ornek verilecek olursa, 20 g’lik bir fareye steril serum fizyolojik icerisindeki 2 mg
gemsitabin ¢ozeltisi ya da dendrimer formiilasyonu 2 mg/300 pL olacak sekilde
intraperitoneal yoldan uygulanmistir. Tablo’da belirtildigi sekilde ayrilan farelere 4
giin ara ile uygulamalar yapilmistir. Baslangigta ve her uygulama sonunda tiimor

caplar1 ve farelerin agirliklart kaydedilmistir.

Biyodagihim Cahismalari

Hedeflendirilmemis ve hedeflendirilmis dendrimerlerin ~ biyodagilimini
kiyaslamak amaciyla ayni miktarda rodamin 123 igeren dendrimerler iki gruba
ayrilan farelere uygulanmistir. 12 saat bekletilen fareler sakrifiye edilmislerdir. Kan,

karaciger, tiimor, dalak, periton sivisi ve kemik ilikleri ¢ikarilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Biyodagilim c¢alismasi Oncesinde sakrifiye edilen farenin

tiimoriiniin ¢ikarilmasi.

Kan 6rnegi falkon tiipe alindiktan sonra iizerine ficoll eklenmistir. Tiipler 25
dk 1800 rpm’de santrifiij edildikten sonra olusan beyaz hareden hiicreler pastor pipeti
ile dikkatli bir sekilde toplanmistir (Sekil 3.9). Hiicreler yikama soliisyonu ile

yikandiktan sonra isaretlenerek akis sitometride analiz edilmistir.
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Plazma

Beyaz kan hucreleri

Ficol

Eritrositler/grandlositler

Sekil 3.9. Fikol ile kan hiicrelerinin ayrilmasi.

Karaciger dokusu tartilip, 1/3’lik kismi ayrilmistir. Ayrilan kistm homojenize
edildikten sonra 2 kere 0,4 um por aciklikli filtreden siiziilmiistiir. Falkon tiipe alinan
karaciger homojenatinin iizerine ficoll eklenip 25 dk 1800 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santriflij sonrasinda tipki kan hiicrelerinde oldugu gibi beyaz kan hiicreleri
toplanmistir. Yikama soliisyonu ile bir kez daha santrifiije tabi tutulan hiicreler, bu
islemin ardindan antikor ile isaretlenip, akim sitometride analiz edilmistir. Ayni1
islemler, dalak, tiimdr, periton sivist Ve kemik iligi dokulari i¢in de tekrarlanmastir.
Tim bu islemlerin ardindan iki farkli formiilasyon uygulanan farelerin farkli

organlarina ve viicut sivilarina ait hiicrelerdeki floresan intensitesi tespit edilmistir.
in Vivo Gériintiileme

Timorlii fareler iki farkli deney grubuna ayrilmistir. Bir gruba PEG-
PAMAM-FIt1-Rho, diger gruba ise PEG-PAMAM-Rho, 10 mg dendrimer basina
0,07 mg Rho 400 pL SF igerisinde intraperitoneal olarak uygulanmistir. 16 saat
karanlikta bekletilen farelerin bu siirenin sonunda tiimér, dalak, karaciger, pankreas,
bobrek, barsaklari ¢ikarilarak ve UV kamera altinda goriintiileri alinmistir (n=4).

PEG-PAMAM-FIt-Rho ve PEG-PAMAM-Rho’nun uygulandigi diger deney
grubunda ise tiimor, karaciger, pankreas, dalak ve bobrekler cikarilip, sivi azot
icerisinde dondurulmustur. Dondurulmus dokular sivi azot igerisinde Histoloji

Laboratuvarina gotiiriilmiis ve orada 5 pum kalinliginda kesitleri alinmistir. Kesiti
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alinan dokular floresan mikroskop altinda incelenmistir. Dokularda goriilen floresan

siddeti hiicre i¢ine alimin bir sonucu olarak degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR
4.1. Dendrimerlerin Karakterizasyonu

4.1.1. PEG Cekirdek Yapisina Sahip Dendrimerlerin Sentezi

PEG cekirdekli dendrimer sentezi, "PEG tetrakisamin Cekirdekli PAMAM
Dendrimerlerin Sentezi” bashigi altinda anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. PEG
cekirdekli dendrimerler i¢in sentezlenen her bir jenerasyon basamagina ait ATR
spektrum, C NMR ve H NMR sonuglart asagida sirasiyla verilmistir. ATR
spektrumlari ayrica grafik seklinde de sunulmustur (Sekil 4.1). Dendrimerlerin PEG
ile modifikasyonuna ve ylizey gruplarinin karboksilik aside doniistiiriilmesine iliskin
ATR ve NMR spektrum sonuglar ve grafikleri de sunulmustur (Sekil 4.2-4.5).

e PEG-PAMAM 0,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 1,61 g sarimsi sivi sekilde

0,5.
jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 97,7 olarak bulunmustur.
ATR-IR spektrumundan, (cm™) 1736 (C=0) elde edilmistir. *H-NMR sonuglar1, H
(500 MHz; CDsOD) 250 (16H, t, CH.CH.COOCHs3), 2.69 (16H, t,
CH2CH>COOCH?3), 2.84 (8H, t, CH2N(CH2CH2COOCHs3)z2), 3.66 (m,0CH2CH20),
3.68 (24H, s, COOCHz), 3C-NMR sonuglari ise, 5C (125 MHz; CDs0D) 33.29 (8C,
CH2CH2COOCH?g), 50.98 (8C, CH2CH.COOCH?3), 52.26 (8C, COOCH3), 54.24 (4C,
OCH>CH:NR2), 70.30, 70.84, 70.95, 71.49, 71.63, 72.17, 72.71 (OCH2CH-0),
174.69 (8C, COOCHj3) seklinde bulunmustur.

e PEG-PAMAM 1,0: Sentez basamaklar1 sonucunda 1,52 g sarimsi siv1 sekilde

1. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 97,4 olarak bulunmustur.
ATR-IR spektrum sonuglari, (cm™) 3290 (NH), 1644 (HNC=0), 1565 (HNC=0);
'H-NMR spektrum sonuglari, H (500 MHz; CD3s0D) 2.44 (16H, t, CH2CH2CONH),
2.79 (16H, m, CH,CH,CONH), 2.91 (16H, m, CONHCH2CH2NH>), 3.29 (16H, m,
CONHCH2CH2NH>), 3.66 (m OCH,CH:0); *C-NMR sonuglar1 ise 5C (125 MHz;
CD30D) 34.63 (8C, CH2CH2CONH), 36.52 (8C, CONHCH2CH2NH>), 41.93 (8C,
CONHCH2CH2NH>), 51.52 (4C, OCH.CH2NRy), 54.19 (8C, CH.CH2CONH), 70.35,
70.89, 71,00, 71.55, 71.67, 72.11, 72.22, 72.76 (OCH2CH.0), 174.85, 175.35
(CONH) seklinde bulunmustur.
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e PEG-PAMAM 1,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 1,56 g sarimsi sivi sekilde
1,5. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 94,2 olarak
bulunmustur. ATR-IR spektrum sonuglari, (cm™) 1734 (C=0); H-NMR sonuglari,
0H (500 MHz; CD3:OD) 2.49 (32H, m, CH2CH.COOCHzs), 2.57 (32H, m,
CH,CH.COOCHgz), 2.79 (16H, m, CONHCH:CH:NR2), 3.27 (16H, m,
CONHCH2CH2NR2), 3.66 (m, OCH>CH20), 3.69 (48H, s, COOCHj3); *C-NMR
sonuglari ise, 6C (125 MHz; CD30D) 33.58 (16C, CH2CH2COOCHs3), 45.53 (16C,
CH2CH.COOCHs3), 50.52 (16C, COOCHzs), 51.63 (8C, CONHCH2CH:2NR?), 70.34,
70.91, 71.01, 7156, 71.68, 72.12, 72.23, 72.78 (OCH.CH20), 174.74 (16C,
COOCHS3) seklinde bulunmustur.

e PEG-PAMAM 2,0: Sentez basamaklar1 sonucunda 1,52 g sarimsi sivi sekilde
2. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 99,3 olarak bulunmustur.
ATR-IR sonuglar1 (cm™) 3283 (NH), 1645 (HNC=0), 1563 (HNC=0); 'H-NMR
sonuglar1 6H (500 MHz; CD30D) 2.41 (32H, m, CH2.CH2CONH), 2.76 (32H, m,
CH,CH.CONH), 287 (32H, t, CONHCH2CH:NH2), 3.28 (32H, t,
CONHCH:CH;NH>), 3.66 (m, OCH2CH,0); *C-NMR sonuglar1 ise, 5C (125 MHz;
CDs0D) 34.71 (16C, CH2CH2,CONH), 36.52 (16C, CONHCH>CH2NH3), 41.95 (16C,
CONHCH2CH2NHy), 51.44 (16C, CH.CH.CONH), 70.37, 70.93, 71.02, 71.58, 71.69,
72.14,72.24,72.79 (OCH2CH20), 174.85, 175.17 (CONH) seklinde bulunmustur.

e PEG-PAMAM 2,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 1,74 g sarimsi sivi sekilde
2,5. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 96,3 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglar1 (cm™) 1733 (C=0), *H-NMR sonuglar1, $H (500
MHz; CD30D) 2.48 (64H, m, CH.CH>COOCH3), 2.58 (64H, m, CH,CH>COOCH:3),
2.78 (32H, m, CONHCH2CH2NRy), 3.28 (32H, m, CONHCH,CH2NR>), 3.65 (m,
OCH:CH:0), 3.68 (96H, s, COOCHzs); BC-NMR sonuglar1 ise 6C (125 MHz;
CD30D) 33.69 (32C, CH2CH2COOCH?3) 45.43 (32C, CH2CH.COOCH?3), 50.53 (32C,
COOCHpg), 51.66 (16C, CONHCH>CH2NR), 70.40, 70.95, 71.05, 71.60, 71.71,
72.16, 72.27, 72.81 (OCH.CH-0), 174.67 (32C, COOCH?3) seklinde bulunmustur.

e PEG-PAMAM 3,0: Sentez basamaklar1 sonucunda 1,76 g sarimsi sivi sekilde
3. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 97,8 olarak bulunmustur.
ATR-IR sonuglari, (cm™) 3292 (NH), 1645 (HNC=0), 1558 (HNC=0); 'H-NMR
sonuglari, 8H (500 MHz; CD30OD) 2.39 (64H, m, CH.CH>CONH), 2.75 (64H, m,



72

CH.CH.CONH), 2.88 (64H, m, CONHCH.CH:NHz), 3.28 (64H, m,
CONHCH2CH;NH?), 3.66 (m, OCH2CH,0); *C-NMR sonuglar1 ise, 5C (125 MHz;
CD30D) 34.82 (32C, CH2CH2CONH), 36.57 (32C, CONHCH>CH2NH>), 41.97 (32C,
CONHCH2CH2NHz), 51.13 (32C, CH.CH2CONH), 70.37, 70.92, 71.03, 71.58, 71.70,
72.14,72.25, 72.79 (OCH.CH20), 174.82, 175.17 (CONH) seklinde bulunmustur.

e PEG-PAMAM 3,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 2,31 g sarimsi sivi sekilde
3,5. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 99 olarak bulunmustur.
ATR-IR sonuglar1, (cm™) 1733 (C=0); 'H-NMR sonuglar1, §H (500 MHz; CD3z0D)
2.39 (128H, m, CH2CH2COOCH?g), 2.57 (128H, m, CH>CH>COOCH?3), 2.79 (64H, m,
CONHCH2CH2NR2), 3.29 (64H, m, CONHCH2CH2NR;), 3.66 (m, OCH,CH.0),
3.69 (192H, s, COOCHz3); BC-NMR sonuglar ise, 5C (125 MHz; CDsOD) 33.38
(64C, CH2CH.COOCHs3) 45.50 (64C, CH2CH.COOCHs3), 50.52 (64C, COOCHj3),
51.33 (32C, CONHCH2CH2NRy), 70.42, 71.01, 71.63, 72.25, 72.84 (OCH2CH-0),
174.73 (64C, COOCHj3) seklinde bulunmustur.

e PEG-PAMAM 4,0: Sentez basamaklar1 sonucunda 2,32 g sarimsi sivi sekilde
4. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 95 olarak bulunmustur.
ATR-IR sonuglar1, (cm™) 3289 (NH), 1642 (HNC=0), 1558 (HNC=0); *H-NMR
sonuglari, 8H (500 MHz; CD30OD) 2.39 (128H, m, CH.CH>CONH), 2.76 (128H, m,
CH,CH.CONH), 2.88 (128H, m, CONHCH2CH:NH2), 3.28 (128H, m,
CONHCH:CH;NH?>), 3.66 (m, OCH2CH,0); *C-NMR sonuglar1 ise, 5C (125 MHz;
CDs0D) 34.82 (64C, CH2CH2.CONH), 36.59 (64C,CONHCH.CH2NH?>), 42.05 (64C,
CONHCH2CH2NHy), 51.14 (64C, CH2CH.CONH), 70.39, 70.94, 71.05, 71.60, 71.72,
72.16, 72.28, 72.82 (OCH>CH0), 174.77, 175.16 (CONH) seklinde bulunmustur.

e PEG-PAMAM 4,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 1,82 g sarimsi sivi sekilde
4,5. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 73,7 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglar1, (cm™) 1732 (C=0); *H-NMR sonuglari, §H (500
MHz; CDsOD) 240 (256H, m, CH2CH.COOCHz), 258 (256H, m,
CH,CH.COOCHg), 2.78 (128H, m, CONHCH.CH:NR2), 3.28 (128H, m,
CONHCH2CH2NRy), 3.65 (m, OCH>CH.0), 3.68 (384H, s, COOCHjs); 3C-NMR
sonuglari ise, 6C (125 MHz; CDs0D) 33.62 (128C, CH.CH.COOCH:j3), 50,52 (128C,
COOCHs3), 51,43 (64C, CONHCH.CH2NR?), 70.45, 70.96, 71.07, 71.62, 71.71,
72.18, 72.28, 72.83 (OCH.CH20), 174.73 (128C, COOCHpg) seklinde bulunmustur.
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Sekil 4.1. (a) 0,5 (b) 1 (¢) 1,5 (d) 2 (e) 2,5 (f) 3 (g) 3,5 (h) 4 (1) 4,5.
jenerasyona sahip poli(etilen glikol) ¢ekirdek yapisina sahip dendrimerlerin ATR

spektrumlari.
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PEG Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin PEG-2000 ile Modifikasyonu

"PEG tetrakisamin Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin PEG ile Yiizey
Modifikasyonu™ bashigi altinda yiiriitilen sentez basamaklari sonucunda 2,28 g
sarimsi sivi sekilde 4,5. jenerasyon yilizeyi PEG 2000 ile modifiye edilmis dendrimer
elde edilmistir. Uretimin verimi % 70 olarak bulunmustur.

ATR-IR sonuglari, (cm™) 3434, 3367 (NH2), 1733 (C=0), 1647 (HNC=0),
1548 (HNC=0); !H-NMR sonuglari, 8H (500 MHz; CDsOD) 2.39 (m,
CH2CH2COOCHj3), 2.58 (m, CH2.CH2COOCHS3), 2.79 (m, CONHCH2CH2NR?), 2.88
(s, OCH2CH2NH>), 3.28 (m, CONHCH2CH2NR), 3.37 (s, CONHCH.CH20), 3.52-
3.65 (m, OCH2CH20, CH,0CH?), 3.68 (s, COOCHj3), 4.23 (s, CH2NH,); *C-NMR
sonuglart ise, oC (125 MHz; CDsOD) 33.64 (CH2CH2COOCHs) 39.91
(CONHCH2CH0), 40.43 (OCH2CH2NH,) 45.76 (CH2CH.COOCHs3), 50.52
(COOCHz3), 51.43 (CONHCH2CH2NR?), 70.27, 70.74, 70.87, 71.43, 71.52, 72.09,
72.61, (OCH2CH20), 169.19 (CONH), 174.69 (COOCH?3) seklinde bulunmustur.
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Sekil 4.2. PEG-PAMAM 4,5. jenerasyon dendrimerin PEG 2000 ile

modifikasyonundan sonra elde edilen ATR spektrumu.
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Sekil 4.3. PEG-PAMAM 4,5 + PEG 2000’in *H NMR spektrumu.
Yiizey Gruplariin Karboksilik Aside Doniistiiriilmesi (Asit Reaksiyonu)

Sentez basamaklar1 sonucunda 1,19 g sarimsi sivi sekilde 4,5. jenerasyon
dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 100 olarak bulunmustur.

ATR-IR sonuglar, (cm™) 3400-3100 (COOH), 1652 (HNC=0), 1568
(HNC=0); 'H-NMR sonuglar1, H (500 MHz; CD3s0D) 2.38 (m, CH,CH,COOCHj3),
2.62 (m, CH2CH2COOCH3), 2.83 (m, CONHCH2CH2NR>), 2.86 (s, OCH2CH2NH>),
3.31 (m, CONHCH2CH:NRy), 3.37 (s, CONHCH2CH0), 3.52-3.65 (m, OCH2CH-0,
CH,OCHz); BC-NMR sonuglarni ise, &C (125 MHz; CDsOD) 36.41
(CH2CH2COOCH3) 40.00 (CONHCH:CH:0), 40.14 (OCH2CH2NH.) 46.74
(CH2CH2COOCHg), 51.27 (CONHCH2CH:NRy), 69.82, 70.31, 70.53, 71.05, 71.27,
7155, 71.75, 72.29, (OCH.CH20), 174.77 (CONH), 181.33 (COOH) seklinde

bulunmustur.
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Sekil 4.4. PEG-PAMAM 4,5 + PEG 2000’in ylizey gruplarmin karboksilik

aside donistiiriilmesinden sonra elde edilen ATR spektrumu.

“JPEG-asit.010.001.1r.esp

0.06 4

005 4

Normalized Intensity

0.04 o

41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21
Chemical Shift (ppm)

Sekil 4.5. PEG-PAMAM 4,5 + PEG asitin *H NMR spektrumu
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4.1.2. EDA Cekirdekli Dendrimer Sentezi

"EDA Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin Sentezi” bagligi altinda yiiriitiilen
deneyler sonucunda, EDA ¢ekirdekli dendrimerler i¢in sentezlenen her bir
jenerasyon basamagna ait ATR spektrum, 3C NMR ve 'H NMR sonuglar1 asagida
sirasiyla verilmistir. ATR spektrumlart ayrica grafik seklinde de sunulmustur (Sekil
4.6). Dendrimerlerin PEG ile modifikasyonuna ve ylizey gruplarinin karboksilik
aside doniistiiriilmesine iliskin ATR ve NMR spektrum sonuglar1 ve grafikleri de
sunulmustur (Sekil 4.7-4.10).

e EDA-PAMAM 0,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 20,08 g sarimsi sivi
sekilde 0,5. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 99,5 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglari, Vmax/cm™ 1730 (C=0); *H NMR sonuglar, §H(500
MHz; CD30D) 2.29 (8H, t, NR2CH2CH2COOCH?3), 2.41 (4H, s, R:2NCH2CH2NRz2),
2.63 (8H, t, NR,CH2CH2COOCHj3), 3.61 (12H, s, COOCHzs); *C NMR sonuglari ise,
8C(125 MHz; CDs0D) 33.06 (CH.CH2COOCH:z3), 50.38 (CH.CH2COOCHS3), 51.35
(COOCH:z3), 52.6 (NR2CH2CH2NR?), 172.06 (COOCH?3) seklinde bulunmustur.

e EDA-PAMAM 1,0: Sentez basamaklar1 sonucunda 16,60 g sarimsi sivi
sekilde 1. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 95 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglar1, Vmadcm™ 3282 (NH), 1641 (HNC=0), 1548
(HNC=0); H NMR sonuglari, SH(500 MHz; CDsOD) 2.25 (8H, bm,
NR.CH.CH.CONH), 257 (8H, t, NR:CH.CH.CONH), 271 (8H, t,
CONHCH,CH2NH>), 3.31 (8H, bm, CONHCH2CH2NH,); *C NMR sonuglar1 ise,
0C(125 MHz; CDsOD) 33.14 (NCH.CH>CONH), 40.60 (CONHCH>CH2NH>),
41.10 (CONHCH2CH2NH), 49.50 (NCH2CH2CONH), 172.0 (NCH2CH.CONH)
olarak bulunmustur.

o EDA-PAMAM 1,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 23,58 g sarimsi sivi
sekilde 1,5. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 92 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglari, Vmax/cm™ 3296 (NH), 1730 (C=0), 1653 (HNC=0),
1535 (HNC=0); 'H NMR sonuglari, §H(500 MHz; CDsOD) 2.34 (16H, bm,
NR2CH2CH2COOCHS3), 2.49 (16H, t, NR2CH.CH>COOCHz3), 2.69 (8H, bm,
CONHCH2CH2NRy), 3.19 (8H, bm, CONHCH2CH2NR?), 3.65 (24H, s, COOCHj3);
13C NMR sonuglar ise, 8C(125 MHz; CD30OD) 31.42 (CH,CH,COOCHs3), 47.50
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(CH2CH.COOCHs), 48.7  (CH2CH:NR2), 50.01 (COOCHs), 171.1
(NCH2CH2CONH), 171.8 (COOCHs3) seklinde bulunmustur.

° EDA-PAMAM 2,0:Sentez basamaklar1 sonucunda 23,97 g sarimsi sivi
sekilde 2. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 94,6 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglar;, Vmax/cm™ 3280 (NH), 1635 (HNC=0), 1549
(HNC=0); 'H NMR sonuglari, SH(500 MHz; CD3;OD) 2.25 (16H, bm,
NR2CH2CH2CONH), 255 (16H, bm, NR2CH.CH.CONH), 2.66 (16H, bm,
CONHCH,CH2NH>), 3.12 (16H, bm, CONHCH2CH:NH,); 3C NMR sonuglar ise,
8C(125 MHz; CD30D) 33.64 (NCH.CH2CONH), 40.12 (CONHCH2CH2NH3), 42.32
(CONHCH2CH2NH), 50.10 (NCH2CH>CONH), 170.8, 171.12 (NCH.CH2CONH)
olarak bulunmustur.

) EDA-PAMAM 2,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 29,16 g sarimsi sivi
sekilde 2,5. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 95 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglar1, Vmax/cm™ 3294 (NH), 1731 (C=0), 1644(HNC=0),
1544 (HNC=0); H NMR sonuglar;, §H(500 MHz; CDs;OD) 2.37 (32H, bm,
NR2CH,CH,COOCHg3), 2.45 (32H, t, NR2CH,CH,COOCHz3), 2.64 (16H, bm,
CONHCH2CH2NRy), 3.15 (16H, bm, CONHCH>CH2NR>), 3.61 (48H, s, COOCHz3);
13C NMR sonuglar ise, 8C(125 MHz; CDsOD) 31.96 (CH2CH,COOCHs3), 47.67
(CH2CH.COOCHg), 48.18 (CH2CH:NR2), 49.54 (COOCHs), 170.56, 170.87
(NCH2CH2CONH), 171.56 (COOCH?g) seklinde bulunmustur.

° EDA-PAMAM 3,0: Sentez basamaklar1 sonucunda 20,83 g sarimsi sivi
sekilde 3. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 90 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglari, Vma/cm? 3283 (NH), 1639 (HNC=0), 1546
(HNC=0); 'H NMR sonuglari, SH(500 MHz; CDsOD) 2.26 (32H, brm,
NR2CH2CH2CONH), 2.58 (32H, brm, NR.CH.CH,CONH), 2.64 (32H, t,
CONHCH,CH;NH?>), 3.12 (32H, brm, CONHCH2CH:NH>); 1*C NMR §C(125 MHz;
CD30OD) 32.23 (NCH2CH2CONH), 39.54 (CONHCH2CH2NH2), 41.02
(CONHCH2CH2NHz), 49.67 (NCH:CH.CONH), 171,42, 17154, 171.69
(NCH2CH2CONH) olarak bulunmustur.

e EDA-PAMAM 3,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 25,05 g sarimsi sivi
sekilde 3,5. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 93 olarak

bulunmustur. ATR-IR sonuglari, Vmad/cm? 3271 (NH), 1726 (C=0), 1638 (HNC=0),
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1557 (HNC=0); H NMR sonuglar;, $H(500 MHz; CDsOD) 2.40 (64H, bm,
NR2CH>CH2COOCHS3), 2.52 (64H, t, NR.CH,CH,COOCHz3), 2.67 (32H, bm,
CONHCH2CH2NRy), 3.17 (32H, bm, CONHCH>CH2NR>), 3.62 (96H, s, COOCHj3);
13C NMR sonuglar ise, 8C(125 MHz; CDsOD) 31.32 (CH2CH,COOCHj3), 47.41
(CH2.CH2COOCH:z3), 48.47 (CH2CH2NR?) 50.35 (COOCHs3), 171.02, 171.15, 171.43
(NCH2CH2CONH), 172.01 (COOCH?3) seklinde bulunmustur.

e EDA-PAMAM 4,0: Sentez basamaklar1 sonucunda 16,39 g sarimsi sivi
sekilde 4. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 90 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglari, Vmax/cm™? 3270 (NH), 1643 (HNC=0), 1550
(HNC=0); H NMR sonuglari, S8H(500 MHz; CDsOD) 2.24 (64H, brm,
NR2CH2CH2CONH), 252 (64H, t, NR.CH.CH.CONH), 2.63 (64H, t,
CONHCH,CH2NH>), 3.11 (64H, brm, CONHCH,CH,NH>); 3C NMR sonuglari ise,
8C(125 MHz; CD30D) 32.02 (NCH2CH2CONH), 39.43 (CONHCH2CH2NH?), 41.89
(CONHCH2CH2NH), 48.22 (NCH2CH>CONH), 170.44, 170.52, 170.58, 170.67
(NCH2CH2CONH) olarak bulunmustur.

e EDA-PAMAM 4,5: Sentez basamaklar1 sonucunda 17,62 g sarimsi sivi
sekilde 4,5. jenerasyon dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 92,5 olarak
bulunmustur. ATR-IR sonuglar1, Vmax/cm™ 3280 (NH), 1727 (C=0), 1634 (HNC=0),
1550 (HNC=0); 'H NMR sonuglar;, 8H(500 MHz; CD3;OD) 2.38 (128H, bm,
NR2CH2CH2COOCH:;3), 2.49 (128H, bm, NR2CH2CH2COOCHs3), 2.66 (64H, bm,
CONHCH2CH2NR2), 3.16 (64H, bm, CONHCH>CH:NR2), 3.62 (192H, s,
COOCHs); C NMR sonuglar ise, 5C(125 MHz; CD3;OD) 31.42
(CH2.CH2COOCH3), 47.51 (CH2CH.COOCHzs), 48.37 (CH2CH:NR2) 50.25
(COOCHs3), 171.12, 171.18, 171.49 (NCH2CH2CONH), 172.03 (COOCHj3) seklinde

bulunmustur.
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jenerasyona sahip etilendiamin ¢ekirdek yapisina sahip dendrimerlerin ATR
spektrumlari.
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EDA Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin PEG-2000 ile Modifikasyonu

"EDA Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin PEG ile Yiizey Modifikasyonu™
basligi altinda yiiriitiilen sentez basamaklar1 sonucunda 2,45 g sarimsi siv1 sekilde 4,5.
jenerasyon yiizeyi PEG 2000 ile modifiye edilmis dendrimer elde edilmistir.
Uretimin verimi % 80 olarak bulunmustur.

ATR-IR sonuglari, (cm™) 3411, 3286 (NH2), 1734 (C=0), 1650 (HNC=0),
1564 (HNC=0); 'H NMR sonuglari, 8H (500 MHz, CDsOD) 2.42 (m,
NR2CH2CH2COOCH?3), 2.6 (m, NR2CH2CH2COOCH?3), 2.66 (bm,
CONHCH2CH2NRy), 3.18 (bm, CONHCH2CH:NR?), 3.50 (s, COOCHg), 3.50-3.57
(m, OCH,CH,0, CH,0OCHy), 4.22 (CH2NH,); 3C NMR sonuglari ise, 5C (125 MHz;
CD3:OD) 3149  (CH:CH:COOCHs), 40.01  (OCH:CH2NHz), 47.61
(CH2CH2COOCHs3), 48.36 (CH2CH2NR2) 49.79 (COOCHz3), 68.43, 68.86, 69.28,
69.96, 70.11, 70.51, 70.98, (OCH2CH20), 172.56 (CONH), 174.50 (COOCHSz)

olarak bulunmustur.

%Transmittance
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Sekil 4.7. EDA-PAMAM 45. jenerasyon dendrimerin PEG 2000 ile
modifikasyonundan sonra elde edilen ATR spektrumu.
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Yiizey Gruplarimin Karboksilik Aside Doniistiiriilmesi (Asit reaksiyonu)

Sentez basamaklar1 sonucunda 1,22 g sarimsi sivi sekilde 4,5. jenerasyon
dendrimer elde edilmistir. Uretimin verimi % 100 olarak bulunmustur.

ATR-IR sonuglar, (cm™) 3450-3150 (COOH), 1653 (HNC=0), 1566
(HNC=0); 'H NMR sonuglar, &H (500 MHz, CDsOD) 240 (m,
NR2CH.CH.COOCH3), 262 (m, NR2CH.CH.COOCHz), 272  (bm,
CONHCH2CH2NRy), 3.61-3.73 (m, OCH,CH,0, CH20CH>); 3C NMR sonuglari ise,
0C (125 MHz; CD30OD) 38.36 (CH2CH2COOCHs3), 42.10 (OCH2CH2NH2), 49.65
(COOCHs3), 69.78, 70.50, 71.02, 71.26, 71.51, 71.73, 72.22, (OCH2CH,0), 180.58
(CONH), 181.28 (COOCHj3) olarak bulunmustur.

%Transmittance
a
O

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

‘Wavenumber (cm-1)

Sekil 4.8. EDA-PAMAM 4,5-PEG 2000’in yiizey gruplarimin karboksilik

aside donistiiriilmesinden sonra elde edilen ATR spektrumu.
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Sekil 4.9. EDA-PAMAM 4,5 + PEG’in *H NMR spektrumu.
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Sekil 4.10. EDA-PAMAM 4,5 + PEG asitin *H NMR spektrumu.
4.1.3. Antikor Konjugasyonu

Bolim 3.2.2°de "Antikor Konjugasyonu™ bashgr altinda yiiriitiilen deneyler
sonucunda, % 91 verimle 184 mg sarimsi sivi halde dendrimer-antikor konjugati elde
edilmistir. ATR-IR sonuglar1 (cm™) 3439, 3360 (NH2), 1732 (C=0), 1643 (HNC=0),
1543 (HNC=0) olarak bulunmustur.

Antikor konjugasyonunun gergeklestigini gdstermek amaciyla PEG

cekirdekli dendrimerin *H NMR spektrumu ile antikor ile konjuge edilmis
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dendrimerin *H NMR spektrumlar1 karsilastirilmistir. PEG-PAMAM 4,5 + PEG
maddesinin 'H NMR spektrumuna baktigimizda 5 ppm iizerinde herhangi bir pike
rastlanmamaktadir (Sekil 4.11). PEG son gruplu dendrimere antikor baglandigi
zaman antikordan kaynaklanan rezonans pikleri 7-9 ppm arasinda goriilmektedir
(Sekil 4.12). Bu pikler antikorun dendrimere baglandigini bize gdstermektedir.
Yiizeyine PEG-Antikor baglanmis dendrimerleri asite doniistiirdiigiimiizde metil

esterlerinin kayboldugu gozlemlenmistir.

Peg40+45

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 L5 1.0 05 0.0
f1 (ppm)

ekil 4.11. - D+ n spektrumu.
kil 4.11. PEG-PAMAM 4.5 + PEG’in 'H NMR pek

X ww
9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

5.5 5.0
1 (ppm)

Sekil 4.12. PEG-PAMAM-FIt1’in *H NMR spektrumu.
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Sekil 4.13. PEG c¢ekirdekli dendrimere Flt-1 konjugasyonunun gergeklestigini
gosteren kiitle spektrumu (MALDI-TOF/MS: m/z, (PEG_4.5 + PEG-FIt-1)1Nayy).

Antikor konjugasyonu H NMR analizinin yam sira MALDI-TOF ile de
gosterilmistir (Sekil 4.13). Molekiil agirliginin tayininde kullanilan MALDI-TOF’ta
ornek, spesifik bir dalga boyundaki kisa pulslu lazerden gelen 1511 absorblayan
matriks i¢inde ¢oziiliir, iyonlasir ve kiitle analizorlerinde ekstrakt edilir. Zaman-yol
bagimhi kiitle spektroskopiyle (TOF, Time of Flight MS) bilestirilerek
kullanilmaktadir. Yiiksek kiitle sayilarina ¢ikabilme 6zelligi nedeniyle kullanimi
oldukga yaygin bir iyonizasyon yontemidir. MALDI-TOF sonuglarina baktigimizda
Sekil 4.13’te elde edilen kuvvetli pik degeri olan 25734’tin 2 ile carpilmasi
sonucunda antikor ile konjuge edilmis dendrimerin molekiil agirlhigr 50701 g/mol
olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonu¢, PEG ¢ekirdekli dendrimerin u¢una PEG

2000 maddesi ve antikor baglandigini gostermektedir.
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4.2. Gemsitabin HCI Uzerinde Yapilan Fizikikokimyasal Cahsmalar
4.2.1. Gemsitabin HCI’nin UV Spektrumu

“UV  Spektrumu” bashigi altinda anlatildigr sekilde yiritilen deney
sonucunda gemsitabin HCI’tin su igerisinde maksimum absorbans gosterdigi dalga
boylar1 240, 260 ve 270 nm olarak bulunmustur (Sekil 4.14). HPLC analizleri
yontem gelistirme asamasinda her {i¢ dalga boyunda da yiiriitiilmiistiir ancak, daha
sonra elde edilen sonuglar irdelendiginde ayni konsantrasyon igin elde edilen pik
alanlarinin 270 nm’de elde edildigi gozlenmis ve analitik yontem validasyonu bu

dalga boyunda gerceklestirilmistir.

Sekil 4.14. Gemsitabin HCI’lin su igerisindeki UV spektrumunun ii¢ boyutlu

goruntisu.

4.2.2. Gemsitabin HCI’nin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC)
ile Miktar Tayini

Gemsitabin HCI’tin HPLC ile miktar tayini Bolim 3.2.4.2°de "Gemsitabin
HCP’iin Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini” bashig
altinda belirtilen kosullarda gerceklestirilmis ve Gemsitabin HCI e ait asagidaki pik
elde edilmistir (Sekil 4.15). Kromatogramdan da goriildiigii gibi Gemsitabin HCIl’e
ait pik diizglin bir sekilde elde edilmis ve alikonma zamani 3,18 dakika olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.15. Gemsitabin HCI’iin 25 pg/mL konsantrasyonuna ait HPLC
kromatogramlari.

Kalibrasyon Dogrusu ve Denklemi

Gemsitabin HCI e ait kalibrasyon dogrusu HPLC analizleri her birinde 0,5, 1,
5, 10, 25, 50 pg.mL™ konsantrasyonda Gemsitabin HCI olan ¢ozeltiler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Calismalar 6 seri ilizerinden gerceklestirilmistir. Hazirlanan
cozeltilerin HPLC kolonuna enjeksiyonundan sonra elde dilen pik alanlan
cozeltilerin konsantrasyonlarina kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusuna ait
denklem lineer regresyon ile bulunmustur. Gemsitabin HCI’iin HPLC ile miktar
tayininde lineer regresyon verileri Tablo 4.1’de gosterilmekte olup, kalibrasyon

dogrusu ve denklemi ise Sekil 4.16’da yer almaktadir.



88

Tablo 4.1. Gemsitabin HCI’tin HPLC ile miktar tayininde elde edilen regresyon

verileri (n=6).
Parametre Sonug¢
Konsantrasyon arahg 0,5-50 ug.mL*?
Egim 35,378
Intersept 9,841
Korelasyon katsayisi (r?) 0,9998

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

y=235,378x+9,841
R*=0,9998

/t

A

Pik Alan1 (mAU)

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.16. Gemsitabin HCI’iin gelistirilen HPLC yoOntemiyle elde edilen
kalibrasyon dogrusu ve denklemi.

Analitik Yontem Validasyonu
Dogrusalhik

Kalibrasyon dogrular1 "Dogrusallik™ baslig1 anlatildig: sekilde hazirlanmustir.
Hazirlanan stok ¢ozeltilerden hareketle yapilan seyreltmeler sonucunda 0,5, 1, 5, 10,
25, 50 pg.mL ! konsantrasyondaki standart ¢ozeltilerin HPLC analizi yapilmistir. Pik
alanlarma karsilik gelen konsantrasyonlar hesaplanmis ve dogru denklemi elde

2 0,9998 olarak bulunarak denklemin

edilmistir. Tanimlayicihik katsayis1 r° =

dogrusallig1 gosterilmistir (Sekil 4.16).
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Dogruluk

Gemsitabin HCI’iin miktar tayini i¢in kullanilan yontemin deney i¢i (giin i¢i;
intra-assay) ve deneyler arasi (giinler arasi; inter-assay) dogrulugunun
degerlendirilmesi i¢in yapilan deneyler "Dogruluk” baglhig: altinda agiklandig: sekilde
gerceklestirilmistir. Deney ici ve deneyler arasi dogrulugun tespiti i¢in yapilan
deneyleri takiben Formiil 3.1 kullanilarak dogruluk bulgular elde edilmistir (Tablo
4.2).

Tablo 4.2. Deney i¢i ve deneyler aras1 dogruluk.

Ilave Edilen Hesaplanan
Dogruluk
Konsantrasyon Konsantrasyon
(Bagil Hata)
(ng/mL) (ng/mL)

Giin I¢ib 05 0,4958 0,84

5 5,08 1,6

50 50,6 1,2
Giinler
Aras® 0.5 0,509 18

5 5,076 1,52

50 50,88 1,76

b Giin i¢i ve giinler arasi tayinde her konsantrasyon i¢in n =6

Giin i¢i ve gilinler aras1 dogruluk % rolatif hata ile belirtilmis olup, giin i¢i
icin bu degerler % 0,84 ile 1,6 arasinda, giinler arasi i¢in % 1,52 ile % 1,76 arasinda
degismektedir (Tablo 4.2). Validasyon ¢alismalarinda % rolatif hata degerlerinin %
2’den kiigiik olmas1 gerektigi bildirildiginden, hesaplanan % rolatif hata degerlerinin
% 2’nin altinda olmasi ile kullanilan analitik yontemin deney i¢i ve deneyler arasi

dogrulugu gosterilmistir.
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Kesinlik

Tekrarlanabilirlik

“Tekrarlanabilirlik™ baslig1 altinda aciklandig1 gibi, kalibrasyon egrisinde yer
alan ii¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta, yiiksek; 0,5, 5, 50 pug/mL™?) standart
cozeltiler hazirlanmis ve aym ¢ozeltilerin pik alanlart HPLC ile 6 kez ayr1 ayr
okutulup, hesaplanmistir. Pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar i¢in VK
degerleri  hesaplanmistir. VK’nin %  2’den  kiigiik olmasi  yOntemin
tekrarlanabilirligini gostermektedir. (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Tekrarlanabilirlik sonuglari.

Ilave Edilen Hesaplanan Konsantrasyon VK
Konsantrasyon (pg/mL) (ng/mL) X £SS (%)
0,496
0,512
0,507
0,5 0,507 +£0,0106 1,97
0,493
0,519
0,521
5,01
521
5,26
5 5,03 +£0,09 1,78
5,6
4,87
4,92
49,7
50,121
50,213
50 50,01 + 0,95 1,89
51,7
51,83

48,19
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Tekrar Elde Edilebilirlik

Gemsitabin HCI’iin miktar tayini i¢in kullanilan yontemin deney i¢i (gilin i¢i;
intra-assay) ve deneyler arasi (giinler arasi; inter-assay) kesinligin degerlendirilmesi
icin yapilan deneyler metod boliimiinde tekrar elde edilebilirlik bashiginda
aciklandigr gibi gerceklestirilmistir. Tekrar elde edilebilirligin degerlendirilmesinde,
pik alanlarina karsilik gelen konsantrasyonlar icin varyasyon katsayisi degerleri
hesaplanmistir. VK’nin % 2’den kiigiik bir degere sahip olmasi yontemin tekrar elde

edilebilirligini gdstermektedir.

Tablo 4.4. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik sonuglari.

flave Edilen Hesaplanan o
Kesinlik 2
Konsantrasyon (pg/mL) Konsantrasyon (pg/mL)
0,5 0,498 + 0,008 1,606
Giin Ici® 5 5,09 + 0,06 1,17
50 51,87 +£0,24 0,46
0,5 0,508 = 0,01 1,96
Glinler
5 5,12+ 0,07 1,367
Arasi®
50 52,03 +0,33 0,63

4 Varyasyon katsayisi (%)
b Giin igi ve giinler aras1 tayinde her konsantrasyon i¢in n = 6.

Kesinlik ¢alismalari {i¢ farkli konsantrasyon (diisiik, orta, yiiksek: 0,5, 5, 50
pg/mL) iizerinden gerceklestirilmis olup, tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik % VK ile belirtilmis olup, bu
degerler 1,78 ile 1,97 arasinda degismektedir (Tablo 3). Giin i¢i ve glinler aras1 tekrar
elde edilebilirlik % VK ile belirtilmis olup, giin i¢i i¢in bu degerler % 0,46 ile %
1,606 arasinda, giinler arasi i¢in % 0,63 ile % 1,96 arasinda degismektedir (Tablo
4.4). Hesaplanan % VK degerlerinin % 2’nin altinda olmasi ile analitik yontemin
tekrarlanabilirligi ve deney i¢i ve deneyler arasi tekrar elde edilebilirligi

gosterilmistir.
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Duyarhhk

Yontemin duyarliligr icin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte dlciilebilen
konsantrasyon 102,4 ng/mL olup, saptama sinir1 46,7 ng/mL’dir. Bu veriler
gelistirilen analitik yOntemin ¢alismamizin amacina uygun duyarlilia sahip

oldugunu gostermistir.
Ozgiinliik

Hazirlanan dendrimer inkliizyon komplekslerinde kullanilan yardimei
maddelerin etkin madde ile aym1 kromatografik sartlarda pik verip vermediginin

belirlenmesi i¢cin HPLC kromatogramlari alinmustir.
Stabilite

“Stabilite” baglig1 altinda yiiriitiilen deney kapsaminda elde edilen bulgular
incelendiginde, segilen bir konsantrasyonda, salim ortamlarinda (pH 5,5 ve 7,4)
hazirlanan Gemsitabin HCI ¢ozeltisinin hazirlanir hazirlanmaz ve 37 °C’de 24 saat
bekletildikten sonra HPLC ile analizi sonucunda elde edilen konsantrasyonlar
karsilagtirilmis, % VK degerleri % 2’nin altinda ve % geri kazanim degeri % 98,59-
100 arasinda bulunarak gemsitabin HCI’{lin vitro salim ¢aligmalar1 sirasinda dayanikli

olacagi gosterilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Stabilite sonuglari.

Olgiim Hesaplanan Geri
Konsantrasyon
pH Zamam Konsantrasyon Kazanmim
(ng/mL) (%)
(saat) (X £SS) (%)
0 5 4,98 +0,07 100 1,4
7,4
24 5 4,91 +0,08 98,59 2
. 0 5 4,92 + 0,09 98,4 1,44

24 5 4,88 + 0,06 97,6 1,28
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4.3. Dendrimer-Gemsitabin HCI Inkliizyon Komplekslerinin
Karakterizasyonu

4.3.1. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

GEM, PEG-PAMAM, PEG-PAMAM-GEM ve PEG-PAMAM ile GEM’in
fiziksel karigimlarina ait DSC termogramlar1 grafikler seklinde sunulmustur (Sekil
4.17). Sekil 4.17°de 287,5 °C’de keskin bir pik seklinde goriilmistir. PEG ile
hazirlanan inkliizyon kompleksine termogramda ise, gemsitabine ait bu erime pikinin
kayboldugu goriiliirken, PEG ile gemsitabinin fiziksel karigimi sonucunda elde
edilen termogramda gemsitabine ait erime piki varliginm siirdiirmektedir. Elde edilen

DSC termogramlar1 inkliizyon komplekslerinin basarili bir sekilde hazirlandigini

gostermektedir.
L
59 "‘xu,-\, — J
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& N
1 PEG-PAMAM+CGEM |~ —m———— |
04 PEG-PAMAM-GEM | 4‘ ~ — : — ]
Isi PEG-PAMAM N
akisi W
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4 ll‘
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15 —_——
=100 =50 0 a0 100 150 200 250 300
Exo Up Sicaklik °C Universal V4 5/

Sekil 4.17. GEM, PEG-PAMAM, PEG-PAMAM-GEM inkliizyon kompleksi
ve PEG-PAMAM + GEM fiziksel karisimina ait DSC termogramlari.

4.3.2. Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

“"Enkapsiilasyon Etkinliginin Degerlendirilmesi™ basligi altinda anlatildig:
sekilde yiiriitilen deneyler sonucunda 2:1, 4:1, 6:1 gemsitabin: dendrimer mol
oranlar1 kullanilarak hazirlanan inkliizyon kompleksleri iizerinde yapilan analizler
gostermistir ki, iki farkli ¢ekirdek yapisinda elde edilen sonuglar farklilik
gostermistir. Elde edilen 100 uM dendrimer basina enkapsiile olan gemsitabin
miktar1 (ug) ve 100 uM dendrimer basina enkapsiile olan gemsitabin molii (uM)
olarak Tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.6. Enkapsiilasyon etkinligi sonuglari.

100 uM Dendrimer 100 pM Dendrimer basina
Formiilasyon basina Enkapsiile olan Enkapsiile olan Gemsitabin
Gemsitabin Miktar (pg) molii (uM)

PEG1G2 24,002 80,09
PEG1G4 37,744 125,96
PEG1G6 39,696 132,47
EDA1G2 31,647 105,6
EDA1G4 41,854 139,67
EDA1G6 59,148 197,38

4.3.3. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyeli

EDA ve PEG c¢ekirdekli dendrimerlerin PEG 2000 ile modifiye edildikten
sonraki formlarmin ve bu sekilde modifiye edildikten sonra etkin madde iceren
formlarinin partikiil boyutu ve dagilimlari, zeta potansiyeli degerleri analiz edilmistir.
Calismalarin devaminda yapilan sitotoksisite deneylerinden elde edilen verilere gore,
in vivo deneylere PEG c¢ekirdekli dendrimerlerle devam edilmesine karar verilmistir.
Bu nedenle antikor konjugasyonu ve antikor ile konjuge edilmis dendrimerlerin
partikiil boyutu ve zeta potansiyeli dl¢iimleri, sadece PEG ¢ekirdekli dendrimerlere
uygulanmistir. Elde edilen sonuglar standart sapmalari ile birlikte asagidaki tabloda

Ozetlenmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Dendrimerler, GEM-dendrimer inkliizyon kompleksleri, PEG-PAMAM-
antikor konjugatlari ve GEM-PEG-PAMAM antikor konjugatlarinin partikiil boyutu

ve zeta potansiyeli sonuglar1 (n=6).

Formiilasyon Kodu

Partikiil

Poli Dispersite

Zeta Potansiyeli

Boyutu (nm)  Indeksi (PDI) (mV)
PEG-PAMAM 174,13 + 11,3 0,28 +£0,05 -21,9+0,3
PEG-PAMAM1G2 263,63 =33 0,39 £ 0,07 -16,56 + 1,3
PEG-PAMAM1G4 298,96 + 11,88 0,32 £0,02 -8,9 + 2,25
PEG-PAMAM1G6 234,53 + 6,29 0,32 +0,04 -5,34+£25
EDA-PAMAM 318 £21 0,39 £ 0,07 -31,26+2
EDA-PAMAM1G2 242,5+6,9 0,32 + 0,068 -23,46 + 3,34
EDA-PAMAM1G4 380,95 + 12,45 0,32 +0,078 -20,46 + 2,34
EDA-PAMAM1G6 358,3+11,6 0,36 £ 0,05 -8,13£5,6
PEG-PAMAM-FIt1 230,76 + 5,98 0,29 + 0,02 18,22 +2.21
PEG-PAMAM-FIt1-GEM 275+ 621 0,26+ 0,01 -17,29 £4.21
e Diam. (nm) % Intensity ~ Width (nm)
Size Distribution by Intensity bl (“‘ R
SN g e | s
N SN N A A
) g\ A N
= e=smem P PE BN e T R m

Sekil 4.18. PEG-PAMAM dendrimerlerine ait partikiil boyut ve zeta potansiyel

dagilim grafikleri.

4.3.4. In Vitro Sahm Deneyleri

In vitro salim ¢alismalar1 Béliim 3.2.6.4’te “In Vitro Salim Deneyleri” baslig

altinda anlatildig1 sekilde yapilmistir. Zamanin fonksiyonu olarak % kiimiilatif salim

miktarinin gosterildigi grafik Sekil 4.19°de verilmistir.
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Sekil 4.19. In vitro salim profilleri (n=3).
4.4. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Bolim 3.2.7°de “Hiicre Kiiltiirii Deneyleri” anlatildigi sekilde acilip
biiyiitiillen CFPAC-1 insan pankreas kanser hiicreleri % 80 konfluense ulastiktan
sonra hiicrelerin belirgin niikleuslu ve igsi sekilli mikroskop goriintiileri Sekil

4.20’de goriilmektedir.

-~

Sekil 4.20. CFPAC-1 insan pankreas hiicrelerinin ¢ogaltma isleminden sonra

151k mikroskop altindaki goriintiisti.
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4.4.1. CFPAC-1 Hiicrelerinde VEGFR-1 Ekspresyonunun Gosterilmesi

“"CFPAC-1 Hiicrelerinde Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii Reseptorii-
I’in (VEGFR-1) Sentezinin Gosterilmesi” baslig1 altinda anlatildig: sekilde yiiriitiilen
deney prosediiriine gore tez calismasinda kullanilan insan pankreas kanser hiicreleri
olan CFPAC-1"mn yiizeyinde aktif hedeflendirme ligandi1 olarak kullanilacak olan
anti-VEGFR-1 antikorunun reseptorii olan VEGFR-1’in hangi oranda bulundugu
tespit edilmistir. Bu kapsamda elde edilen sonuclar gostermistir ki, CFPAC-1
hiicrelerinde VEGFR-1 (Fltl) pozitiflik oram1 %38,6 = 10,7 olarak bulunmustur
(Sekil 4.21). Sekil 4.21°de de goriildigii gibi, bos histogram izotipik kontrol boyama,
gri (dolu) histogram ise Ftl-1 spesifik APC-isaretli monoklonal antikor ile boyama

sonucu elde edilen hiicre dagilimini géstermektedir.
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Sekil 4.21. CFPAC-1 hiicrelerinin izotipik kontrol boyama (i¢i bos
histogram) ve APC isaretli Flt-1 spesifik antikor ile boyama sonucu (gri) elde edilen

akig sitometri histogram grafigi.
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Sekil 4.22. CFPAC-1 hiicrelerinin izotipik kontrol boyama (sol) ve APC
isaretli Flt-1 spesifik antikor ile boyama sonucu (sag) elde edilen akis sitometri

sacilim grafigi.

Sekil 4.22°de, Sekil 4.21°deki veriler sagilim grafigi seklinde sunulmustur.
Solda izotipik kontrol boyama ile elde edilen sacilim grafigi goriilmektedir. Kanser
hiicrelerinin yarattigi non-spesifik boyanma P4 igerisinde yer almaktadir. Sagdaki
grafikte ise ana popiilasyon igerisinde VEGFR-1 pozitif hiicrelerin varlig

goriilmektedir.
4.4.2. Sitotoksisite Calismalar:

Tez ¢alismasi kapsaminda optimum dendrimer tipini (EDA ya da PEG),
subtoksik konsantrasyon araligini, gemsitabine iliskin sitotoksisite durumunu ve
gemsitabin yiiklii dendrimerlerin gemsitabinin sitotoksisitesini devam ettirmesine bir
engel teskil edip etmedigini ve antikor ile modifiye edilen dendrimerlerdeki
sitotoksisite durumunu degerlendirebilmek amaciyla “Sitotoksisite Calismalar1”
bashgr altinda anlatildigi sekilde sitotoksisite calismalari yiritilmistir. Bu

kapsamda elde edilen sonuglar grafikler halinde sunulmustur (Sekil 4.23-4.26).
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Sekil 4.23. EDA-PAMAM, EDA-PAMAM-FIt-1 ve EDA-PAMAM-Iso
dendrimerlerinin CFPAC-1 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireli maruziyetten sonra elde

edilen hiicre canliliklari.
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Sekil 4.24. PEG-PAMAM, PEG-PAMAM-FIt-1 ve PEG-PAMAM-Iso
dendrimerlerinin CFPAC-1 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireli maruziyetten sonra elde

edilen hiicre canliliklari.
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Sekil 4.25. EDA-PAMAM-GEM, EDA-PAMAM-FIt1-GEM, EDA-
PAMAM-Iso-GEM’in CFPAC-1 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireli maruziyetten sonra

elde edilen hiicre canliliklari.
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Sekil 4.26. PEG-PAMAM-GEM, PEG-PAMAM-FIt1-GEM, PEG-PAMAM-
Iso-GEM’in CFPAC-1 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireli maruziyetten sonra elde

edilen hiicre canliliklari.
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4.4.3. Hiicre icine Alm Calismalar

“Hiicre icine Alim Calismalar1” bashg: altinda anlatildig: sekilde yiiriitiilen in
vitro hiicre i¢ine alim ¢alismalar1 sonucunda akis sitometri cihazi ile tek basina Rho
¢ozeltisi, PEG-PAMAM-Rho, PEG-PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho
dendrimerlerin uygulandigi hiicrelerin verdikleri floresan siddetindeki farkliliklara
gore hiicrelerin davranisi aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Sekil 4.27°da goriilen grafikte
kontrol olarak hi¢bir uygulama yapilmayan hiicrelerin tek bir popiilasyon ve diisiik
floresan olusturdugu gozlenirken, mavi ile gosterilen ikinci hiicre popiilasyonu PEG-
PAMAM-Iso-Rho dendrimerlerin uygulandig1 hiicrelerin uygulandig1 grafiktir. ki
tepeli yesil renk ile gosterilen popiilasyon ise PEG-PAMAM-FIt1-Rho
dendrimerlerin uygulandig1 hiicrelere aittir. Anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmis
dendrimerlerin hiicrelerde VEGFR-1 pozitiflik oranlarina goére farkli floresan

intensitesine sahip iki popiilasyon olusturdugu goriilmektedir.

(b)
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Sekil 4.27. Farkli molar oranlarda rodamin igeren (a) 20 nM (b) 40 nM

T T ||||||| T |||||||| T T ||||||| T
0 10 107 1wt 10®

formiilasyonlarin uygulandigi CFPAC-1 hiicrelerinin 8 saat sonunda gosterdikleri

akig sitometrik histogram profilleri.

Rho, PEG-PAMAM-Rho, PEG-PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-
Rho uygulanan dort farkl hiicre grubunun kendi igerisindeki floresan intensiteleri
akis sitometri ile tayin edilmistir. Spesifik olmayan bir sekilde hiicre i¢ine alindiklar
icin Rho ve PEG-PAMAM-Rho’nun uygulandigi hiicreler, PEG-PAMAM-Iso-Rho
ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho’nun uygulandigi hiicrelere gore daha yiiksek floresan
intensite gostermistir. Rho hiicre igine rahatlikla girebilen bir boya oldugu i¢in PEG-

PAMAM-Rho’ya gore hiicre igerisine daha fazla alinmistir (Sekil 4.28). PEG-
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PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho kendi aralarinda kiyaslandiginda ise
diisiik  konsantrasyonlarda  birbirlerine  yakin  profil  gosterirken, artan
konsantrasyonlarda, PEG-PAMAM-FIt1-Rho’nun uygulandig: hiicreler daha yiiksek

floresan intensite gostermistir.
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Sekil 4.28. Rho ¢ozeltisi ve PEG-PAMAM-Rho formiilasyonlarin artan
konsantrasyonuna karsi hiicrelerin akis sitometri sonucuna gore gosterdigi floresan

intensite degisimi.
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Sekil 4.29. PEG-PAMAM-Iso-Rho PEG-PAMAM-FIt1-Rho

formiilasyonlarinin artan konsantrasyona kars1 hiicrelerin akis sitometri sonucuna

gore gosterdigi floresan intensite degisimi.
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PEG-PAMAM-FIt1-Rho’nun  uygulandigt  hiicreler  tek  baslarina
degerlendirildiginde ise, hiicreler yiiksek ve diislik floresan intensite Ozelliklerine
gore iki alt popiilasyona ayrilmistir. Sekil 4.30°de, CFPAC-1 hiicreleri, Sekil 4.27°da
yesil renk ile gosterilen popiilasyonda da gorildugi gibi PEG-PAMAM-FIt1-

Rho’nun hiicre i¢ine alimi Flt-1 pozitiflik oranina gore gergeklestirmistir.

. Yiiksek parlakliga sahip hiicre popiilasyonu

I:l Diistik parlakliga sahip hiicre popiilasyorju

N B O 00 O
|

Floresan intensite x1000

r
mors 2.0 5 10 20
PEG-PAMAM- 5 10 20 40

Sekil 4.30. PEG-PAMAM-FIt1-Rho’nun artan konsantrasyona kars1 diisiik ve

yiiksek parlaklik gosteren hiicrelerin intensite degisimi.
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PEG-PAMAM-Iso-Rho

PEG-PAMAM-FIt1-Rho

Sekil 4.31. PEG-PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho uygulanan

CFPAC-1 hiicrelerine ait floresan mikroskop gortintiileri.

Hiicre i¢ine alimin floresan mikroskop ile gosterildigi deneylerde ise Sekil
4.31°de goriildiigii gibi anti-VEGFR-1 ile konjuge edilmis rodamin 123 ile

isaretlenmis dendrimerlerin uygulandig: hiicreler daha parlaktir.
4.5. In Vivo Deneyler
4.5.1. Pankreas Tiimor Modelinin Gelistirilmesi

"Pankreas Tiimor Modelinin Gelistirilmesi™ baglig1 altinda anlatildig: sekilde
nude farelerde heterotopik olarak pankreas timorii farelerin sirt bdlgesinde
gelistirilmistir. Farelere CFPAC-1 enjeksiyonundan sonra fareler gézlemlenmis ve
kanser hiicrelerinin enjeksiyonundan 21 giin sonra maksimum biiytikliige erisen

tiimdrler tedavi edilmeye baslanmaistir.
4.5.2. Antitiimor Etkinlik Calismasi

“Antitlimor Etkinlik Caligsmasi™ baglig1 altinda anlatildigr sekilde yiiriitiilen in

vivo deneyler kapsaminda gelistirilen formiilasyonlarin antitiimér etkinliginin
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arastirilmasi i¢in Oncelikle subkiitan olarak pankreas tiimori olusturulmus farelerde
timor capmin takibi yapilmistir. Kontrol grubu, gemsitabin HCl ¢dzeltisinin
uygulandig1 grup, PEG-PAMAM-GEM inkliizyon komplekslerinin uygulandigi ve
PEG-PAMAM-FIt1-GEM dendrimerlerinin uygulandigi grup olmak {izere dort farkli
deney grubunda dorder giin ara ile dort kez ip enjeksiyon yapildiktan sonra fareler
sakrifiye edilmistir (Sekil 4.32). Sekil 4.32°de de goriildiigii gibi tedavi edilmeyen
farelerdeki tiimor boyutu digerlerine gore oldukga biiyiiktiir. Bu durum uygulanan
tedavi yaklagimlarinin ise yaradigini gostermektedir. Tiimorleri ¢ikarilan farelerde de
Sekil 4.32 ile paralel bir sonu¢ elde edilmistir (Sekil 4.33). Ancak tedavi
sonucundaki sonu¢ tiimoér caplari, formiilasyonun bagarisini  gostermek icin
yetersizdir, daha 6nemli bir veri olarak tiimor ¢apindaki degisim grafikleri verilmistir.
16 giin boyunca takip edilen tiimor ¢aplart her bir deney grubu i¢in grafikler seklinde
sunulmustur (Sekil 4.33).

Sekil 4.32. Tiimor olusturulmus farelerde 4 kiir tedavi sonrasinda elde timor
gortntiileri (1) Tedavi edilmeyen kontrol grubu (2) GEM ile tedavi edilen grup (3)
PEG-PAMAM-GEM inkliizyon kompleksi ile tedavi edilmis grup (4) PEG-
PAMAM-FIt1-GEM ile tedavi edilmis grup.
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Sekil 4.33. Dort kiir tedavi sonrasi farelerden ¢ikarilan tiimorler (1) Tedavi
edilmeyen kontrol grubu (2) GEM ile tedavi edilen grup (3) PEG-PAMAM-GEM
inkliizyon kompleksi ile tedavi edilmis grup (4) PEG-PAMAM-FIt1-GEM ile tedavi

edilmis grup.
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Tablo 4.8. Tedavi uygulanmayan kontrol grubundaki farelere ait agirlik ve tiimor

cap1 verileri.

Fare No Enje,\ITcS)iyon Agirlik (g) Ortzg::;a(cTnili)mﬁr Enjeksi()l/lcig Hacmi
1 1 32 0,70 480
1 2 34 0,65 510
1 3 32 0,75 480
1 4 32 0,79
1 33 0,65
2 1 31 0,40 465
2 2 32 0,50 480
2 3 31 0,65 465
2 4 31 0,65
2 32 0,65
3 1 27 0,81 405
3 2 32 0,75 480
3 3 31 0,99 465
3 4 31 0,99
3 31 1,02
4 1 30 0,84 450
4 2 32 0,75 480
4 3 32 1,12 480
4 4 30 1,31
4 30 1,12
5 1 28 0,60 420
5 2 29 0,70 435
5 3 29 0,80 435
5 4 28 0,80
) 28 0,70
6 1 27 0,50 405
6 2 29 0,55 435
6 3 28 0,60 420
6 4 29 0,88
6 29 0,90
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Tablo 4.9. GEM uygulanan farelere ait agirlik ve tiimor gap1 verileri.

FNacr)e Enjel\IT(sjlyon Agirhik (g) Ortg:::a(cTnili)mﬁr II—EI:Jc?:;SI({:;?)
1 1 26 0,55 390
1 2 30 0,70 450
1 3 30 0,70 450
1 3 32 0,79
1 30 0,65
2 1 33 0,60 495
2 2 33 0,59 495
2 3 33 0,65 495
2 4 34 0,65
2 32 0,59
3 1 32 0,45 480
3 2 31 0,55 465
3 3 32 0,45 480
3 4 33 0,45
3 32 0,40
4 1 25 0,75 375
4 2 27 0,65 405
4 3 27 0,55 405
4 4 29 0,55
4 27 0,55
5 1 31 0,85 465
5 2 30 0,80 450
5 3 31 0,75 465
5 4 31 0,69
5 31 0,70
6 1 26 0,50 390
6 2 23 0.45 345
6 3 23 0.49 345
6 4 25 0.45
6 24 0.59
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Tablo 4.10. PEG-PAMAM-GEM inkliizyon kompleksi uygulanan farelere ait agirlik

ve timor capi verileri.

Enjeksiyon Ortalama Tiimoér Enjeksiyon Hacmi

Fare No No Agirlik (g) Capi (cm) (nL)

1 1 29 0,59 440

1 2 30 0,65 450

1 3 29 0,70 435

1 4 30 0,65

1 26 0,60

2 1 27 0,55 405

2 2 27 0,45 405

2 3 26 0,50 390

2 4 23 0,45

2 19 0,35

3 1 33 0,65 495

3 2 32 0,50 480

3 3 32 0,53 480

3 4 31 0,59

3 28 0,55

4 1 27 0,99 405

4 2 30 1,02 450

4 3 30 0,88 450

4 4 29 0,99

4 26 0,95

5 1 30 0,80 450

5 2 30 0,79 450

5 3 30 0,84 450

5 4 29 0,75

5 28 0,69

6 1 29 0,80 435

6 2 30 0,75 450

6 3 29 0,69 435

6 4 29 0,69

6 26 0,50
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Tablo 4.11. PEG-PAMAM-FIt1-GEM uygulanan farelere ait agirlik ve tiimor ¢api

verileri.

FNa:;e Enjel\IT(sjlyon Agirhik (g) Ortacl:::zchI:li)miir En Jeksa/lc;g Hacmi
1 1 27 0,79 405
1 2 28 0,70 420
1 3 28 0,73 420
1 4 28 0,65
1 28 0,45
2 1 32 0,95 480
2 2 32 0,89 480
2 3 32 0,73 480
2 4 32 0,63
2 30 0,49
3 1 32 0,94 480
3 2 32 0,65 480
3 3 31 0,75 465
3 4 32 0,69
3 31 0,59
4 1 32 0,65 480
4 2 31 0,60 465
4 3 31 0,55 465
4 4 32 0,63
4 30 0,55
5 1 29 0,85 440
5 2 25 0,79 375
5 3 24 0,65 360
5 4 26 0,65
5 25 0,55
6 1 26 0,49 390
6 2 26 0,50 390
6 3 26 0,49 390
6 4 27 0,45
6 26 0,20
7 1 28 0,35 420
7 2 30 0,40 450
7 3 30 0,35 450
7 4 28 0,20
7 29 0,20
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Sekil 4.34. Uygulanan tedavi ile birlikte tiimor ¢aplarinda goriilen degisim
4.5.3. Biyodagilim Calismalari

"Biyodagilim Caligmalar1™ bashig: altinda anlatildig: sekilde, ¢ikarilan periton
boslugu sivisi, kan, karaciger, dalak (Sekil 4.35), kemik iligi ve tiimor dokulart
homojenize edilip ficoll ile eritrositlerinden ayrildiktan sonra PEG-PAMAM-Rho ve
PEG-PAMAM-FIt1-Rho dendrimerlerin uygulandigi fare gruplarinda rodamin

aracilig1 ile dendrimerlerin biyodagilimi degerlendirilmistir.
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Sekil 4.35. Dort kiir tedavi sonrasi farelerden c¢ikarilan dalak dokulari (1)

I

Tedavi edilmeyen kontrol grubu (2) GEM soliisyonu ile tedavi edilen grup (3) PEG-
PAMAM-GEM kompleksi ile tedavi edilmis grup (4) PEG-PAMAM-FIt1-GEM

komplesi ile tedavi edilmis grup.

Akis sitometri cihazindan elde edilen veriler grafige gegirildiginde, tiimore
hedeflendirilmemis dendrimerlerin hedeflendirilmis olanlara gore yaklasik 4 kat
fazla periton boslugunda kaldigi goriilmistiir. Karaciger dokusundaki floresan
intensitesine bakildiginda hedeflendirilmis dendrimerlerin hiicrelerde gosterdigi
floresan intensitesi 30 iken, hedeflendirilmemislerde 21°dir. Dalakta, kemik iliginde
ve timorde de grafikte goriildiigii gibi hedeflendirilmis dendrimerlerin hiicrelerde
yarattig1 floresan intensitesi daha yiiksektir. Sekil 4.36’da da goriildiigi gibi sadece
periton boslugunda ve kan dokusunda hedeflendirilmemis olan PEG-PAMAM-Rho

dendrimerleri hiicrelerde daha yiiksek floresan intensitesine neden olmustur.



113

390 - [
280 -

00
o
T

Floresan Intensitesi

% < A\ \
KUY \o ((\ o
((@(‘:P‘} 0('\% o @ S *
(4
QQ A

- PEG-PAMAM-FIt1-Rho
PEG-PAMAM-Rho

Sekil 4.36. PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho uygulanan
farelere ait biyodagilim sonuglari.
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Sekil 4.37. PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho uygulanan

farelerin tiimor dokularina ait floresan intensite grafikleri.
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Tiimor dokusunda elde edilen floresan intensite farkliliklar ayrica Sekil
4.37’da grafik seklinde sunulmustur. PEG-Rho uygulanan farenin tiimériinde 14 olan

floresan intensitesi, PEG-FIt1-Rho uygulanan farede 20 olarak bulunmustur.
4.5.4. In Vivo Gériintiileme

Tez caligmasi kapsaminda tasarlanan tiimore hedeflendirilmis ilag tasiyici
sistemin timdr dokusunda hedeflendirilmemis olan sisteme gore daha fazla akiimiile
oldugunu gostermek amaciyla, rodamin enkapsiile edilmis dendrimerler farelere
uygulandiktan 12 saat sonra timor dokulart ¢ikarilip kesitler alinarak UV kamera
altinda goriintii alinmistir. iki sistemi kiyaslamak amaciyla alman timér gériintiileri
Sekil 4.38’de verilmistir. Anti-VEGFR-1 yiiklii sistemin uygulandigi fareye ait
timdriin antikorsuz formiilasyonun uygulandigi farenin tiimér dokusuna gore

floresan intensitesinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

PEG-PAMAM PEG-PAMAM-FIt1-Rho

Sekil 4.38. Tiimor dokularina ait UV kamera goriintiisii.

“In Vivo Gériintiileme” baslig altinda anlatildig: sekilde ¢ikarilip, dondurulan
timor dokularinda kesit alindiktan sonra floresan mikroskop altinda goriintii
alinmistir (Sekil 4.39). Sekil 4.39°de de goriildiigi gibi ayni biiyiitme oraninda alinan
gorintiilerden antikorsuz dendrimerin uygulandig sisteme ait farenin tiimor dokusu
daha diisiik floresan vermistir. Bu durum bize antikor ile hedeflendirilmis ilag
tastyict  sistemin tiimor dokusu tarafindan daha yliksek oranda alindigi

gostermektedir.
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PEG-Rho PEG-FIt1-Rho

Sekil 4.39. PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho uygulanan

farelerin tiimor doku kesitlerine iliskin floresan mikroskop goriintiisii.

Sekil 4.40. Pankreas doku kesitlerinin floresan mikroskop goriintiileri (a)
PEG-PAMAM-Rho; (b) PEG-PAMAM-FIt1-Rho uygulanan farelerin karaciger doku

kesitlerine iliskin floresan mikroskop goriintiisii.

“"Pankreas Tiimor Modelinin Gelistirilmesi™ bashgi altinda farelerde timor
gelistirme calismasi ayrintili olarak anlatilmisti. Heterotopik olarak deri altinda
yerlestirilerek gelistirilen pankreas tlimoriinde gerceklestirilen in vivo goriintiileme
deneyleri her ne kadar tiimore hedeflendirmenin basarildigin1 gosterse de, in vivo
gorlintiileme caligmalar1 pankreas dokusunda da gerceklestirilmistir. Bu kapsamda
doku kesitlerinde yapilan goriintiileme sonuglar1 antikorlu ve antikorsuz
dendrimerlerin uygulandig: farelerin pankreas dokusunda da floresan intensitesinde

farklilik oldugunu gostermektedir (Sekil 4.40).
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5. TARTISMA

Boliim 3.2.1.°de "Dendrimer Sentezi” bagligi altinda sekilde tez caligsmasi
kapsaminda pankreas kanser tedavisi amaciyla tiimore hedeflendirilmis ilag tasiyici
sistem tasarlanmis ve tasarlanan bu sistem basari ile gelistirilmistir. Ila¢ tasiyici
sistemin gelistirilmesine iliskin her bir basamak oOnceki boliimlerde sonuglari ile
birlikte verilmistir. Bunun yani sira ila¢ tasiyici sistemin in vitro ve in Vivo

karakterizasyonlar1 da ayrintili bir bigimde gergeklestirilmistir.
5.1. Dendrimer Sentezi

Tez ¢alismasinda metod boliimiinde “PEG tetrakisamin Cekirdekli PAMAM
Dendrimerlerin Sentezi® ve "EDA Cekirdekli PAMAM Dendrimerlerin Sentezi”
baslig1 altinda anlatildigi sekilde EDA ve PEG ¢ekirdekli 4,5. jenerasyon, ylizeyi
anyonik karboksilik asit gruplari ile bezenmis, PEG 2000 ile modifiye edilmis ve
pankreas tiimoriine hedeflendirme amaciyla anti-VEGFR-1 antikoru ile konjuge
edilmistir. Dendrimer sentezi iraksak yontem esasina gore gergeklestirilmis olup,
EDA c¢ekirdekli dendrimer sentezinde, etilendiamin g¢ekirdek olarak kullanilmis ve
lizerine sirasiyla metilakrilat ve etilendiamin eklenerek PAMAM tiirii dendrimer
sentezlenmistir. PEG ¢ekirdekli dendrimer sentezi de ayni sekilde 1raksak yontem
esasina gore yuritilmiistiir, bu kapsamda, 4 kollu-NH>-5000 maddesini gekirdek
olarak kullanilmis ve iizerine sirasiyla 4. jenerasyona ulasana kadar metilakrilat ve
etilendiamin ilave edereck PAMAM tiirli dendrimer sentezlenmistir. Sonrasinda, her
iki dendrimerin ylizeyini PEG 2000 ile modifiye etmek amaciyla NH2-PEG2000-
NH2 maddesi kullanilmistir. Dendrimer sentezi ATR  spektroskopisi ile
dogrulanmistir. FTIR-ATR (Attenuated Total Reflectance) spektroskopisi,
absorpsiyon bantlarinin dalga boyunda azalma meydana getirilerek daha az emekle
ve Ornek kalinligindan bagimsiz olarak sogurganligi ¢ok fazla olabilen farkli
maddelerin spektrum analizlerine olanak saglar. ATR tekniginin temelinde 1sinin
numune tarafinda sogrulup yansitilmasi (gecirgenlik metodu) yerine 1s1in drnekten
sacilim1 Olgiilir. ATR Teknigi polimer, kopiik, tekstil, boya, sir gibi kaplama
maddelerin analizlerinde oldukga etkindir.

Reaksiyonlar ATR spektroskopisi ile takip edilmistir. ATR spektroskopisi ile

reaksiyon takibi yapilirken ester gruplarin olusmasi (<1732 cm™) ayrica amit I
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(<1640 cm™) ve amit II (1540 cm™) baglarinin olusmasi en Snemli bir takip
yontemi olarak benimsenmistir. Bunun yan1 sira amin jenerasyonundan estere gecis

veya esterden amine gecerken ~3300 cm™

civarindaki amin gruplarinin tam
jenerasyonlarda ortaya ¢ikmasi buguklarda kaybolmasi da 6nemli bir reaksiyon takip
metodu olmustur. Yarim jenerasyonlara (EDA-PAMAM 4,5 ve PEG-PAMAM 4,5)
PEG 2000 maddesini baglandigint ATR spektrumunda PEG 2000 maddesinden gelen
iki kuvvetli bant C-O (=1100 cm™) ve —CHz (22900 cm™) gruplar1 sayesinde
reaksiyonun gergeklestigini sdyleyebiliriz.

Asit reaksiyonlarmin takibinde ester pikinin (=1730 cm™) kaybolmasi, onun
yerine 3500-3100 cm™* arasinda asitten kaynaklana (COOH) yayvan pikinin olusmasi
reaksiyonun gergeklestigini gostermektedir.

Niikleer manyetik rezonans, dendrimerlerin karakterizasyonunda en sik
kullanilan rutin analizdir. NMR analizleri yiiksek jenerasyonlara kadar ilerleyen
dendrimer sentezinin her basamaginda gereklidir. Ciinkii NMR analizi u¢ gruplarda
gerceklesen kimyasal doniisiim hakkinda bilgi saglamaktadir. Poli(propilen imin),
poli(fenilester) ve poli(eter keton) gibi organik dendrimerler i¢in 1H ve 13C NMR en
cok kullanilanlardir. Baz1 durumlarda, secici 1s1nlama ya da daha kompleks titresim
dizileri sinyallerin daha iy1 ayrilmasi i¢in gereklidir.

NMR calismasiyla reaksiyon takibi yaparken dikkat etmemiz gereken en
onemli husus metil esterinin yarim jenerasyonlarda goriilmesi, tam jenerasyonlarda
kaybolmasidir. Yarim jenerasyonlarda metil esteri *H NMR da 3,68 ve 3,69 ppm de
rezonans olmaktadir. 3C NMR da metil esteri 174,67-174,74 ppm arasinda
goriilmektedir. Tam jenerasyonlara ciktigimizda H NMR da metil esterinin
kayboldugu, *C NMR da ise amit bagindan (CONH) kaynaklanan 174,77-175,35
ppm’deki piklerin geldigi gdzlemlenmistir. *H NMR da PEG 4,5 ve EDA 4,5
jenerasyonlu dendrimerlerin ucuna PEG 2000 maddesini bagladigimizda NH:>
protonu 4,22 ve 4,23 ppm de rezonans yaptig1 goriilmiistiir. Ayrica PEG maddesin de
bulunan metilen gruplar1 3,5-3,7 ppm arasinda rezonans yapmaktadir. U¢ gruplarina
PEG baglanmis dendrimerleri asite doniistiirdiiglimiizde metil esterleri kayboldugu

gozlemlenmistir.
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5.1.1. Antikor Konjugasyonu

Anjiyogenez ana gelisimsel ve yetiskin organizmadaki fizyolojik bir prosestir.
Bu proseste, endotel ve miiral hiicrelerdeki hiicre adezyon molekiilleri ve ¢esitli
bliylime faktorlerinin  koordineli bir sekilde ¢alismas1 gerekir. Gelisimsel
anjiyogenezde VEGF-A ve onun reseptorleri bugiine kadar en iyi sekilde karakterize
edilmis sinyal yolagidir (110,111). Tek bir VEGF-A alelinin kaybi, embriyonik
Oliimlere neden olur. Bu yolak, lireme sistemi ve kemik anjiyogenezinde de 6nemli
role sahiptir. VEGF-A’nin tiimor anjiyogenezindeki rolii de yogun caligilan bir
aragtirma konusudur (112). VEFG-A iki adet tirozin kinaz reseptorii olan VEGFR-1
(FIt-1) ve VEGFR-2 (KDR, Flk-1)’ye baglanir. VEGFR-2, VEGF-A’nin mitojenik,
anjiyogenik ve permeabilite artirict etkilerinin ana aracisidir. Anjiyogenezin
regiilasyonunda VEGFR-1’in 6nemi daha komplekstir. Bazi kosullarda, VEGFR-1
tuzak reseptor olarak rol oynayarak, VEGF’i ayr1 tutmakta ve onun VEGFR-2 ile
etkilesimini engellemektedir. Bununla birlikte, VEGFR-1’in hematopoezde, tiimor
damarlanmasinda gorev alan ve anjiyogenezi baslatan monositlerin ve diger kemik
iliginden tiiretilmis diger hiicrelerin temin edilmesinde 6nemli rollere sahip olduguna
dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir (113,114). Buna ek olarak, VEGFR-1, matriks
metalloproteinazlarin indiiksiiyonunda ve endotel hiicrelerden biiylime faktoriiniin
parakrin yolla saliminda rol oynamaktadir (115). Bu durumda, VEGFR-1’in selektif
ligandlart VEFG-B ve plasental benzeri biiylime faktorii de bu proseslerde yer
almaktadir. Dahasi, baz1 durumlarda VEGFR-1 tiimor hiicreleri tarafindan eksprese
edilir ve kemotaktik sinyale aracilik eder, bu durum VEGFR-1’in kanser
gelismesindeki roliinii 6nemli l¢lide artirmaktadir (85).

Tez caligmast kapsaminda, hem pankreas tiimoriine aktif hedeflendirme
saglamak hem de tiimor anjiyogenezini durdurabilmek i¢in anti-VEGFR-1 antikoru
ile dendrimerler modifiye edilmistir. Antikor Bolim 3.2.2°de  “Antikor
Konjugasyonu™ baslig1 altinda anlatildig1 sekilde dendrimer ylizeyine kimyasal yolla
konjuge edilmistir. Konjugasyonun gergeklesip gerceklesmedigini dogrulamak
amaciyla NMR analizi ve kiitle spektrometrisi kullanilmistir.

Kiitle smirlamasindan dolayi, kimyasal iyonizasyon veya hizli atom
bombardimani (FAB) gibi klasik kiitle spektrometri teknikleri sadece molekiil agilig

3000 D’a kadar olan kii¢lik dendrimerlerin karakterizasyonunda kullanilabilmektedir.



119

Elektro-Sprey Iyonizasyon (ESI) ¢ok yiiklii stabil tiirlere doniisebilecek dendrimerler
icin kullanilabilir. PPI, PAMAM dendrimerlerde 10. jenerasyona kadar
uygulanabilmektedir. Sinirsiz kiitlede kullanim olanagi sunabilen tek teknik Matriks
Yardimli Lazer Iyonizasyon Kiitle Spektrometresidir (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time of Flight (MALDI-TOF)). Aromatik poliesterler,
polibenzilasetilenler, PAMAM, silikon dendrimerler ve fosfor dendrimerlerin
safliginin ~ karakterizasyonu i¢gin MALDI-TOF  kullanilmaktadir.  Yiiksek
jenerasyonlarin hepsinde dedekte edilen eksiklik kimyasal defektlere baglidir (116).
MALDI-TOF ile antikor bagli ve bagli olmayan dendrimerler arasindaki
molekiil agirlik farki tespit edilmistir. The Scrips Research Institute (La Colla, CA)
tarafindan ¢ekilen MALDI-TOF spektrumlarindan elde edilen veriler PEG-
PAMAM’a anti-VEGFR-1’in basarili bir sekilde baglandigini gostermektedir.
Spektrumda kuvvetli pikin elde edildigi % intensite 25734 olarak bulunmustur. Bu
degerden molekiil agirligma gecildiginde elde edilen 50701 g/mol dendrimere

antikorun baglandigini1 gostermektedir.
5.2. Gemsitabin HCI Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal Calismalar

Antimetabolit niikleozit analogu olan gemsitabin, insan solid tiimoérlerine
kars1 genis bir sitotoksisite spektrumuna sahiptir (117). Ancak bu etkisi kandaki kisa
yartlanma 6mriinden (8-17 dk.) dolay1 siklikla sinirlanmaktadir (100). Gemsitabinin
kandaki kisa yarilanma Omriiniin nedeni kanda, karacigerde, bobreklerde ve diger
dokularda bulunan sitidin deaminaz araciligi ile inaktif formu olan ve idrarla hizla
atilan 2’-deoksi-2’,2’-diflorodeoksiiiridin (dFdU)’e ddniismesidir. In vivo ortamda
terapotik konsantrasyona ulasilabilmesi i¢in genellikle 30 dakika intravendz infiizyon
yoluyla 1000 mg/m? gibi yiiksek doz uygulamasi yapilmaktadir. Fakat diisiik molekiil
agirhikli antikanser ilaclarin yiiksek dozda uygulanmasi, hastalarda ilacin kontrol
edilemeyen ve rastgele bir sekilde yayillmasindan dolayi, genellikle spesifik olmayan
doku toksisitesine neden olmaktadir. Bu gibi yliksek doz uygulamalar, kemoterapi
sirasinda, kemik iliginin ¢alismasinin baskilanmasi ve geri doniisiimlii transaminaz
yiikselmesi gibi yan etkilere neden olabilmektedir (118). Gemsitabinin in vivo
stabilitesini artirmak ve toksisitesini azaltmak i¢in bir ¢ok girisimde bulunulmustur.

Bu yaklagimlar, gemsitabinin farkli lipozom formiilasyonlarina enkapsiile edilmesi
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(119), doymus ve tekli doymamig C18 ve C20 agil zincilerine gemsitabinin
baglanmasidir. Gemsitabinin lipozom formiilasyonlarina ve kisa zincirli
hidrokarbonlara yiiklenmesi gemsitabinin hizli plazma inaktivasyonuna kars1 kismen
korurken, ilacin viicutta rastgele dagilmasina ve bobreklerden hizla atilmasina engel
olamaz. Dolayisiyla, lipofilik enkapsiilasyon ya da tiirevlendirilmis gemsitabinin
artmis plazma membran gecirgenliginden dolay1 spesifik olmayan doku toksisitesine
ilave olarak 6nemli Ol¢lide doku dagilimi ve gemsitabinin bobrekten kaybi hala

devam etmektedir.
5.2.1. Gemsitabin HCI’iin UV Spektrumu

“UV Spektrumu” baslig: altinda anlatildigi gibi hazirlanan Gemsitabin HCI
¢ozeltisinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu 200 - 400 nm dalga boylar
arasinda tarama yapilarak tayin edilmistir. Tarama sonucunda elde edilen ti¢ farkli
dalga boyu da (240, 260 ve 270 nm) HPLC yoOntemi gelistirme asamasinda ayni
analiz i¢ginde DAD dedektor ile kullanilmistir. Elde edilen verilere incelendiginde
ayni konsantrasyon i¢in en bilylik pik alani elde edilen 270 nm dalga boyu analitik
yontem validasyonunda ve calismanin devamindaki HPLC asamalarinda
kullanilmigtir. Gemsitabin HCI’in maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu

literatiir ile uyumlu bulunmustur (120).

5.2.2. Gemsitabin HCI’iin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC)
ile Miktar Tayini ve Analitik Yontem Validasyonu

Tez calismasinda, Gemsitabin HCI’in miktar tayini i¢in DAD dedektor
iceren HPLC sistemi kullanilmigtir. Seshagiri Rao ve dig. tarafindan kullanilan
yontemde bazi degisiklikler yapilarak HPLC yontemi gelistirilmis ve bu yontemin
analitik validasyonu yapilmistir. Gemsitabin HCIl’e ait kromatogram Sekil 4.2°de
verilmistir. Kromatogramdan da gortildiigii gibi Gemsitabin HCI’e ait pik diizgiin bir
sekilde elde edilmis olup, alikonma zamani 3,18 dakika olarak bulunmustur.

Dogrusallik caligmalarinda, ¢alisma araligi olarak 0,5 — 50 pg/mL arasi
konsantrasyonlar  secilmistir.  Deney  bulgulari  incelendiginde, belirtilen
konsantrasyon araliginda, konsantrasyon ile elde edilen pik alan1 arasinda dogrusal

iliski saptanmis olup, regresyon analizi bulgular1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.16’da
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verilmistir. Kalibrasyon dogrusuna ait korelasyon katsayisi 00,9998 olarak
bulunmustur.

Giin i¢i ve glinler aras1 dogruluk % rolatif hata ile belirtilmis olup, giin i¢i
i¢cin bu degerler % 0,84 ile 1,6 arasinda, giinler aras1 i¢in % 1,52 ile % 1,8 arasinda
degismektedir (Tablo 4.2). Validasyon ¢aligmalarinda % rolatif hata degerlerinin %
2’den kiiglik olmasi gerektigi bildirildiginden (121), hesaplanan % rolatif hata
degerlerinin % 2’nin altinda olmas1 ile kullanilan analitik yontemin deney ici ve
deneyler aras1 dogrulugu gosterilmistir.

Kesinlik ¢aligmalari ii¢ farkli konsantrasyon (diisiik, orta, yiiksek: 0,5, 5, 50
pug/mL) iizerinden gergeklestirilmis olup, tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik % VK ile belirtilmis olup, bu
degerler 1,78 ile 1,97 arasinda degismektedir (Tablo 4.3). Giin i¢i ve giinler arasi
tekrar elde edilebilirlik % VK ile belirtilmis olup, gilin i¢i i¢in bu degerler % 0,46
ile % 1,606 arasinda, giinler aras1 i¢in % 0,63 ile % 1,95 arasinda degismektedir
(Tablo 4.4). Hesaplanan % VK degerlerinin % 2’nin altinda olmas ile analitik
yontemin tekrarlanabilirligi ve deney i¢i ve deneyler arasi tekrar elde edilebilirligi
gosterilmistir (121).

Yontemin duyarlilii icin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte 6l¢iilebilen
konsantrasyon 102,4 ng.mL? olup, saptama smir1 46,7 ng.mL™Ydir. Bu veriler
gelistirilen analitik yOntemin c¢alismamizin amacina uygun duyarliliga sahip
oldugunu gostermistir.

Yontemin 6zginliigli icin yapilan c¢alismalarda, formiilasyonda kullanilan
diger maddelerin (EDA-PAMAM, PEG-PAMAM) formiilasyonda bulunduklar
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmis ve etkin madde analizinin yapildig
kosullarda HPLC kullanilarak kromatogramlar1 incelenmistir. Kullanilan yardimci
maddelere ait pikler, ila¢ yiikleme ve salim deneyleri sirasinda alinan Ornekler
tizerinde yapilan degerlendirmelerde gemsitabin HCI e ait alikonma siiresinde ve 270
nm dalga boyunda herhangi bir pik goriilmemistir. Tiim bu analizler sonucunda,
gelistirilen analitik yontemin, hazirlanan formiilasyonlar ve kullanilan yardime1
maddeler kapsaminda 6zgiin oldugu bulunmustur.

Stabilite bulgular1 incelendiginde, sec¢ilen bir konsantrasyonda (5 pg/mL),

salim ortamlarinda (pH 5,5 ve 7,4) hazirlanan gemsitabin HCIl ¢ozeltisinin



122

hazirlanmasindan hemen sonra ve 37 °C’de 24 saat bekletildikten sonra HPLC ile
analizi sonucunda elde edilen konsantrasyonlar karsilagtirilmis, % VK degerleri %
2’nin altinda ve % geri kazanim degerleri % 97,6 — 100 arasinda bulunarak
gemsitabin HCI’{in in vitro salim ¢alismalar1 sirasinda dayanikli oldugu gosterilmistir
(Tablo 4.5) (121).

Yontemin dogrusallik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik, 6zgiinliik ve stabilite
bulgulan tiimiiyle degerlendirildiginde, bu yontemin analitik amacla validasyonunun

yapildig1 ve gegerli bir yontem oldugu goriilmektedir.
5.3. Gemsitabin HCI’iin Dendrimere Fiziksel Yolla Enkapsiilasyonu

Tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan antikanser etkin madde gemsitabin HCI
dendrimerlere fiziksel yolla etkilesim saglanarak enkapsiile edilmistir. Etkin madde
ile dendrimer arasinda kovalan bag ile kimyasal bir etkilesim yaratilmamistir. In

vitro salim ¢aligmalar1 da etkilesimin fiziksel yolla gergeklestigini dogrulamaktadir.

5.3.1. Gemsitabin HCIl-Dendrimer Inkliizyon = Komplekslerinin
Karakterizasyonu

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan gemsitabin-dendrimer inkliizyon
kompleksleri DSC analizi, partikiil boyutu, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi,

in vitro salim, in vitro hiicre kiiltiirii teknikleri ile karakterize edilmistir.

DSC Analizi

Tez calismasi kapsaminda DSC analizleri "Diferansiyel Taramali Kalorimetre
(DSC) Analizi” bashigi altinda anlatildigi sekilde yiiriitiilmiis ve Bolim 4.3.1°de
"Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) Analizi® bashgi altinda verilen
termogramlar elde edilmistir. Gemsitabin HCI i¢in 287 — 292 °C araliginda oldugu
bilinen erime noktas1 Sekil 4.17°de 287,5 °C’de keskin bir pik seklinde goriilmiustiir.
PEG ile hazirlanan inkliizyon kompleksine ait DSC termograminda ise, gemsitabine
ait bu erime pikinin kayboldugu goriiliirken, PEG ile gemsitabinin fiziksel karigim1
sonucunda elde edilen DSC termograminda gemsitabine ait erime piki varligim
stirdiirmektedir. Elde edilen DSC termogramlari inkliizyon komplekslerinin basarili

bir sekilde hazirlandigini gostermektedir (Sekil 4.17).
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Devarakonda ve dig.’nin 2005 yilinda niklozamid ile yaptiklart bir ¢alismada,
niklozamid dendrimer inkliizyon kompleksleri hazirlanmigtir. Niklozamidin tek
basina ¢ekilen DSC termograminda 233 °C’de keskin bir endotermik erime piki

goriiliirken, inkliizyon komplekslerinde bu pik kaybolmustur (122).
Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyeli

Partikiil boyutu ve zeta potansiyel analizleri, Bolim 3.2.6.2 ve ‘‘Partikiil
Boyutu ve Zeta Potansiyel Analizleri’” bash@ altinda anlatildigi sekilde
gerceklestirilmistir. Dinamik 151k sagilimi, hidrodinamik boyut dagiliminmi tayin
etmek i¢in, brownian hareketi altindaki stispande haldeki partikiillerden sagilan 15181
zamanin degisimine gore kullanmaktadir (123). Partikiil boyutu 6l¢iimlerinde yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Elektriksel ¢ift tabaka dendrimerlerin stabilite,
permeabilite ve toksisitesi lizerinde 6nemli rol oynamaktadir. Zeta potansiyelin +30
mV’dan daha yiiksek olmasi ya da —30 mV’dan daha diisiik olmasi partikiiliin
sirastyla kuvvetli katyonik ya da anyonik oldugunu gostermektedir. GEM ile
kompleks olusturulmamis PEG’in partikiil boyutu 174,13 £ 11,3 nm aralifinda iken,
EDA 318 £+ 21 nm araliginda tayin edilmistir. GEM enkapsiile edilmis PEG ve EDA
cekirdekli dendrimerlerde ise partikiil boyutlarinda anlamli bir artis oldugu goze
carpmaktadir (p<0,05). Dendrimerlerin antikor ile konjugasyonu partikiil boyutunda
anlamli bir artisa neden olmamustir (p>0,05). Partikiil boyutlarindaki artisin
dendrimerler arasindaki agregasyondan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Ciolkowski ve dig.’nin 2011 yilinda PAMAM dendrimerleri ile yaptiklari bir
calismada dendrimerlerin  yliksek polidispersite indekslerine sahip oldugu
bulunmustur (124). Tiim dendrimer ¢ozeltileri konsantrasyondan bagimsiz olarak 20
— 500 nm araliginda partikiil boyut dagilimi gostermistir. Yiiksek polidispersite
indeksi istatistiksel analiz yapmay1 da imkansiz kilmistir. Dendrimer konsantrasyonu
ile agregatlarin boyutu arasinda herhangi bir baglanti bulunamamistir. Agregatlarin
sergilemis oldugu partikiil boyutu dagiliminda herhangi bir patern bulunamamis
olmast DLS yonteminin kisitlamalarindan da kaynaklaniyor olabiliyor diye
diistiniilmektedir. Hali hazirda, DLS yonteminin, polidispers numunelerde dogru

sonug veremedigi bilinmektedir (125).
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PEG ¢ekirdekli dendrimerlerin zeta potansiyel -21,9 + 0,3 olarak bulunurken,
artan molar oranlarda gemsitabin igceren inkliizyon komplekslerinde =zeta
potansiyelinde diisiis gézlenmistir. PEG-PAMAMIGEM?2’de -16,56 = 1,3 mV; PEG-
PAMAMIGEM4°’de -8,9 + 2,25 mV; PEG-PAMAMIGEM6°da -5,34 + 2,5 mV
olarak bulunmustur. EDA c¢ekirdekli dendrimerlerde ise zeta potansiyeli -31,26 + 2
mV olarak bulunmustur. PEG ¢ekirdekli dendrimerlerde de oldugu gibi artan molar
konsantrasyonlarda gemsitabin igeren inkliizyon komplekslerinde zeta potansiyelin
distiigii  gozlenmistir.  EDA-PAMAMIGEM2’de -23,46 + 3,34 mV, EDA-
PAMAMI1GEM4’de -20,46 + 2,34 mV, EDA-PAMAMI1GEM6’da -8,13 + 5,6 mV
olarak bulunmustur.

Das ve dig.’nin 2013 yilinda gemsitabin HCI ile hazirlanan karbon nanotiip
formiilasyonlarinda da etkin madde icermeyen formiilasyonlarla, gemsitabin yiiklii
nanotiipler karsilastirildiginda, gemsitabinin zeta potansiyelini diisiirdiigii ve ndtrale
yaklastirdigi gozlenmistir. Tim bu sonuglar, gemsitabin HCI’lin yapisinda bulunan

amin gruplarindan kaynaklanan katyonik 6zelliginden ileri gelmektedir (126).
Enkapsiilasyon Etkinligi

Enkapsiilasyon sirasinda sabit dendrimer konsantrasyonlarmna karsi artan
molar oranlarda gemsitabin eklenerek ii¢ farkli formiilasyon hazirlanmistir ve bu
formiilasyonlara iliskin enkapsiilasyon etkinlikleri 100 uM basina ytliklenen pg ve
UM gemsitabin olarak ifade edilmistir. Buna gére 100 pM dendrimer basina 200, 400
ve 600 uM oranlarda gemsitabin ortama eklenmistir. Boliim 4.3.2°de “Enkapsiilasyon
Etkinliginin Degerlendirilmesi”™ ayrintili olarak verilen sonuglara gore eklenen
gemsitabin konsantrasyonu arttik¢a ylikleme etkinliginin de arttig1 goriilmektedir
(p<0,05). Burada goze ¢arpan 6dnemli bir nokta PEG ¢ekirdekli ve EDA ¢ekirdekli
dendrimerlerin enkapsiile ettikleri gemsitabin miktarlarindaki farkliliktir. Artan
konsantrasyonlara kars1 yiiklenen gemsitabin miktar1 artis gostermistir. Bu artis EDA
cekirdekli dendrimerlerde 105,6 — 197,38 uM araliginda gerceklesirken, PEG
cekirdekli dendrimerlerde 80,09-132,47 uM aralifinda ger¢eklesmistir. Bu farkliligin
iki kaynaktan ileri gelebilecegi diisiiniilmektedir. Bunlar PEG ve EDA arasindaki
molekiil agirligr ve hidrofiliklik farkliliklardir. Barichello ve dig. tarafindan yapilan
caligmaya gore lipofilik polimere, hidrofilik ve lipofilik etkin maddelerin
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enkapsiilasyonu ve bu enkapsiilasyonun etkinliginin degerlendirilmesi yapilmuistir.
Bu caligmaya gore polimer ve etkin maddenin lipofilikligi birbine ne kadar yakinsa o
kadar yiiksek yiikleme etkinligi elde edilecegi sonucuna varilmistir (127).

Vogtle ve dig.’nin yaptig1 ¢alismada etkin maddenin dallanmis polimerin
icine hapsedilmesi arastirilmistir. Sudaki ¢oziiniirliigli diisiik olan etkin maddelerin
fiziksel yolla dendrimerin bosluklarina enkapsiile edilmesinin sonucunda hem etkin
maddenin ¢dziiniirliigiintin artirildigr hem de kontrollii salim saglandig1 goriilmiistiir
(128,129).

Hidrofobik molekiillerin dendrimerlerin i¢ine inkliizyonu, hidrofobik
etkilesimlerle hidrofobik ilacin polar olmayan gekirdek bdlgesiyle etkilesimi ile
gerceklesirken, inkliizyon kompleksinin olusturulmasi polimer ve etkin madde
¢ozeltilerinin basit bir sekilde karistirilmasiyla elde edilir. Etkin madde ve dendrimer
arasindaki fiziksel ara yiizeyin sonucu olarak, enkapsiile edilen maddenin sulu
ortama salimi hidrofobik etkiler, hidrojen baglari, sterik engel ve elektrostatik
etkilesimleri iceren kovalan olmayan etkilesimler nedeniyle kontrollii olarak
gergeklesir. Etkin maddenin dendrimer igerisine yiikklenme kapasitesini maksimuma
c¢ikarabilmek icin polimerin yapis1 ve Ozellikle i¢ bosluklarin karakteristikleri goz
oniinde bulundurulmalidir.

Kojima ve dig. doksorubisin ve metotreksat antikanser etkin maddelerinin
PEGlenmis 3. ve 4. jenerasyon amin son gruplu katyonik dendrimerlere
enkapsiilasyonu ile ilgili bir calisma yaymnlamiglardir. Bu calismaya gore
doksorubisin ve metotreksatin enkapsiilasyon etkinligi 3. jenerasyon dendrimerlerde
6,5 mol/mol iken 4. jenerasyonda 25 mol/moldiir (130). Her iki etkin madde i¢in de
enkapsiilasyon etkinligi dendrimerin jenerasyon sayisi arttikca ve dendrimerin
yiizeyine baglanan PEG’in molekiil agirhigi 550 Da’dan 2 kDa’ya artmasiyla
artmigtir.

Bu sonuglar, 5-florourasil enkapsiile edilmis PEGlenmemis 4. Jenerasyon
amin son gruplu dendrimer 5 kDa molekiil agirliginda PEG kullanilarak yiizeyin %
25’inin kaplandig1 dendrimerler kullanilarak in vitro ve in vivo salim c¢aligmalarinin
yiiriitiildiigii baska bir calisma ile de desteklenmistir (129). In vitro sonuglar,
PEGlenmis dendrimerlerin PEGlenmemis dendrimerlere gore 12 kat daha fazla

yiikleme kapasitesi ve 6 kat daha yavags etkin madde salimi1 sagladig1 gosterilmistir.
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In Vitro Salim Cahsmasi

Tez calismasi kapsaminda “In Vitro Salim Deneyleri” bashig altinda
anlatildig gibi yiiriitiilen in vitro salim deneyleri sonucunda Béliim 4.3.4’te “In Vitro
Salim Deneyleri” bashig1 altinda grafik seklinde sunulan sonuglar elde edilmistir. in
vitro salim c¢aligmalar1 sitotoksisite ¢alismalarindan sonra uygun dendrimer tipi
olarak PEG ¢ekirdekli dendrimerlere karar verilip, bu dendrimerlerden salim
calismasi yapilmustir. In vitro salim ¢alismalar1 timér ¢evresini taklit etmek amaciyla
pH 5,5’te ve fizyolojik PH’y1 taklit etmek amaciyla pH 7,4’te yapilmistir. Diyaliz
membran teknigi kullanilarak yapilan salim ¢aligmalarinda diyaliz membranin salim
hizina etkisini gozlemleyebilmek icin pH 5,5 ve pH 7,4’te gemsitabin HCl’lin
cozeltileri de salim calismasina dahil edilmistir. 24 saat boyunca siirdiiriilen salim
calismasi sonucunda elde edilen profiller degerlendirildiginde, gemsitabin HCI
cozeltileri her iki pH’da da inkliizyon komplekslerine gore daha hizli bir profili
gostermistir. Gemsitabin HCI’lin pH’ya bagli bir ¢oziiniirliigii olmakla birlikte pH 4-
5’te kan pH’s1 olan 7,4’te daha ¢ok ¢Oziinmektedir (131). Salim profilinden elde
edilen veriler de bu bilgiyi dogrulamaktadir. Serbest gemsitabin HCI’iin pH 5,5’te %
100’tiniin salinip ortamda ¢oziinmesi igin 8 saatte gergeklesirken, pH 7,4’te 10 saat
sonunda % 100 ¢oziiniirliige ulasabilmistir. Bu durum hazirlanan ilag tasiyici
sistemin kan dolagimindayken gemsitabini daha az salacagini, tlimorlii bolgeye
ulastiginda ise, diisiik pH’dan dolayr daha fazla salinacagini ve c¢oziinecegini
gostermektedir. Antikor ile konjuge edilen dendrimerler ve antikorsuz
dendrimerlerde de benzer durum gozlenmistir, pH 5,5’te daha yiiksek gemsitabin
salimi tayin edilmistir ve pH’ya baglh salimlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p < 0,05). Antikor ile konjuge edilmis dendrimerler pH 5,5’te
24 saatin sonunda % 71,21’ini salarken, pH 7,4’te % 64,9’unu salabilmistir. Antikor
ile konjuge edilmemis dendrimerlerde ise, pH 5,5’te % 75,5’lik bir kiimiilatif salim
elde edilirken, pH 7,4’te % 69,8 olarak bulunmustur (n=3). Elde edilen sonuglar
artan asiditenin gemsitabinin ¢oziiniirliiginic ve dolayisiyla salimini artirdigini
gosterirken, antikor ile konjugasyonun salimi geciktirdigi gozlemlenmistir ve bu
gecikme istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,05).

2005 yilinda Patri ve dig.’nin antikanser madde olarak metotreksati, ilag

tastyici sistem olarak da 5. jenerasyon yiizeyi hidroksil gruplar ile kapli PAMAM
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dendrimerlerin kullanildigi bir calismada, metotreksatin dendrimerlerden salimi
incelenmistir. Metotreksat ile dendrimerin olusturdugu inkliizyon kompleksleri ve
metotreksatin dendrimerlere kovalan bag ile konjuge edilmesi sonucunda elde edilen
salim profilleri incelendiginde, kovalan bag ile konjugasyonun PBS ve deiyonize su
icerisine salimi engelledigi sonucuna varilirken, inkliizyon komplekslerinde ise,
metotreksatin ¢dzeltisine ¢cok yakin bir profil elde edilmistir. Dendrimer yiizeyinin
folik asit ile modifiye edilmesi salimi1 daha kontrollii hale getirmistir. Inkliizyon
komplekslerinde, 2,5 saatin sonunda % 70 civarinda metotreksat salinirken, folik ise
ile ylizey modifikasyonu yapilmis dendrimerlerde salim % 50 civarindadir. Bu
calisma, metotreksat ile PAMAM dendrimeri arasindaki bagmn giiclii olmadigin
gostermektedir (132).

Kolhe ve dig.’nin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 3. ve 4. jenerasyon
PAMAM dendrimerleri ve ibuprofen ile kompleks hazirlanmistir. Hiicre kiiltiirii
ortami, deiyonize su ve metanol gibi c¢esitli salim ortamlar1 kullanilarak
komplekslerinin dayanikliligini ve stabilitesini diyaliz membrandan in vitro salim
diizenegi ile incelemisleridir. Calismanin sonuglarina gore serbest iboprofen 6 saatin
sonunda % 100 oraninda salinirken, 9 saatin sonunda 3. jenerasyon dendrimerden
ibuprofenin yaklasik % 70’1 4. jenerasyondan ise % 80’1 salinmistir. Metanol ve
deiyonize su igerisinde ise 12 saatin sonunda dendrimerlerden yaklasik olarak %
20’lik bir salim goriilmiistiir. Yapilan bu calisma komplekslerden salimin iyonik

etkilesimlere ve tuz konsantrasyonuna bagli oldugunu ortaya koymustur (27).

5.4. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

5.4.1. CFPAC-1 Hiicrelerinde VEGFR-1 Ekspresyonunun Gdésterilmesi

"CFPAC-1 Hiicrelerinde Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii Reseptorii-
I’in (VEGFR-1) Sentezinin Gosterilmesi” baslig1 altinda anlatildig: sekilde yiiriitiilen
deneyler sonucunda tez ¢alismasinda kullanilan insan pankreas kanser hiicrelerinin,
timore hedeflendirme ligandi olarak kullanilan anti-VEGFR-1’1n hedeflendirme
amacin1 hangi oranda basarip basaramayacagimi anlayabilmek i¢in bu hiicrelerde
VEGFR-1 ekspresyonunun hangi oranda gerceklestirildigi gosterilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda CFPAC-1 hiicrelerinin VEGFR-1’1 % 38,6 + 10,7 oraninda

eksprese edildigi bulunmustur (Sekil 4.21). Kanser arastirmalarinin % 100 basart ile
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sonuclanamamasinin temel nedeni olan sadece tiimorii iyilestirmeyi hedefleyecek
dogru hedefin bulunmamasi ya da olmamasi bu arastirma kapsaminda da ortaya
konmustur. Ancak bu orana ragmen, hiicre kiiltiirii ve in vivo deneylere devam

edilmistir.

5.4.2. Hiicre Canlihig1 Deneyleri

Tez caligmas1t kapsaminda, sentezlenen dendrimerlerin kanser hiicreleri
tizerindeki etkisini irdelemek amaciyla hiicre canlilifi testleri yapilmistir. Hiicre
canlilig1 testinin yapilma amaci, daha az toksik bulunan dendrimer tipini belirleyerek,
ilerleyen calismalara bu dendrimer ile devam etmektir. Ayrica, kullanilacak olan
dendrimerin subtoksik oldugu konsantrasyon araligin1 bulmak, gemsitabin i¢in hiicre
canliligint CFPAC-1 hiicreleri iizerinde tayin etmek de amaclar arasindadir. Bunlara
ek olarak, dendrimerlerle gemsitabin inkliizyon kompleksi olusturuldugunda ve
antikor ile konjugasyon saglandiginda da CFPAC-1 iizerindeki antiproliferatif etkisi
gostermek amaclanmistir.

Yiizeydeki anyonik karboksilik asit gruplart PEG 2000 ile modifiye edilen
EDA ve PEG cekirdekli dendrimerler, etkin madde ytliklenmeden 6nce, etkin madde
yiiklendikten sonra ve ayrica antikor ile konjuge edildikten sonra gemsitabin yiikli
ve yukli olmayan formiilasyonlart CFPAC-1 hiicreleri ile 24 ve 48 saat siire ile
maruz birakildiktan sonra elde edilen hiicre canliliklart MTT testi ile
degerlendirilmistir. Hiicre canlilif1 testi, hayatta kalan hiicreleri tayin etmek igin
gelistirilmis bir yontemdir, hiicre 6liimiinii analiz edemez. 24 ve 48 saatin sonunda
bazi kosullarda elde edilen artan hiicre canliliklari, kontrol grubu ile paralel olarak
degerlendirilmelidir. Bu durum, uygulanan formiilasyonun hiicrelerin canliligim
artirtyor seklinde degil, hiicrelerin devam eden c¢ogalma siirecini tamamen bloke
etmedigi seklinde degerlendirilmelidir.

Tez caligmas1 kapsaminda elde edilen ve Bolim 4.4.2°de “Sitotoksisite
Calismalar1” baghigr altinda grafikler seklinde sunulan sonuglar irdelendiginde, PEG
cekirdekli dendrimerlerin, CFPAC-1 hiicrelerine 24 saat maruz birakildiktan sonra
elde edilen hiicre canlilig1 2,5 - 40 uM konsantrasyon araliginda % 58,03 + 0,14 -
71,99 + 1,49 arasinda, 48 saat maruz birakildiginda ise % 68,78 = 5,95 — 66,27 +
2,82 arasinda degisiklik gdstermistir. Buradan elde edilen sonuclar, PEG ¢ekirdekli
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dendrimerin artan konsantrasyona karsi sitotoksisitesinde anlamli bir degisiklik
olmadig1 (p> 0,05) ve 48 saat siiren maruziyette bile hiicrelerin ¢ogalmaya devam
edebildigi goriilmektedir. EDA c¢ekirdekli dendrimerlerden elde edilen sonuglara
gore, 2,5 — 40 uM konsantrasyon araliginda 24 saat maruziyette % 54,32 + 2,91 —
44,76 + 1,28 arasinda iken 48 saat maruziyette % 67, 98 + 2,77 — 50,64 + 4,75
arasinda degisiklik gostermistir. Iki farkli cekirdek yapisina sahip dendrimer (EDA
ve PEG) sitotoksisite agisindan degerlendirildiginde PEG ¢ekirdekli olan
dendrimerin daha biyouyumlu oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan literatiir
taramasina gore CFPAC-1 hiicreleri iizerinde gemsitabinin LDso konsantrasyonu 33
+ 14 nM olarak bulunmustur (133). Bu verinin dogrulugunu tayin etmek ve deneysel
olarak gosterebilmek i¢in 6ncelikle 5 - 160 nM konsantrasyon araliginda gemsitabin
HCl i¢in bir deneme yapilmaistir, hiicre canliligi bu konsantrasyon araliginda 24 saat
maruziyet sonucunda % 60 + 10,36 - 62 + 2,07 arasinda iken, 48 saat maruziyette %
4296 + 0,1 — 43,74 £ 1,31 olarak tespit edilmistir. Bu 6n denemeden sonra
gemsitabin-dendrimer inkliizyon komplekslerinin etkinligini ve hedeflendirme
stratejimizin GEM’in etkinligini artirdigin1 gosterebilmek icin ¢aligmalar 0,75 — 20
nM konsantrasyon araliginda tekrar edilmistir. Gemsitabin HCI tek bagina 0,75 — 20
nM araliginda CFPAC-1 hiicrelerine 24 ve 48 saat siiren maruziyetlerde
uygulandiginda 24 saat i¢in % 81,32 = 9,18 — 63,44 + 2,77, 48 saat i¢in ise, % 78,33
+ 9,36 — 26,64 + 2,43 olarak bulunmustur. Dendrimerlerin ve gemsitabinin ayr1 ayri
degerlendirmelerinden sonra gemsitabin ile EDA ve PEG cekirdekli dendrimerler
inkliizyon kompleksi olusturularak bu komplekslerin hiicre canliligina etkisi
irdelenmis ve Boliim 4.4.2°de “Sitotoksisite Calismalar1™ baslig1 altinda gosterildigi
gibi sonuglar grafikler seklinde sunulmustur. Elde edilen sonuglar her bir
konsantrasyonda PEG ¢ekirdekli dendrimer ile hazirlanan inkliizyon komplekslerinin
tek basina PEG ve tek basina gemsitabinin antiproliferatif etkilerine gore daha
yiiksek antiproliferatif etki gostermistir. EDA ¢ekirdekli dendrimerlerle hazirlanan
inkliizyon kompleksleri de PEG ¢ekirdekli dendrimerler gibi sonuglar verse de, PEG
cekirdekli dendrimerlerde elde edilen potansiyalizasyon daha fazladir. Bu
caligmalarin ardindan yine her iki dendrimerin anti-Flt-1 ile konjuge edilmis
tirevlerinin hem etkin maddesiz hem de etkin madde yiiklenerek hiicre canliliklarina
etkisi irdelenmistir. Bu kapsamda, elde edilen sonuglar, EDA-PAMAM-FItl
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konjugatlarinin her bir konsantrasyon noktasinda (5, 10 ,20, 40 uM) ¢iplak EDA-
PAMAM’a goére hiicre canliligint artirdi@i  gosterilmistir.  PEG-antikor
konjugatlarinda ise 40 uM diliisyon noktasinda ve 48 saat maruziyet sonuglarinda
ciplak PEG’e gore hiicre canliligmi azalttigi gosterilmistir. Antikor konjugasyonu
sonucu elde edilen MTT sonuclari irdelendiginde, EDA c¢ekirdekli dendrimerlerin
antikor konjugatlarinin segici olarak sadece VEGFR-1 pozitif hiicrelere tutunup etki
gostermesinden dolayr hiicre canliligimin arttigit sdylenebilir. PEG ¢ekirdekli
dendrimerlerde ise, 24 saat siiren maruziyette ve diisiik diliisyonlarda EDA ile
uyumlu sonuglar elde edilirken, 40 uM konsantrasyonda ve 48 saat maruziyette
hiicre canliliginin antikorsuz dendrimerlere gore azalmasi, PEG-PAMAM-FItl
konjugatlarinin yine segici olarak sadece VEGFR-1 pozitif hiicrelere yoneldigini
ancak, PEG-PAMAM’in yiiksek molekiil agirhigindan ve EDA-PAMAM’a gore
kismen daha pozitif yiizey yiikiine sahip olmasindan dolayi hiicre i¢ine alinmasinin
arttigl diisiiniilebilir. Artan hiicre i¢ine alim sonucunda sitotoksisitenin arttigi
ongoriilmektedir. Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda hiicre i¢ine alim ¢alismalarina
PEG c¢ekirdekli dendrimerlerle devam edilmesine karar verilmistir.

Yapilan bir calismada, anyonik ve katyonik dendrimerler i¢in belirli bir
jenerasyon araliginda dendrimer konsantrasyonuna karsi hiicre canliligi incelenmistir.
Sitotoksisitenin yiizey yiikii, boyut ve konsantrasyonun bir fonksiyonu oldugu
sonucuna varilmistir. 2,5. ve 3,5. jenerasyon anyonik PAMAM dendrimerleri 1| mM
konsantrasyona kadar Olgiilebilecek bir sitotoksisite gdstermemislerdir. Bunun tam
tersi, 2. jenerasyon katyonik dendrimerler Caco-2 hiicreleri iizerinde 700 uM’nin
tizerinde sitotoksisite gosterirken, 3. ve 4. jenerasyonlar biitiin konsantrasyonlarda
sitotoksik bulunmustur (49). Tez c¢alismasinda anyonik PAMAM dendrimerlerin
kullanilmast bu ¢alismasit bu calisma da anyonik dendrimerlerin daha diisiik

sitotoksisiteye sahip oldugunu gozler oniine sermistir.

5.4.3. Hiicre Icine Ahm Calismalar:

Endositoz, kiicik molekiillerin, makromolekiillerin ve partikiillerin
internalizasyonunu ve onlarin spesifik hiicre organellerine hedeflendirilmesini

saglayan Ozellesmis aktif tasima mekanizmasidir.
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Dendrimerlerin ylizey yiiklerinin bir fonksiyonu olarak hiicre igine alim
mekanizmasini anlamayr amaglayan c¢alismalar yapilmistir. Epitel hiicrelerinin
negatif yiike sahip olduklar1 ve katyonik dendrimerlerin giiclii elekrostatik
etkilesimler gostererek hizli bir sekilde endositoza ugradiklar1 bilinmektedir (134).

Hidroksil son gruplu dendrimerler fizyolojik pH’da net bir yiike sahip
olmadiklar1 icin, hidrofobik etkilesimler ya da hidrojen bagi etkilesimleri gibi
spesifik olmayan yollarla endositoza ugramaktadirlar (135,136). Onceki ¢alismalarda
lineer makromolekiillerde de gosterildigi gibi anyonik dendrimerler hiicre membrani
tiziierindeki proteinlerin  pozitif yiiklii bolgeleri ile etkileserek endositoza
ugramaktadirlar. Dendrimerlerin yiizey yiikii onlarin hiicre ig¢ine alimimi 6nemli
Olciide etkilemektedir. A549 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, anyonik
dendrimerler kismen kalveol araciligi ile alinirken genel olarak katyonik ve anyonik
dendrimerler Klatrinden ve kalveolden bagimsiz olarak endositoza ugrarlar.
Dendrimerlerin ylizey yiikleri modifiye edilerek, hiicre i¢ine girisleri diizenlenebilir
ve spesifik hiicre i¢in kompartmanlara hedeflendirilebilirler (137).

Tez caligmasinin asil amaci gemsitabinin saglikli hiicrelere dagilmadan,
pankreas kanseri hiicreleri tarafindan alimimi artirmaktir. Bu amagla dendrimerler
ilag tasiyict sistem olarak secilmis ve hedeflendirme ligand1 olarak anti-VEGFR-1 ile
hedeflendirilmistir. Hedeflendirmenin amaci timor lokalizasyonunun ve timor
hiicreleri tarafindan alimin artirilmasidir. Bu amacin gerceklesip ger¢eklesmedigini
anlamak icin ilk basamak olarak hiicre kiiltlirii deneyleri planlanmigtir ve "Hiicre
Icine Alm  Calismalar™ bashg altinda  anlatildign  gibi  uygulamalar
gergeklestirilmistir. Hiicre icine alim ¢alismalari, akis sitometri ile kantitatif olarak
analiz edilirken, floresan mikroskop ile kalitatif olarak analiz edilmistir. Floresan
isaretleyici olarak rodamin 123’lin kullanildig1 deneylerde, akis sitometri ile analizde
oncelikle hiicrelere dort farkli formiilasyon uygulanmistir, bunlar, Rho c¢ozeltisi,
PEG-PAMAM-Rho, PEG-PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho
dendrimerlerdir. Ayrica, herhangi bir uygulamanm yapilmadigi kontrol grubu da
bulunmaktadir. Bu dort uygulama sayesinde CFPAC-1 hiicrelerinde VEGFR-1
reseptOriiniin  varligina bagli olarak Flt-1 ile konjuge edilmis dendrimerlerin
uygulanmasindan sonra yiiksek floresan intensitesine sahip farkli bir alt hiicre

popiilasyonunun olup olmadigi gosterilmistir. Elde edilen veriler, CFPAC-1
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hiicrelerinde % 38,6 = 10,7 oraninda VEGFR-1 reseptor ekspresyonu ile orantili
olarak farkli bir alt hiicre popiilasyonun varligim1 gostermektedir (Sekil 4.27).
Herhangi bir uygulama yapilmayan hiicrelerde floresan intensitesi bakimindan
homojen ve daha diisik bir dagilim goriilirken, PEG-PAMAM-Is0-Rho’nun
uygulandigr hiicreler de hicbir uygulamanin yapilmadigi hiicreler gibi floresan
intensitesi bakiminda homojen bir dagilim gostermistir, ancak floresan intensitesi
daha yiiksektir. Bu durum, izotip kontrol antikoru ile CFPAC-1 hiicrelerine selektif
olmayan ve artan hiicresel alim gergeklestirildigini gostermektedir. Rho ve PEG-
PAMAM-Rho’nun uygulandig1 hiicrelerin gosterdigi floresan intensitesi, PEG-
PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho’nun uygulandigi hiicrelere gore
yaklasik olarak 10 kat fazladir. Rho ve Peg-Rho’nun CFPAC-1 hiicreleri tarafindan
fazla miktarda alinmasi, hiicre igine kolaylikla girebilen Rho ve PEG-PAMAM’1n
nonselektif alimina baghdir. Tez calismasimin amaci, ilag tastyici sistemin istenilen
hiicre grubu tarafindan (VEGFR-1 pozitif) selektif olarak alimini artirmaktir. PEG-
PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho’nun uygulandigi hiicrelerin artan
dendrimer ve Rho ¢o6zelti molaritesine karsisinda sahip olduklar1 floresan
intensiteleri  karsilastirlldiginda  (Sekil  4.31), PEG-PAMAM-FIt1-Rho’nun
uygulandigi hiicrelerde PEG-PAMAM-Iso-Rho’ya gore daha yiiksek floresan siddeti
gozlenmistir sirasiyla 1,3, 0,9 (Sekil 4.31). Elde edilen bu sonug¢, PEG-PAMAM-
FIt1-Rho’nun Flt-1 pozitif hiicreler tarafindan spesifik olarak alindigini
dogrulamaktadir.

Flt-1 ile konjuge edilmis dendrimerlerin uygulandig: hiicrelerin olusturduklari
floresan intensite farkliliklar1 incelendiginde, CFPAC-1 hiicrelerinin kendi i¢inde
yiiksek ve diisiik floresan intensitesine sahip iki alt popiilasyona sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.32). Bu iki alt popiilasyonun sahip oldugu floresan intesitesi
arasinda yaklasitk 8 kat fark bulunmaktadir. Ayrica, Rho ve dendrimer
konsantrasyonu artirildikca, hiicrelerin gosterdigi floresan intensitesi de artmustir.

Hiicre i¢ine alimin mikroskop ile gosterildigi Sekil 4.33°te tiimor hiicrelerinin
niikleuslar1 ve hiicre membranlar1 belirgin bir sekilde goriilmektedir. PEG-PAMAM-
Iso-Rho ve PEG-FItl-Rho’nun uygulandigi hiicreleri kiyaslamak gerekirse, PEG-
PAMAM-FIt1-Rho’nun uygulandigi hiicrelerin daha parlak floresan verdigi

goriilmektedir. Hiicrelerde homojen bir floresan goriintii olmamasi dendrimerden
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salinip hiicreye tek basina giren Rho olmadigini gostermektedir.

Elde edilen in vitro hiicre i¢ine alim ¢alisma sonuglari, CFPAC-1 hiicrelerinin
VEGFR-1 ekspresyonu acisindan %38,6 = 10,7 gibi nispeten diisiik bir orana sahip
olmasia ragmen, Anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmis dendrimerler uygulandiginda
VEGFR-1 pozitif hiicreler tarafindan alinan dendrimerler diger hiicrelere oranla 8 kat
fazla floresan intensitesi gostermistir. Bu da in vivo calismalar i¢in umut vaad

etmektedir.

5.5. In Vivo Deneyler

5.5.1. Tiimor Modeli Gelistirme

Insan ksenograft fare modeli, tiimér dokusu ya da tiimor hiicrelerinin
yerlestirildikleri yere gore heterotopik ve ortotopik olmak fiizere iki gruba
ayrilmaktadir. Her iki teknik de kanser arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Deri altinda gelistirilen heterotopik fare modeli hizli, diisiik maliyetli, kolay
yiiriitiilebilen bir teknik olmakla birlikte, genisleyen insan tiimor tiirleri igin, insan
tiimdrlerini hiicre hatlarina doniistiirmek i¢in ve anjiyogenez caligmalari i¢in oldukca
uygundur. Ortotopik ksenograft modellerde ise, timor ya da timoér hiicreleri
implantasyon ya da enjeksiyon yoluyla kanserin gelistirilmek istendigi organa
uygulanir. Ortotopik modeller orijinal tiimor mikro c¢evresine benzerlik gdsterir ve
metastaz ¢alismalar1 i¢in daha uygundur ¢iinkii subkiitan yolla gelistirilen tiimdrlerde
metastaz olusumu ¢ok nadirdir. Ancak farede ortotopik yolla pankreas kanser modeli
gelistirmek oldukc¢a emek gerektiren, teknik olarak zor bir teknik olmakla birlikte, bu
yontemde implante edilen tiimoriin gelisimini gozlemleyebilmek i¢in oldukca
kompleks goriintiileme tekniklerine gereksinim duyulmaktadir. Tiimor hiicrelerinin
ya da timoriin pankreasa cerrahi olarak ortotopik implantasyonu farede fiziksel
travmaya neden olmakta ve ayrica uzun bir postoperatif siirece gereksinim
duyulmaktadir (138). Tim bu gerekgelerle tez ¢alismasi kapsaminda timus bezi
bulunmayan immiin sistemi baskilanmis ¢iplak farelerde heterotopik yolla sirt
bolgesinde tiimor gelistirilmistir. Timor gelistirme ¢aligmalar1 daha dnce pankreas
timor gelistirme ¢aligmalarinda hi¢ kullanilmamig olan CFPAC-1 hiicreleri ile
gerceklestirilmistir. Tez calismasinda CFPAC-1 hiicrelerinin kullanilma nedeni bu

hiicrelerde VEGFR-1 ekspresyonunun diger insan pankreas kanser hiicrelerine gore
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daha yiiksek oranda gergeklesmesidir (86). 15000000 hiicre/200 pL seklinde farelere
subkiitan enjeksiyon yapildiktan 1 hafta sonra tiimor gelisimi baglamigtir. CFPAC-1
enjeksiyonundan 3 hafta sonra tiimor gelisiminin maksimuma ulastigi tespit edilerek,

3 haftanin sonunda tedavi siirecine baslanmistir.
5.5.2. Antitiimor Etkinligin Degerlendirilmesi

Heterotopik olarak sirt bolgesinde pankreas kanseri gelistirilen fareler,
"Antitiimor Etkinlik Caligmasi™ bashigi altinda anlatildigi gibi 4 gruba ayrilmistir.
Dorder giinlii ara ile dort kez kemoterapi uygulana ve tedavi edilmeyen gruptaki
tiimdr boyutlarinin degisimleri irdelendiginde, tedavi edilmeyen grupta ortalama 0,64
cm olan tiimdr ¢ap1 16 giiniin sonunda % 31’°lik bir artisla 0,83 cm’ye ¢ikmustir.
Gemsitabin HCI ile standart tedavinin uygulandig1 grupta, baslangigta ortalama 0,61
cm olan tiimdr ¢ap1 16 giiniin sonunda % 6’lik azalma ile 0,579 cm’ye inmistir. PEG-
PAMAM-GEM uygulanan grupta ise baslangicta ortalama 0,73 cm olan timor
caplart 16 gilinlin sonunda % 17’lik azalma ile 0,6 cm’ye diismiistiir. Son olarak
timore aktif hedeflendirme stratejisi ile tedavi edilen (PEG-PAMAM-FIt1-GEM)
grupta baslangicta ortalama 0,71 cm olan timér ¢aplari, 16 giinlin sonunda % 40’11k
bir azalma ile 0,43 cm’ye diismiistiir.

Patra ve dig.’nin (139) 2008 yilinda yaptiklari bir ¢alismada etkin madde
olarak gemistabin HCI’tin kullanildig1 altin nanopartikiiller, anti-EGFR (Cetuximab)
antikoru ile pankreas kanserine hedeflendirilmistir. Ug farkli pankreas kanser hiicre
hattinda EGFR ekspresyonu gosterildikten sonra ASPC-1 ve PANC-1 hiicre
hatlarinda ytiksek olan EGFR ekspresyonu sonucunda bu hiicreler iizerinde hiicre
icine alim ¢aligmalart yapilmistir. EGFR’in yiiksek oranda eksprese edildigi
hiicrelere tarafindan hedeflendirilmis nanopartikiiller hiicre i¢ine daha ¢ok alinmustir.
Farelerde ortotopik olarak gelistirilen pankreas kanserleri iizerine anti-EGFR ile
hedeflendirilmis gemsitabin yiiklii altin nanopartiikiillerinin antitimor etkinligi
incelendiginde, hedeflendirilmemis olanlara gore timor boyutlarini anlamli bir farkla

kiictiltmiistiir.



135

5.5.3. Biyodagilm Calismalari

In vivo biyodagilm calismalar1 kapsaminda, hedeflendirilmis ve
hedeflendirilmemis PEG ¢ekirdekli dendrimerlere rodamin enkapsiile edilerek, anti-
VEGFR-1 ile hedeflendirmenin dendrimerlerin doku dagilimimi etkileyip
etkilemedigi arastirilmistir. Bu kapsamda elde edilen sonuglar, ip uygulama
sonucunda, karaciger, kemik iligi, dalak ve tiimor dokularinda daha yiiksek floresan
intensitesi oldugunu gostermektedir. VEGFR-1 reseptor ekspresyonun yiiksek
oldugu karaciger, kemik iligi, dalak ve tiimor gibi dokularda anti-VEGFR-1 ile
hedeflendirilmis dendrimerlerin  hiicresel aliminin daha yiikksek oldugunu
gostermektedir. PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho dendrimerlerin
uygulandig: farelerin tiimor hiicreleri floresan intensitesi acisindan kiyaslandiginda,
PEG-PAMAM-Rho uygulananlarda 14 iken PEG-PAMAM-FIt1-Rho 20 olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.37).

Baker ve dig. hedeflendirme ligand1 olarak folik asidi kullandiklari dendrimer
bazli ilag tastyict sistemler iizerinde yogun olarak caligmiglardir (140,141).
Hedeflendirme ligand: olarak folik asit kullanilmasinin nedeni insan meme, akciger
ve beyin tiimorlerinde fazla miktarda eksprese edilmesidir (128). Dendrimer basina 5
adet folik asit baglanmasi, dendrimerlerin kanser hiicreleri i¢ine reseptor aracili
endositoz ile alinmasini tetiklemistir (142). Folik asit ile hedeflendirilmis dendrimer
bazli ilag tasiyict sistemler, folik asit reseptdrii agisindan pozitif olan kanser
hiicrelerinde hedeflendirilmemis olan dendrimerlere ve serbest antikanser etkin
maddeye gore onemli Olclide yiiksek akiimiilasyon ve toksisite gosterilmistir. 4.
jenerasyon dendrimer-folik asit konjugatinin kullanildigi in vivo biyodagilim
calismasinda hedeflendirilmis dendrimerler KB tiimoér tasiyan farelerde
hedeflendirilmemis dendrimerlere gore 4 kat daha fazla tiimor akiimiilasyonu
gostermistir (143). Hedeflendirilmis konjugatlarin KB tiimor tasiyan SCID farelerde
iyilestirilmis tiimor lokalizasyonunun bir sonucu olarak farelerin hayatta kalma
oranini hedeflendirilmemis dendrimer metotreksat konjugatlarina gore 40 giin daha

fazla oldugu sonucuna varilmigtir (12).
5.5.4. In Vivo Gériintiileme

Tez calismasi kapsaminda, PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-FIt1-Rho



136

uygulanmis farelerde biyodagilim ¢alismasinin ardindan in vivo goriintiileme
calismas1 “In Vivo Goriintilleme™ baslik altinda anlatildign sekilde yiiriitiilmiistiir.
Elde edilen goriintiiler, Bolim 4.5.4’te “In Vivo Goriintiileme™ bashk altinda
sunulmustur. Tim bu sonuglar irdelendiginde, FIt-1 ile konjuge edilen
dendrimerlerin konjuge edilmeyenlere gore timdr tarafindan daha yiiksek oranda
alindig1 goriilmektedir. Antikor ile konjuge edilen sistemin in vitro salim ¢alismalari
kapsaminda konjuge edilmeyenlere gore gemsitabini daha ge¢ salmasi da gz onilinde
bulundurulacak olursa, hem geciktirilmis salim hem de artan timor lokalizasyonu
sayesinde, gelistirilen ilag tasiyict sistem tiimor dokusunda daha yiiksek oranda
lokalize olmus ve hiicre icerisine alinmistir. Pankreas dokusundan alinan kesitler ve
floresan mikroskop ile yapilan incelemeler, Flt-1 ile konjuge edilmis sistemin,
konjuge edilmeyen sisteme gore pankreas dokusunda daha yiliksek oranda akiimiile
oldugunu gostermektedir. Bu sonug, tez calismasi kapsaminda gelistirilen timor
modeli her ne kadar deri altinda ve sirt bolgesinde gerceklestirilse de, tlimoriin
kaynagi olan pankreas dokusunda yapilan goriintilleme ¢aligmalari, pankreasta
olusacak tlimore kars1 da gelistirilen sistemin basarili olacagini gostermektedir.
Shukla ve dig.’nin 2006 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada, SCID farelere
subkiitan yolla MCA 207 hiicrelerini enjekte ederek sirt bolgesinde gelistirdikleri
beyin tiimdriinii anti-HER-2 ile konjuge edilmis 5. jenerasyon PAMAM
dendrimerleri ile tedavi etmeye c¢alismiglardir, timoér dokusuna ait konfokal
mikroskop goriintiileri HER2 pozitif hiicrelerle olusturulmus tiimérden elde edilen
kesitte, Alexa flor ile isaretlenmis anti-HER-2 ile konjuge edilmis PAMAM

dendrimerlerin tiimor hiicreleri igerisinde lokalize oldugu goriilmektedir (144).
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6. SONUC

Birgok antikanser ilacin en biiyiik dezavantaji1 yiiksek toksisite ve yan etkilere
neden olmasidir. Hedeflendirilmis kanser tedavisi sitotoksik maddeyi timor
hiicrelerine spesifik olarak tasiyarak yan etkilerin ortadan kaldirilmasini ya da
azaltilmasin1 amagclar. Basarili ilag hedeflendirilmesi terapotik yanit elde etmek igin
gerekli dozun da disiiriilmesine olanak saglar. Boylece antitimor etki artirilmus,
sistemik toksisite azaltilmis olur. Antikorlar tek baslarina ilag tasiyici sistem olarak
kullanilabilirler, ancak etkin maddelerin immiinoglobulinlere dogrudan baglanmasi
baglanma etkinliginin kayb1 ile ve immiinokonjugatin ¢oziiniirliigiinde azalma ile
sonuclanabilir. Bu problemler, suda ¢oziiniir bir ilag tagiyicinin antikor ile konjuge
edilmesi ile ¢oziimlenebilmektedir. 4,5. jenerasyon, yiizeyi karboksilik asit gruplari
ile kapli ve yiizeyinde 118 adet karboksilik asit, 10 adet PEG 2000 bulunan
immiinojenik olmayan stabil PAMAM dendrimerleri tez ¢alismasinda bu amag icin
kullanilmistir. Bu essiz yapi, dallar1 arasina etkin maddenin, floresan boyanin
enkapsiile olmasina olanak saglarken, yiizey gruplari da antikor konjugasyonuna
olanak saglamistir. Kanser arastirmalarinda ¢ok onemli bir yer tutan pankreas kanseri
ve bu kanserin tedavisindeki zorluklar tez ¢alismasina da yon vermistir. Pankreas
kanseri tedavisinde kullanilan ancak, kisa yarilanma omrii ve toksik yan etkileri
nedeniyle kullanimi1 kisitlanan gemsitabin HCIl, tez ¢aligmasinda dendrimerler
aracilifi ile yeniden formiile edilerek gemsitabinin klinikte basarili bir sekilde
kullanilabilmesi amaclanmistir. Insan pankreas kanseri hiicreleri olan CFPAC-
1’larda literatiirden elde edilen bilgiye gére VEGFR-1’in fazla miktarda eksprese
edilmesi nedeniyle tez c¢alismasinda GEM yiiklii dendrimerler anti-VEGFR-1 ile
konjuge edilmistir. Hiicreler ilizerinde yapilan ¢ok dozlu sitotoksisite caligmalar
sonucunda elde edilen toksik olmayan dendrimer konsantrasyonu ile hiicreler
tizerinde toksik etki gdsteren gemsitabin dozunun kombinasyonu ile elde edilen
inkliizyon komplekslerinin sitotoksisitelerini devam ettirdigi gézlenmistir. Iki farkl
cekirdek yapisina sahip dendrimerin denendigi sitotoksisite ¢aligmalart sonucunda
daha az toksisite sahip olan PEG ¢ekirdekli dendrimerlerle g¢alismalara devam
edilmistir. In vitro hiicre igine alim c¢alismalari, floresan boya olarak kullanilan
rodamin c¢ozeltisi, kontrol antikoru ile konjuge edilen dendrimerler ve antikor

icermeyen dendrimerlere gore anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmis dendrimerlerin



138

VEGFR-1 pozitif hiicrelere VEGFR-1 pozitiflik oranina gore segici olarak daha fazla
alinmistir.  Floresan mikroskop goriintiileri de akim sitometri sonuglarimi
dogrulamistir. Immiin sistemi baskilanmis farelerde heterotropik olarak sirt
bolgesinde gelistirilen tiimorler farklt formiilasyonlar ile tedavi edilmeye
calisildiginda, GEM c¢ozeltisi ile tedavi edilen farelerde tiimor ¢apinda % 6’lik bir
kiiglilme gozlenirken, ayni miktarda GEM iceren PEG-PAMAM-FIt1-GEM ile
tedavi edilen farelerin tiimoriinde % 40’hik bir kiiclilme goriilmiistiir. Biyodagilim
calismalar1 kapsaminda floresan isaretli dendrimerlerin uygulandig: farelerde, timor
doku kesitinin mikroskop altinda incelenmesi sonucunda PEG-PAMAM-FIt1-Rho
uygulanan farelerin tiimor kesitleri daha siddetli floresan vermistir. Tiim bu sonuglar
dikkate alindiginda, tez calismasinda sentezlenen ve ilag¢ tasiyict sistem olarak
tasarlanip tiimore hedeflendirilen dendrimerler, gemsitabin HCI’lin tiimdre spesifik
taginmasini artirarak timor ¢apinin daha etkin bir sekilde kiigtltiilmesini saglamistir.
Hedeflendirme ligand1 olarak kullanilan anti-VEGFR-1"1n antianjiyogenik etkileri de
gemsitabinin antikanser etkisine ilave olarak tiimor damarlanmasini azaltici yonde

etki gdstererek antitiimdr etkinligi artirabilmis olabilir.
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ORIGINAL ARTICLE

Cytotoxicity and in vitro characterization studies of synthesized
Jeffamine-cored PAMAM dendrimers

Kivilam Oztiirk!, Ali Serol Ertiirk?, Can Sarisézen', Metin Tulu?, and Sema Cals'

"Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy, Hacettepe University, Ankara, Turkey and “Department of Chemistry, Faculty of
Arts and Sciences, Yildiz Technical University, Istanbul, Turkey

Abstract

The objective of this study is to make comprehensive cytotoxicity evaluation and in vitro
characterization of Jeffamine-cored polyamidoamine (PAMAM) dendrimers on 1929 cell lines
for oral drug delivery purposes. Ester-, amine- and carboxylic acid-terminated PAMAMs were
investigated for their cytotoxicity on L929 cells at different generations and concentrations.
Cationic surface charge caused highest cytotoxicity on L929 cells, while ester-terminated
PAMAMs showed generation- and concentration-dependent toxicity. Anionic dendrimers were
determined as the lowest cytotoxic group, and highest generation number presented lowest
cellular toxicity. Encapsulation studies were performed with anionic PAMAMs at 2.5, 3.5 and 4.5
generations and different concentrations. Increasing generation number provides greater
loaded naproxen amounts and larger particle size. Moreover, formulations provide controlled
release at simulated terminal ileum conditions. Consequently, Jeffamine-cored carboxylic acid-
terminated PAMAMs can be a promising option for oral drug delivery of poorly water-soluble
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drugs.

Introduction

Oral route is the major route of administration of dosage forms
and provides various advantages over alternative administration
routes such as possessing non-invasive nature, patient compliance
and cost-effectiveness (Sastry et al., 2000; El-Sayed et al., 2002;
Lin et al., 2011). On the other hand, it also has several
disadvantages such as low bioavailability, low stability, insuffi-
cient controlled release in some cases and gastrointestinal tract
irritation (Felt et al., 1998). Nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) are good representatives for the mentioned side effects.
They are used to treat rheumatic disease, osteoarthritis and other
chronic musculoskeletal conditions, also have gastrointestinal
and renal side effects, and hypersensitivity reactions (Cheng &
Xu, 2005). Naproxen, presumably the most studied NSAIDs, is
practically insoluble in water and a nonspecitic anti-inflammatory
drug that is usually used in water-soluble sodium salt form to
formulate (Mura et al., 2001; Mitchell et al., 2003).

To overcome these low-numbered but important disadvantages
about oral administration, several attempts have been made using
nanotechnological approaches. To name a few, drug-encapsulated
nano-sized carriers like cyclodextrins, micelles and nanoparticles
were used to increase the solubility, stability and, at the end,
bioavailability of the active substances (Mathot et al., 2006;
Sajeesh & Sharma, 2006; Muchow et al., 2008). Among these
carriers, dendrimers are hyperbranched, monodisperse, three-
dimensional macromolecules, having defined molecular weight
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and host—guest entrapment properties (Esfand & Tomalia, 2001;
Cheng & Xu, 2005). Due to their well-defined structure, easily
modified surface groups, monodispersity, specific size and shape
characteristics, dendrimers are excellent candidates for drug
delivery systems (Tomalia et al., 1985; Wong et al., 2012) and
thus have been used for various pharmaceutical applications
including, but not limited to targeted drug delivery, gene therapy,
imagining, oral drug delivery, solubility and permeability
enhancement (Najlah et al., 2007; Tsai & Imae, 2011).

Polyamidoamine (PAMAM) dendrimers are the first complete
dendrimer family to be synthesized, characterized and commer-
cialized (Tomalia et al., 1985). They comprise repeated branches
that are organized in concentric layers, called ‘‘generations’’,
around a central core. Amine-terminated PAMAM dendrimers are
called full generation (GO, G1, G2, G3, etc.), whereas carboxylate-
terminated dendrimers are half-generation (G1.5,G2.5,G3.5,
etc.). PAMAM dendrimers can exist as positively charged
amine-terminated, neutral hydroxyl-terminated -or negatively
charged carboxyl-terminated (Lin et al., 2011), all three having
different advantages in terms of functionalization and surface
properties (Perumal et al., 2008).

Drug—dendrimer interactions can be subdivided into the
entrapment of drugs within the dendritic architecture (involving
electrostatic, hydrophobic and hydrogen bond interactions) and
the interaction between a drug and the surface of a dendrimer
(electrostatic and covalent interactions). Entrapment of drugs
within the dendritic structure is defined as encapsulation and
obtained product can be - termed as inclusion complex.
Electrostatic interactions between the dendrimer surface groups
and drug is defined as complexation. Chemical conjugation
provides more stable structure than electrostatical interactions and
thus favourable for targeted drug delivery systems, due to their
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