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ÖZET 

Öztürk, K., Anti-VEGFR-1 Monoklonal Antikor ile Konjuge Edilmiş 

Gemsitabin Yüklü Dendrimerlerin Pankreas Kanserine Aktif Hedeflendirilmesi 

ve İn vitro/İn vivo Olarak Değerlendirilmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık 

Bilimleri Enstitüsü Farmasötik Teknoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2015. 

Pankreas kanseri ABD’de kansere bağlı ölümler arasında dördüncü sıradadır. 

Antimetabolit nükleozit analoğu olan gemsitabin, insan solid tümörlerine karşı geniş 

bir sitotoksisite spektrumuna sahiptir. Ancak bu etkisi kandaki kısa yarılanma 

ömründen dolayı sınırlanmaktadır. Gemsitabinin in vivo stabilitesini artırmak ve 

toksisitesini azaltmak için, sudaki yüksek çözünürlükleri, monodispers partikül boyut 

dağılımları ile özellikle antikanser ilaçların taşınmasında çok uygun taşıyıcılar olan 

dendrimerler kullanılmıştır. Tez çalışmasında orijinal olarak sentezlenen PAMAM 

dendrimerlerine gemsitabin HCl yüklenmiş, dendrimerin yüzeyi PEG 2000 ile 

modifiye edilmiş ve tümöre hedeflendirme sağlamak amacıyla anti-VEGFR-1 ile 

konjuge edilmiştir. Sentezlenen dendrimerler, ATR, NMR ve MALDI-TOF analizleri 

ile doğrulanmıştır. Gemsitabin HCl için modifiye edilen HPLC miktar tayin yöntemi 

valide edilmiştir. Gemsitabin HCl’ün dendrimerler ile inklüzyon kompleksleri 

hazırlanmıştır. Hazırlanan kompleksler, DSC, partikül boyutu, zeta potansiyeli, 

enkapsülasyon etkinliği, in vitro salım açısından değerlendirilmiştir. Sitotoksisite 

deneyleri, hücre içine alım çalışmaları gerçekleştirilmiştir. İmmün sistemi 

baskılanmış farelerde pankreas kanseri geliştirilmiş ve bu fareler tümöre 

hedeflendirilmiş dendrimerler ile tedavi edilmeye çalışılmıştır. Floresan işaretleyici 

olarak rodamin 123 kullanılarak, hücre içine alımları izlenmiştir. Hücre kültürü 

deneyleri sonucunda anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmiş dendrimerlerin 

hedeflendirilmemiş olanlara göre hücre içine daha çok alındığı akış sitometri ve 

floresan mikroskobu ile gösterilmiştir. İn vivo deneyler sonucunda ise tümöre 

hedeflendirilen dendrimerlerin tümörün küçültülmesinde, gemsitabinle yapılan 

standart tedavi yaklaşımına ve hedeflendirilmemiş dendrimerlere göre daha etkili 

olduğu bulunmuştur.  

Anahtar Kelimeler: Dendrimer, Nanoteknoloji, Gemsitabin, Pankreas kanseri, hücre 

kültürü, CFPAC-1, nude fare 

Destekleyen Kurumlar: TÜBİTAK, Bilimsel ve Teknolojik Araşt. Pro. Destekleme 

Pr. 
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ABSTRACT 

Öztürk, 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 HCl 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 HCl, 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 HCl, Pancreas cancer, cell 

culture, CFPAC-1, nude mice 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Pankreas kanseri Amerika Birleşik Devletleri’nde kansere bağlı ölümler arasında 

dördüncü sıradadır ve 2020 yılında ikinci sıraya yükselmesi öngörülmektedir. En 

ölümcül kanser türü olan pankreas kanserinde hastaların beş yıl hayatta kalma 

oranı % 6’dır, öte yandan hastaların % 73’ü teşhis edildikleri ilk yıl içinde 

kaybedilmektedir. 

Pankreasın ya da diğer bir organın kanseri, kontrolsüz hücre çoğalması olarak 

karakterize edilmektedir. Kanser hücreleri apoptozisten kaçınabilen, kendi çoğalma 

sinyallerini üretebilen ve çoğalmanın inhibe edileceği sinyallere karşı dirençli 

hücrelerdir. Kanserin 2-3 mm3’ten daha büyük bir boyuta erişebilmesi için 

anjiyogenez olarak isimlendirilen yeni damar oluşumu gerekmektedir. Fakat oluşan 

bu tümör damarlanması yapısal ve fonksiyonel olarak normal olmayan 

organizasyonu bozuk bir damarlanmadır. İnsan pankreas kanseri, teşhisinin zorluğu 

ve tedavi seçeneklerinin azlığı nedenleriyle tüm kanser türleri arasında 5 yıllık 

hayatta kalma oranı en düşük olan kanser türüdür. Bu nedenden dolayı pankreas 

kanseri tedavileri seçenekleri geliştirilmelidir. 

Pankreas kanserinin birincil tipi pankreatik adenokarsinomadır ve tüm vakalar 

arasında % 95’lik bir orana sahiptir. Pankreatik adenokarsinoma pankreasın ekzokrin 

fonksiyonunu etkilemektedir. Tümörün pankreas içerisinde nerede geliştiği teşhis 

edilme evresi ve tedavi sonucu ile yakından ilintilidir. 

Sentetik, pirimidin nükleozid ve antineoplastik etkili bir madde olan, gemsitabin 

(2′,2′-diflorodeoksisitidin), lokal ileri pankreas kanseri ve metastatik pankreas 

kanserinde günümüzde standart tedavide tercih edilen en önemli antikanser molekül 

durumundadır. Gemsitabin HCl’ün (GEM), Eli Lilly Firması’nın GEMZAR® isimli 

ticari ürünü, ilk onayını 1996 yılında FDA (Amerika İlaç ve Gıda Kurumu) 

tarafından kanser tedavisindeki kullanımı için almıştır. Gemsitabin çok hızlı ve 

yaygın bir şekilde, kanda, karaciğerde, böbrekte ve diğer dokularda, sitidin deaminaz 

tarafından deaminasyona uğrayarak inaktif formu olan 2’, 2’- diflorodeoksiüridin 

(dFdU)’e dönüşür ve idrarla atılır. Gemsitabinin kanda kalış süresi çok kısadır (8-17 

dakika). Terapötik ilaç seviyesine ulaşmak için, gemsitabin günümüzde 1000 mg/m2 

olacak şekilde ve 30 dakikalık intrevenöz (iv) infüzyonu şeklinde uygulanmaktadır. 

Gemsitabin tek başına kullanıldığında pankreas kanseri ve küçük hücreli akciğer 
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kanserinin tedavisinde endikedir, aynı zamanda birçok solid tümöre karşı etkin 

olduğu gösterilmiştir. İnsanlarda, solid tümörlere karşı geniş bir sitotoksisite 

spektrumuna sahip olan, suda çözünen antimetabolit nükleozid analoğu olan 

gemsitabinin antikanser etkinliği kısa yarı ömrü nedeniyle kısıtlıdır. Düşük molekül 

ağırlıklı antikanser ilaçların yüksek dozlarda kullanımı, vücutta kontrolsüz ve 

rastgele dağılacağı için, hastalarda spesifik olmayan toksisitelere neden olmaktadır.  

Dendrimerler, monodispers (polimer gibi ortalama molekül ağırlığından değil, 

aslında büyük olmalarına rağmen küçük bir molekül gibi tek bir molekül ağırlığına 

sahip olmaları biyolojik çalışmalar için çok önemli bir üstünlüktür), üç boyutlu, 

yüksek oranda dallanmış, makromoleküler olarak tanımlandırılırlar (1-100 nm). 

Yüksek yükleme kapasitesi, kolay sentezlenebilir olmaları, stabiliteleri, istenildiği 

şekilde fonksiyonelleştirilebilir olmaları, aktif hedeflendirmedeki etkinlikleri, 

parenteral, transdermal ve oral uygulanabilirlikleri dendrimerlerin en önemli 

üstünlükleri olarak görülmektedir. Dendrimerler; gerektiğinde suda çözünürlüğü 

olmayan etkin maddelerin çözünürleştirilmesinde, teşhis işleminde, bunların yanı sıra 

kontrollü ve sürekli salım sağlayan sistemlerin hazırlanması ve diğer nanomedikal 

amaçlar için başarılı bir şekilde kullanılabilmektedirler. Bu nanotaşıyıcılar son 

zamanlarda, yüzeylerinin fonksiyonelleştirilmesi, antikanser ilaçların ve anti-HIV 

ilaçların hedeflendirilmesi için yoğun olarak araştırılmaktadırlar. 

Aktif hedeflendirme stratejisi, tanıma ligandları kullanılarak etki bölgesine etkin 

madde-nanotaşıyıcı konjugatının taşınmasına dayanır. Konjugatların yüzeyine 

antikorlar, düşük moleküllü ligandlar, örneğin folik asidler ve peptidler bağlanır. 

Aktif hedeflendirme stratejisi, fiziksel uyarıların (örneğin sıcaklık, pH, manyetik 

alan) kullanılmasıyla da elde edilebilir. Tümördeki reseptöre ya da antijene spesifik 

olarak hedeflendirmede terapötik maddenin direkt tümör hücrelerine yönlendirilmesi 

amaçlanmaktadır. Tümör hücreleri bir takım reseptör ya da antijenleri normal 

seviyede ya da çok yüksek seviyede eksprese etmektedir. Bu yapılar aydınlatıldığı 

için antikorlar, küçük moleküller ya da hedef bölgeyi tanıyıp oraya bağlanabilecek 

peptidler kullanılarak tümöre hedeflendirme yapılabilir. 

Kanserin en önemli ayırıcı özelliği olan anjiyogenez, onkolojide terapötik 

yaklaşımların odağı haline gelmiştir. Pro- ve antianjiyogenik faktörlerin kompleks 

sistemleri arasında, vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) tümör 
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anjiyogenezinde anahtar bir aracı olarak ve klinik uygulamalarda tanıtılmış 

antianjiyogenik maddelerin hedefi olarak göze çarpmaktadır. Yapılan çalışmalar, 

epidermal büyüme faktörü (EGF) ve VEGF yolaklarının insan pankreas kanserinde 

büyük miktarda aktive olduğunu göstermektedir. Epidermal büyüme faktörü 

reseptörü ve vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörlerinin ekspresyonları 

pankreas kanserinin tanısında kullanılabilmektedir.  

Yoğun araştırmalara konu olan pankreas kanserinin tedavisindeki zorluklar ve 

gemsitabininin antitümör etkinliğinin, biyoyararlanımının artırılması ve toksik yan 

etkilerini azaltılması tez çalışması kapsamında da araştırılmış ve çözüm sunulmaya 

çalışılmıştır. Bu çalışmanın amacı, kandaki yarılanma ömrü ve in vivo stabilitesi 

düşük gemsitabin HCl’ün hem in vivo stabilitesini artırmak hem de toksik yan 

etkilerini azaltarak antitümör etkinliğini artırmak amacıyla, gemsitabini tümöre aktif 

olarak hedeflendirmektir. Bunu başarabilmek için ilaç taşıyıcı sistem olarak 4,5. 

jenerasyon poli(etilen glikol) (PEG) çekirdek yapısına sahip dendrimerler 

kullanılmıştır. Dendrimerlerin, retikülo endotelyal sistem tarafından alımını azaltmak, 

hedeflendirme ligandı ve hedef bölgedeki reseptör ile bağlanma etkinliğini artırmak 

amacıyla yüzeyleri PEG 2000 ile modifiye edilmiştir. Bu modifikasyonun ardından 

yüzeydeki PEG moleküllerinin uç kısımlarında yer alan serbest amin grupları 

aracılığı ile dendrimer yapısına vasküler endotelyal büyüme faktörü-1 reseptör 

antikoru (anti-VEGFR-1, anti-Flt-1) konjuge edilmiştir. Anti-VEGFR-1 hem 

çalışmada kullanılan insan pankreas kanser hücrelerinde yüksek seviyede eksprese 

edilmesi hem de antianjiyogenik hedeflendirme stratejisinden faydalanmak için 

seçilmiştir. Hücre kültürü ve in vivo hayvan deneyleri geliştirilen ilaç taşıyıcı 

sistemin pankreas kanseri tedavisine önemli bir katkı sağlayacağını göstermektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Nanopartiküler İlaç Taşıyıcı Sistemler 

Nanoteknoloji, günümüzde fiber, tekstil, tarım, elektronik, adli tıp, uzay ve 

tıp alanlarında yaygın olarak kullanılmaktadır. Biyoparçalanabilir nanopartiküller, 

ilaç araştırmalarında sıklıkla suda çözünen ya da çözünmeyen etkin maddelerin 

biyoyararlanımını, çözünürlüğünü, kanda kalış süresini uzatarak terapötik 

etkinliklerini artırmak için kullanılır. Nanopartikül ilaç formülasyonları hastaların 

harcamalarını ve toksisite riskini azaltır. Etkin maddelerin nanoenkapsülasyonu 

onların etkinliğini, özgünlüğünü, tolere edilebilirliğini ve ilaca bağlı terapötik 

indeksini artırır. Nanotıp, etkin maddenin erken degradasyonunun önlenmesi, 

biyolojik çevre ile etkileşiminin azaltılması, istenen doku tarafından 

absorbsiyonunun artırılması, biyoyararlanımının, kanda kalış süresinin iyileştirilmesi 

ve hücre içine penetrasyonunun artırılması gibi birçok amaca hizmet etmektedir. 

Kanser, AIDS, diyabet, malarya, prion hastalığı, tüberküloz gibi tedavisi zor olan 

hastalıklar için geliştirilen ve araştırmaları süren birçok nanopartikül formülasyonu 

bulunmaktadır. Bu formülasyonların bazıları onaylanıp klinikte kullanım şansı 

bulmuşken, büyük bir çoğunluğu da faz çalışmalarının farklı evrelerinde test 

edilmektedir. Nanopartikül formülasyonunun başarısı, yüksek enkapsülasyon 

etkinliğinin elde edilmesini sağlayan, etkin maddenin biyoyararlanımını ve kanda 

kalış süresini artırıcı polimerin seçimine bağlıdır (2).  

Nanopartiküllerin genel özellikleri; ortalama 1-1000 nm boyutunda olmalı, 

moleküllerin fiziksel veya kimyasal özelliklerini kontrol amacıyla tasarlanmalı, 

moleküllerle kompleks oluşturabilmelidir. Bu kompleksler, ilacın polimerik yüzeye 

tutturulması ya da içinde çözündürülmesi veya hapsedilmesi ile elde edilir. 

Lipozomlar, katı lipid partiküller, miseller, küreler, dendrimerler, konjugatlar, 

hidrojeller vb. olmak üzere çeşitli nanotaşıyıcı sistemler vardır. 

İdeal bir makromoleküler ilaç taşıyıcı sistemin ya da biyomedikal taşıyıcının 

taşıması gereken özellikler (3): 

 Etkin madde veya görüntüleme maddesinin yük hacminin şekli ve boyutu 

üzerindeki yapısal kontrol  

 Biyouyumlu ve toksik olmayan polimer fonksiyonu 
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 Yüksek etkin madde ve görüntüleme maddesi kapasitesi ile kesin, nano 

boyutta taşıyıcı ve/veya yapı iskelesi oluşturabilme özelliği 

 İmmünojenik olmama 

 Terapötik taşıyıcı veya görüntüleme maddesinin sitoplazma veya çekirdekte 

uygun bir şekilde hücresel adezyon, endositoz ve hücreler arası hareket 

özelliklerinin olması 

 Kabul edilebilir biyoeliminasyon veya biyoparçalanma 

 Kontrollü veya harekete geçirilebilir ilaç salımı 

 İlacın hedef hücrelere geçişi sırasında moleküler düzeyde izole edebilmesi ve 

inaktivasyona karşı koruyabilmesi 

 Spesifik olmayan hücresel ve kan proteinlerine bağlanma özelliğinin 

minimum seviyede olması 

 Klinikte kullanım için sentezinin kararlı ve tekrarlanabilir olması. 

Polimerik sistemler; çok sayıda tekrarlanan birimlerden oluşan 

makromoleküllerdir. Bu sistemlerde ilaç salımında kullanılan en yaygın 

mekanizmalar; çözünme, difüzyon ve erozyondur (4). Nanotaşıyıcı sistemlerde doğal 

sentetik polimerler kullanılabilmektedir. Polimerlerin biyolojik uyumlu olması 

gerekir. İlaç salınımını değiştirebilmek için polimerlerin özellikleri iyi bilinmelidir. 

2.1.1. Dendrimerler 

Dendrimerler, birbirini ardışık olarak tekrarlayan monomerlerin basamak 

basamak eklenmesiyle merkezden (çekirdekten) yüzeye doğru büyütülerek 

sentezlenen küresel makromoleküllerdir (5). Polimer kimyası açısından dendrimerler, 

ağaç şeklinde, üç boyutlu yapıda, monodispers makromoleküllerdir. Dendrimerler 

çekirdek, dallar ve reaktif fonksiyonel gruplar olmak üzere üç kısımdan oluşmaktadır. 

Terminoloji olarak, dendrimer, Yunanca’da ağaç anlamına gelen “dendron” 

sözcüğünden gelmektedir. Arborollar ve kademeli moleküller de dendrimer teriminin 

eş anlamlıları olmasına rağmen, uluslararası terminolojide kabul edilen terim 

“dendrimer”dir. Dendrimerler karakteristik olarak çekirdek etrafında simetrik ve küre 

biçiminde üç boyutlu bir şekil oluştururlar (Şekil 2.1.) (6). Dendron terimi ise 

dendrimerden farklı olarak; genellikle kimyasal olarak belirlenebilen bir odak noktası 

içerir (7).  
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Dendritik moleküller adım adım ilerleyen, düzenli ve yenilenen reaksiyon 

adımları ile sentezlenirler. Her yenilenme daha büyük dendrimerik yapının 

oluşmasını sağlar. Özel olarak geliştirilmiş reaksiyonlar ile üretilen dendrimerlerin 

sentezi kontrollü reaksiyonlara iyi bir örnektir. Her yeni tabaka uç grup olarak 

adlandırılan aktif kısım sayısını iki veya üç katına çıkararak yeni bir jenerasyon 

oluşturur (8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1. Dendrimer ve dendronun yapısı 

Dendrimerler üç ana kısıma ayrılabilirler; çekirdek, iç boşluk, dış yüzey 

grubu. Bir dendrimere, bu üç ana parça kontrollü bir şekilde değiştirilerek 

çözünürlük, termal stabilite ve ilaç taşınmasında ligand bağlama gibi farklı 

fonksiyonlar kazandırılabilir. Sentetik proseslerle dendrimerlerin büyüklüğü ve 

dallanma sayıları kesin olarak belirlenebilir. Dendrimer sentezi için tanımlanan iki 

sentez yöntemi vardır; ıraksak (divergent) sentez, yakınsak (convergent) sentez. 

Ancak asıl reaksiyon aktif bölgeleri korumak için birçok adımdan oluşur. Bu yüzden 

bu iki metotla da dendrimer sentezlemek zordur. Bu da dendrimerleri yapımı zor ve 

pahalı ürünler yapmaktadır (9). 

Dendrimerlerin Sentezlenme Stratejileri 

Iraksak Sentez 

Iraksak dendrimer sentezi dendrimer yapısının etkin bir biçimde çekirdekten 

perifere doğru monomer ünitelerinin basamak basamak eklenerek oluştuğu bir 
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yöntemdir. Spesifik olarak ıraksak sentez çok fonksiyonlu öncü çekirdek bölgesine 

monomer ünitelerinin bağlanmasıyla başlatılır ki burası ana dendrimerin yüzeyine 

yapı taşlarının ardışık bir biçimde eklenmesiyle dendrimer jenerasyonunun arttığı 

yerdir (Şekil 2.2). Tomalia ve diğ. N-(2-aminoetil) akrilamid monomerlerini 

amonyak çekirdek yapısına bağlayarak poliamidoamin (PAMAM)-NH2 elde etmek 

amacıyla bu stratejiyi kullanmışlardır (10).  

Her bir dallanma ünitesi akrilat esterin amonyak çekirdeğine Michael ekleme 

yöntemi ile eklenmesini takiben etilendiaminin fazlasıyla amidasyon işlemi yapılmak 

üzere iki basamaklı seri şeklinde sentezlenir. İlk basamak yarım jenerasyon 

dendrimer elde edilmesini sağlarken etilendiaminin eklenmesiyle tam jenerasyona 

geçilir.  

 

Şekil 2.2. Dendrimerlerin ıraksak yöntemle sentezinin şematik olarak 

gösterilmesi.  

Şekil 2.2’de görüldüğü gibi bu sentez çok fonksiyonlu bir çekirdek (11) ile 

başlatılır, bu çekirdek dallanmış monomerin (mavi) kimyasal olarak aktive edilmiş 

odak noktası (Y) ile birinci jenerasyon dendrimer elde etmek üzere reaksiyona girer. 

Yüksek jenerasyonlar fonksiyonel kimyasal grupla (Z) sonlanan bir dendrimer 

üretmek üzere dallanmış monomerlerin tekrarlı bir şekilde eklenmesiyle sentezlenir. 

Yakınsak Sentez 

Yakınsak dendrimer sentezi ıraksak yöntemin eksikliklerini gidermek 

amacıyla geliştirilmiştir. Reaksiyon küçük moleküllerle başlayarak kürenin 

yüzeyinden iç kısımlarına doğru devam eder, son olarak bir çekirdeğe bağlanır ve 

son bulur (Şekil 2.3). Bu metotta safsızlıkları gidermek ve hataları yok etmek çok 
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daha kolaydır, bu metotla üretilen dendrimer daha simetrik ve tek tip dallanmış 

şekilde elde edilir. Ancak, dendrimer sentezinde bu yöntem pek kullanılmamaktadır. 

Bunun nedeni, bu yöntemde çekirdek etrafında toplanmalar ve sterik etkiden dolayı 

sınırlı olmasıdır (12). Yakınsak yönteminin kullanılmasındaki sakınca, dendrimerin 

büyük dendronlardan izole edilmesi için gerçekleştirilen saflaştırma işlemlerinin zor 

olmasıdır. Bunun sebebi sentezlenen molekül ve başlangıç dendronlarının arasındaki 

molekül ağırlıkları farkının az olmasıdır. Iraksak yöntemde bu farklılığın çok olması 

diyaliz gibi basit saflaştırma yöntemlerine imkan verirken, yakınsak yöntemde bu 

imkandan yeterince faydalanılamamaktadır; geriye en önemli yöntem olarak kolon 

kromatografisi kalmaktadır (duruma göre çöktürme ve yeniden kristallendirme gibi 

yöntemler de sıklıkla başvurulan tekniklerdir). Sentez basamaklarının sayısının hem 

yakınsak hem de ıraksak yöntemde benzer olmasına rağmen, yakınsak yaklaşımda 

sonuç dendrimer ürününün daha homojen bir dağılıma sahip olduğu görülmektedir 

(12). 1990 yılında Hawker ve Frechet işbirliği içinde polieter dendrimer sentezlemek 

üzere yakınsak yaklaşımla bir sentez yayınlamışlardır. Bu yaklaşımda 3,5-

dihidrobenzil alkol ünitelerinin aktive edilmiş benzil bromide bağlanmasıyla birbirini 

izleyen jenerasyonların elde edilmesi amaçlanmıştır (13). 

 

Şekil 2.3. Yakınsak yöntemle dendrimer sentezinin şematik gösterimi.  

Şekil 2.3’te görüldüğü gibi, dendrimer yüzeyi başka bir monomerin 

fonksiyonel grubuna (Z) dallanmış monomerin kimyasal olarak aktif odak noktasının 

(Y) reaksiyonu ile oluşur. Dendronlardan bir dendrimer oluşturmak üzere dendronun 

odak noktasını çok fonksiyonel başlangıç çekirdeğine (11) bağlayarak istenilen 

büyüklüğe erişinceye kadar ana dendrona monomerlerin tekrarlı bir şekilde 
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bağlanmasıyla büyütülür.  

Dendrimerlerin Üstünlükleri 

Dendrimerler, monodispers (polimer gibi ortalama molekül ağırlığından değil, 

aslında büyük olmalarına rağmen küçük bir molekül gibi tek bir molekül ağırlığına 

sahip olmaları biyolojik çalışmalar için çok önemli bir üstünlüktür), üç boyutlu, 

yüksek oranda dallanmış, makromoleküler olarak bilinmektedir. Yüksek yükleme 

kapasitesi, kolay sentezlenebilir olmaları, stabiliteleri, istenildiği şekilde 

fonksiyonelleştirilebilir olmaları, aktif hedeflendirmedeki etkinlikleri, parenteral, 

transdermal ve oral uygulanabilirlikleri dendrimerlerin en önemli üstünlükleri olarak 

görülmektedir (Şekil 2.4). Ayrıca, dendrimerlerin kendi içinde hidrofobik bölge ve 

hidrofilik grupları arasında kovalan bağları bulunduğu için misel yapısı oluşturup, bu 

yapıyı her konsantrasyonda koruyabilmeleri dendrimerlerin üstünlükler arasıda yer 

almaktadır. 

 

Şekil 2.4. Terapötik madde, görüntüleme maddesi, nükleik asit ve yüzey 

modifiye edici gruplarla fonksiyonelleştirilmiş dendrimer bazlı ilaç taşıyıcı sistemin 

şematik gösterimi (14). 

Dendrimerler; gerektiğinde suda çözünürlüğü olmayan etkin maddelerin 

çözünürleştirilmesinde, teşhis işleminde, bunların yanı sıra kontrollü ve sürekli salım 

sağlayan sistemlerin hazırlanması ve diğer nanomedikal amaçlar için başarılı bir 
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şekilde kullanılabilmektedirler. Bu nanotaşıyıcılar son zamanda, yüzeylerinin 

fonksiyonelleştirilmesi, antikanser ilaçların ve anti-HIV ilaçların hedeflendirilmesi 

için yoğun olarak araştırılmaktadırlar. 

Poli(amidoamin) (PAMAM) Dendrimerleri 

Poli(amidoamin) (PAMAM) dendrimerleri ilk sentezlenen ve ticari olarak 

bulunan dendrimer türüdür. PAMAM dendrimerlerinin sentezi bir alkildiamid 

çekirdeği (örneğin, etilendiamin (EDA)) kullanılarak başlatılır. Çekirdeğe Michael 

ekleme yoluyla metil akrilat monomerleri eklenerek dallanmış bir ara ürün elde edilir 

ve ardından bu ürün yüzeyinde NH2, OH veya COOH bulunan en küçük jenerasyon 

numarasına sahip dendrimere dönüştürülür (12). 

PAMAM dendrimerleri tek düze, immünojenik olmayan, toksik olmayan, 

biyouyumlu bir taşıyıcı sistem olarak karşımıza çıkmaktadır. Farklı moleküler 

yapıları içermeye elverişli dallanmış yapıları mevcuttur (Şekil 2.5). Bu yapılar 

yüzeye kovalan bağ ile de bağlanabilmektedir (15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.5. PAMAM dendrimerin yapısı (16) 

Dendrimer-İlaç Etkileşimleri 

Dendritik yapının açık şekli birçok araştırmacıyı dendrimerin dalları arasına 
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etkin maddenin enkapsüle edilmesine yönelik çalışmalar yapmaya yöneltmiştir. Bu 

durum stabil olmayan ve düşük çözünürlüğe sahip olan etkin maddelerle 

dendrimerlerin etkileşimini sağlamak için bir potansiyel sunmaktadır. Bu gibi 

sistemler ilacın stabilitesini ve biyoyararlanımını artırabilmektedir. Bir etkin 

maddenin dendrimer içine enkapsüle edilmesi aynı zamanda etkin maddenin 

salımının kontrol edilmesini de sağlamaktadır. Salımın harekete geçirilmesini içeren, 

etkin maddenin enkapsüle edildiği çeşitli dendrimerler üzerinde araştırmalar 

yapılmıştır. Bu alanda yapılan birçok çalışma dendrimerlerin derin bir çekirdek ve 

yoğun bir kabuk kısmı olduğunu varsaymaktadır. Fakat 1990 yılından beri yapılan 

bazı teorik çalışmalar dendrimerlerin merkezinin maksimum yoğunlukta olduğunu, 

perifere doğru gidildikçe yoğunluğun azaldığını göstermektedir (17,18). Bu teorik 

modeller, dar açılı nötron saçılım (SANS) ve dar açılı X ışını saçılımı (SAXS) ile 

desteklenmiştir (19). 

Dendrimerler farklı sınıftaki etkin maddelerle çeşitli etkileşim mekanizmaları 

sunmaktadır. Farklı tipteki ilaç dendrimer etkileşimleri Şekil 2.6’da gösterilmiştir 

(20). En genel anlamda bu etkileşimler fiziksel ve kimyasal olmak üzere iki başlık 

altında sınıflandırılabilirler. Bunlardan ilki dendrimerin dalları arasındaki internal 

boşluklara etkin maddenin elektrostatik etkileşimi ile bağlanması diğeri ise etkin 

maddenin dendrimer yüzeyine bağlanması. Etkin maddenin dendrimer yüzeyinde 

bulunması iki yaklaşımla gerçekleştirilebilmektedir. Bunlardan ilki kimyasal olarak 

güçlü kovalant bağların kurulması, diğeri ise, yüzeyde elektrostatik ve iyonik 

etkileşimler sağlayarak etkin maddeyi sisteme entegre etmektir (21). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.6. İlaç-dendrimer etkileşimlerinin farklı tipleri. Koyu renkli oval 

simgeler etkin maddeyi temsil etmektedir (22). 

Etkin maddenin molekül ağırlığının artamsıyla, dendrimer ilaç etkileşiminden 

dolayı, hidrodinamik hacim artar, bu da inklüzyon kompleksinin kan dolaşımında 
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daha uzun süre kalmasını, ilacın yavaş elimine olmasını sağlar. Bu sayede 

sitotoksisite düzeyi azalır, etkin maddenin dozu azaltılabilir (23). 

Fiziksel Etkileşimler 

Küçük organik moleküllerin dendrimere enkorpore edilmesi dendrimer yapısı 

içerisindeki spesifik gruplarla bağ kurulmadan sadece fiziksel olarak hapsedilmesi 

sonucunda gerçekleşebilir. Dendrimerler, çekirdek bölgesinin etrafında bulunan boş 

kavitelerinin içerisine konuk-konakçı etkileşimleri ile hidrofobik/hidrofilik 

moleküllerin enkorporasyonunu sağlamak üzere dendritik kutular ve tek moleküllü 

miseller olarak kullanılabilirler (24,25). 

Jansen ve diğ. ilk olarak poli(propilenimin) (PPI) dendrimerlerine tert-

butiloksikarbonil gruplarını kullanarak ve Bengal gülü boyasını enkapsüle ederek 

yüzeyde çok sayıda amino gruplarına sahip olan stabil dendritik kutu (dendritic box) 

üretmişlerdir (26). Dendritik tek moleküllü miseller hidrofobik bir çekirdek bölgesini 

çevreleyen hidrofilik kabuk kısmından meydana gelirler. Bu yapıları onlara 

konvansiyonel polimerik misellerden daha üstün olmalarını sağlar. Bu üstünlükler 

arasında en önemlisi dendrimerlerin kendi içinde hidrofobik bölge ve hidrofilik 

grupları arasında kovalan bağları bulunduğu için misel yapısını her konsantrasyonda 

koruyabilmeleri yer almaktadır.  

Kimyasal Etkileşimler 

Fiziksel etkileşimlere alternatif teşkil etmek üzere, dendrimerlerin çok 

değerlikli yapıları dendrimerlere perifer bölgelerinden ilaç moleküllerinin 

bağlanmasını sağlayarak kompleks yapısı oluşturmasını sağlar. Sonuçta oluşan 

kompleksler ilaç ve dendrimer arasındaki elektrostatik etkileşimler veya ilacın 

dendrimere konjugasyonu yolu ile oluşabilmektedir. Elektrostatik etkileşimler 

aracılığı ile birçok iyonlaşabilen etkin madde dendrimerlerin yüzeyinde bulunan çok 

sayıdaki iyonlaşabilen grup ile kompleks oluşturabilir. PAMAM dendrimerlerinin 

yüzeyinde primer; çekirdek bölgesinde ise tersiyer amin grupları yer alırken her iki 

bölge de titre edilebilmektedir ve pKa değerleri sırasıyla 10,7 ve 6,5’tir (19). Hem 

yüzeyde hem de çekirdek bölgesinde iyonlaşabilen gruplara sahip olduğu için bu 

dendrimerler ilaç etkileşimleri için imkanlar sunmaktadır. İbuprofen (27), piroksikam 
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(28), indometazin (29), benzoik asit (30) elektrostatik etkileşimler aracılığı ile stabil 

kompleksler oluşturmuştur.  

Etkin maddeler ya da hedeflendirme ligandları dendrimerlere PEG, p-amino 

benzoik asit, p-amino hippürik asit ve lauril zincirleri gibi ara parçalar ile ya da amid 

ve ester bağları gibi biyoparçalanabilir bağlarla kovalan olarak konjuge 

edilebilmektedir. Bu ön ilaç yaklaşımının ilaçların stabilitesini artırdığı ve onların 

salım kinetiklerini önemli ölçüde etkilediği gösterilmiştir. Birçok araştırmacı 

penisilin V’yi (31), venlafaksini (32), 5-aminosalisilik asidi (33), naprokseni (34), 

propranololu (35) PAMAM dendrimerleri ile başarılı bir şekilde konjuge etmiştir. 

Kompleksler etkin maddelerin saf halleri ile karşılaştırıldığında çözünürlüklerinin 

arıtıldığı ve kontrollü salımın iyileştirildiği görülmüştür. Bunların yanı sıra sisplatin 

(36), doksorubisin (37), epirubisin (38), metotreksat (39) ve paklitaksel (40) gibi 

birçok antikanser ilaç da dendrimerlere konjuge edilmiş ve hedeflendirme amacıyla 

kullanılmıştır. Örneğin epirubisin ön ilaç olarak dallarında aminoadipik asit içeren 

PEG dendrimerleri ile konjuge edilmiştir. Bu konjugatların kanda kalış süreleri ve 

terapötik etkileri artmıştır. Bu çalışma PEG dendrimerlerinin kimyasal degradasyona 

karşı etkin maddelerin stabilitesini artırdığı için büyük moleküllerin ön ilaç 

formunun geliştirilmesinde kullanılabileceğini ortaya koymuştur (38). 

İnklüzyon Kompleksleri 

İnklüzyon kompleksi; hidrofobik bir konuk molekülün ya da parçasının, 

konakçı molekül tarafından herhangi bir kovalan bağ oluşturmaksızın lipofilik iç 

boşluğunda hapsetmesi ile oluşan bileşiklerdir. İnklüzyon kompleksi oluşturarak 

çözünürlüğü az moleküllerin çözünürlüğünü artırma, ısı, ışık ve oksidasyona karşı 

dayanıksız olan moleküllerin stabilizasyonunu sağlama, süblimleşme kontrolü, 

geçimsizliği olan bileşiklerin fiziksel izolasyonu, kromatografik ayrımlar, hoş 

olmayan koku ve kötü tatları maskelemek, kontrollü ilaç salımı gibi çeşitli 

fizikokimyasal özellikleri iyileştirilip konuk molekülün kullanımını 

kolaylaştırmaktadır. Başta eczacılık ve gıda olmak üzere kozmetik, kimya, tarım ve 

tekstil gibi birçok endüstriyel alanda kullanılabilmektedir (41). 

Tez çalışmasında kullanılan etkin madde olan gemsitabin HCl dendrimerin 

dalları arasına enkapsüle edilerek inklüzyon kompleksi hazırlanmıştır. İnklüzyon 
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komplekslerinin kimyasal konjugasyon yolu ile hazırlanan sistemlere üstünlükleri 

bulunmaktadır. Bu üstünlükler, etkin maddenin çözünürlüğünün artırılması ve hedef 

bölgeye ulaştığında etkin maddenin kolay salımı söz konusu olmaktadır. Kimyasal 

yolla etkin maddenin konjuge edildiği sistemlerde, hedef bölgeye kadar hiçbir kayıp 

olmadan etkin maddenin taşınması her ne kadar bir üstünlük olarak görülse de, 

yapılan çalışmalar hedef bölgeye ulaşan sistemden etkin maddenin ayrılması ile ilgili 

sorunlar yaşandığını göstermektedir. Kurulan bağın kırılması için enzimlere ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

Ozturk ve diğ.’nin 2014 yılında yayınlanan bir çalışmasında Jeffamine 

çekirdek yapısında 2,5-4,5 jenerasyon aralığında anyonik özellikte PAMAM 

dendrimerler kullanılarak naproksen baz ile inklüzyon kompleksleri hazırlanmıştır. 

Bu çalışmada suda çözünmeyen bir etkin madde olarak naproksen model ilaç olarak 

seçilmiş olup, naproksenin çözünürlüğünü artırarak oral kullanımına olanak 

sağlayacak bir sistem geliştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar, hazırlanan inklüzyon 

komplekslerinin suda çözünürlüğü düşük etkin maddelerin oral kullanımı için umut 

verici olduğunu göstermiştir (11). 

İnklüzyon Komplekslerinin Kullanım Alanları 

İnklüzyon kompleksinin 1970’lerden beri ilaç, gıda, kozmetik gibi birçok 

alanda kullanımları araştırılmakta ve geliştirilmektedir. Bunlara olan ilgi Japonya’da 

daha erken başlamış ve hızlı ilerlemişken, Avrupa ve Amerika’daki gelişmeler biraz 

daha yavaş kalmıştır (18). 

İnklüzyon kompleksleri molekülün aşağıdaki özelliklerinde değişiklik 

yapabilmekte ve kullanımı açısından avantaj sağlamaktadır.  

 Işığa veya oksijene duyarlı maddelerin stabilizasyonunda  

 Konuk moleküllerin kimyasal reaktivite modifikasyonunda  

 Çok uçucu maddelerin bağlanmasında  

 Maddelerin çözünürlüğünün artırılmasında  

 Sıvı maddelerin modifikasyonu ile katı hale getirilmesinde  

 Mikroorganizmalar tarafından maddelerin parçalanmasına karşı 

korunmasında 

 Kötü koku ve tatları maskelemede  
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 Pigment veya renk maddelerinin maskelenmesinde  

 Konuk molekül ile siklodekstrinin katalitik aktivitesinde  

Bu özellikler ile inklüzyon kompleksleri eczacılık, gıda, kozmetik, analitik 

kimya, tarım alanındaki uygulamalar için konuk molekülün uygun hale gelmesini 

sağlamaktadır. 

Dendrimerlerin Toksisitesi 

Dendrimerler teşhis ve tedavi amaçlı kullanım için oldukça umut verici 

nanomateryallerdir. Ağaç benzeri eşsiz yapıları onlara istenen birçok özelliği 

sunmaktadır. Özellikle monodispers olmaları ve ayarlanabilir/modifiye edilebilir 

yüzey gruplarının olması, dendrimerleri biyomedikal uygulamalar için oldukça cazip 

hale getirmektedir. 

Dendrimerlerin biyomedikal uygulama alanındaki potansiyelinin doğru 

kullanılabilmesi için iyi bir optimizasyon gerekmektedir. Çünkü nanoboyutundaki 

taşıyıcılar kendileri de nanoskalada yer alan plazma membranı, hücre organelleri 

(endozom, mitokondri, nükleus) gibi hücre komponentleri ve proteinler, enzimler ile 

etkin ve spesifik bir şekilde etkileşebilmektedir (42). Bilim adamları birçok 

nanopartikülü spesifik olmayan bir şekilde geliştirmektedir. Nanopartiküllerin 

nanoskaladaki boyutları, onların hücre zarından geçmesini ya da hücre zarı ile 

etkileşmesini sağlamaktadır. Nanotaşıyıcılara ilişkin bu durum onların hücre 

transfeksiyon stratejisinde kullanımında ve in vivo gen taşınmasında kullanılmasında 

önemli bir yer teşkil etmektedir (43). Ancak, nanotaşıyıcıların hücre tarafından 

spesifik olmayan alımları sitotoksisite konusunu gündeme getirmektedir.  

Dendrimerlerin ilaç ve biyomedikal alandaki geniş çaplı uygulama 

çalışmalarına rağmen, terminal –NH2 grubu ve çoklu katyonik yüke sahip olması, 

dendrimerlerin klinikte kullanımını sınırlayan bir parametre olarak karşımıza 

çıkmaktadır (44). PPI, PAMAM ve PLL gibi dendrimerler katyonik yüzey yükünden 

dolayı in vitro sitotoksisite göstermektedirler (45). Uç kısımlarında serbest amin 

grupları yer alan dendrimerlerin konsantrasyon ve jenerasyonuna bağlı toksisitesine 

ilişkin çalışmalar yer almaktadır (46). Chen ve diğ. 2004 yılında, guanidin, 

karboksilat, sülfonat, fosfat gibi gruplar taşıyan katyonik özellikteki dendrimerlerin, 

anyonik ya da PEGlenmiş dendrimerlere göre daha toksik olduğu sonucuna varmıştır. 
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 Sadece dendrimerler değil, diğer katyonik makromoleküller de hücrenin lizisi 

ile sonuçlanan hücre membranında destabilizasyona neden olmaktadır (47,48). Bu 

buluş benzer alanlarda çalışan bilim adamları için önemli bir yer tutmaktadır (Şekil 

2.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 Şekil 2.7. Katyonik makromoleküllerin biyolojik membranlarla etkileşim 

mekanizması (16). 

Malik ve diğ. (44) karboksilik asit son gruplu PAMAM dendrimerlerin 2 

mg/mL’ye kadar hemolitik etki göstermediğini, ancak amin son gruplu tam 

jenerasyon PAMAM dendrimerlerin 1 mg/mL’nin üzerinde litik etki gösterdiğini 

ortaya koymuştur. Jevprasesphant ve diğ.’nin (49) yaptığı bir diğer sitotoksisite 

çalışmasında ise tam jenerasyon (katyonik) ve yarım jenerasyon (anyonik) PAMAM 

dendrimerlerin sitotoksisiteleri Caco-2 hücreleri üzerinde incelenmiş ve katyonik 

olanlar daha toksik bulunmuştur. 

Dendrimerlerin Piyasa Preparatları 

Vivagel® Starpharma firmasına ait antimikrobiyal ajan olarak çeşitli cinsel 

hastalıklarda kullanılmak üzere geliştirilmiş yenilikçi bir üründür. SPL7013 ya da 

diğer adıyla astodrimer sodyumun, laboratuvar çalışmalarında antiviral ve 

antibakteriyel etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Çeşitli klinik çalışmalarda ise, 

güvenilirliği ve etkinliği başarılı bir şekilde test edilmiştir. Vivagel, mukoadeziv bir 

jel olarak geliştirilmiş olup, Vivagel’in vajinal olarak uygulandığında bakteriyel 
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vajinozisin belirti ve semptomlarını rahatlattığı aynı zamanda tekrar oluşma riskini 

azalttığı klinik olarak gösterilmiştir. Bir nanoteknoloji ürünü olan SPL7013 HIV ve 

HSV’ye karşı antiviral etki gösterebilmesi ve insanlarda kullanımının güvenli 

olabilmesi için özel olarak tasarlanmış bir dendrimerdir.  

Starpharma firmasının geliştirmekte olduğu bir diğer dendrimer 

formülasyonu ise, dosetaksel’in dendrimer-dosetaksel formu olarak bilinen 

DEP™’nin faz 1 klinik denemeleri devam etmektedir.  Dosetaksel meme, akciğer ve 

prostat kanserlerinin de aralarında yer aldığı geniş çaptaki solid tümörler için 

kullanılmaktadır. Dosetaksel Sanofi Avnetis firması tarafından Taxotere® ismiyle 

pazara sunulmuş olup, 2010 yılındaki satışı 3 milyar Amerikan Dolarını bulmuştur. 

DEP™’nin klinik öncesi denemeleri etkinlik ve toksisite açısından Taxotere®’e göre 

daha başarılı bulunmuştur. Taxotere®’in en önemli doz kısıtlayıcı toksisitelerinden 

birisi olan nötropeni DEP™’de gözlenmemiştir (Şekil 2.8). 

 

 

 

 

 

Şekil 2.8. Faz 1 klinik çalışma evresindeki dendrimer-dosetaksel 

molekülünün yapısı (50). 

Şekil 2.8’de yapısı verilen her bir DEP™ dosetaksel (dendrimer-dosetaksel) 

molekülü, dendrimer yapı iskelesine bağlı dosetaksel içermektedir. Dosetaksel ile 

dendrimer arasındaki bağlayıcı dosetakselin kontrollü salımı için tasarlanmıştır.  

2.1. Tümöre İlaç Hedeflendirilmesi 

Hedeflendirme, etkin maddeyi etki bölgesindeki hücre ya da dokuya 

yönlendirme stratejisidir. Kanser tedavisinde, sağlıklı dokuları, kemoterapötik 

maddenin toksik etkilerinden korumak amacıyla, hedeflendirme oldukça faydalı bir 

yaklaşım olarak karşımıza çıkmaktadır (51). İlaç hedeflendirmesinin amacı, etkin 
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maddenin, doğru zaman periyodunda, doğru konsantrasyonda, doğru yere 

taşınmasıdır (52).  

Geçtiğimiz birkaç on yıllık süreçte, birçok farklı hastalığın moleküler 

düzeyde anlaşılmasına yönelik ilerlemeler kaydedilmiştir. Kanserde, malign 

dönüşüm ve tümör oluşumuna yönelik genetik ve (pato-)fizyolojik süreçlerdeki yeni 

bilgiler, yeni kemoterapötik ilaçların geliştirilmesi ile sonuçlanmıştır. Büyüme 

faktörü reseptör inhibitörü Herceptin, proteazom inhibitörü Velcade, histon 

deasetilaz inhibitörü Vorinostat ve antianjiyogenik ajan Avastin gibi moleküler 

düzeyde hedeflendirilmiş terapötikler, aşırı miktarda büyüme faktörü ekspresyonu, 

büyüme faktörlerinin apoptozis ve antiapoptozis arasında gösterdiği dengenin 

bozulması gibi kanserin ayırıcı özellikleri ile daha selektif olarak etkileşmektedir 

(53,54). Moleküler düzeyde hedeflendirilmiş terapötiklerin farmakolojik ve/veya 

fizyolojik olarak daha etkin bir etki mekanizmasına sahip olması, kanser hücrelerini 

hem in vitro hem de in vivo ortamda seçici olarak daha fazla öldürmesini 

sağlamaktadır. Böylece sistemik antikanser tedavinin toksisitesi ve etkinliği 

arasındaki denge geliştirilmiş olur (55-57). 

Etkin maddelerin tümöre nanotaşıyıcılar aracılığı ile hedeflendirilmesi 

konusunda yıllar içinde çeşitli yaklaşımlar benimsenmiştir. Bunlar kanser hücrelerine 

pasif ve aktif hedeflendirme, endotel hücrelerine aktif hedeflendirme olarak 

sınıflandırılabilir (58). 

2.2.1. Pasif Hedeflendirme 

Kanser tedavisinde tümöre hedeflendirmeyi amaçlayan çeşitli yöntemler 

bulunmaktadır. Bunlardan ilki artan geçirgenlik ve tutulma (EPR) etkisidir (Şekil 

2.9). EPR etkisinde tümör damarları moleküllerin girişine izin verirken, lenfatik 

drenajın olmamasından dolayı tümör dokusuna taşınmış olan maddenin tutulması ve 

tümör dokusunda birikimi söz konusudur (51). Bu durum birçok tümörde (59,60) ve 

infarktüs geçirmiş bölgede (61,62) açıkça gösterilmiştir. Sonuç olarak, bu bölgelerde 

10-500 nm partikül boyut aralığındaki miseller, nanopartiküller, lipozomlar damar 

yatağında kalıp, doku içinde birikebilirler. Bu büyük (polimerik) 

moleküllerin/partiküllerin terapötik madde ile yüklü olduğunu varsayarsak, bu 
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partiküller etkin maddeyi geçirgenliği artmış bir damar ile hedef bölgeye taşırlar ve 

ardından etkin maddenin salımı gerçekleşir.  

 

Şekil 2.9. Artan geçirgenlik ve tutulma etkisinin veya pasif hedeflendirmenin 

şematik gösterimi (1) İlaç yüklü nano taşıyıcı; normal endotelden geçemez, sadece 

küçük moleküller ve serbest etkin madde (4) geçebilir, normal endotelden belirli bir 

miktarda her iki yönde de hareket edebilir; (2) tümör, infarkt ya da inflamasyon gibi 

(3) patolojik durumlarda gözlenen endotelyal hücreler arasındaki boşluklar, bu 

boşluklar aracılığıyla nanopartiküller taşınabilir ve burada birikebilirler böylece 

yüksek ilaç konsantrasyonu elde edilir (63). 

Artan geçirgenlikteki damarın açıklığı farklı durumlar için değişkenlik 

gösterdiği için, hazırlanacak olan nanopartiküllerin boyutu pasif hedeflendirme de ya 

da diğer bir deyişle EPR etkisinde kontrol edilmesi gereken bir parametre olarak 

bilinmektedir. Ayrıca, pasif hedeflendirmeden faydalanılarak ilaç taşınmasının 

gerçekleştirileceği durumlarda nanopartikülün kan dolaşımında uzun süre kalabilecek 

özellikte olması gerekmektedir. Nanopartiküllere kan dolaşımında uzun süre tutmayı 

sağlayabilmek için genellikle PEG gibi suda çözünen, esnek zincir yapısına sahip 

polimerler kullanılarak nanopartiküllerin yüzeyi maskeleme amacıyla modifiye 

edilmektedir. 
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Pasif ilaç hedeflendirilmesinde kullanılmak üzere onay almış Myocet 

(doksorubisin içeren lipozom formülasyonu), Daunoxome (daunorubisin içeren 

lipozom formülasyonu), Abraxane (albumin bazlı paklitaksel), Genexol-PM 

(paklitaksel içeren polimerik misel), Doxil (doksorubisin içeren PEGlenmiş lipozom), 

Oncaspar (PEG-L-Asparaginaz) formülasyonları klinikte kullanılmaktadır. Ayrıca 

faz çalışmaları süren nanotaşıyıcıların sayısı da oldukça fazladır (58). 

Dendrimerlerin Pasif Hedeflendirilmesi 

Dendrimer bazlı ilaç taşıyıcı sistemleri de içeren terapötik makromoleküller 

damar dışına çıkabilmek ve tümör dokusunda akülüme olabilmek için tümör 

dokusunun patofizyolojik özelliği olan sızıntılı damar yapısını kullanır. Tümör 

dokusunda akümüle olan dendrimer bazlı ilaç taşıyıcı sistemin miktarı, sistemin 

boyutu, molekül ağırlığı, yüzey yüküne bağlıdır. Yüzey yükü ayıca sistemik 

dolaşımda kalma süresine, endotel bariyerlerden geçişine, spesifik olmayan 

tanınmasına ve RES tarafından alınmasına etki eder. El-Sayed ve diğ, partikül boyutu, 

molekül ağırlığı ve yüzey yükünün floresan olarak işaretlenmiş PAMAM-NH2 (G0-

G4) dendrimerinin epitel ve endotel bariyerlerden geçişi üzerine etkilerini 

incelemişlerdir. Bu çalışmanın sonuçlarına göre dendrimerin boyutunda ve molekül 

ağırlığındaki artış, mikrovasküler endotelden geçiş zamanını uzatmıştır. Kobayashi 

ve diğ.’nin yaptığı bir diğer çalışmada ise, gadolinyum ile fonksiyonelleştirilmiş 2. 

jenerasyon amin son gruplu dendrimerlerden başlanarak 10. jenerasyona kadar 

deneyler yapılmıştır. İntravenöz uygulamayı takiben 2-4. jenerasyon aralığındaki 

dendrimerler 3 dakika sonra idrarla atılırken, büyük hidrodinamik hacimlerinden 

dolayı 5. jenerasyondan daha büyük olanlar sınırlı renal sekresyona uğramışlardır. 

Tüm bu sonuçlar, dendrimerlerin boyut ve hidrodinamik çaplarının onların 

mikrovasküler endotelden geçişi üzerine etkili olduğunu ortaya koymaktadır (12).  

2.2.2. Aktif Hedeflendirme 

Polimer-ilaç konjugatlarının kanser hücrelerine aktif hedeflendirilmesi 

genellikle, vitaminler, karbonhidrat artıkları, peptidler ve antikorlar gibi bilhassa 

kanser hücresinin yüzeyinde fazla miktarda eksprese edilen tümöre spesifik 

ligandların konjugasyonu ile başarılmaktadır. Kanser hücrelerinin yüzeyinde bulunan 
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bu reseptörlere hedeflendirme ligandlarının bağlanması reseptör aracılı endositozu ve 

konjugatın tamamının kanser hücresi içine alınmasını tetikler (12).  

Aktif hedeflendirme stratejisi, tanıma ligandları kullanılarak etki bölgesine 

etkin madde-nanotaşıyıcı konjugatının taşınmasına dayanır. Konjugatların yüzeyine 

antikorlar, düşük moleküllü ligandlar, örneğin folik asidler ve peptidler bağlanır. 

Aktif hedeflendirme stratejisi, fiziksel uyarıların (örneğin sıcaklık, pH, manyetik 

alan) kullanılmasıyla da elde edilebilir (64). Tümördeki reseptöre ya da antijene 

spesifik olarak hedeflendirmede terapötik maddenin direkt tümör hücrelerine 

yönlendirilmesi amaçlanmaktadır. Tümör hücreleri bir takım eşsiz reseptör ya da 

antijenleri normal seviyede ya da çok yüksek seviyede eksprese etmektedir. Bu 

yapılar aydınlatıldığı için antikorlar, küçük moleküller ya da hedef bölgeyi tanıyıp 

oraya bağlanabilecek peptidler kullanılarak tümöre hedeflendirme yapılabilir. Bu 

yaklaşımda, azalan özgünlük, azalan çözünürlük ve sınırlı ilaç taşınması gibi bir 

takım sınırlamalar yer almaktadır. Bu durum, araştırmacıları bu sorunların üstesinden 

gelip, uzun süre kan dolaşımında kalacak ve etkin maddeyi yüksek miktarda taşıma 

imkanı sunan yeni taşıyıcı sistemler bulmaya teşvik etmektedir. Makromoleküler 

taşıyıcının çözünür halde kalması, taşıyıcı sistemin terapötik maddeyi hedef bölgeye 

ulaşıncaya kadar salmaması bu uygulamanın amaçları arasında yer almaktadır. 

Taşıyıcı sistemde hedef bölgeye ulaşmadan önce oluşabilecek herhangi bir 

degradasyon ya da erken salım, sistemin hedeflendirme etkinliğini azaltır ve etkin 

maddeye bağlı yan etkilerin artmasına neden olur. Bu nedenle, hedeflendirilmiş ilaç 

taşıyıcı sistem için makromoleküler sistemin stabilitesi öncelikli bir hal almaktadır.  

İlaç piyasasında tümöre aktif hedeflendirme sağlayan onay almış antikor 

temelli nanotaşıyıcılar yer almaktadır. Bunlara örnek olarak, Ontak (CD25’e 

hedeflendirilmiş difteri toksin-IL2 füzyon protein), Mylotarg (CD33’e 

hedeflendirilmiş ozogamisin-gemtuzumab), Zevalin CD20’ye hedeflendirilmiş 

yttrium-90-ibritumomab tiuksetan), Bexxar (CD20’ye hedeflendirilmiş iyot-131-

tositumomab) verilebilir. Bunlara ilave olarak faz çalışmaları süren (SGN-35, AGS-

5ME) tümöre hedeflendirilmiş nanotaşıyıcılar da bulunmaktadır (58).  
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Aktif Hedeflendirmede PEGilasyonun Önemi 

PEG toksik, immünojenik ve antijenik olmayan, suda yüksek çözünürlüğe 

sahip, Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) 

tarafından onaylı bir polimerdir. Günümüzde ilaç taşınmasında önemli bir yeri 

bulunan PEGilasyon ile peptit ve proteinlerin terapötik kullanım potansiyelleri 

artmıştır (65). 1950’li yılların sonlarına doğru proteinlerin modifikasyonuna yönelik 

çalışmalar hız kazanmıştır. Protein moleküllerinin yapı-etki ilişkisinin analizini 

kolaylaştırmak amacıyla teknikler geliştirilmiştir. 1970’li yıllardan itibaren PEG gibi 

sentetik makromoleküllerin proteinlere konjugasyonuyla ilgili çalışmalar 

yayınlanmaya başlamıştır. Protein modifikasyonlarında amaç immünoreaktifliğin 

veya immünojenliğin azaltılması yani bağışıklık sisteminin hedef proteine verdiği 

cevabı azaltmak ve medikal işlemlerde immünoglobulin E (Ig-E) üretiminin 

baskılanması olmuştur. İlk kez 1977 yılında serum albümini ve katalaz enzimine 

PEG’in kovalan olarak bağlanmasının antikorlara karşı immünoreaktifliği azalttığı 

gösterilmiştir. PEGilasyon basitçe protein, peptit veya bunların dışındaki 

moleküllerin bir veya birden çok PEG zincirinin bağlanması ile modifikasyona 

uğramaları olarak tanımlanmaktadır. 

Aktif hedeflendirmede PEGilasyonun öneminin vurgulandığı bir derlemede 

tümöre spesifik ilaç taşınmasının, hazırlanan komplekse RDG peptit, epidermal 

büyüme faktörü (EGF), folat, transferrin (Tf) ya da antikor veya antikor fragmanı 

ilave edilerek başarılabileceğini bildirmektedir. Birçok durumda, ligand-reseptör 

etkileşimi kompleksin tümör hücreleri tarafından reseptör aracılı endositoz etkin bir 

biçimde alınmasıyla sonuçlanmaktadır. Şekilde de görüldüğü gibi, polimer 

kompleksinde ligandın varlığı kompleksi tümöre yönlendirmektedir (66) (Şekil 

2.10), PEG’in varlığı ise kanda kalış süresini artırdığı için hedeflendirmenin etkinliği 

PEG’in varlığında artmaktadır. Barlett ve diğ. (67), Kirpotin ve diğ. (68) yaptıkları 

çalışmalarda, ligandın tümör lokalizasyonunu artırmadığını, nanopartiküllerin tümör 

hücreleri tarafından alımını artırdığını ortaya koymuşlardır. Bunun tam tersi, Wu ve 

diğ.’nin (69) ve diğer araştırmacıların yaptığı çalışmalar (70,71), hedeflendirme 

ligandının her ne kadar nanokompleksi tümöre yönlendirmese de, ligandın varlığının 

tümör lokalizasyonunu artırdığı yönündedir.   
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Şekil 2.10. Farklı nanopartiküllerin tümör lokalizasyonu ve kanda kalış 

süreleri (66).  

Dendrimerlerin sitotoksisitesini ve hemolitik toksisitesini azaltmanın en 

önemli yolu, yüzeydeki amin ya da katyonik grupları nötral ya da anyonik gruplarla 

modifiye etmektir. Dendrimerlerin hücre membranları ile elektrostatik etkileşimini 

engellemek taşıyıcı sistemin endotele vereceği hasarı önlemek açısından önemli bir 

adımdır (72). Örnek verilecek olursa, dendrimerin yüzeyine PEG ile bağlamak ya da 

konjuge etmek toksisiteyi önemli ölçüde azaltır (49,72).  

Biyouyumlu PEG, PAMAM dendrimerlerinin modifikasyonunda muhtemel 

sitotoksisite, hemolitik toksisite sorunlarının üstesinden gelmek, etkin maddenin ve 

taşıyıcı sistemin çözünürlüğünü artırmak, partiküllerin agregasyonunu minimize 

etmek, retiküloendotelyal sistem tarafından opsonizasyonu azaltmak ve EPR etkisi 

ile tümöre alımı artırmak amacıyla sıklıkla kullanılmaktadır (73).  

Etkin madde ve PEGlenmiş PAMAM dendrimeri arasına aside duyarlı bağ 

kurmak ideal bir ilaç taşıyıcı sistem geliştirmek açısından önemlidir. Bu sayede ilaç 

taşıyıcı sistem kan dolaşımında stabil kalırken, tümör bölgesine ulaştığında etkin 

maddenin asit ortamda salımı gerçekleşebilecektir (74).  
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Aktif Hedeflendirme Stratejileri 

Aktif hedeflendirme, hasta hücrelerde fazla miktarda bulunan moleküllerin 

tanınmasıyla başarılır. Bu tanınma ligand reseptör, antijen-antikor etkileşimleriyle ya 

da aptamerler aracılığı sağlanarak hedeflendirme gerçekleştirilir. Terapötik madde 

hücre veya dokuya spesifik ligand taşıyan taşıyıcıya konjuge edilerek aktif olarak 

hedeflendirilebilir. Bu sayede etkin maddenin istenilen bölgede akümülasyonu 

sağlanmaktadır. Mikronaltı boyuttaki nanosistemlerin farklı hedeflendirme ligandları 

ile konjuge edilebiliyor olması fizyolojik bariyerlerin aşılması ve farklı dokulara giriş 

sağlaması için önemli bir fırsat sunmaktadır. Bu sayede nanosistem etkin hücresel 

alım ve hücre içi internalizasyona uğrar. Choi ve diğ.’nin (75) PEGlenmiş ve farklı 

miktarda insan Tf ile hedeflendirilmiş altın nanopartikülleri yaptıkları aktif 

hedeflendirme çalışmasında hedeflendirilmiş nanopartiküllerin hedeflendirilmemiş 

olanlara göre solid tümör içerisindeki kanser hücrelerine yüksek miktarda alındıkları 

gösterilmiştir. Kocbek ve diğ.’nin (76) yaptığı bir diğer çalışmada ise, monoklonal 

antikorlar kullanılarak PLGA nanopartiküllerinin yüzeyi modifiye edilmiştir. Elde 

edilen sonuçlar, yüzeyi modifiye edilmiş nanopartiküllerin aktif tanınmasının ve 

hücrelere bağlanmasının modifiye edilmemiş olanlara göre daha yüksek olduğu 

bulunmuştur (77). 

Hücre İçine Alım Mekanizmaları 

Ökaryötik hücreler, makromolekülleri ve partikülleri, hücreyi çevreleyen 

ortamdan endositoz olarak isimlendirilen bir proses ile alabilme yeteneğindedirler. 

Endositozda, hücre içine alınacak olan materyal plazma membranı tarafından 

çevrelenir, ardından hücre içine doğru sindirilen materyali içeren vezikül şekilde bir 

yapı oluşur. Endositoz kavramı, 1963 yılında Christian de Duve tarafından hem 

bakteri gibi büyük partiküllerin sindirimini hem de küçük veziküller içinde sıvıların 

ve makromoleküllerin alımını içerecek şekilde türetilmiştir. Bu aktivitelerden ilki 

fagositoz (hücrenin yemesi), ikincisi ile pinositoz (hücrenin içmesi) olarak 

bilinmektedir.  

Fagositoz esnasında, hücreler bakteri, hücre atıkları ve hatta bütün bir hücreyi 

içine alır. Fagositik hücrenin yüzeyindeki reseptörlere partiküllerin bağlanması hücre 

zarının aktin bazlı bir hareketi olan yalancı ayak oluşumunu tetikler. Yalancı ayak 
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partikülü çevreledikten sonra, membranı eriyerek birleşir ve hücre içinde fagozom 

isimli büyük bir vezikül (> 0,25 μm) oluşmasını sağlar. Fagozom daha sonra 

lizozomlar ile birleşerek fagolizozomları oluşturur, bu aşamadan sonra içeri alınan 

materyal lizozomal asit hidrolazlar ile sindirilir. Fagolizozomun olgunlaşması 

sırasında, hücre içine alınmış olan bazı membran proteinleri tekrar plazma 

membranına döner. 

Sadece özelleşmiş durumlarda rol oynayan fagositozun aksine pinositoz 

ökaryötik hücreler arasında oldukça yaygındır. Bu prosesin en iyi karakterize edilmiş 

formu ise reseptör aracılı endositozdur. Bu yolak, spesifik makromoleküllerin seçici 

alımını sağlayan bir mekanizma sunmaktadır. Hücre içine alınacak olan 

makromolekül öncelikle hücre yüzeyindeki spesifik reseptöre bağlanır. Bu 

reseptörler, plazma membranının klatrin kaplı çukurlar olarak isimlendirilen 

bölgesinde yoğunlaşmıştır. Bu çukurlar, reseptörleri ve onlara bağlı 

makromolekülleri (ligand) içeren küçük klatrin kaplı veziküller oluşturmak üzere 

membrandan tomurcuklanırlar. Ardından klatrin kaplı veziküller erken endozomlarla 

birleşirler. Endozomun içeriği lizozomlara ya da tekrardan plazma membranına 

gidecek şekilde sınıflandırılır. 

Memeli hücreleri tarafından kolesterolün alımı, moleküler düzeyde reseptör 

aracılı endositozu anlayabilmek için anahtar bir model olarak karşımıza çıkmaktadır. 

Kolesterol, kan dolaşımı aracılığı ile en yaygını düşük dansiteli lipoprotein (LDL) 

olarak bilinen lipoprotein partikülleri formunda taşınmaktadır. Michael Brown ve 

Joseph Goldstein’ın laboratuvarlarında yapılan çalışmalar, memeli hücreleri 

tarafından LDL’nin alımı için, LDL’nin klatrin kaplı çukurlarda yoğunlaşmış 

spesifik yüzey reseptörüne bağlanması gerekmektedir, bu basamaktan sonra 

endositoz ile hücre içine alınabilmektedir. Hücre içine alımda rol oynayan reseptör, 

plazma membranına giderken, LDL ise sonrasında hücrenin kolesterolü 

kullanabilmesi için lizozomlara gönderilir. 

Reseptör aracılı endositoz, ökaryotik hücrelerin plazma membranlarının en 

önemli aktivitesidir (Şekil 2.11). Bu yolak ile hücre içine alınan 20’den fazla reseptör 

gösterilmiştir. Kaplı veziküllerin içerisine hücre dışı sıvılar da inkorpore olmaktadır. 

Bu nedenle reseptör aracılı endositoz, spesifik makromoleküllerin yanı sıra, hücre 

dışı sıvıların ve onların içeriklerinin de selektif olmayan bir şekilde hücre içine 
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girmesine neden olur. Kaplanmış çukurlar hücrenin membranının % 1-2’sini 

oluştururken, yaklaşık 1-2 dakikalık bir ömre sahiptirler. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.11. Reseptör aracılı endositozun şematik gösterimi (50). 

Yapılan birçok çalışma, hücrelerin klatrinden bağımsız endositoz yolaklarına 

da sahip olduğunu göstermektedir. Örneğin, klatrin kaplı çukurlara bağlı endositoz 

inhibe edilerek düzenlenen bir deney koşulunda, sıvıların ve membrana bağlı bazı 

moleküllerin endositozunun devam ettiği gösterilmiştir. Klatrinden bağımsız 

endositoz yolaklarından birisi kalveol olarak isimlendirilen plazma membranının 

küçük invajinasyonları (50-80 nm çapında) ile moleküllerin alımını içermektedir. 

Kalveol, kolesterolün lipit parçalarından ve sfingolipitlerden zengindir ve kalveolin 

olarak isimlendirilen bir protein ile kaplıdır. Kalveoller, endositozu da içeren çeşitli 

taşınma proseslerinde ve hücre sinyalizasyonunda yer almaktadır. Buna ek olarak, 

büyük veziküller (0,15-5 μm çapında) makropinositoz olarak bilinen bir proses ile 

sıvıların alımında rol oynayabilirler. Sonuç olarak, kaltrin bağımlı endositoz hem 

sıvıların hem de spesifik makromoleküllerin alımı için önemli bir yolak iken, bunun 

yanı sıra hücreler klatrinden bağımsız farklı yolakları da kullanabilmektedir. 
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Dendrimerlerin Tümöre Aktif Hedeflendirilmesi 

Etkili bir hedeflendirilmiş ilaç taşıyıcı sistem; hedeflendirme ligandı, etkin 

madde, kanser görüntüleme ajanı, floresan prop gibi birçok komponenti, 

komponentlerin fonksiyonunu azaltmadan taşıyabilecek bir platforma gereksinim 

duyar. PAMAM dendrimerleri homojenliği, immünojenik olmaması, toksik 

olmaması, biyouyumlu olması nedeniyle bu taşıyıcı sistem özelliklerine sahiptir. 

Dendrimerler, yapılan araştırmalarda, etkin madde, DNA, radyonüklid, manyetik 

rezonans görüntülemede kontrast ajanı ve nötron yakalama tedavisinde boron olmak 

üzere çeşitli maddelerle konjuge edilmiştir (15). Dendrimerler, tümör yerine spesifik 

hedeflendirme yapabilmek için bir ligand ile de konjuge edilebilir. Ligandlar ilgili 

bölgedeki hücrelerin reseptörü tarafından tanınır ve etkin madde hedef bölgede 

yoğunlaşmış olur. 

Dendrimerler, sudaki yüksek çözünürlükleri, monodispers partikül boyut 

dağılımları ve tek tip yapıları sayesinde özellikle antikanser ilaçların ve görüntüleme 

ajanlarının taşınması için çok uygun taşıyıcılardır. Bu da dendrimer bazlı ilaç taşıyıcı 

sistemlerin antikanser aktivitesinin her üretimde tutarlı olmasını sağlar. 

Dendrimerlerin eşsiz dallı yapısına ek olarak, yüzeyinde bulunan çok sayıdaki 

fonksiyonel grup terapötik maddenin direkt konjugasyonuna ya da dalları arasına 

enkapsüle olmasına olanak sağlar. Dendrimer bazlı ilaç taşıyıcı sistemlerin hücresel 

alımının N-(2-hidroksipropil)metakrilamid (HPMA) ve PEG gibi lineer polimerlere 

göre önemli ölçüde fazla olduğu kanıtlanmıştır. Bu da dendrimerlerin nano boyutu ve 

çözelti içindeki küresel şeklinden ileri gelmektedir. Jelinkova ve diğ. antikor ile 

hedeflendirilmiş lineer ve dallanmış HPMA-doksorubisin konjugatlarının T-hücre 

lenfoması ve insan kolorektal kanser hücreleri üzerindeki toksik etkilerini 

karşılaştırmak üzere bir çalışma yapmışlardır (78). Dallanmış HPMA polimerleri, 

lineer HPMA’nın yarısı kadar bir molekül ağırlığına sahipken aynı zamanda 

hedeflendirme antikorunun 1,5-2 katı ağırlıktayken eşit yüzdelerde doksorubisini 

enkapsüle edebilmiştir. Aynı zamanda HPMA-doksorubisin konjugatları her iki 

hücre hattında da lineer formuna göre 3-11 kat daha fazla toksik bulunmuştur. Dahası, 

her iki tip polimer konjugatının da erkek Balb/c farelere tek bir intravenöz 

enjeksiyon uygulama sonrasında, enkorpore edilmiş doksorubisinin kan dolaşımında 

kalış süresi dallanmış HPMA polimer ile önemli ölçüde artırılmıştır. 
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Minko ve diğ. tarafından yapılan bir başka çalışmada ise aynı miktarda 

paklitaksel içeren 4. jenerasyon dendrimer-paklitaksel konjugatının lineer PEG-

paklitaksel konjugatı ile antikanser aktivitesi karşılaştırılmıştır. Dendrimer-

paklitaksel konjugatları serbest paklitaksele göre 10 kat daha fazla toksik 

bulunmuştur. PEG-paklitaksel konjugatları ise serbest paklitaksele göre 25 kat daha 

az toksiktir (79). Minko ve diğ. aynı zamanda peptit ile hedeflendirilmiş lipozomlara 

enkapsüle edilmiş paklitaksel, aynı miktarda paklitaksel içeren hedeflendirilmiş 4. 

jenerasyon dendrimerler ve hedeflendirilmiş lineer PEG-paklitaksel konjugatlarını da 

antikanser aktiviteleri açısından insan akciğer kanseri üzerinde karşılaştırılmıştır. Her 

üç formülasyon da birbirine benzer in vitro sitotoksisite göstermiştir ve tümör 

hacmini azaltmıştır. 

2.2. Anjiyogenez İlişkili Hedeflendirme ve Vasküler Endotelyal Büyüme 

Faktörü Reseptörü-1 (Anti-VEGFR-1) 

Anjiyogenez veya anjiyojenez; fizyolojik bir süreç olup, mevcut olan 

damarlardan filizlenme yolu ile yeni damarların oluşması, gelişmesi anlamına gelir.  

Anjiyogenez, büyüme ve gelişme ile yara iyileşmesi gibi süreçlerde olması beklenen 

bir olaydır. Bununla beraber bazı durumlarda patolojik de olabilmektedir (80-82). 

Anjiyogenezi tetikleyen ve önleyen faktörler arasındaki denge bozulduğu takdirde 

denge kimin tarafına bozulduysa ona göre anjiyogenezde eksiklik yahut fazlalık 

görülebilir. Kanserde, artritte, inflamatuvar bağırsak hastalıkları gibi inflamatuvar 

hastalıklarda; ve çeşitli göz hastalıklarında (makula dejenerasyonu gibi) anjiyogenez 

patolojik olarak meydana gelmektedir. 

Tanımlanan anjiyogenik faktörler arasında vasküler endotelyal büyüme 

faktörü–A (VEGF-A) sadece fizyolojik anjiyogenezde değil,  patolojik 

anjiyogenezde de önemli rol oynamaktadır. VEGF-A iki adet tirozin kinaz 

reseptörüne bağlanarak onları aktive eder. Bu reseptörler VEGFR-1 (Flt-1) ve 

VEGFR-2 (Flk-2)’dir. İnsan VEGFR-1’ı 1338 aminoasitten oluşur ve dört bölüme 

ayrılır. Bunlar, hücre dışı bölümü, transmembran bölümü, tirozin kinaz bölümü ve 

karboksi terminal bölgesidir. Hücre dışı bölümü 7 tane immünoglobulin benzeri 

bölüm taşır ve ligandlara bağlanma yeteneği 2. ve 3. bölümlerde lokalize olmuştur. 
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VEGF-A’nın VEGFR-1’e afinitesi çok yüksektir ve VEGFR-2’ye göre 10 kat daha 

fazladır. 

Kanserin en önemli ayırıcı özelliği olan anjiyogenez, onkolojide terapötik 

yaklaşımların odağı haline gelmiştir (83). Yapılan çalışmalar, epidermal büyüme 

faktörü (EGF) ve VEGF yolaklarının insan pankreas kanserinde büyük miktarda 

aktive olduğunu göstermektedir. Epidermal büyüme faktörü reseptörü ve vasküler 

endotelyal büyüme faktörü reseptörlerinin ekspresyonları pankreas kanserinin 

tanısında kullanılabilmektedir. Elde edilen bir rapora göre, IV. evre pankreas kanseri 

olan bir hasta başta gemsitabin, 5- FU, irinotekan ve sisplatin tedavisine yanıt 

vermezken, VEGF-A’yı hedef alan, rekombinant humanize edilmiş monoklonal 

antikor olan bevacizumabın eklenmesiyle kemoterapiye yanıt göstermiştir. Bu 

çalışma, pankreas kanserinde önceden başarısızlığa uğramış kemoterapiye kombine 

olarak kullanılan bevacizumabın (anti-VEGF-A monoklonal antikor) yararlı 

olacağını göstermiştir (84). Solid tümörlerin gelişimi, yeterli kan akımı sağlama 

yeteneklerine bağlıdır. Kan desteğinin kesilmesi ile tümörün metastazı ve boyutu 

regüle edilebilir. Anjiyogenez, düz kasların ve endotel hücrelerinin invazyonu, 

migrasyonu ve proliferasyonu ile karakterize edilir ki bu durumda temel membran 

bozulur, yeni bir lümen yapısı oluşur. Tümör hücreleri ve konakçı hücreler, yeni 

oluşan lümen yapısından sızarlar ve VEGF, platelet kökenli büyüme faktörü (PDGF), 

bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF), interlökin-8 (IL-8), anjiyogenin, 

anjiyotropin, platelet kökenli endotel hücre büyüme faktörü (PD-ECGF), 

dönüştürücü büyüme faktörü-α (TGF-α), TGF-β, epidermal büyüme faktörü (EGF) 

ve tümör nekrozis faktör gibi çeşitli pro-anjiyogenik faktörlerin salınmasına neden 

olurlar. Bunlar arasında, VEGF-A anjiyogenez gelişiminde rol oynayan en önemli 

faktörlerdendir. Birçok araştırmacı tümör anjiyogenezinde VEGF-A’nın büyük bir 

role sahip olduğunu ortaya koymuştur. VEGF-A etkisini vasküler endotel büyüme 

faktörü reseptörü-1 (VEGFR-1) ve VEGFR-2’ye bağlanarak gösterir. VEGFR-2, 

VEGF-A’nın anjiyogenik, mitojenik ve permeabilite artırıcı etkilerinin major 

aracısıdır. VEGFR-1’in anjiyogenezdeki önemi daha komplekstir.  
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Şekil 2.12. Vasküler endotel büyüme faktörü sinyalinin inhibe etmek için 

çeşitli stratejiler. VEGF-A (a) veya VEGF reseptörlerini (b,c) hedefleyen 

monoklonal antikorlar yer almaktadır. VEGF-trap gibi, şimerik çözünebilen 

reseptörler (d) için klinik çalışmalar devam etmektedir (85). 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü-1, VEGF için üç reseptör 

kinazdan birisi olup, kanserde anjiyogenezin regülasyonunda önemli yere sahiptir. 

Her ne kadar, başlangıçta VEGFR’ların sadece endotel hücrelerinde eksprese 

edildiğine inanılsa da, son yapılan çalışmalar, VEGFR-1’in endotelyal olmayan 

hücre tiplerinde de bulunduğunu göstermiştir. Araştırmacıların hipotezi, VEGFR-

1’in pankreatik kanser hücrelerinde bulunduğu, fonksiyonel olduğu ve malign 

fenotipe katkı sağladığı yönündedir. Bu hipotezi test etmek için, Ters Transkriptaz 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RTPCR) ve/veya Western blot analizlerini kullanarak, 

VEGFR-1’in ve ligandlarının mRNA ve/veya protein ekspresyonlarının tüm 

pankreas hücre hatlarında gösterilmesi amaçlanmıştır. VEGFR-1 ligandı olan VEGF-

B ile stimülasyon sonucunda, mitojen aktive eden protein kinaz sinyal iletimi, 

migrasyon ve invazyonun VEGFR-1 antikoru ile nötralize edilerek inhibe edildiği 

gösterilmiştir. Bu sonuçlar, tümör anjiyogenezinin, dolaşımdaki VEGF ailesinin 
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üyeleri tarafından, sadece endotelyal hücrelerde bulunan VEGF reseptörlerinin aktive 

edilerek değil, aynı zamanda VEGF reseptörlerine sahip olan tümör hücrelerindeki 

otokrin etki sonucu oluştuğunu göstermiştir (86). Pankreas tümör hücrelerinde 

VEGFR-1 reseptörünün varlığının saptanması, tez konusuna ışık tutan bir araştırma 

niteliği taşımaktadır. Pankreas tümör hücrelerinde ve tümörü çevreleyen damar 

endotelinde VEGFR-1 reseptörünün varlığı, tasarlanan ilaç taşıyıcı sistemin pankreas 

tümörüne taşınması için hedef nokta oluşturmaktadır. Aynı zamanda, ilaç taşıyıcı 

sistemin hedeflendirme ligandı olan anti-VEGFR-1 monoklonal antikor ile tümör 

anjiyogenezinin önüne geçilmesi planlanmaktadır.  

Itakura ve diğ.’nin 1997 yaptığı bir çalışmada insan pankreas hücre hatlarında 

VEGF’in aşırı miktarda eksprese edildiğini göstermiştir. Bu durum, tümör 

gelişiminde anjiyogenik süreçlerin aktive olmasını da kanıtlamaktadır (87). 

2.3.1. Anti-VEGFR-1 (Anti-Flt-1) Antikoru 

Flt-1 olarak da bilinen VEGFR-1 ve Flk-1 olarak da bilinen VEGFR-2 (KDR) 

VEGF reseptör tirozin kinazlardır. VEGFR-1 bazı şartlar altında, tuzak reseptör 

olarak rol oynar, VEGF’i ayrı tutar ve VEGFR-2 ile etkileşmesini engeller. Fakat 

gelişen kanıtlar, matriks metalloproteinazların ve endotelyal hücrelerden büyüme 

faktörlerinin salımının indüksiyonunun yanı sıra, VEGFR-1’in hematopoezde, tümör 

damarlanmasında rol oynayan monositlere ve diğer kemik iliği kökenli hücrelere 

gereksinim olduğu durumlarda önemli role sahip olduğunu desteklemektedir (88). Şu 

anda, VEGF yolağının inhibitörleri klinik olarak en ileri seviyededir. Farelere ait 

anti-VEGF-A monoklonal antikorun humanize edilmiş varyantı olan “bevacizumab” 

kanser tedavisinde antianjiyogenik tedavi yaklaşımı için FDA tarafından onay 

almıştır (85). VEGF ve onun reseptörleri VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEFGR-3 

parakrin anjiyogenik ve otokrin mitojenik yolaklar aracılığı ile tümörün gelişmesini 

tetikler. İlerlemiş pankreas kanseri tedavisi için, VEGF yolaklarının 

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

2.4. Kanser 

Her geçen gün kanser ile ilgili çalışmalar daha da yoğunlaşırken, kanser daha 

anlaşılır hale gelmekte ve bu hastalığın karmaşıklığı daha görünür hale gelmektedir. 
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Hücresel düzeyde kanser ve tümör kontrol edilemeyen hücre çoğalması olarak 

anlaşılmaktadır. Bu hücre çoğalması, hücre ölümü ve apoptozisten kurtularak tümör 

gelişmesine neden olmaktadır. Kontrolsüz çoğalmasının nedeni hücrelerin 

mutasyona uğramış olmasıdır. Bu mutasyonlar genellikle proto-onkojenler olarak 

bilinen genlerde meydana gelir. Bu genler, farklılaşmayı ve hücre büyümesini 

kontrol eden proteinleri kodlayarak hücre siklusunu kontrol etmektedir. Mutasyon 

sonucunda bu genler onkojenlere dönüşür, bu durumda hücre çoğalması kontrol 

edilemez. Böylece, öncesinde kanser olmayan bir hücre onkojene dönüşmüş olur. 

Onkojen, çoğalır ve normal bir genden köken alan mutasyona uğramış sinyal 

proteininden dolayı hücre yaşlanması gözlenmez. Çünkü tümörün çoğalması 

kontrolsüzdür, kütle, artan damarlanma ihtiyacını karşılayabildiği sürece büyümeye 

devam edebilir. Tümörler, aniden yeni damar oluşması ya da önceden var olan 

damarların düzensiz bir hale gelmesine neden olur. Tümörün bir diğer karakteristiği 

ise, hücre membranının düzensiz bir şekilde gelişmesine neden olmasıdır. Bu 

düzensizlik hücrenin endoteliyal bağlantılar arasında genişlemesine neden olacak 

şekildedir. Bu şekilde daha kısa damarlar oluşur ve besin alımını kolaylaştıracak 

şekilde hücreler daha poröz yapıda konumlanırlar. Her ne kadar antikanser ilaçları 

(metotreksat, paklitaksel vb.) geliştirilmiş olsa da ve in vitro olarak tümör çapını 

küçülttüğü gösterilmiş ve vücuttan tümörü uzaklaştırabileceği düşünülse de, bu 

ilaçların yeterliliği, ilaçların tümörle etkileşimi konusundan dolayı endişe 

yaratmaktadır. Bazı antikanser ilaçlarının yarılanma ömrü ve spesifik olarak tümör 

hücreleri ile etkileşiminin az olması sorunları bu ilaçların yönetilmesini 

zorlaştırmaktadır (90).  

2.4.1. Pankreas Kanseri 

Pankreas, karın boşluğunda, omurganın bel bölümünün önünde yer alan bir 

salgı bezi olup, ortalama 15-20 cm uzunluğunda, kadınlarda 55 gr, erkeklerde 70 gr 

ağırlığındadır. Şişkin olan sağ ucuna baş, daha dar olan orta bölümüne gövde, gövde 

ile başın birleştiği ince bölüme boyun, ince uzun olan son ucuna da kuyruk denir 

(Şekil 2.13). Pankreas endokrin ve ekzokrin olmak üzere iki ayrı salgı fonksiyonuna 

sahiptir. Pankreas kanseri, malign hücrelerin pankreas dokusunda bulunduğu bir 

hastalıktır (50).  
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Şekil 2.13. Pankreasın konumu ve anatomisi (50). 

Pankreas kanseri Amerika Birleşik Devletleri’nde kansere bağlı ölümler 

arasında dördüncü sıradadır ve 2020 yılında ikinci sıraya yükselmesi 

öngörülmektedir. En ölümcül kanser türü olan pankreas kanserinde hastaların beş yıl 

hayatta kalma oranı % 6’dır, öte yandan hastaların % 73’ü teşhis edildikleri ilk yıl 

içinde kaybedilmektedir. Amerika Birleşik Devletleri’nde 2014 yılında 46420 adet 

pankreas teşhisi konulmuş olup, tahminlere göre bunlarda 39590’ı bu hastalıktan 

ölecektir. Amerika Birleşik Devletleri nüfusundaki demografik değişimler ve 

görülme sıklığı ve ölüm oranındaki değişiklikler baz alındığında 2030 yılında yeni 

pankreas kanseri vaka sayısının 2 kat, buna bağlı ölümlerin ise 2,4 kat artacağı 

tahmin edilmektedir (50). 

Pankreasın ya da diğer bir organın kanseri kontrolsüz hücre çoğalması olarak 

karakterize edilmektedir. Kanser hücreleri apoptozisten kaçınabilen, kendi çoğalma 

sinyallerini üretebilen ve çoğalmanın inhibe edileceği sinyallere karşı dirençli 

hücrelerdir (53). Kanserin 2-3 mm3’ten daha büyük bir boyuta erişebilmesi için 

anjiyogenez olarak isimlendirilen yeni damar oluşumu gerekmektedir. Fakat, oluşan 

bu tümör damarlanması yapısal ve fonksiyonel olarak olmayan organizasyonu bozuk 

bir damarlanmadır (91). Tümör dokusunun boyutu büyüdükçe, tümörün içindeki 

doku içi basınç da artmaya devam ettiğinden, kemoterapötiklerin tümörün iç 

bölgelerine taşınması zor olmaktadır. İnsan pankreas kanseri, teşhisinin zorluğu ve 

tedavi seçeneklerinin azlığı nedenleriyle tüm kanser türleri arasında 5 yıllık hayatta 
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kalma oranı en düşük olan kanser türüdür (92,93). Bu nedenden dolayı pankreas 

kanseri tedavileri seçenekleri geliştirilmelidir. 

Pankreas kanserinin birincil tipi pankreatik adenokarsinomadır ve tüm 

vakalar arasında % 95’lik bir orana sahiptir (94). Pankreatik adenokarsinoma 

pankreasın ekzokrin fonksiyonunu etkilemektedir. Tümörün pankreas içerisinde 

nerede geliştiği teşhis edilme evresi ve tedavi sonucu ile yakından ilintilidir. 0. evre 

hiç yaşanmamıştır. 1. evre kanserin köken aldığı organda lokalize olduğu durumdur. 

2. evre iki koşula ayrılmaktadır. Birincisi kanser komşu organlara yayılmıştır ancak 

lenf nodlarına yayılmamıştır, ikincisi durumda ise kanser komşu organlara 

yayılmakla birlikte bazı bölgesel lenf nodlarına da metastaz yapmıştır. 3. evrede ise 

kanser lenf nodlarına yayılmış ya da yayılmamış olabilir ancak çok yakın olmayan 

diğer organlara (mide, dalak, kolon, komşu damarlar) sıçramıştır. 4. evrede ise tümör 

lenf nodlarına yayılmış ya da yayılmamış olabilir ancak uzak organlara sıçramıştır. 0., 

1. ve 2. evre tümörler cerrahi olarak çıkarılabilirken, evre 3 ve 4 tümörler 

çıkarılamazlar (95). 5 yıllık hayatta kalma oranları hastalığın ciddiyetine bağlıdır. 

Lokalize olmuş tümörlerde hayatta kalma oranı % 20 iken, bölgesel tümörlerde % 8, 

uzak organ metastazında % 2’dir. Maalesef, hastaların ancak % 7’sine lokalize tümör 

tanısı konulurken, % 26’sına bölgesel, % 52’sine ise uzak organ metastazı olan 

pankreas kanser tanısı konmaktadır (96). 

Amerikan Kanser Topluluğunun 2012 yılında yayınlanan yıllık raporuna göre 

pankreas kanserinde bir artış göze çarpmaktadır, raporda bu durumun obezitedeki 

artış ile ilişkilendirilebileceği yönünde bir görüşe yer verilmiştir. Pankreas kanserinin 

erken teşhis edilememesinden dolayı, bu kanser tipi tahrip gücü çok yüksek bir 

hastalık olmaktadır. Erken teşhis durumunda ise o anki metastaz riski gibi ciddi 

zorluklar nedeniyle hastaların ancak % 20’sinden azında cerrahi işlem şansı 

bulunabilmektedir. Söz konusu hastaların ise sadece yarısında tümörler başarılı bir 

şekilde rezeke edilebilmektedir (97). İlk teşhiste metastaz oranı yüksek bir hastalık 

olması, agresif klinik süreci ve sistemik tedavideki başarısızlıklar yüksek 

mortalitenin nedenleridir. İlerlemiş hastalığın tedavisinde sitotoksik ilaçların 

kullanımı başarısızlıkla sonuçlanmıştır. Günümüzde, araştırmacılar hedeflendirilmiş 

tedavinin rolünü değerlendirebilmek amacıyla moleküler yolaklar üzerine 

yoğunlaşmıştır (98). Gemsitabin lokal ileri pankreas kanseri ve metastatik pankreas 
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kanserinde standart tedavi yaklaşımı haline gelmiştir. Yumurtalık, küçük hücreli 

akciğer ve pankreas kanserini içeren solid tümörler için, tek başına veya diğer 

sitotoksik ilaçlarla birlikte kullanımı günümüzde önemli bir tedavi seçeneği olarak 

uygulanmaktadır. Oluşturduğu kısmi antitümör etkiyle birlikte, ağrı ve ilaç kullanım 

gereksinimini azaltması ve ayrıca beslenme durumunda meydana getirdiği iyileşme 

ile yaşam kalitesini artırması gemsitabine olan ilginin en önemli temel sebepleridir. 

Ancak, kanser hücrelerine karşı umut vaat eden etkinliğine karşın, pankreas 

kanserinde gemsitabine olan yanıt molekülün hedef bölgeye etkin ulaşamamasından 

dolayı düşük seviyelerde kalmaktadır, tedavide başarısı klinik değerlendirmelere 

göre % 20 düzeyindedir (97,99) .  

2.5. Gemsitabin Hidroklorür 

Gemsitabin HCl C9H11F2N3O4.HCl kimyasal formüle sahip, 299,66 g/mol 

molekül ağırlığına sahip, pKa’sı 3,6 olan bir antikanser moleküldür. Suda 1 kısmı 10-

30 kısımda çözünürken, metanolde 1 kısımı 100-1000 kısım aralığında 

çözünmektedir.  

Sentetik, pirimidin nükleozid ve antineoplastik etkili bir madde olan, 

gemsitabin (2′,2′-diflorodeoksisitidin), lokal ileri pankreas kanseri ve metastatik 

pankreas kanserinde günümüzde standart tedavide tercih edilen en önemli antikanser 

molekül durumundadır. Gemsitabin HCl’ün, Eli Lilly Firması’nın GEMZAR® isimli 

ticari ürünü ilk onayını 1996 yılında FDA tarafından kanser tedavisindeki kullanımı 

için almıştır. Gemsitabin bir ön ilaç olup, hücre içine girmesi ve aktif metabolitine 

dönüşmesi için fosforilasyona uğraması gerekmektedir (98). Gemsitabin, 

antimetabolit sınıfı bir antineoplastik olup, yapısal ve farmakolojik açıdan sitarabine 

(1-β-D-arabinofuranosilsitozin, ara-C) benzer (Şekil 2.14). Ara-C’den sadece 2’ 

konumundaki hidroksil gruplarını içeren geminal florinlerin sübstitüsyonları 

açısından farklılık gösterir ve hematolojik olmayan malignitelerde ara-C’nin 

etkinliğini artırmak için geliştirilmiştir.  
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Şekil 2.14. Gemsitabin HCl’ün kimyasal şekli 

Gemsitabinin aktivasyonu için, hücre içinde aktif olan 5’ trifosfat formuna 

dönüşmesi gerekir. Bu dönüşüm deoksistidin kinazlar aracılığı ile sağlanır. 

Dolayısıyla bu enzim gemsitabin aktivasyonu için hız sınırlayıcıdır. Gemsitabinin 

etki mekanizması şu şekildedir, deoksinükleotidin DNA zincirine eklenmesini 

takiben, gemsitabin trifosfatın uzatılmış DNA zincirinin en sonuna katılması 

sonucunda, DNA sentezi durur ve ribonükleotid redüktaz enzimi inhibe olur. 

Gemsitabin çok hızlı ve yaygın bir şekilde, kanda, karaciğerde, böbrekte ve diğer 

dokularda, sitidin deaminaz tarafından deaminasyona uğrayarak inaktif formu olan 2’, 

2’- diflorodeoksiüridin (dFdU)’e dönüşür ve idrarla atılır. Gemsitabinin kanda kalış 

süresi çok kısadır (8-17 dakika). Terapötik ilaç seviyesine ulaşmak için, gemsitabin 

günümüzde 1000 mg/m2 olacak şekilde ve 30 dakikalık intrevenöz infüzyonu 

şeklinde uygulanmaktadır. Gemsitabin monoterapi şeklinde kullanıldığında pankreas 

kanseri ve küçük hücreli akciğer kanserinin tedavisinde endikedir, aynı zamanda 

birçok solid tümöre karşı etkin olduğu gösterilmiştir (100). İnsanlarda, solid 

tümörlere karşı geniş bir sitotoksisite spektrumuna sahip olan, suda çözünen 

antimetabolit nükleozid analoğu olan gemsitabinin antikanser etkinliği kısa yarı ömrü 

nedeniyle kısıtlıdır. Düşük molekül ağırlıklı antikanser ilaçların yüksek dozlarda 

kullanımı, vücutta kontrolsüz ve rastgele dağılacağı için, hastalarda spesifik olmayan 

toksisitelere neden olmaktadır. Gemsitabinle birlikte görülen bu etkilere örnek olarak, 

kemik iliğinin baskılanması ve geri dönüşümlü transaminaz yükselmesi verilebilir. 

Bugüne kadar, gemsitabinin in vivo stabilitesinin artırılmasına ve toksisitesinin 

azaltılmasına yönelik olarak birçok yaklaşım denenmiştir. Bu yaklaşımlar, 
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gemsitabinin lipozomlara enkapsüle edilmesi ve gemsitabinin hem doymuş hem de 

doymamış C18 ve C20 açil zincirlerine bağlanmasıdır. Gemsitabinin lipozomlara ve 

kısa zincirli hidrokarbonlara yüklenmesi, plazma tarafından hızlı bir şekilde 

gerçekleştirilen inaktivasyona karşı kısmi bir koruma sağlarken, vücuttaki rastgele 

biyodağılımı ve hızlı böbrek atılımını engelleyememiştir (101). 

Pankreas kanserinin tedavisine ilişkin olarak, hastalar üzerinde yapılan 

araştırmalarda, gemsitabin ve 5-florourasil (5-FU) tedavileri değerlendirilmiştir. 

Klinik yanıtlar incelendiğinde, gemsitabine % 23,8 oranında yanıt alınırken 5-FU’da 

bu oranın % 4,8 olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca, bir yıl boyunca hayatta kalma 

oranları incelendiğinde, gemsitabinle tedavi edilenlerde bu oran % 18 iken, 5-

FU’da % 2 seviyesindedir. Klinik düzeyde yapılan bu araştırma, pankreas kanserinde 

tedavi yaklaşımının gemsitabin ile yürütülmesinin doğru bir seçenek olduğunu 

göstermektedir (98). 

2.6. Hücre Canlılığın Test Edilmesi 

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

Testi 

Çoğalma ve sitotoksisite çalışmalarında canlı hücre sayısını tespit için 

kullanılan, enzim aktivitesine dayalı kolorimetrik bir yöntemdir. Bu yöntem yaşayan 

hücrelerin renksiz ya da az renkli MTT (3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil 

tetrazolyum bromid)’yi, renkli formazan türevlerine dönüştürmesi temeline dayanır. 

MTT yöntemi ilk kez 1983 yılında Mosmann tarafından immünolojik çalışmalar için 

hızlı bir kolorimetrik yöntem olarak tanımlanmıştır (102). MTT (11) mitokondriyal 

süksinik dehidrogenaz enzimi tarafından çoğalan hücrelerde formazana (kırmızı-

mor) dönüşür. Sadece indirgenen şekil (formazan) spektrofotometrik olarak 

ölçülebilir, bu nedenle orijinal boya ile herhangi bir girişim gözlenmemektedir. 

2.7. Akış Sitometrisi 

Akış sitometrisi (aynı zamanda akış mikroflorimetri ya da akış sitoflorimetrisi 

olarak da adlandırılabilir), hücre veya partiküllerin akmakta olan bir akışkanın 

içindeyken karakteristiklerinin ölçülmesidir. Akış sitometrisi ile bir süspansiyon 
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halindeki hücre ya da partiküller, lazer ışığı ile aydınlatılmakta olan bir bölmeden 

geçirilir; hücrelerin ışığın önünden geçerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz 

edilir. Oluşan sinyallerin kaynağı, hücrenin büyüklük, granülarite gibi fiziksel 

özellikleri olabildiği gibi; hücreye bağlanan çeşitli florokromlar da olabilir. Böylece 

hücre ya da partikülün immunfenotipi, DNA içeriği, enzim aktiviteleri, hücre 

membran potansiyeli, canlılığı gibi çeşitli özellikleri hakkında bilgi toplanabilir. 

Görünür ya da floresan dalga boylarında tek tek hücreler tarafından yapılan yayılım 

hücrelerin antijenik, biyokimyasal ya da biyofiziksel özellikleri hakkında bilgi 

edinilmesini sağlar. Akış sitometrisi genel olarak iki amaç için kullanılır; kantitatif 

analiz ya da hücrelerin ayrılması. Akış sitometrisi yardımıyla tek tek kaynak 

önünden geçen hücreler özelliklerine göre genellikle elektrostatik olarak 

birbirlerinden ayrılırlar. Tek başına incelenen hücreler üzerinde yapılan ölçümlerin 

grafiksel olarak ifadesine histogram denir. Histogramdaki veriler hücre sayısını ve 

tek başına olan hücreler üzerinde yapılan ölçüm ya da ölçümlerin değerlerini içerir. 

Analizlerde genel olarak üç aşama bulunmaktadır. İlk aşama akış sitometrisi öncesi 

fazdır. Bu aşamada hücreler hazırlanırlar, protokoller geliştirilir ve daha sonrasında 

hücrelerin floresan proplar ile boyanmaları gerçekleştirilir. İkinci aşama akış 

sitometrisi aşamasıdır. Her bir hücre cihazda bulunan kapillerden ve eksitasyon 

kaynağı önünden tek tek geçerler ve bu sırada yapılan ölçümler kaydedilir. Son 

aşama ise elde edilen verilerin incelenmesi ve değerlendirilmesidir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Araç ve Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

APC işaretli sekonder antikor (Goat 

anti-rabbit IgG, F(ab')2-APC) 

Santa Cruz/ ABD 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Carlo Erba/ İtalya 

Diyaliz membranı (2000, 10000 Da) Millipore/Almanya 

Etilendiamin Merck/ Almanya 

Fetal sığır serumu (FBS)  Biochrom AG / Almanya 

Fikol Sigma Aldrich/ABD 

Flt-1 (C-17) antikoru (tavşan) Santa Cruz/ ABD 

Flt-1 (H-225) antikoru (sc-9029) Santa Cruz/ ABD 

Gemsitabin HCl Sigma Aldrich/ ABD 

Iscove'un modifiye edilmiş Dulbecco 

ortamı (IMDM) 

Biowest The Serum Specialist, 

Nuaillé/ Fransa 

LPR ultrafiltrasyon membranı Millipore/Almanya 

Metanol (HPLC grade) Sigma Aldrich/ ABD 

Metilakrilat Merck/ Almanya 

Metiltiyazoliltetrazolyum (MTT) Sigma/ ABD 

n-Butanol Merck/Almanya 

N,N-Dimetilformamid  Applichem GmBH / Almanya 

Normal tavşan antikoru (IgG) Santa Cruz/ ABD 
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PEG bisamin HCI (MA: 2000) JemKem Technology/ ABD 

Penisilin / Streptomisin  Biochrom AG / Almanya 

Sodyum dodesil sülfat (SDS)  Sigma-Aldrich/ ABD 

Tetra-amin PEG (MA: 5000) (PEG 

tetrakisamin) 

JemKem Technology/ ABD 

Tripan mavisi  Sigma/ ABD 

Tripsin – EDTA çözeltisi  Biochrom AG/ Almanya 

3.1.2. Biyolojik Materyal 

CFPAC-1 Hücre hattı ATCC/ ABD 

CD1 Nude Fare Charles River/ Almanya 

3.1.3. Kullanılan Aletler 

Akış sitometri cihazı BD FACSAria II/ ABD 

ATR Spektroskopisi Perkin Elmer Spectrum One in ATR 

Basınçlı Azot Tüpü Linde, Türkiye 

Mikrodalga sentez sistemi CEM Corporation, North Carolina, 

USA 

Doku Kesiti Alma Cihazı Leica/ Almanya 

ELISA Okuyucu Molecular Devices, Spectra Max Plus/ 

ABD 

Floresan Mikroskop Leica, Wetzlar/ Almanya 

Hassas Terazi Mettler Toledo, İsviçre 

HPLC Sistemi, DAD Dedektörlü Agilent Technologies 1200 Series, 

ABD 
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İnkübatör Heracell 150 i, Thermo Scientific/ 

ABD 

Işık Mikroskobu Olympus, Japonya 

Kolon (C18 5µm, 150x4,6 mm) Clipeus, Higgins Analytical Inc., 

ABD 

Karıştırmalı küvet (Amicon 8000) Millipore/Almanya 

Laminar hava akımlı kültür kabini HERA Safe, Thermo Scientific/ ABD 

Liyofilizatör Heto PowerDry PL3000, Jouan, 

Danimarka 

Manyetik Karıştırıcı Variomag Telesystem, Almanya 

Mikropipet Eppendorf, Almanya 

NMR Spektroskopisi Bruker Avance 500 MHz 

Spectrometer 

Partikül Büyüklüğü ve Zeta 

Potansiyeli Ölçüm Cihazı 

Zetasizer Nanoseries ZS, Malvern 

Instruments, İngiltere 

pH metre Sartorius PP-20, Almanya 

Santrifüj Aleti Hermle Z383 K, Almanya 

Şırınga Filtresi Advantec, MFS, Inc., Japonya 

Ultra Saf Su Sistemi Simplicity 185-Milipore, ABD 

Ultrasonik Banyo Branson B 220 Smith Kline, ABD 

UV Görüntüleme Sistemi Gel Logic 1500, Imaging Systems, 

Kodak /ABD 

Vorteks Nüvemix, Türkiye 

 

 



 

 

42 

3.2. Metod 

3.2.1. Dendrimer Sentezi 

Tez çalışması kapsamında sentezlenen EDA ve PEG çekirdekli PAMAM 

dendrimerlerinin sentezi, PEG ile modifikasyonu ve antikor ile konjugasyonu ve 

karakterizasyonları Yıldız Teknik Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi, Kimya 

Bölümü’nde Prof.Dr. Metin Tülü ve ekibi tarafından gerçekleştirilmiştir.Tez 

çalışmaları kapsamında sentezlenecek olan dendrimerler anyonik karboksilik asit son 

gruplu 4,5. jenerasyon, EDA ve PEG tetrakisamin çekirdekli PAMAM tipi 

dendrimerlerdir. Bu dendrimerlerin sentezi ıraksak yöntem esasına göre 

gerçekleştirilmiş olup, Şekil 3.1’de özetlenmeye çalışılmıştır. Sentezlenen 

dendrimerler, sahip oldukları üstünlüklerinden dolayı PEG 2000 ile modifiye 

edilmiştir. % 2 oranında gerçekleştirilmesi planlanan modifikasyonun ardından 

tümöre hedeflendirme amacıyla anti-VEGFR-1 ile konjuge edilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1. Dendrimer sentezinin aşamaları. 

PEG Modifikasyonu

+ NH2-PEG2000-NH2

Dendrimer Sentezi

EDA çekirdekli

Metilakrilat

+

Etilendiamin

PEG çekirdekli

4 Kollu-NH2-5000

+

Etilendiamin
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 Mikrodalga Destekli PAMAM Türü Dendrimerlerin Sentezi 

Yarım Jenerasyonlu PAMAM Dendrimerlerin Genel Sentez Yöntemi 

(0,5-4,5) 

Oda sıcaklığında metanol içerisindeki PAMAM çözeltilerinin (0-4) üzerine 

klasik Michael ekleme reaksiyon yöntemiyle stokiyometrik oranda en az 10 kat fazla 

metilakrilat ilavesi yapılmıştır. 24 saatlik bir karıştırmadan sonra reaksiyon 

durdurulup, çözücü ve ihtiyaç fazlası metilakrilat döner buharlaştırıcı yardımıyla 

uzaklaştırılmıştır. 

Tam Jenerasyonlu PAMAM Dendrimerlerin Genel Sentez Yöntemi (1-

4.NH2) 

Metanol (1-5 mL) içerisindeki ester sonlu PAMAM çözeltilerinin (0,5 - 3,5) 

üzerine etilendiamin (ester sayısının 10 katı) ilave edilmiştir. Mikrodalga ortamında 

200-250 W, 30-80 dk, 120-130 oC arasında reaksiyon gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.2). 

Reaksiyon bittikten sonra çözücü ve etilendiaminin fazlası döner buharlaştırıcı 

yardımıyla uzaklaştırıldıktan sonra olası etilendiaminin fazlası n-butanol ile azeotrop 

oluşturularak uzaklaştırılmıştır. Bunun için bir ultra filtrasyon tekniği olan LPR 

(Liquid Phase Polymer Retention) tekniğinden faydalanılmıştır (Şekil 3.3). LPR 

yönteminde 15 psi N2 basınçta, % 50 metanol çözeltisi ve 1-3 kDA membranlar 

kullanılarak yüksek saflıkta ve yüksek verimde dendrimerler elde edilmeye 

çalışılmıştır.  
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Şekil 3.2. Tam jenerasyonlu dendrimer sentezine ilişkin akış sırası 

Şekil 3.3’te ayrıntılı olarak verilen LPR diyaliz sisteminin çalışma prensibi, 6 

numaralı kısımda saf su bulunmaktadır. Basınç (4 numaralı kısım) yardımıyla 6 

numaralı kısımdaki su 1 numaralı kısma iletilir. Karıştırıcı yardımıyla 1 numaralı 

kapta dendrimer-su karışımı karıştırılır. Basınç yardımıyla 1 numaralı kabın üstünden 

gelen su miktarı 1 numaralı kabın çıkış yerinden dışarı çıkar. 2 numaralı kısımda ise 

membran bulunmaktadır. Molekül ağırlığı 1000, 3000, 10000 olan maddeleri 

ayırmak olmak çeşitli por açıklığına sahip membranlar bulunmaktadır. Örneğin, 

jenerasyonu 4,0, molekül ağırlığı 8000 g/mol olan bir dendrimeri molekül ağırlığı 

3000 olan membranla diyaliz yaparak reaksiyona fazla miktarda ilave ettiğimiz 

etilendiamini rahatlıkla uzaklaştırabiliriz. Bu işlemi tam jenerasyon dendrimer 

üretiminde yapılmaktadır (1, 2, 3, 4 gibi), yarım jenerasyonlarda kullanılmamaktadır,  

çünkü yarım jenerasyonlarda metilakrilat ilave ederek yarım jenerasyon 

yapılmaktadır ve metilakrilat uçucu bir kimyasal olduğu için diyaliz yapmaya gerek 

kalmamaktadır.  
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Şekil 3.3. Ultra Filtrasyon düzeneği (1) filtrasyon hücresi, (2) Ultra filtrasyon 

membranı, (3) manyetik karıştırıcı (4) basınç kaynağı (5) selektör (6) rezervuar. 

PEG tetrakisamin Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin (PEG-PAMAM) 

Sentezi 

PEG tetrakisamin çekirdekli dendrimerlerin (PEG-PAMAM) 0,5. 

jenerasyondan 4,5. jenerasyona kadar olan sentez basamakları sırasıyla açıklanmıştır. 

 PEG-PAMAM 0,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (0,244 g, 2,83 

mmol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 mL) çözünmüş olan 4-kollu-NH2-

5000 (1,454 g, 0,28 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat 

boyunca karıştırılmıştır.  

 PEG-PAMAM 1,0: Metanol (5 mL) içerisindeki PEG-PAMAM 0,5 (1,51 g, 

0,25 mmol) çözeltisi ile EDA (81,31 g, 20,74 mmol) maddesi mikrodalga 

ortamında 200 W, 75 dk ve 122 oC karıştırılmıştır. 

 PEG-PAMAM 1,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (0,384 g, 4,46 

mmol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 mL) çözünmüş olan PEG-PAMAM 

1,0 (1,35 g, 0,22 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat 

boyunca karıştırılmıştır.  
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 PEG-PAMAM 2,0: Metanol (5 mL) içerisindeki PEG-PAMAM 1,5 (1,44 g, 

0,19 mmol) çözeltisi ile EDA (1,869 g, 31,09 mmol) maddesi mikrodalga 

ortamında 200 W, 75 dk ve 126 oC karıştırılmıştır. 

 PEG-PAMAM 2,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (0,586 g, 6,80 

mmol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 mL) çözünmüş olan PEG-PAMAM 

2,0  (1,34 g, 0,17 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat 

boyunca karıştırılmıştır. 

 PEG-PAMAM 3,0: Metanol (5 mL) içerisindeki PEG-PAMAM 2,5 (1,66 g, 

0,15 mmol) çözeltisi ile EDA (3,0 g, 49,91 mmol) maddesi mikrodalga 

ortamında 200 W, 75 dk ve 123 oC karıştırılmıştır. 

 PEG-PAMAM 3,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (0,943 g, 10,95 

mol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 mL) çözünmüş olan PEG-PAMAM 3,0  

(1,58 g, 0,13 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat 

boyunca karıştırılmıştır. 

 PEG-PAMAM 4,0: Metanol (4 mL) içerisindeki PEG-PAMAM 3,5 (2,22 g, 

0,13 mmol) çözeltisi ile EDA (5,01 g, 83,36 mol) maddesi mikrodalga 

ortamında 200 W, 90 dk ve 126 oC karıştırılmıştır. 

 PEG-PAMAM 4,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (1,148 g, 13,33 

mmol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 mL) çözünmüş olan PEG-PAMAM 

4,0  (1,57 g, 0,08 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat 

boyunca karıştırılmıştır. 

EDA Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin (EDA-PAMAM) Sentezi 

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

jenerasyona kadar olan sentez basamakları sırasıyla açıklanmıştır. 

 EDA-PAMAM 0,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (21,487 g, 

0,249 mol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 mL) çözünmüş olan EDA (3,0 g, 

49,91 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat boyunca 

karıştırılmıştır. 

 EDA-PAMAM 1,0: Metanol (5 mL) içerisindeki EDA-PAMAM 0,5 (13,68 g, 

33,81 mmol) çözeltisi ile EDA (81.31 g, 1.35 mol) maddesi mikrodalga 

ortamında 200 W, 60 dk ve 124 oC karıştırılmıştır. 
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 EDA-PAMAM 1,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (18,30 g, 0,212 

mol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 mL) çözünmüş olan EDA-PAMAM 1,0 

(10,99 g, 21,26 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat 

boyunca karıştırılmıştır. 

 E 2,0: Metanol (5 mL) içerisindeki E 1,5 (19,12 g, 15,85 mmol) çözeltisi ile 

EDA (76,253 g, 1,26 mol) maddesi mikrodalga ortamında 200 W, 70 dk ve 

128 oC karıştırılmıştır. 

 EDA-PAMAM 2,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (18,82 g, 0,218 

mol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 mL) çözünmüş olan EDA-PAMAM 2,0  

(15,64 g, 10,93 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat 

boyunca karıştırılmıştır. 

 EDA-PAMAM 3,0: Metanol (5 mL) içerisindeki E 2,5 (20,05 g, 7,14 mmol) 

çözeltisi ile EDA (68,66 g, 1,14 mol) maddesi mikrodalga ortamında 150 W, 

60 dk ve 124 oC karıştırılmıştır. 

 EDA-PAMAM 3,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (15,43 g, 0,179 

mol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 ml) çözünmüş olan EDA-PAMAM 3,0  

(14,60 g, 4,48 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat 

boyunca karıştırılmıştır. 

 EDA-PAMAM 4,0: Metanol (4 ml) içerisindeki EDA-PAMAM 3,5 (15.85 g, 

2.63 mmol) çözeltisi ile EDA (50,70 g, 0,84 mol) maddesi mikrodalga 

ortamında 200 W, 60 dk ve 120 oC karıştırılmıştır. 

 EDA-PAMAM 4,5: Metanol (20 mL) içerisindeki metilakrilat (10,563 g, 

0,122 mol) çözeltisi üzerine, metanolde (20 mL) çözünmüş olan EDA-

PAMAM 4,0  (10,60 g, 1,53 mmol) çözeltileri ilave edilerek oda sıcaklığında 

24 saat boyunca karıştırılmıştır. 
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Asit Sonlu PAMAM Dendrimerlerin Genel Sentez Yöntemi 

Metanol çözeltisi içerisindeki yarım jenerasyonlu PAMAM çözeltileri (PEG-

PAMAM 4,5- EDA-PAMAM 4,5) NaOH ortamında 24 saat karıştırılmıştır. Çözücü 

döner buharlaştırıcı yardımıyla uzaklaştırılmıştır.  

PEG tetrakisamin Çekirdekli Asit Sonlu PAMAM Dendrimerlerin 

Sentezi 

Metanol (2 mL) içerisindeki NaOH (0,171 g, 4,27 mmol) çözeltisi üzerine, 

metanolde (2 mL) çözünmüş olan PEG-PAMAM 4,5 maddesini  (1,19 g, 0,024 

mmol) ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat boyunca karıştırılmıştır. 

EDA Çekirdekli Asit Sonlu PAMAM Dendrimerlerin Sentezi 

Metanol (2 mL) içerisindeki NaOH (0,169 g, 4,22 mmol) çözeltisi üzerine, 

metanolde (2 mL) çözünmüş olan EDA-PAMAM 4,5 maddesini  (1,27 g, 0,049 

mmol) ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat boyunca karıştırılmıştır. 

PEG Bisamin Sonlu PAMAM Dendrimerin Genel Sentez Yöntemi 

20 mL metanol içerisindeki ester sonlu PAMAM çözeltilerin (PEG-PAMAM 

4,5, EDA-PAMAM 4,5) üzerine metanolde çözünmüş olan PEG 2000 (ester 

sayısının %10’u) maddesi argon atmosferi altında 0 oC sıcaklıkta 5 saat boyunca 

damla damla ilave edilmiştir. 24 saat oda sıcaklığında karıştırılmıştır. Reaksiyon 

bittikten sonra ortamdaki çözücü döner buharlaştırıcı yardımıyla uzaklaştırılmıştır. 

LPR yönteminde 15 psi N2 basınçta, metanol çözücüsü içerisinde, 10 kDA 

membranlar kullanılarak saflaştırma işlemi yapılmıştır, ardından son çözelti döner 

buharlaştırıcı ile uçurulmuştur.  

PEG tetrakisamin Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin (PEG-PAMAM) 

PEG ile Yüzey Modifikasyonu 

20 mL metanol içerisindeki PEG-PAMAM 4,5 (1,71 g, 0,05 mmol) 

çözeltisinin üzerine soğuk ortanda metanolde çözülmüş olan PEG 2000 (1,943 g, 

0,99 mmol) maddesi argon atmosferi altında 0 oC sıcaklıkta 5 saat boyunca damla 

damla ilave edilmiştir. Bir gece oda sıcaklığında karıştırılarak ürün elde edilmiştir.  
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EDA Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin (EDA-PAMAM) PEG ile 

Yüzey Modifikasyonu 

20 mL metanol içerisindeki E 4,5 (1,487 g, 0,119 mmol) çözeltisinin üzerine 

soğuk ortanda metanolde çözülmüş olan PEG 2000 (2,028 g, 1,04 mmol) maddesi 

argon atmosferi altında 0 oC sıcaklıkta 5 saat boyunca damla damla ilave edilmiştir. 

Bir gece oda sıcaklığında karıştırılmıştır (Şekil 3.4).  

 Tablo 3.1. Dendrimer sentezi 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.4. Dendrimer yüzeyinin PEG2000 ile modifikasyonu 

3.2.2. Antikor Konjugasyonu 

PEG-PAMAM Dendrimerlerine Antikor Bağlama Reaksiyonu 

1 mL dimetilformamit (DMF) içerisindeki Flt-1 (8 mg, 0,044 mmol) 

çözeltisinin üzerine BOP (29 mg, 0,066 mmol) maddesi ilave edilir. 1 mL DMF 

içerisindeki P 5,0 (200 mg, 0,0041 mmol) ve TEA (15 mg, 0,176 mmol) maddeleri 

çözeltinin üzerine ilave edilir. Argon atmosferi altında 5 gün oda sıcaklığında 

karıştırılır. LPR yöntemi kullanılarak saflaştırılır.  

 

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 
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PEG-PAMAM-Flt1 Dendrimerin Hidrolizi 

Metanol (2 mL) içerisindeki NaOH (19 mg, 0,48 mmol) çözeltisi üzerine, 

metanolde (2 mL) çözünmüş olan PEG-PAMAM-Flt1’i (138 mg, 0,0027 mmol) 

ilave edilerek oda sıcaklığında 24 saat boyunca karıştırıldıktan sonra ürün elde 

edilmiştir. 

3.2.3. Dendrimerlerin Karakterizasyonu 

Sentezlenen dendrimerler, her bir jenerasyon basamağında (yarım ve tam) 

ATR spektrumu, 13C NMR ve 1H NMR ile analiz edilmiştir. PEG 2000 ile modifiye 

edilen dendrimerler de ATR ve NMR ile analiz edilmişlerdir. Antikor ile konjuge 

edilen dendrimerlerden sadece PEG çekirdeklilerde NMR ve Matriks Yardımlı Lazer 

İyonizasyon Kütle Spektrometresi (MALDI-TOF) ile karakterizasyonları 

gerçekleştirilmiştir. Kütle spektrumu, örnekteki bileşiklerin kolaylıkla hareket 

edebilen iyonlara dönüştürülmesi ve bu iyonların kütle/yük oranına göre sıralanma- 

sıyla elde edilmektedir. İyonizasyon işleminde, çoğunlukla kütle dağılımı ana 

maddeye göre özel olan, bir pozitif tanecikler serisi meydana gelir. Kütle 

spektrometresi bu gerçek üzerine kurulmuştur. Bir kütle spektrumu kimyasal yapı 

hakkında önemli bilgiler vermektedir. Spektral veriler, infrared ve NMR 

spektralardan daha kolay tanımlanır; çünkü bilgiler, bir örneğin, yapısal bileşiminin 

moleküler kütlesi cinsinden ifade edilir. Ayrıca verilerden analitin molekül ağırlığı 

da doğru olarak saptanabilmektedir (50). 

3.2.4. Gemsitabin HCl’ün Fizikokimyasal Özellikleri Üzerinde Yapılan 

Çalışmalar 

UV Spektrumu  

Gemsitabin HCl’ün su içerisinde hazırlanan 10 µg/mL konsantrasyondaki 

çözeltisinin UV spektrumu 1x1 cm’lik kuartz küvetler içerisinde 200 - 400 nm 

arasında taranmış ve çözeltinin λmaks değeri tespit edilmiştir. 
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Gemsitabin HCl’ün Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile 

Miktar Tayini 

Gemsitabin HCl C9H11F2N3O4.HCl kimyasal formüle sahip, 299,66 g/mol 

molekül ağırlığına sahip, pKa’sı 3,6 olan bir antikanser moleküldür. Suda 1 kısmı 10-

30 kısımda çözünürken, metanolde 1 kısımı 100-1000 kısım aralığında 

çözünmektedir. Gemsitabin HCl’ün suda ve metanoldeki çözünürlükleri ve pKa 

değeri göz önünde bulundurularak, Seshagiri Rao ve diğ.’nin kullanmış olduğu 

yöntem modifiye edilerek, aşağıda ayrıntılı olarak sunulan koşullarda miktar tayini 

gerçekleştirilmiştir (Tablo 3.2) (103).  

Tablo 3.2. Gemsitabin HCl’ün HPLC ile miktar tayininde kullanılan kromatografik 

koşullar. 

 

Analitik Yöntem Validasyonu 

Analitik yöntem validasyonu, miktar tayini yapılacak olan maddenin 

tayininde kullanılacak analitik yöntemin belirlenen koşullarda doğru, tekrarlanabilir 

ve özgün olduğunu garanti etmek için uygulanan protokoldür. Yöntem validasyonu, 

kullanılan analitik yöntemin güvenilirliğinin teminatıdır. HPLC analitik yönteminin 

değerlendirilmesinde aşağıdaki parametreler incelendikten sonra ve sonuçlar 

istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. 

 Doğrusallık (Linearity) 

 Doğruluk (Accuracy) 

 Kesinlik (Precision) 

 Duyarlılık (Sensitivity) 

Kolon C18 (150x4,6mm, por büyüklüğü 5 µm) 

Mobil faz Fosfat Tamponu (NaH2PO4) (pH 5,5) : Metanol (60:40) 

Enjeksiyon Hacmi 20 µL 

Akış Hızı 1 mL/dk 

Dedektör Diode array dedektör 

Dalga Boyu 270 nm 

Kolon Fırını Sıcaklığı 25 °C ± 1 
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 Özgünlük (Specificity) 

 Stabilite (Stability) 

Doğrusallık (Linearity) 

Doğrusallık, analitik bir yöntemin belirli bir konsantrasyon aralığında, analizi 

yapılan maddenin konsantrasyonu ile deney sonuçlarının direkt olarak orantılı 

olmasını sağlama yeteneğidir. Bu amaçla etkin maddenin su içindeki 1 mg/mL 

konsantrasyonda ana stok çözeltisi hazırlanmıştır (n=6). Bu stok çözelti kullanılarak 

0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100 μg/mL konsantrasyonda gemsitabin içerecek şekilde su ile 

gerekli seyreltmeler yapılarak 7 farklı seri oluşturulmuştur. Kalibrasyon doğrusu, 

standart çözeltilerin konsantrasyonlarına karşı pik alanları kullanılarak çizilmiştir. 

Doğruluk (Accuracy) 

Doğruluk, kullanılan analitik yöntem ile elde edilen deney sonuçlarının 

gerçek değerlere yakınlığını ifade etmek için kullanılmaktadır. Gemsitabinin miktar 

tayini için kullanılan yöntemin deney içi (intra-assay) ve deneyler arası (inter-assay) 

doğruluğunun değerlendirilmesinde aşağıda belirtilen formül kullanılmıştır (Formül 

3.1).  

 

Doğruluk= 

 

Deney içi doğruluğun tespit edilebilmesi için kalibrasyon eğrisinde yer alan 

üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 0,5, 5, 50 μg/mL), her bir 

konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmış ve aynı gün 

içinde arda arda ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 

 Deneyler arası doğruluğun tespit edilebilmesi için kalibrasyon eğrisinde yer 

alan üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 0,5, 5, 50 μg/mL), her bir 

konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmış ve birbirini 

takip eden üç gün tayin edilmiştir. 

 

 

Ortalama tayin edilen konsantrasyon – İlave edilen 

konsantrasyon 

İlave edilen konsantrasyon 

x 100 (3.1) 
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Kesinlik (Precision) 

Kesinlik, analitik yöntemin tekrarlanabilirlik derecesinin ölçümü olarak 

tanımlanır. Spesifik analiz koşulları altında elde edilen bağımsız analitik sonuçlar 

arasındaki uyumun derecesidir. Bir analitik yöntemin kesinliği, istatistiksel açıdan 

yeterli değerlendirmenin yapılacağı sayıda, aynı konsantrasyonda numune ardı ardına 

ölçülerek, örnekler için varyasyon katsayısı (VK) hesaplanarak değerlendirilir. 

Kesinlik, tekrarlanabilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) 

olarak ifade edilir.  

Tekrarlanabilirlik (Repeatability) 

Kullanılan analitik yöntemin farklı deney zamanlarında güvenilirliğinin 

kanıtlanması için yapılmaktadır. 

 Tekrarlanabilirliğin tespiti için, kalibrasyon eğrisinde yer alan üç farklı 

konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 0,5, 5, 50 μg/mL) standart çözeltiler 

hazırlanmıştır. Aynı konsantrasyondaki çözeltilerin pik alanları HPLC ile altı kez 

ayrı ayrı analiz edilip, hesaplanmıştır. Pik alanlarına karşılık gelen konsantrasyonlar 

için VK değerleri hesaplanmıştır. Analitik yöntemin tekrarlanabilirliğinin 

uygunluğunun gösterilmesi için VK’nın % 2’den küçük olması beklenmektedir. 

Tekrar Elde Edilebilirilik (Reproducibility) 

Aynı konsantrasyondaki çözeltiden hareketle, aynı analist, aynı laboratuvar 

ve aynı cihaz kullanılarak gerçekleştirilen ölçümlerde uyum ve uygunluk incelenir. 

Üç farklı konsantrasyon düzeyinde uygun sayıda bağımsız çözelti kullanılarak aynı 

gün içinde ve farklı günlerde gerçekleştirilir.  

 Deney içi tekrar elde edilebilirliğin tespiti için kalibrasyon eğrisinde yer alan 

üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 0,5, 5, 50 μg/mL) her bir 

konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmış ve aynı gün 

içinde arka arkaya ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 

 Deneyler arası tekrar elde edilebilirliğin tespiti için kalibrasyon eğrisinde yer 

alan üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 0,5, 5, 50 μg/mL) her bir 
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konsantrasyondan altı adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmış ve birbirini 

takip eden üç gün içerisinde analiz edilmiştir. 

 Tekrar elde edilebilirliği değerlendirebilmek için, pik alanlarına karşılık gelen 

derişimler için varyasyon katsayısı değerleri hesaplanmıştır. Tekrar edilebilirlik 

parametresinin uygunluğunun gösterilmesi için gün içi ve günler arası kesinlik 

çalışmalarında VK % 2’den küçük olması önerilmektedir. 

Duyarlılık (Sensitivity) 

Saptama Sınırı (Limit of Detection) 

Analizi yapılan maddenin kalitatif olarak saptanabildiği en düşük 

konsantrasyondur. Bu değer, sinyal:gürültü oranının 3:1 olduğu konsantrasyon ile 

ifade edilmektedir. 

Miktar Tayin Sınırı (Limit of Quantification) 

Analitik yöntemin belirlenen şartlarda, analizi yapılan maddenin kabul 

edilebilir kesinlik ve doğruluk ile kantitatif olarak tayin edilebildiği en düşük 

konsantrasyon olarak tanımlanır. Bu değer, sinyal:gürültü oranının 10:1 olduğu 

konsantrasyon ile ifade edilmektedir. 

Özgünlük (Specificity) 

Analitik bir yöntemin özgünlüğü; ortamda bulunan etkin madde dışındaki 

eksipiyanların, safsızlıkların veya parçalanma ürünlerinin varlığında, analiz edebilme 

yeteneğini göstermektedir. Bu ölçütlerin değerlendirilmesine yönelik olarak 

formülasyonda kullanılan diğer maddelerin (dendrimer) formülasyonda bulundukları 

konsantrasyonda çözeltileri hazırlanmış ve etkin madde analizinin yapıldığı 

koşullarda HPLC kullanılarak kromatogramları incelenmiştir.  

Stabilite (Stability) 

Gemsitabinin analiz boyunca stabilitesini göstermek amacıyla 0,5, 5, 50 

μg/mL konsantrasyonda hazırlanan çözeltileri (PBS pH 7,4 ortamındaki) 37 °C’de 24 
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saat bekletilmiş ve analiz edilmiştir. Sonuçlar arasındaki farkın anlamlı olup 

olmadığı istatistiksel olarak gösterilmiştir. 

3.2.5. Gemsitabin-Dendrimer İnklüzyon Komplekslerinin Hazırlanması 

Tez çalışması kapsamında yüzeyi PEGlenmiş iki farklı çekirdek yapısına 

sahip yüzeyi karboksilik asit grupları ile anyonik özellik kazandırılmış, 4,5. 

jenerasyon dendrimerlerin gemsitabin HCl’ün ile inklüzyon kompleksleri 

hazırlanmıştır. Gemsitabin HCl, PEG tetrakisamin çekirdekli dendrimer ve EDA 

çekirdekli dendrimerin molekül ağırlıkları sırasıyla, 299,66 g/mol, 47369,32 g/mol, 

25014 g/mol’dür. 

Her bir dendrimer grubu için üç farklı mol oranında yükleme denemesi 

yapılarak, ilerleyen çalışmalar için optimum mol oranına karar verilmesi 

amaçlanmıştır. Tablo 3.3 ve 3.4’de verilen mol oranları doğrultusunda 6 farklı 

kompleks hazırlanmıştır.  

Tablo 3.3. EDA çekirdek yapısındaki dendrimerlerle hazırlanan formülasyonlar 

Dendrimer (EDA) (μM) Gemsitabin HCl (μM) Formülasyon Kodu 

100 200 EDA1G2 

100 400 EDA1G4 

100 600 EDA1G6 

 

Tablo 3.4. PEG çekirdek yapısındaki dendrimerlerle hazırlanan formülasyonlar 

Dendrimer (PEG) (μM) Gemsitabin HCl (μM) Formülasyon Kodu 

100 200 PEG1G2 

100 400 PEG1G4 

100 600 PEG1G6 

 

Her bir formülasyon için cam flakonlara 1’er mL belirlenen molar 

konsantrasyondaki dendrimerin metanol içerisindeki çözeltisinden eklenmiştir. Daha 

sonra manyetik karıştırıcı üzerinde her birine belirlenen molar konsantrasyonda 

gemsitabin HCl’ün sudaki çözeltisinden 1’er mL eklenmiştir. 24 saat boyunca ışıktan 

korunmalı olarak karışmaları sağlanmıştır. Bu süreç içerisinde gemsitabinin 
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dendrimerin dalları arasına elektrostatik olarak tutunması sağlanmıştır. 

Yüklenemeyen gemsitabinin ise suda çözeltisi halinde kalması beklenmektedir. 24 

saat sonunda metanol azot gazı altında uçurulmuştur. Metanol uçtuktan sonra geriye 

kalan sulu kısım partikül boyutu, zeta potansiyeli ve enkapsülasyon etkinliğinin 

değerlendirilmesi için kullanılmıştır. 

Tablo 3.5. Formülasyon kodları 

Formülasyon içeriği Formülasyon Kodu 

Gemsitabin HCl GEM 

Rodamin 123 Rho 

PEG çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi 

PEG2000 ile modifiye edilmiş dendrimer 

PEG-PAMAM 

EDA çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi 

PEG2000 ile modifiye edilmiş dendrimer 

EDA-PAMAM 

İzotip kontrol antikor ile konjuge edilmiş, PEG 

çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi PEG2000 ile 

modifiye edilmiş dendrimer 

PEG-PAMAM-Iso 

İzotip kontrol antikor ile konjuge edilmiş, 

EDA çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi 

PEG2000 ile modifiye edilmiş dendrimer 

EDA-PAMAM-Iso 

AntiVEGFR-1(anti-Flt-1) antikor ile konjuge 

edilmiş, PEG çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi 

PEG2000 ile modifiye edilmiş dendrimer 

PEG-PAMAM-Flt1 

AntiVEGFR-1(anti-Flt-1) antikor ile konjuge 

edilmiş, EDA çekirdekli 4,5. jenerasyon 

yüzeyi PEG2000 ile modifiye edilmiş 

dendrimer 

EDA-PAMAM-Flt1 

AntiVEGFR-1 (anti-Flt-1) antikor ile konjuge 

edilmiş, PEG çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi 

PEG2000 ile modifiye edilmiş gemsitabin HCl 

enkapsüle edilmiş dendrimer 

PEG-PAMAM-Flt1-GEM 

İzotip kontrol antikor ile konjuge edilmiş, PEG 

çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi PEG2000 ile 

modifiye edilmiş gemsitabin HCl enkapsüle 

edilmiş dendrimer 

PEG-PAMAM-Iso-GEM 

AntiVEGFR-1(anti-Flt-1) antikor ile konjuge 

edilmiş, EDA çekirdekli 4,5. jenerasyon 

EDA-PAMAM-Flt1-GEM 
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yüzeyi PEG2000 ile modifiye edilmiş 

gemsitabin HCl enkapsüle edilmiş dendrimer 

İzotip kontrol antikor ile konjuge edilmiş, 

EDA çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi 

PEG2000 ile modifiye edilmiş gemsitabin HCl 

enkapsüle edilmiş dendrimer 

EDA-PAMAM-Iso-GEM 

AntiVEGFR-1 (anti-Flt-1) antikor ile konjuge 

edilmiş, PEG çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi 

PEG2000 ile modifiye edilmiş rodamin 123 

enkapsüle edilmiş dendrimer 

PEG-PAMAM-Flt1-Rho 

İzotip kontrol antikor ile konjuge edilmiş, PEG 

çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi PEG2000 ile 

modifiye edilmiş rodamin 123 enkapsüle 

edilmiş dendrimer 

PEG-PAMAM-Iso-Rho 

AntiVEGFR-1(anti-Flt-1) antikor ile konjuge 

edilmiş, EDA çekirdekli 4,5. jenerasyon 

yüzeyi PEG2000 ile modifiye edilmiş rodamin 

123 enkapsüle edilmiş dendrimer 

EDA-PAMAM-Flt1-Rho 

İzotip kontrol antikor ile konjuge edilmiş, 

EDA çekirdekli 4,5. jenerasyon yüzeyi 

PEG2000 ile modifiye edilmiş rodamin 123 

enkapsüle edilmiş dendrimer 

EDA-PAMAM-Iso-Rho 

 

Etkin madde yüklü olmayan dendrimerlerin değerlendirilebilmesi için, 100 

μM konsantrasyondaki metanol içindeki PEG ve EDA çekirdekli dendrimerlerin de 

metanolü azot gazı altında uçurulmuş ve saf suda dağıtılarak partikül boyutu, zeta 

potansiyel ölçümleri gerçekleştirilmiştir.  

3.2.6. Gemsitabin HCl-Dendrimer İnklüzyon Komplekslerinin İn Vitro 

Karakterizasyonu  

Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) Analizi 

Diferansiyel taramalı kalorimetri yöntemi (Differential scanning calorimetry, 

DSC) kimyasal maddelerin termodinamikleri, stabiliteleri ile moleküler yapılarının 

tayini ve incelenmesi gibi amaçlarla kullanılmaktadır. Tez çalışması kapsamında 

gemsitabin HCl, PEG çekirdekli dendrimer, gemsitabin HCl-PEG-PAMAM 

dendrimeri inklüzyon kompleksi ve gemsitabin HCL ile PEG-PAMAM’ların fiziksel 

karışımlarının termal özelliklerinin incelenmesi için DSC termogramı çekilerek 
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erime dereceleri tayin edilmiştir. Termogramların çekilebilmesi için standart küçük 

hacimli alüminyum örnek kaplarına tam tartılmış örnekler, kabın bütün yüzeyine 

temas edecek ve boşluk kalmayacak şekilde doldurulmuştur. Örnek kabının kapağı, 

kapatma aletinin yardımıyla sıkıca ve tam olarak kapatılmıştır. Elde edilen 

preslenmiş plaka, aletin analiz bölmesine yerleştirilerek analiz başlatılmıştır. DSC 

çalışmalarında kullanılan analiz şartları aşağıda verilmiştir; 

 Cihaz: DSC Q100 TA (100) 

 Atmosfer: Azot (50 mL/dk) 

 Başlangıç ve bitiş sıcaklıkları: -100 - 300 °C 

 Sıcaklık yükseltme ve soğutma hızı (Ramp time): 10 °C/dk 

 Standart: Alüminyum pan 

Partikül Boyutu ve Zeta Potansiyel Analizleri 

Etkin madde içermeyen ve etkin madde yüklü olan her iki çekirdek 

yapısındaki dendrimer formülasyonu için de partikül boyutu ve zeta potansiyel 

analizleri gerçekleştirilmiştir. Bu kapsamda etkin madde içermeyen dendrimerler 100 

μM konsantrasyonda metanol içerisinde hazırlandıktan sonra metanol azot gazı 

altında uçurulmuş, saf su eklenerek dendrimerlerin homojen dağılması sağlanmıştır. 

Etkin madde ile inklüzyon kompleksi hazırlanan formülasyonların da metanolü 

uçurulduktan sonra su içindeki dispersiyonlarından analizler gerçekleştirilmiştir. 

Partikül büyüklüğü ve zeta potansiyeli ölçümleri foton korelasyon spektroskopisi ve 

lazer dopler anemometri temeline göre çalışan Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) 

kullanılarak yapılmıştır. Her formülasyon için artarda üç ölçüm yapılmıştır. Ölçümler 

sırasında cihazın sıcaklığı 25˚C ve ışık saçılım açısı 90˚ olacak şekilde ayarlanmıştır. 

Formülasyonlar arasındaki partikül boyutu ve zeta potansiyeli farklılıkları 

istatistiksel olarak Mann-Whitney U testi ile test edilmiştir. 

Enkapsülasyon Etkinliğinin Değerlendirilmesi 

Üç farklı seviyede etkin madde yüklenen dendrimerlere yüklenen gemsitabin 

miktarını tayin etmek için, inklüzyon kompleksleri hazırlandıktan sonra 13500 

rpm’de 30 dk santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda süpernatan 0,22 μm por açıklıklı 

selüloz asetat filtreden süzülerek HPLC’de gemsitabin HCl miktar tayini yapılmıştır.  
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İn Vitro Salım Deneyleri 

Tez kapsamında in vitro salım çalışmaları, in vitro hücre kültürü sonuçlarına 

göre daha az toksik bulunan PEG çekirdek yapısındaki dendrimer ile yapılmıştır. Bu 

kapsamda, yüzeyi % 2 oranında PEG ile modifiye edilmiş dendrimerler ve antikor ile 

konjuge edilmiş dendrimlerler gemsitabin HCl ile yüklenmiştir. İn vitro salım tekniği 

olarak diyaliz membran yöntemi kullanılmıştır. Gemsitabinin geçişine izin verecek 

ancak dendrimerin geçişine izin vermeyecek şekilde 2000 Da por açıklığına sahip 

diyaliz membranı kullanılmıştır. Tez çalışmasında pankreas kanserine hedeflendirme 

amaçlandığı için salım çalışmalarında tümör çevresini simüle edebilmek için pH 7,4 

tamponuna ek olarak pH 5,5 tamponu da kullanılmıştır (104). Salım çalışmasında 

önceden belirlenen zaman aralıklarında en son 24. saat olmak üzere örnekler alınmış, 

bu örnekler 0,22 μm por açıklığına sahip selüloz asetat filtreden süzülerek HPLC’de 

valide edilmiş analitik yöntem ile analiz edilmiştir.  

3.2.7. Hücre Kültürü Deneyleri 

Tez çalışması kapsamındaki hücre kültürü deneyleri, Hacettepe Üniversitesi 

Kanser Enstitüsü, Temel Onkoloji Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda Doç. Dr. 

Güneş Esendağlı’nın kontrolünde yürütülmüştür.  

Tez çalışması kapsamında hücre kültürü çalışmalarında CFPAC-1 isimli 

insan pankreas duktal adenokarsinomu kullanılmıştır. Hedeflendirme ligandı olarak 

kullanılan anti-VEGFR-1 antikorunun CFPAC-1 hücrelerinde eksprese edilip 

edilmediği analiz edilmiştir. Ardından EDA-PAMAM ve PEG-PAMAM 

dendrimerlerinde ve gemsitabin HCl ile kompleks oluşturmuş formülasyonlarda 

sitotoksisitenin değerlendirilmesi yapılmıştır. Son olarak sitotoksisite deneyi 

sonucunda elde edilen verilere göre, seçilen çekirdek yapısındaki dendrimer ve 

uygun konsantrasyondaki gemsitabin HCl ile insan pankreas hücrelerine alım 

çalışması yapılmıştır. 

CFPAC-1 Hücrelerinin Açılması ve Çoğaltılması 

Literatürden elde edilen verilere göre CFPAC-1 hücreleri % 10 oranında fetal 

sığır serumu ve % 1’lik penisilin/streptomisin içeren Iscove's Modified Dulbecco's 

Medium (IMDM) ortamında çoğaltılmıştır. Hücrelerin ilk açılma aşamasında, 1 mL 
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içindeki hücreler azot tankından alınarak 37 °C’de su bulunan behere alınmıştır. 

Hızlı bir şekilde laminar kabine getirilen hücreler 10 mL’lik ortam ile seyreltilmiştir. 

50 mL’lik falkon tüpe alınan hücre süspansiyonu 2000 rpm’de 5 dk santrifüj edilerek 

tüp dibinde hücre pelleti oluşumu sağlanmıştır. Santrifüj sonunda oluşan süpernatan 

atılarak yerine 10 mL ortam ilave edilmiş ve pipetaj yapılarak hücreler dağıtılmıştır. 

Hücreler 75 cm2’ lik yüzey alanına sahip hücre kültürü kabı olan T75’lik flasklara 

ekilmiştir, üzerine 15 mL ortam ilave edilmiştir. 7 gün sonunda % 80 konfluense 

ulaşan hücreler mikroskopta incelenmiştir. Hücrelere tripsinizasyon işlemi 

uygulanmıştır. Yapılan denemeler sonucunda hücreleri bulundukları flaskın 

yüzeyinden kaldırabilmek için 1 dakikalık öntripsinizasyon işleminin ardından 4 

dakikalık tripsinizasyon işlemine tabi tutulmasına karar verilmiştir. Bu amaçla 

öncelikle 900 μL Tripsin/EDTA eklenmiştir 1 dk’lık beklemenin ardından 6 mL PBS 

eklenip yıkanma sağlanmış ve PBS atılmıştır. Ardından tekrar 900 μLTripsin/EDTA 

eklenmiştir ve 37 °C’lik inkübatörde 4 dk tirpsinizasyon işlemi sürdürülmüştür. 4 

dakikanın sonunda 5 mL ortam eklenerek pipetaj yapılmış ve hücre süspansiyonu 

falkon tüpe aktarılmıştır. Bu aşamadan sonra gerekli deneylerde kullanılacak hücre 

sayısını tespit edebilmek için hücre sayımı yapılmıştır. Hücre sayım işlemi sadece 

ölü hücrelere girebilen tripan mavisi ile ölü hücrelerin boyanmasını takiben 

mikroskop altında Thoma lamı kullanılarak yapılmıştır. 

CFPAC-1 Hücrelerinde Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 

Reseptörü-1’in (VEGFR-1) Sentezinin Gösterilmesi  

VEGFR-1 reseptörünün CFPAC-1 hücrelerinde eksprese edilip edilmediğini, 

eksprese ediliyorsa bunun toplam hücre sayısı üzerinden oranını tespit etmek hücre 

kültürü çalışmalarının devamı için oldukça büyük önem taşımaktadır. Bu deney 

kapsamında, öncelikle hücrelerin anti-VEGFR-1 ile inkübasyonu sağlanıp, 

bağlanmayan antikorun uzaklaştırılmasının ardından sekonder antikor ile işaretleme 

yapılarak akış sitometri cihazında analiz gerçekleştirilmiştir. 

Akış sitometrisi (aynı zamanda akış mikroflorimetri ya da akış sitoflorimetrisi 

olarak da adlandırılabilir), sulu bir ortamda bir eksitasyon kaynağı önünden tek tek 

geçen hücrelerin taranması esasına dayanır. Görünür ya da floresan dalga boylarında 

tek tek hücreler tarafından yapılan yayılım hücrelerin antijenik, biyokimyasal ya da 
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biyofiziksel özellikleri hakkında bilgi edinilmesini sağlar. Akış sitometrisi genel 

olarak iki amaç için kullanılır; kantitatif analiz ya da hücrelerin ayrılması. Akış 

sitometrisi yardımıyla  kaynak önünden geçen hücreler özelliklerine göre genellikle 

elektrostatik olarak birbirlerinden ayrılırlar. Tek başına incelenen hücreler üzerinde 

yapılan ölçümlerin grafiksel olarak ifade edilmesine histogram denir. Histogramdaki 

veriler hücre sayısını ve tek başına olan hücreler üzerinde yapılan ölçüm ya da 

ölçümlerin değerlerini içerir. Analizlerde genel olarak üç aşama bulunmaktadır. İlk 

aşama akış sitometrisi öncesi fazdır. Bu aşamada hücreler hazırlanırlar, protokoller 

geliştirilir ve daha sonrasında hücrelerin floresan proplar ile boyanmaları 

gerçekleştirilir. İkinci aşama akış sitometrisi aşamasıdır. Her bir hücre cihazda 

bulunan kapillerden ve eksitasyon kaynağı önünden tek tek geçerler ve bu sırada 

yapılan ölçümler kaydedilir. Son aşama ise elde edilen verilerin incelenmesi ve 

değerlendirilmesidir (105). 

Akış sitometride yapılacak deneyler için T75’e 2000000 hücre ekimi 

yapılması planlanmıştır. Bu amaçla tripsinizasyon aşamasından sonra 10 mL’ye 

seyreltilen hücre süspansiyonundan 3,5 mL alınmıştır. T75 flaskında çoğalan 

hücreler kazınarak toplanmıştır. 70 μm’lik filtreden süzülen hücreler, 1800 rpm’de 

4 °C’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Süpernatan uzaklaştırıldıktan sonra hücrelerin 

üzerine 200 μL PBS eklenmiş ve 2 sn vortekslenmiştir. CFPAC-1 hücrelerinin 

yüzeyinde VEGFR-1 ekspresyonunun olup olmadığını göstermek amacıyla, anti-

VEGFR-1 (anti-FLT-1) ve izotip kontrol antikoru ile çalışılacaktır. Bu doğrultuda 

her bir tüpe 100’er μL hücre süspansiyonu eklenmiş, üzerlerine 0,5 μg antikor 

içerecek şekilde 2,5 μL FLT-1, 1,25 μL izotip kontrol antikoru eklenmiştir. Antikor 

ilavesinden sonra pipetaj yapılarak homojen karışmaları sağlanmıştır. 2-3 sn vorteks 

işleminin ardından 4 °C’de 40 dk inkübasyona bırakılmıştır. 40 dakikanın sonunda 

yıkama amacıyla 2,8 mL PBS eklenmiş ardından 4 °C’de, 5 dk, 1800 rpm’de 

bağlanmayan antikorları ayırmak amacıyla santrifüj işlemi uygulanmıştır. Hücrelere 

bağlanan antikoru akış sitometri cihazında görüntüleyebilmek amacıyla floresan 

işaretli bir antikor olan goat anti-rabbit IgG ile ikincil bir bağlanma yapılmıştır. Bu 

amaçla süpernatanı atılan hücrelerin üzerine 100 μL PBS eklenip 3 sn 

vortekslenmiştir. 1 μg antikor içermesi için stoktan 2,5 μL alınarak tüplere eklenmiş 

ve 3 sn vortekslenmiştir. Bağlanmanın yavaş ve etkin olarak gerçekleşmesi için 
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4 °C’de 35 dk inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda 3’er mL PBS 

eklenerek  4 °C’de, 5 dk, 1800 rpm’de santrifüjlenmiştir. Bağlanmayan antikoru 

ayırmak amacıyla süpernatan ayrılmıştır, 100 μL PBS eklenip 3 sn vorteks 

yapıldıktan sonra akım sitometri cihazında okuma yapılmıştır. 

Sitotoksisite Çalışmaları 

Tez çalışması kapsamında sentezlenen dendrimerlere, antikanser etkin madde 

olarak kullanılan gemsitabin HCl ve gemsitabin enkapsüle edilmiş dendrimerlere 

sitotoksisite testi yapılmıştır. Bu amaçla canlılık testi olarak bilinen ve literatürde 

sıklıkla kullanılan metil-tiyazol-tetrazolyum (MTT) boyama yöntemi kullanılmıştır 

(106).  

Tez çalışması kapsamında hücre içine alım çalışmaları ve hayvan 

deneylerinde kullanılacak optimum dendrimer ilaç kompleksini seçmek amacıyla 

sitotoksisite deneyleri yapılmıştır. Farklı çekirdek yapısı ve ilaç-dendrimer oranı 

kullanılarak yürütülen MTT deneylerinden elde edilen verilere göre, kendi başına 

sitotoksisitesi en düşük olan ve gemsitabin yüklendiği zaman gemsitabinin 

sitotoksisitesini devam ettirebilen en etkili oranı seçmeyi hedefledik. Bu amaçla 

öncelikle literatürden elde edilen veriler ışığında gemsitabin HCl için sitotoksisite 

deneyi gerçekleştirildi ve toksik olduğu en küçük konsantrasyon (LD50) tayin 

edilmiştir. 

Tez çalışmasında kullanılan dendrimerler her ne kadar PAMAM tipi olsa da 

çekirdek yapısındaki farklılık ve ilk kez sentezleniyor olması nedeniyle geniş bir 

konsantrasyon aralığı seçilerek sitotoksisiteleri tayin edilmiştir, bu kapsamda her iki 

çekirdek yapısına sahip dendrimer için subtoksik konsantrasyonlar belirlenmiştir. 

Gemsitabin HCl ve dendrimerler için yapılan bu tespitlerin ardından 

gemsitabin yüklü dendrimerler sitotoksisite deneyine tabi tutulmuş ve gemsitabinin 

toksisitesini devam ettirip ettirmediği gözlenmiştir. Bu deneyin ardından antikor ile 

modifiye edilmiş dendrimerler gemsitabin yüklü ve gemsitabin yüklenmeden 

sitotoksisite deneyine tabi tutularak hücre canlılığında azalma olup olmadığı 

irdelenmiştir. Bu amaçla öncelikle 75’lik flasklara hücrelerin ekim işleminin 

gerçekleştirilmesi gerekmektedir. Bunun için çözündürülen CFPAC-1 insan pankreas 

kanser hücreleri önce T 25’lik flask içerisinde çoğaltılmış, ardından T 75’e 
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aktarılarak hücrelerin çoğalması sağlanmıştır. % 80 oranında konflüense ulaşan 

hücreler tripsinizasyon işlemine tabi tutulmuştur. Tripsinizasyon ile flasktan ayrılan 

hücreler 96’lı kuyucuklu platelere ekilerek 24 saat süre ile inkübasyona bırakılmıştır. 

24 saat sonunda formülasyonlar uygulanmış ve 24-48 saat süre ile paralel iki deney 

başlatılmıştır. 24 ve 48 saatlik maruziyetlerin hücre canlılığına etkisini görmek 

amacıyla yürütülen testte, 24 ve 48 saat sonunda her bir kuyucuğa 25 μL MTT 

eklenmiştir, MTT eklendikten sonra 4 saat inkübasyona bırakılan hücrelere 4 saatin 

sonunda canlı hücrelerin içerisinde oluşan formazan kristallerini çözmesi için % 

45’lik dimetil formamid çözeltisi içerisindeki % 22’lik sodyum dodesil sülfat 

çözeltisi eklenmiştir. Bu işlemin ardından gece boyu inkübasyona bırakılan 

platelerde plate okuyucu aracılığı ile kolorimetrik olarak tayin edilmiştir. Aynı 

işlemler 48 saatlik platelere de uygulanmıştır. Hücre canlılığının tayininde aşağıda 

verilen formül kullanılmıştır (Formül 3.2): 

Hücre canlılığı (%) = (İlaç uygulanan hücrelerin optik dansitesi/İlaç 

uygulanmamış hücrelerin optik dansitesi) x100                                                   (3.2) 

Hücre İçine Alım Çalışmaları 

Antikor ile hedeflendirilmiş dendrimerlerin pankreas kanser hücresi olan 

CFPAC-1’a alımının arttığını göstermek amacıyla yürütülen bu çalışmada, öncelikli 

amacımız, PEG-PAMAM dendrimere floresan bir boya olan rodamin 123 ile farklı 

dozlarda yükleme yapılarak, bu dendrimerleri hem izotip kontrol antikoru ile hem de 

anti-VEGFR-1 ile konjuge olanları hücrelere uygulayarak, anti-VEGFR-1 ile 

konjuge edilen sistemin bu VEGFR-1 reseptörünü eksprese eden hücreler tarafından 

hücre içine alındığını göstermektir. İzotip kontrol antikoru (normal rabbit IgG) ile 

kontrolün yapılmasının nedeni, anti-VEGFR-1 antikoru ile dendrimerlerin hücre 

içine alımı artırılırsa bunun anti-VEGFR-1’den mi yoksa spesifik olmayan bir 

alımdan mı kaynaklandığını göstermektir. 

Bu deney kapsamında, 6 kuyucuklu platelere, her bir kuyucuğa 350000 hücre 

olacak şekilde 1 mL hücre süspansiyonu ekilmiştir. 16 saat sonunda floresan boya 

olarak kullanılan rodamin 123 ile yüklenmiş PEG çekirdek yapısına sahip 

dendrimerler hücrelere uygulanmıştır. Bu çalışma kapsamında PEG-PAMAM, PEG-

PAMAM-Iso ve PEG-PAMAM-Flt1 dendrimerler kullanılmıştır (n=2) (Tablo 3.6). 
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Formülasyonlar uygulandıktan 8 saat sonra hücrelerin üzerindeki ortam atılıp bir 

miktar PBS eklenmiştir ve hücreler kuyucuklardan kazınarak kaldırılmıştır. 

Kaldırılan hücreler 0,4 μm’lik filtrelerden süzülerek tüplere alınmıştır. Tüpler 1800 

rpm’de 5 dk santrifüj edilmiştir.  

Tablo 3.6. Hücre içine alım çalışmalarında kullanılan formülasyonlar 

Dendrimer (40 μM) Floresan boya (20 nM) Formülasyon Kodu 

PEG-PAMAM Rodamin 123 PEG40Rho20 

PEG-PAMAM-Iso Rodamin 123 PEG-iso40Rho20 

PEG-PAMAM-Flt1 Rodamin 123 PEG-Flt40Rho20 

Santrifüj işleminden sonra süpernatanlar atılmıştır. Hücre pelletleri kontrol 

edildikten sonra hücrelerin üzerine 100 μL hücre yıkama solüsyonu eklenmiştir. 10 

sn vorteks uygulandıktan sonra üzerine 4 μL (200 μg/mL) anti-Flt-1 antikoru 

eklenmiştir. 30 dk 4 °C’de inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra üzerine 

1,5 mL hücre yıkama solüsyonu eklenmiştir. 1800 rpm’de 5 dk santrifüj edildikten 

sonra, süpernatanlar atılmıştır.  100 μL hücre yıkama solüsyonu elde edildikten sonra 

üzerine sekonder antikor olarak 1,2 μL goat anti-rabbit IgG F(ab’)-2-APC (0,2 g/0,5 

mL) eklenmiştir. 3 saniyelik vorteks işleminin ardından 30 dk 4 °C’de inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından 1,5 mL hücre yıkama solüsyonu eklendikten 

sonra 1800 rpm’de 5 dk santrifüjlenmiştir. Süpernatanı atılıp, 100  μL hücre yıkama 

solüsyonu eklenen tüpler 10 saniye vortekslendikten sonra akış sitometride okuma 

yapmak için hazırdır. 

 

 

 

Şekil 3.5. Hücre içine alımın mikroskop tekniği ile gösterilmesinde kullanılan 

odacıklı lam. 

Akış sitometri cihazı ile hücre içine alım kantitatif olarak tayin edilmiştir. 

Hücre içine alım ayrıca floresan mikroskop ile tayin edilmiştir. Bu amaçla, hücreler 

görüntü alabilmek için odacıklı lamlara (Şekil 3.5) ekilmiştir. Hücrelerin odacıklı 

slaytlar içine tutunup çoğalması için 24 saat geçmesi beklenmiştir. 24 saatin sonunda 
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floresan yüklü dendrimerler hücrelere uygulanmıştır. Uygulamanın ardından 8 saat 

sonra odacıklı slaytlara floresan mikroskop altında bakılmıştır. CFPAC-1 hücrelerine 

rodamin yüklü hedeflendirilmiş ve hedeflendirilmemiş dendrimerlerin girişi kalitatif 

olarak incelenmiştir. 

3.2.8. İn Vivo Hayvan Deneyleri 

Tez çalışması kapsamındaki tümör geliştirme, farelere tedavi uygulanması ve 

farelerin tümör takibi Kobay Deney Hayvanları Laboratuvarı’nda yürütülmüştür. 

Biyodağılım çalışmaları Hacettepe Üniversitesi Kanser Enstitüsü, Temel Onkoloji 

Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda Doç. Dr. Güneş Esendağlı’nın kontrolünde 

yürütülmüştür. 

İn vivo hayvan deneyleri kapsamında CD1 nude fareler kullanılmıştır. Nude 

farelerin özelliği timus bezlerinin olmamasıdır. Timus bezleri olmadığı için T hücresi 

üretemezler bu nedenle immün sistemleri yoktur. Nude farelerin fenotipi vücut 

tüylerinin olmamasıdır, bu nedenle nude fare olarak isimlendirilmektedirler (Şekil 

3.6). Nude fareler araştırma yapmak için çok idealdirler, çünkü çeşitli türdeki 

dokuları ya da tümörleri vücutları reddetmez. İn vivo tümör geliştirilmesinin başarılı 

bir şekilde gerçekleştirilebilmesi için bu fareler kullanılmıştır. Bu ksenograftlar yeni 

tümör tedavi teknikleri ve görüntüleme tekniklerini araştırmak amacıyla yaygın bir 

şekilde kullanılmaktadırlar. Nude farelerdeki mutasyonun genetik temeli FOXN1 

genindeki bozulmadır. İnsan pankreas kanserinin etkin bir şekilde tedavi edilmesine 

ilişkin olarak tasarlanan anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmiş, gemsitabin yüklü 

dendrimerler, insan pankreas kanser hücrelerinin nude farelerin deri altına enjekte 

edilerek geliştirilen heterotopik insan pankreas tümörü tedavi edilmeye çalışılmıştır. 

 

 

 

Şekil 3.6. CD1 Nude fare 
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Pankreas Tümör Modelinin Geliştirilmesi 

CD-1 Nude farelerde insan pankreas tümörü geliştirebilmek için farelerin 

kendi tümörlerini yiyememeleri için sırt bölgelerine subkütan uygulama ile CFPAC-

1 hücreleri 15000000 hücre/200 μL şeklinde uygulanmıştır (Şekil 3.7).  

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.7. Tümör oluşturmak amacıyla farelere subkütan CFPAC-1 

injeksiyonu 

Antitümör Etkinlik Çalışması 

Heterotopik olarak nude farelerin sırtında geliştirilen insan pankreas kanseri 

tez çalışması kapsamında hazırlanan tümöre hedeflendirilmiş gemsitabin yüklü 

dendrimerle tedavi edilmeye çalışılmıştır. Bu kapsamda farelerin tümör çapları ve 

ağırlıkları takip edilmiştir. Tablo 3.7’de farelerin ayrıldığı gruplar ve bu gruplara 

uygulanan formülasyonlar verilmiştir. 

Tablo 3.7. Tümör geliştirilen ve sağlıklı farelerden oluşan deney grupları ve bu 

gruplara uygulanan formülasyonlar 

 

 

 

 

 

Hayvan Grupları Uygulanan Formülasyonlar 

Tümörlü grup (hasta) (n=6) Gemsitabin HCl solüsyonu 

Tümörlü grup (hasta) (n=6) PEG-PAMAM-GEM  

Tümörlü grup (hasta) (n=7) PEG-PAMAM-Flt1-GEM 

Tümörlü grup (hasta) (n=6) Serum fizyolojik 

Sağlıklı grup (sağlıklı) (n=3) Serum fizyolojik 
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Yapılan literatür tarama çalışmaları sonucunda, gemsitabinin farelerde 80-125 

mg/kg dozda uygulandığı görülmüştür (107-109). Bu bilgiler ışığında in vivo 

çalışmalarda gemsitabin HCl dozu olarak 100 mg/kg kullanılmaya karar verilmiştir. 

Farelere uygulanan 100 mg/kg dozu 1 mg/150 μL olacak şekilde uygulanmıştır. 

Örnek verilecek olursa, 20 g’lık bir fareye steril serum fizyolojik içerisindeki 2 mg 

gemsitabin çözeltisi ya da dendrimer formülasyonu 2 mg/300 μL olacak şekilde 

intraperitoneal yoldan uygulanmıştır. Tablo’da belirtildiği şekilde ayrılan farelere 4 

gün ara ile uygulamalar yapılmıştır. Başlangıçta ve her uygulama sonunda tümör 

çapları ve farelerin ağırlıkları kaydedilmiştir.  

Biyodağılım Çalışmaları 

Hedeflendirilmemiş ve hedeflendirilmiş dendrimerlerin biyodağılımını 

kıyaslamak amacıyla aynı miktarda rodamin 123 içeren dendrimerler iki gruba 

ayrılan farelere uygulanmıştır. 12 saat bekletilen fareler sakrifiye edilmişlerdir. Kan, 

karaciğer, tümör, dalak, periton sıvısı ve kemik ilikleri çıkarılmıştır (Şekil 3.8). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.8. Biyodağılım çalışması öncesinde sakrifiye edilen farenin 

tümörünün çıkarılması. 

 Kan örneği falkon tüpe alındıktan sonra üzerine ficoll eklenmiştir. Tüpler 25 

dk 1800 rpm’de santrifüj edildikten sonra oluşan beyaz hareden hücreler pastör pipeti 

ile dikkatli bir şekilde toplanmıştır (Şekil 3.9). Hücreler yıkama solüsyonu ile 

yıkandıktan sonra işaretlenerek akış sitometride analiz edilmiştir. 
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Şekil 3.9. Fikol ile kan hücrelerinin ayrılması. 

Karaciğer dokusu tartılıp, 1/3’lük kısmı ayrılmıştır. Ayrılan kısım homojenize 

edildikten sonra 2 kere 0,4 μm por açıklıklı filtreden süzülmüştür. Falkon tüpe alınan 

karaciğer homojenatının üzerine ficoll eklenip 25 dk 1800 rpm’de santrifüj edilmiştir. 

Santrifüj sonrasında tıpkı kan hücrelerinde olduğu gibi beyaz kan hücreleri 

toplanmıştır. Yıkama solüsyonu ile bir kez daha santrifüje tabi tutulan hücreler, bu 

işlemin ardından antikor ile işaretlenip, akım sitometride analiz edilmiştir. Aynı 

işlemler, dalak, tümör, periton sıvısı ve kemik iliği dokuları için de tekrarlanmıştır. 

Tüm bu işlemlerin ardından iki farklı formülasyon uygulanan farelerin farklı 

organlarına ve vücut sıvılarına ait hücrelerdeki floresan intensitesi tespit edilmiştir. 

İn Vivo Görüntüleme 

Tümörlü fareler iki farklı deney grubuna ayrılmıştır. Bir gruba PEG-

PAMAM-Flt1-Rho, diğer gruba ise PEG-PAMAM-Rho, 10 mg dendrimer başına 

0,07 mg Rho 400 μL SF içerisinde intraperitoneal olarak uygulanmıştır. 16 saat 

karanlıkta bekletilen farelerin bu sürenin sonunda tümör, dalak, karaciğer, pankreas, 

böbrek, barsakları çıkarılarak ve UV kamera altında görüntüleri alınmıştır (n=4).  

PEG-PAMAM-Flt-Rho ve PEG-PAMAM-Rho’nun uygulandığı diğer deney 

grubunda ise tümör, karaciğer, pankreas, dalak ve böbrekler çıkarılıp, sıvı azot 

içerisinde dondurulmuştur. Dondurulmuş dokular sıvı azot içerisinde Histoloji 

Laboratuvarına götürülmüş ve orada 5 μm kalınlığında kesitleri alınmıştır. Kesiti 
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alınan dokular floresan mikroskop altında incelenmiştir. Dokularda görülen floresan 

şiddeti hücre içine alımın bir sonucu olarak değerlendirilmiştir. 
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4. SONUÇLAR 

4.1. Dendrimerlerin Karakterizasyonu 

4.1.1. PEG Çekirdek Yapısına Sahip Dendrimerlerin Sentezi 

PEG çekirdekli dendrimer sentezi, ¨PEG tetrakisamin Çekirdekli PAMAM 

Dendrimerlerin Sentezi¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde gerçekleştirilmiştir. PEG 

çekirdekli dendrimerler için sentezlenen her bir jenerasyon basamağına ait ATR 

spektrum, 13C NMR ve 1H NMR sonuçları aşağıda sırasıyla verilmiştir. ATR 

spektrumları ayrıca grafik şeklinde de sunulmuştur (Şekil 4.1). Dendrimerlerin PEG 

ile modifikasyonuna ve yüzey gruplarının karboksilik aside dönüştürülmesine ilişkin 

ATR ve NMR spektrum sonuçları ve grafikleri de sunulmuştur (Şekil 4.2-4.5). 

 PEG-PAMAM 0,5: Sentez basamakları sonucunda 1,61 g sarımsı sıvı şekilde 

0,5. 

jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 97,7 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR spektrumundan, (cm-1) 1736 (C=O) elde edilmiştir. 1H-NMR sonuçları,  δH 

(500 MHz; CD3OD) 2.50 (16H, t, CH2CH2COOCH3), 2.69 (16H, t, 

CH2CH2COOCH3), 2.84 (8H, t, CH2N(CH2CH2COOCH3)2), 3.66 (m,OCH2CH2O), 

3.68 (24H, s, COOCH3), 
13C-NMR sonuçları ise, δC (125 MHz; CD3OD) 33.29 (8C, 

CH2CH2COOCH3), 50.98 (8C, CH2CH2COOCH3), 52.26 (8C, COOCH3), 54.24 (4C, 

OCH2CH2NR2), 70.30, 70.84, 70.95, 71.49, 71.63, 72.17, 72.71 (OCH2CH2O), 

174.69 (8C, COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 

 PEG-PAMAM 1,0: Sentez basamakları sonucunda 1,52 g sarımsı sıvı şekilde 

1. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 97,4 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR spektrum sonuçları, (cm-1) 3290 (NH), 1644 (HNC=O), 1565 (HNC=O); 

1H-NMR spektrum sonuçları, δH (500 MHz; CD3OD) 2.44 (16H, t, CH2CH2CONH), 

2.79 (16H, m, CH2CH2CONH), 2.91 (16H, m, CONHCH2CH2NH2), 3.29 (16H, m, 

CONHCH2CH2NH2), 3.66 (m OCH2CH2O); 13C-NMR sonuçları ise δC (125 MHz; 

CD3OD) 34.63 (8C, CH2CH2CONH), 36.52 (8C, CONHCH2CH2NH2), 41.93 (8C, 

CONHCH2CH2NH2), 51.52 (4C, OCH2CH2NR2), 54.19 (8C, CH2CH2CONH), 70.35, 

70.89, 71,00, 71.55, 71.67, 72.11, 72.22, 72.76 (OCH2CH2O), 174.85, 175.35 

(CONH) şeklinde bulunmuştur. 
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 PEG-PAMAM 1,5: Sentez basamakları sonucunda 1,56 g sarımsı sıvı şekilde 

1,5. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 94,2 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR spektrum sonuçları, (cm-1) 1734 (C=O); 1H-NMR sonuçları, 

δH (500 MHz; CD3OD) 2.49 (32H, m, CH2CH2COOCH3), 2.57 (32H, m, 

CH2CH2COOCH3), 2.79 (16H, m, CONHCH2CH2NR2), 3.27 (16H, m, 

CONHCH2CH2NR2), 3.66 (m, OCH2CH2O), 3.69 (48H, s, COOCH3); 
13C-NMR 

sonuçları ise, δC (125 MHz; CD3OD) 33.58 (16C, CH2CH2COOCH3), 45.53 (16C, 

CH2CH2COOCH3), 50.52 (16C, COOCH3), 51.63 (8C, CONHCH2CH2NR2), 70.34, 

70.91, 71.01, 71.56, 71.68, 72.12, 72.23, 72.78 (OCH2CH2O), 174.74 (16C, 

COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 

 PEG-PAMAM 2,0: Sentez basamakları sonucunda 1,52 g sarımsı sıvı şekilde 

2. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 99,3 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR sonuçları (cm-1) 3283 (NH), 1645 (HNC=O), 1563 (HNC=O); 1H-NMR 

sonuçları δH (500 MHz; CD3OD) 2.41 (32H, m, CH2CH2CONH), 2.76 (32H, m, 

CH2CH2CONH), 2.87 (32H, t, CONHCH2CH2NH2), 3.28 (32H, t, 

CONHCH2CH2NH2), 3.66 (m, OCH2CH2O); 13C-NMR sonuçları ise, δC (125 MHz; 

CD3OD) 34.71 (16C, CH2CH2CONH), 36.52 (16C, CONHCH2CH2NH2), 41.95 (16C, 

CONHCH2CH2NH2), 51.44 (16C, CH2CH2CONH), 70.37, 70.93, 71.02, 71.58, 71.69, 

72.14, 72.24, 72.79 (OCH2CH2O), 174.85, 175.17 (CONH) şeklinde bulunmuştur. 

 PEG-PAMAM 2,5: Sentez basamakları sonucunda 1,74 g sarımsı sıvı şekilde 

2,5. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 96,3 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları (cm-1) 1733 (C=O), 1H-NMR sonuçları, δH (500 

MHz; CD3OD) 2.48 (64H, m, CH2CH2COOCH3), 2.58 (64H, m, CH2CH2COOCH3), 

2.78 (32H, m, CONHCH2CH2NR2), 3.28 (32H, m, CONHCH2CH2NR2), 3.65 (m, 

OCH2CH2O), 3.68 (96H, s, COOCH3); 
13C-NMR sonuçları ise δC (125 MHz; 

CD3OD) 33.69 (32C, CH2CH2COOCH3) 45.43 (32C, CH2CH2COOCH3), 50.53 (32C, 

COOCH3), 51.66 (16C, CONHCH2CH2NR2), 70.40, 70.95, 71.05, 71.60, 71.71, 

72.16, 72.27, 72.81 (OCH2CH2O), 174.67 (32C, COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 

 PEG-PAMAM 3,0: Sentez basamakları sonucunda 1,76 g sarımsı sıvı şekilde 

3. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 97,8 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR sonuçları, (cm-1) 3292 (NH), 1645 (HNC=O), 1558 (HNC=O); 1H-NMR 

sonuçları, δH (500 MHz; CD3OD) 2.39 (64H, m, CH2CH2CONH), 2.75 (64H, m, 
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CH2CH2CONH), 2.88 (64H, m, CONHCH2CH2NH2), 3.28 (64H, m, 

CONHCH2CH2NH2), 3.66 (m, OCH2CH2O); 13C-NMR sonuçları ise, δC (125 MHz; 

CD3OD) 34.82 (32C, CH2CH2CONH), 36.57 (32C, CONHCH2CH2NH2), 41.97 (32C, 

CONHCH2CH2NH2), 51.13 (32C, CH2CH2CONH), 70.37, 70.92, 71.03, 71.58, 71.70, 

72.14, 72.25, 72.79 (OCH2CH2O), 174.82, 175.17 (CONH) şeklinde bulunmuştur. 

 PEG-PAMAM 3,5: Sentez basamakları sonucunda 2,31 g sarımsı sıvı şekilde 

3,5. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 99 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR sonuçları, (cm-1) 1733 (C=O); 1H-NMR sonuçları, δH (500 MHz; CD3OD) 

2.39 (128H, m, CH2CH2COOCH3), 2.57 (128H, m, CH2CH2COOCH3), 2.79 (64H, m, 

CONHCH2CH2NR2), 3.29 (64H, m, CONHCH2CH2NR2), 3.66 (m, OCH2CH2O), 

3.69 (192H, s, COOCH3); 
13C-NMR sonuçları ise, δC (125 MHz; CD3OD) 33.38 

(64C, CH2CH2COOCH3) 45.50 (64C, CH2CH2COOCH3), 50.52 (64C, COOCH3), 

51.33 (32C, CONHCH2CH2NR2), 70.42, 71.01, 71.63, 72.25, 72.84 (OCH2CH2O), 

174.73 (64C, COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 

 PEG-PAMAM 4,0: Sentez basamakları sonucunda 2,32 g sarımsı sıvı şekilde 

4. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 95 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR sonuçları, (cm-1) 3289 (NH), 1642 (HNC=O), 1558 (HNC=O); 1H-NMR 

sonuçları, δH (500 MHz; CD3OD) 2.39 (128H, m, CH2CH2CONH), 2.76 (128H, m, 

CH2CH2CONH), 2.88 (128H, m, CONHCH2CH2NH2), 3.28 (128H, m, 

CONHCH2CH2NH2), 3.66 (m, OCH2CH2O); 13C-NMR sonuçları ise, δC (125 MHz; 

CD3OD) 34.82 (64C, CH2CH2CONH), 36.59 (64C,CONHCH2CH2NH2), 42.05 (64C, 

CONHCH2CH2NH2), 51.14 (64C, CH2CH2CONH), 70.39, 70.94, 71.05, 71.60, 71.72, 

72.16, 72.28, 72.82 (OCH2CH2O), 174.77, 175.16 (CONH) şeklinde bulunmuştur. 

 PEG-PAMAM 4,5: Sentez basamakları sonucunda 1,82 g sarımsı sıvı şekilde 

4,5. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 73,7 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, (cm-1) 1732 (C=O); 1H-NMR sonuçları, δH (500 

MHz; CD3OD) 2.40 (256H, m, CH2CH2COOCH3), 2.58 (256H, m, 

CH2CH2COOCH3), 2.78 (128H, m, CONHCH2CH2NR2), 3.28 (128H, m, 

CONHCH2CH2NR2), 3.65 (m, OCH2CH2O), 3.68 (384H, s, COOCH3); 
13C-NMR 

sonuçları ise, δC (125 MHz; CD3OD) 33.62 (128C, CH2CH2COOCH3), 50,52 (128C, 

COOCH3), 51,43 (64C, CONHCH2CH2NR2), 70.45, 70.96, 71.07, 71.62, 71.71, 

72.18, 72.28, 72.83 (OCH2CH2O), 174.73 (128C, COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 
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Şekil 4.1. (a) 0,5 (b) 1 (c) 1,5 (d) 2 (e) 2,5 (f) 3 (g) 3,5 (h) 4 (ı) 4,5. 

jenerasyona sahip poli(etilen glikol) çekirdek yapısına sahip dendrimerlerin ATR 

spektrumları. 
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PEG Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin PEG-2000 ile Modifikasyonu  

¨PEG tetrakisamin Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin PEG ile Yüzey 

Modifikasyonu¨ başlığı altında yürütülen sentez basamakları sonucunda 2,28 g 

sarımsı sıvı şekilde 4,5. jenerasyon yüzeyi PEG 2000 ile modifiye edilmiş dendrimer 

elde edilmiştir. Üretimin verimi % 70 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR sonuçları, (cm-1) 3434, 3367 (NH2), 1733 (C=O),  1647 (HNC=O), 

1548 (HNC=O); 1H-NMR sonuçları, δH (500 MHz; CD3OD) 2.39 (m, 

CH2CH2COOCH3), 2.58 (m, CH2CH2COOCH3), 2.79 (m, CONHCH2CH2NR2), 2.88 

(s, OCH2CH2NH2), 3.28 (m, CONHCH2CH2NR2), 3.37 (s, CONHCH2CH2O), 3.52-

3.65 (m, OCH2CH2O, CH2OCH2), 3.68 (s, COOCH3), 4.23 (s, CH2NH2); 
13C-NMR 

sonuçları ise, δC (125 MHz; CD3OD) 33.64 (CH2CH2COOCH3) 39.91 

(CONHCH2CH2O), 40.43 (OCH2CH2NH2) 45.76 (CH2CH2COOCH3), 50.52 

(COOCH3), 51.43 (CONHCH2CH2NR2), 70.27, 70.74, 70.87, 71.43, 71.52, 72.09, 

72.61, (OCH2CH2O), 169.19 (CONH), 174.69 (COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 

 

Şekil 4.2. PEG-PAMAM 4,5. jenerasyon dendrimerin PEG 2000 ile 

modifikasyonundan sonra elde edilen ATR spektrumu. 
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Şekil 4.3. PEG-PAMAM 4,5 + PEG 2000’in 1H NMR spektrumu. 

Yüzey Gruplarının Karboksilik Aside Dönüştürülmesi (Asit Reaksiyonu) 

Sentez basamakları sonucunda 1,19 g sarımsı sıvı şekilde 4,5. jenerasyon 

dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 100 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR sonuçları, (cm-1) 3400-3100 (COOH), 1652 (HNC=O), 1568 

(HNC=O); 1H-NMR sonuçları, δH (500 MHz; CD3OD) 2.38 (m, CH2CH2COOCH3), 

2.62 (m, CH2CH2COOCH3), 2.83 (m, CONHCH2CH2NR2), 2.86 (s, OCH2CH2NH2), 

3.31 (m, CONHCH2CH2NR2), 3.37 (s, CONHCH2CH2O), 3.52-3.65 (m, OCH2CH2O, 

CH2OCH2); 
13C-NMR sonuçları ise, δC (125 MHz; CD3OD) 36.41 

(CH2CH2COOCH3) 40.00 (CONHCH2CH2O), 40.14 (OCH2CH2NH2) 46.74 

(CH2CH2COOCH3), 51.27 (CONHCH2CH2NR2), 69.82, 70.31, 70.53, 71.05, 71.27, 

71.55, 71.75, 72.29, (OCH2CH2O), 174.77 (CONH), 181.33 (COOH) şeklinde 

bulunmuştur. 
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Şekil 4.4. PEG-PAMAM 4,5 + PEG 2000’in yüzey gruplarının karboksilik 

aside dönüştürülmesinden sonra elde edilen ATR spektrumu. 

 

 

Şekil 4.5. PEG-PAMAM 4,5 + PEG asitin 1H NMR spektrumu 
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4.1.2. EDA Çekirdekli Dendrimer Sentezi 

¨EDA Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin Sentezi¨ başlığı altında yürütülen 

deneyler sonucunda, EDA çekirdekli dendrimerler için sentezlenen her bir 

jenerasyon basamağına ait ATR spektrum, 13C NMR ve 1H NMR sonuçları aşağıda 

sırasıyla verilmiştir. ATR spektrumları ayrıca grafik şeklinde de sunulmuştur (Şekil 

4.6). Dendrimerlerin PEG ile modifikasyonuna ve yüzey gruplarının karboksilik 

aside dönüştürülmesine ilişkin ATR ve NMR spektrum sonuçları ve grafikleri de 

sunulmuştur (Şekil 4.7-4.10). 

 EDA-PAMAM 0,5: Sentez basamakları sonucunda 20,08 g sarımsı sıvı 

şekilde 0,5. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 99,5 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, vmax/cm-1 1730 (C=O); 1H NMR sonuçlar, δH(500 

MHz; CD3OD) 2.29 (8H, t, NR2CH2CH2COOCH3), 2.41 (4H, s, R2NCH2CH2NR2), 

2.63 (8H, t, NR2CH2CH2COOCH3), 3.61 (12H, s, COOCH3); 
13C NMR sonuçları ise, 

δC(125 MHz; CD3OD) 33.06 (CH2CH2COOCH3), 50.38 (CH2CH2COOCH3), 51.35 

(COOCH3), 52.6 (NR2CH2CH2NR2), 172.06 (COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 

 EDA-PAMAM 1,0: Sentez basamakları sonucunda 16,60 g sarımsı sıvı 

şekilde 1. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 95 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, vmax/cm-1 3282 (NH), 1641 (HNC=O), 1548 

(HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH(500 MHz; CD3OD) 2.25 (8H, bm, 

NR2CH2CH2CONH), 2.57 (8H, t, NR2CH2CH2CONH), 2.71 (8H, t, 

CONHCH2CH2NH2), 3.31 (8H, bm, CONHCH2CH2NH2); 
13C NMR sonuçları ise, 

δC(125 MHz; CD3OD) 33.14 (NCH2CH2CONH), 40.60 (CONHCH2CH2NH2), 

41.10 (CONHCH2CH2NH2), 49.50 (NCH2CH2CONH), 172.0 (NCH2CH2CONH) 

olarak bulunmuştur. 

 EDA-PAMAM 1,5: Sentez basamakları sonucunda 23,58 g sarımsı sıvı 

şekilde 1,5. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 92 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, vmax/cm-1 3296 (NH), 1730 (C=O), 1653 (HNC=O), 

1535 (HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH(500 MHz; CD3OD) 2.34 (16H, bm, 

NR2CH2CH2COOCH3), 2.49 (16H, t, NR2CH2CH2COOCH3), 2.69 (8H, bm, 

CONHCH2CH2NR2), 3.19 (8H, bm, CONHCH2CH2NR2), 3.65 (24H, s, COOCH3); 

13C NMR sonuçları ise, δC(125 MHz; CD3OD) 31.42 (CH2CH2COOCH3), 47.50 
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(CH2CH2COOCH3), 48.7 (CH2CH2NR2), 50.01 (COOCH3), 171.1 

(NCH2CH2CONH), 171.8 (COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 

 EDA-PAMAM 2,0:Sentez basamakları sonucunda 23,97 g sarımsı sıvı 

şekilde 2. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 94,6 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, vmax/cm-1 3280 (NH), 1635 (HNC=O), 1549 

(HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH(500 MHz; CD3OD) 2.25 (16H, bm, 

NR2CH2CH2CONH), 2.55 (16H, bm, NR2CH2CH2CONH), 2.66 (16H, bm, 

CONHCH2CH2NH2), 3.12 (16H, bm, CONHCH2CH2NH2); 
13C NMR sonuçları ise, 

δC(125 MHz; CD3OD) 33.64 (NCH2CH2CONH), 40.12 (CONHCH2CH2NH2), 42.32 

(CONHCH2CH2NH2), 50.10 (NCH2CH2CONH), 170.8, 171.12  (NCH2CH2CONH) 

olarak bulunmuştur. 

 EDA-PAMAM 2,5: Sentez basamakları sonucunda 29,16 g sarımsı sıvı 

şekilde 2,5. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 95 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, vmax/cm-1 3294 (NH), 1731 (C=O), 1644(HNC=O), 

1544 (HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH(500 MHz; CD3OD) 2.37 (32H, bm, 

NR2CH2CH2COOCH3), 2.45 (32H, t, NR2CH2CH2COOCH3), 2.64 (16H, bm, 

CONHCH2CH2NR2), 3.15 (16H, bm, CONHCH2CH2NR2), 3.61 (48H, s, COOCH3); 

13C NMR sonuçları ise, δC(125 MHz; CD3OD) 31.96 (CH2CH2COOCH3), 47.67 

(CH2CH2COOCH3), 48.18 (CH2CH2NR2), 49.54 (COOCH3), 170.56, 170.87 

(NCH2CH2CONH), 171.56 (COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 

 EDA-PAMAM 3,0: Sentez basamakları sonucunda 20,83 g sarımsı sıvı 

şekilde 3. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 90 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, vmax/cm-1 3283 (NH), 1639 (HNC=O), 1546 

(HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH(500 MHz; CD3OD) 2.26 (32H, brm, 

NR2CH2CH2CONH), 2.58 (32H, brm, NR2CH2CH2CONH), 2.64 (32H, t, 

CONHCH2CH2NH2), 3.12 (32H, brm, CONHCH2CH2NH2); 
13C NMR δC(125 MHz;  

CD3OD) 32.23 (NCH2CH2CONH), 39.54 (CONHCH2CH2NH2), 41.02 

(CONHCH2CH2NH2), 49.67 (NCH2CH2CONH), 171,42, 171.54, 171.69 

(NCH2CH2CONH) olarak bulunmuştur. 

 EDA-PAMAM 3,5: Sentez basamakları sonucunda 25,05 g sarımsı sıvı 

şekilde 3,5. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 93 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, vmax/cm-1 3271 (NH), 1726 (C=O), 1638 (HNC=O), 
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1557 (HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH(500 MHz; CD3OD) 2.40 (64H, bm, 

NR2CH2CH2COOCH3), 2.52 (64H, t, NR2CH2CH2COOCH3), 2.67 (32H, bm, 

CONHCH2CH2NR2), 3.17 (32H, bm, CONHCH2CH2NR2), 3.62 (96H, s, COOCH3); 

13C NMR sonuçları ise, δC(125 MHz; CD3OD) 31.32 (CH2CH2COOCH3), 47.41 

(CH2CH2COOCH3), 48.47 (CH2CH2NR2) 50.35 (COOCH3), 171.02, 171.15, 171.43 

(NCH2CH2CONH), 172.01 (COOCH3) şeklinde bulunmuştur. 

 EDA-PAMAM 4,0: Sentez basamakları sonucunda 16,39 g sarımsı sıvı 

şekilde 4. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 90 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, vmax/cm-1 3270 (NH), 1643 (HNC=O), 1550 

(HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH(500 MHz; CD3OD) 2.24 (64H, brm, 

NR2CH2CH2CONH), 2.52 (64H, t, NR2CH2CH2CONH), 2.63 (64H, t, 

CONHCH2CH2NH2), 3.11 (64H, brm, CONHCH2CH2NH2); 
13C NMR sonuçları ise, 

δC(125 MHz; CD3OD) 32.02 (NCH2CH2CONH), 39.43 (CONHCH2CH2NH2), 41.89 

(CONHCH2CH2NH2), 48.22 (NCH2CH2CONH), 170.44, 170.52, 170.58, 170.67 

(NCH2CH2CONH) olarak bulunmuştur. 

 EDA-PAMAM 4,5: Sentez basamakları sonucunda 17,62 g sarımsı sıvı 

şekilde 4,5. jenerasyon dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 92,5 olarak 

bulunmuştur. ATR-IR sonuçları, vmax/cm-1 3280 (NH), 1727 (C=O), 1634 (HNC=O), 

1550 (HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH(500 MHz; CD3OD) 2.38 (128H, bm, 

NR2CH2CH2COOCH3), 2.49 (128H, bm, NR2CH2CH2COOCH3), 2.66 (64H, bm, 

CONHCH2CH2NR2), 3.16 (64H, bm, CONHCH2CH2NR2), 3.62 (192H, s, 

COOCH3); 
13C NMR sonuçları ise,  δC(125 MHz; CD3OD) 31.42 

(CH2CH2COOCH3), 47.51 (CH2CH2COOCH3), 48.37 (CH2CH2NR2) 50.25 

(COOCH3), 171.12, 171.18, 171.49 (NCH2CH2CONH), 172.03 (COOCH3) şeklinde 

bulunmuştur. 
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Şekil 4.6. (a) 0,5 (b) 1 (c) 1,5 (d) 2 (e) 2,5 (f) 3 (g) 3,5 (h) 4 (ı) 4,5. 

jenerasyona sahip etilendiamin çekirdek yapısına sahip dendrimerlerin ATR 

spektrumları. 
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EDA Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin PEG-2000 ile Modifikasyonu  

¨EDA Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin PEG ile Yüzey Modifikasyonu¨ 

başlığı altında yürütülen sentez basamakları sonucunda 2,45 g sarımsı sıvı şekilde 4,5. 

jenerasyon yüzeyi PEG 2000 ile modifiye edilmiş dendrimer elde edilmiştir. 

Üretimin verimi % 80 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR sonuçları, (cm-1) 3411, 3286 (NH2), 1734 (C=O),  1650 (HNC=O), 

1564 (HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH (500 MHz, CD3OD) 2.42 (m, 

NR2CH2CH2COOCH3), 2.6 (m, NR2CH2CH2COOCH3), 2.66 (bm, 

CONHCH2CH2NR2), 3.18 (bm, CONHCH2CH2NR2), 3.50 (s, COOCH3), 3.50-3.57 

(m, OCH2CH2O, CH2OCH2), 4.22 (CH2NH2); 
13C NMR sonuçları ise, δC (125 MHz; 

CD3OD) 31.49 (CH2CH2COOCH3), 40.01 (OCH2CH2NH2), 47.61 

(CH2CH2COOCH3), 48.36 (CH2CH2NR2) 49.79 (COOCH3), 68.43, 68.86, 69.28, 

69.96, 70.11, 70.51, 70.98, (OCH2CH2O), 172.56 (CONH), 174.50 (COOCH3) 

olarak bulunmuştur. 

 

          

Şekil 4.7. EDA-PAMAM 4,5. jenerasyon dendrimerin PEG 2000 ile 

modifikasyonundan sonra elde edilen ATR spektrumu. 
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Yüzey Gruplarının Karboksilik Aside Dönüştürülmesi (Asit reaksiyonu) 

Sentez basamakları sonucunda 1,22 g sarımsı sıvı şekilde 4,5. jenerasyon 

dendrimer elde edilmiştir. Üretimin verimi % 100 olarak bulunmuştur. 

ATR-IR sonuçları, (cm-1) 3450-3150 (COOH), 1653 (HNC=O), 1566 

(HNC=O); 1H NMR sonuçları, δH (500 MHz, CD3OD) 2.40 (m, 

NR2CH2CH2COOCH3), 2.62 (m, NR2CH2CH2COOCH3), 2.72 (bm, 

CONHCH2CH2NR2), 3.61-3.73 (m, OCH2CH2O, CH2OCH2); 
13C NMR sonuçları ise, 

δC (125 MHz; CD3OD) 38.36 (CH2CH2COOCH3), 42.10 (OCH2CH2NH2), 49.65 

(COOCH3), 69.78, 70.50, 71.02, 71.26, 71.51, 71.73, 72.22, (OCH2CH2O), 180.58 

(CONH), 181.28 (COOCH3) olarak bulunmuştur. 

     

Şekil 4.8. EDA-PAMAM 4,5-PEG 2000’in yüzey gruplarının karboksilik 

aside dönüştürülmesinden sonra elde edilen ATR spektrumu. 
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Şekil 4.9. EDA-PAMAM 4,5 + PEG’in 1H NMR spektrumu. 

 
 

Şekil 4.10. EDA-PAMAM 4,5 + PEG asitin 1H NMR spektrumu. 

4.1.3. Antikor Konjugasyonu 

Bölüm 3.2.2’de ¨Antikor Konjugasyonu¨ başlığı altında yürütülen deneyler 

sonucunda, % 91 verimle 184 mg sarımsı sıvı halde dendrimer-antikor konjugatı elde 

edilmiştir. ATR-IR sonuçları (cm-1) 3439, 3360 (NH2), 1732 (C=O), 1643 (HNC=O), 

1543 (HNC=O) olarak bulunmuştur. 

Antikor konjugasyonunun gerçekleştiğini göstermek amacıyla PEG 
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dendrimerin 1H NMR spektrumları karşılaştırılmıştır. PEG-PAMAM 4,5 + PEG 

maddesinin 1H NMR spektrumuna baktığımızda 5 ppm üzerinde herhangi bir pike 

rastlanmamaktadır (Şekil 4.11). PEG son gruplu dendrimere antikor bağlandığı 

zaman antikordan kaynaklanan rezonans pikleri 7-9 ppm arasında görülmektedir 

(Şekil 4.12). Bu pikler antikorun dendrimere bağlandığını bize göstermektedir. 

Yüzeyine PEG-Antikor bağlanmış dendrimerleri asite dönüştürdüğümüzde metil 

esterlerinin kaybolduğu gözlemlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.11. PEG-PAMAM 4,5 + PEG’in 1H NMR spektrumu. 

 

 

Şekil 4.12. PEG-PAMAM-Flt1’in  1H NMR spektrumu. 
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Şekil 4.13. PEG çekirdekli dendrimere Flt-1 konjugasyonunun gerçekleştiğini 

gösteren kütle spektrumu (MALDI-TOF/MS: m/z, (PEG_4.5 + PEG-Flt-1)1Na22). 

Antikor konjugasyonu 1H NMR analizinin yanı sıra MALDI-TOF ile de 

gösterilmiştir (Şekil 4.13). Molekül ağırlığının tayininde kullanılan MALDI-TOF’ta 

örnek, spesifik bir dalga boyundaki kısa pulslu lazerden gelen ışını absorblayan 

matriks içinde çözülür, iyonlaşır ve kütle analizörlerinde ekstrakt edilir. Zaman-yol 

bağımlı kütle spektroskopiyle (TOF, Time of Flight MS) bileştirilerek 

kullanılmaktadır. Yüksek kütle sayılarına çıkabilme özelliği nedeniyle kullanımı 

oldukça yaygın bir iyonizasyon yöntemidir. MALDI-TOF sonuçlarına baktığımızda 

Şekil 4.13’te  elde edilen kuvvetli pik değeri olan 25734’ün 2 ile çarpılması 

sonucunda antikor ile konjuge edilmiş dendrimerin molekül ağırlığı 50701 g/mol 

olarak bulunmuştur. Elde edilen bu sonuç, PEG çekirdekli dendrimerin uçuna PEG 

2000 maddesi ve antikor bağlandığını göstermektedir. 
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4.2. Gemsitabin HCl Üzerinde Yapılan Fizikikokimyasal Çalışmalar  

 

4.2.1. Gemsitabin HCl’nin UV Spektrumu 

 

¨UV Spektrumu¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde yürütülen deney 

sonucunda gemsitabin HCl’ün su içerisinde maksimum absorbans gösterdiği dalga 

boyları 240, 260 ve 270 nm olarak bulunmuştur (Şekil 4.14). HPLC analizleri 

yöntem geliştirme aşamasında her üç dalga boyunda da yürütülmüştür ancak, daha 

sonra elde edilen sonuçlar irdelendiğinde aynı konsantrasyon için elde edilen pik 

alanlarının 270 nm’de elde edildiği gözlenmiş ve analitik yöntem validasyonu bu 

dalga boyunda gerçekleştirilmiştir.  

 

 
 

 Şekil 4.14. Gemsitabin HCl’ün su içerisindeki UV spektrumunun üç boyutlu 

görüntüsü. 

4.2.2. Gemsitabin HCl’nin Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) 

ile Miktar Tayini  

Gemsitabin HCl’ün HPLC ile miktar tayini Bölüm 3.2.4.2’de ¨Gemsitabin 

HCl’ün Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini¨ başlığı 

altında  belirtilen koşullarda gerçekleştirilmiş ve Gemsitabin HCl’e ait aşağıdaki pik 

elde edilmiştir (Şekil 4.15). Kromatogramdan da görüldüğü gibi Gemsitabin HCl’e 

ait pik düzgün bir şekilde elde edilmiş ve alıkonma zamanı 3,18 dakika olarak 

bulunmuştur. 
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Şekil 4.15. Gemsitabin HCl’ün 25 μg/mL konsantrasyonuna ait HPLC 

kromatogramları.  

Kalibrasyon Doğrusu ve Denklemi 

Gemsitabin HCl’e ait kalibrasyon doğrusu  HPLC analizleri her birinde 0,5, 1, 

5, 10, 25, 50 μg.mL-1 konsantrasyonda Gemsitabin HCl olan çözeltiler kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmalar 6 seri üzerinden gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan 

çözeltilerin HPLC kolonuna enjeksiyonundan sonra elde dilen pik alanları 

çözeltilerin konsantrasyonlarına karşı grafiğe geçirilerek kalibrasyon doğrusuna ait 

denklem lineer regresyon ile bulunmuştur. Gemsitabin HCl’ün HPLC ile miktar 

tayininde lineer regresyon verileri Tablo 4.1’de gösterilmekte olup, kalibrasyon 

doğrusu ve denklemi ise Şekil 4.16’da yer almaktadır. 
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Tablo 4.1. Gemsitabin HCl’ün HPLC ile miktar tayininde elde edilen regresyon 

verileri (n=6). 

Parametre Sonuç 

Konsantrasyon aralığı 0,5 – 50 μg.mL-1 

 

Eğim 35,378 

İntersept 9,841 

Korelasyon katsayısı (r2) 0,9998 

 

 

Şekil 4.16. Gemsitabin HCl’ün geliştirilen HPLC yöntemiyle elde edilen 

kalibrasyon doğrusu ve denklemi. 

Analitik Yöntem Validasyonu 

Doğrusallık 

Kalibrasyon doğruları ¨Doğrusallık¨ başlığı anlatıldığı şekilde hazırlanmıştır. 

Hazırlanan stok çözeltilerden hareketle yapılan seyreltmeler sonucunda 0,5, 1, 5, 10, 

25, 50 μg.mL-1 konsantrasyondaki standart çözeltilerin HPLC analizi yapılmıştır. Pik 

alanlarına karşılık gelen konsantrasyonlar hesaplanmış ve doğru denklemi elde 

edilmiştir. Tanımlayıcılık katsayısı r2 = 0,9998 olarak bulunarak denklemin 

doğrusallığı gösterilmiştir (Şekil 4.16). 
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Doğruluk  

Gemsitabin HCl’ün miktar tayini için kullanılan yöntemin deney içi (gün içi; 

intra-assay) ve deneyler arası (günler arası; inter-assay) doğruluğunun 

değerlendirilmesi için yapılan deneyler ¨Doğruluk¨ başlığı altında açıklandığı şekilde 

gerçekleştirilmiştir. Deney içi ve deneyler arası doğruluğun tespiti için yapılan 

deneyleri takiben Formül 3.1 kullanılarak doğruluk bulguları elde edilmiştir (Tablo 

4.2). 

Tablo 4.2. Deney içi ve deneyler arası doğruluk. 

 

İlave Edilen 

Konsantrasyon 

(μg/mL) 

Hesaplanan 

Konsantrasyon 

(μg/mL) 

Doğruluk 

(Bağıl Hata) 

Gün İçib 0,5 0,4958 0,84 

 

5 5,08 1,6 

 

50 50,6 1,2 

Günler 

Arasıb 0.5 0,509 1,8 

 

5 5,076 1,52 

 

50 50,88 1,76 

b Gün içi ve günler arası tayinde her konsantrasyon için  n = 6 

Gün içi ve günler arası doğruluk % rölatif hata ile belirtilmiş olup, gün içi 

için bu değerler % 0,84 ile 1,6 arasında, günler arası için % 1,52 ile % 1,76 arasında 

değişmektedir (Tablo 4.2). Validasyon çalışmalarında % rölatif hata değerlerinin % 

2’den küçük olması gerektiği bildirildiğinden, hesaplanan % rölatif hata değerlerinin 

% 2’nin altında olması ile kullanılan analitik yöntemin deney içi ve deneyler arası 

doğruluğu gösterilmiştir.  
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Kesinlik  

Tekrarlanabilirlik 

¨Tekrarlanabilirlik¨ başlığı altında açıklandığı gibi, kalibrasyon eğrisinde yer 

alan üç farklı konsantrasyonda (düşük, orta, yüksek; 0,5, 5, 50 μg/mL-1) standart 

çözeltiler hazırlanmış ve aynı çözeltilerin pik alanları HPLC ile 6 kez ayrı ayrı 

okutulup, hesaplanmıştır. Pik alanlarına karşılık gelen konsantrasyonlar için VK 

değerleri hesaplanmıştır. VK’nın % 2’den küçük olması yöntemin 

tekrarlanabilirliğini göstermektedir. (Tablo 4.3). 

Tablo 4.3. Tekrarlanabilirlik sonuçları. 

İlave Edilen 

Konsantrasyon (μg/mL) 

Hesaplanan Konsantrasyon 

(μg/mL) X ±SS 

VK 

(%) 

0,5 

0,496 

0,507 ± 0,0106 1,97 

0,512 

0,507 

0,493 

0,519 

0,521 

5 

5,01 

5,03 ± 0,09 1,78 

5,21 

5,26 

5,6 

4,87 

4,92 

50 

49,7 

50,01 ± 0,95 1,89 

50,121 

50,213 

51,7 

51,83 

48,19 
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Tekrar Elde Edilebilirlik 

Gemsitabin HCl’ün miktar tayini için kullanılan yöntemin deney içi (gün içi; 

intra-assay) ve deneyler arası (günler arası; inter-assay) kesinliğin değerlendirilmesi 

için yapılan deneyler metod bölümünde tekrar elde edilebilirlik başlığında 

açıklandığı gibi gerçekleştirilmiştir. Tekrar elde edilebilirliğin değerlendirilmesinde, 

pik alanlarına karşılık gelen konsantrasyonlar için varyasyon katsayısı değerleri 

hesaplanmıştır. VK’nın % 2’den küçük bir değere sahip olması yöntemin tekrar elde 

edilebilirliğini göstermektedir.  

Tablo 4.4. Gün içi ve günler arası kesinlik sonuçları. 

 

İlave Edilen 

Konsantrasyon  (μg/mL) 

Hesaplanan 

Konsantrasyon  (μg/mL) 
Kesinlik a 

Gün İçib 

0,5 0,498 ± 0,008 1,606 

5 5,09 ± 0,06 1,17 

50 51,87 ± 0,24 0,46 

Günler 

Arasıb 

0,5 0,508 ± 0,01 1,96 

5 5,12 ± 0,07 1,367 

50 52,03 ± 0,33 0,63 

a  Varyasyon katsayısı (%) 
b  Gün içi ve günler arası tayinde her konsantrasyon için n = 6. 

Kesinlik çalışmaları üç farklı konsantrasyon (düşük, orta, yüksek: 0,5, 5, 50 

μg/mL) üzerinden gerçekleştirilmiş olup, tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik 

olarak ayrı ayrı değerlendirilmiştir. Tekrarlanabilirlik % VK ile belirtilmiş olup, bu 

değerler 1,78 ile 1,97 arasında değişmektedir (Tablo 3). Gün içi ve günler arası tekrar 

elde edilebilirlik % VK ile belirtilmiş olup, gün içi için bu değerler % 0,46 ile % 

1,606 arasında, günler arası için % 0,63 ile % 1,96 arasında değişmektedir (Tablo 

4.4). Hesaplanan  % VK değerlerinin % 2’nin altında olması ile analitik yöntemin 

tekrarlanabilirliği ve deney içi ve deneyler arası tekrar elde edilebilirliği 

gösterilmiştir. 
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Duyarlılık 

Yöntemin duyarlılığı için kabul edilebilir doğruluk ve kesinlikte ölçülebilen 

konsantrasyon 102,4 ng/mL olup, saptama sınırı 46,7 ng/mL’dir. Bu veriler 

geliştirilen analitik yöntemin çalışmamızın amacına uygun duyarlılığa sahip 

olduğunu göstermiştir. 

Özgünlük 

Hazırlanan dendrimer inklüzyon komplekslerinde kullanılan yardımcı 

maddelerin etkin madde ile aynı kromatografik şartlarda pik verip vermediğinin 

belirlenmesi için HPLC kromatogramları alınmıştır.  

Stabilite 

¨Stabilite¨ başlığı altında yürütülen deney kapsamında elde edilen bulgular 

incelendiğinde, seçilen bir konsantrasyonda, salım ortamlarında (pH 5,5 ve 7,4) 

hazırlanan Gemsitabin HCl çözeltisinin hazırlanır hazırlanmaz ve 37 °C’de 24 saat 

bekletildikten sonra HPLC ile analizi sonucunda elde edilen konsantrasyonlar 

karşılaştırılmış, % VK değerleri % 2’nin altında ve % geri kazanım değeri % 98,59-

100 arasında bulunarak gemsitabin HCl’ün vitro salım çalışmaları sırasında dayanıklı 

olacağı gösterilmiştir (Tablo 4.5). 

Tablo 4.5. Stabilite sonuçları. 

 

pH 

Ölçüm 

Zamanı 

(saat) 

Konsantrasyon 

(μg/mL) 

Hesaplanan 

Konsantrasyon 

(X ± SS) 

Geri 

Kazanım 

(%) 

VK 

(%) 

 

7,4 
0 5 4,98 ± 0,07 100 1,4 

 24 5 4,91 ± 0,08 98,59 2 

 

5,5 
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 HCl İnklüzyon Komplekslerinin 

Karakterizasyonu 

4.3.1. Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) Analizi 

GEM, PEG-PAMAM, PEG-PAMAM-GEM ve PEG-PAMAM ile GEM’in 

fiziksel karışımlarına ait DSC termogramları grafikler şeklinde sunulmuştur (Şekil 

4.17). Şekil 4.17’de 287,5 °C’de keskin bir pik şeklinde görülmüştür. PEG ile 

hazırlanan inklüzyon kompleksine termogramda ise, gemsitabine ait bu erime pikinin 

kaybolduğu görülürken, PEG ile gemsitabinin fiziksel karışımı sonucunda elde 

edilen termogramda gemsitabine ait erime piki varlığını sürdürmektedir. Elde edilen 

DSC termogramları inklüzyon komplekslerinin başarılı bir şekilde hazırlandığını 

göstermektedir. 

 

Şekil 4.17. GEM, PEG-PAMAM, PEG-PAMAM-GEM inklüzyon kompleksi 

ve PEG-PAMAM + GEM fiziksel karışımına ait DSC termogramları. 

4.3.2. Enkapsülasyon Etkinliğinin Değerlendirilmesi 

¨Enkapsülasyon Etkinliğinin Değerlendirilmesi¨ başlığı altında anlatıldığı 

şekilde yürütülen deneyler sonucunda 2:1, 4:1, 6:1 gemsitabin: dendrimer mol 

oranları kullanılarak hazırlanan inklüzyon kompleksleri üzerinde yapılan analizler 

göstermiştir ki, iki farklı çekirdek yapısında elde edilen sonuçlar farklılık 

göstermiştir. Elde edilen 100 μM dendrimer başına enkapsüle olan gemsitabin 

miktarı (μg) ve 100 μM dendrimer başına enkapsüle olan gemsitabin molü (μM) 

olarak Tablo 4.6’da verilmiştir. 
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Tablo 4.6. Enkapsülasyon etkinliği sonuçları. 

Formülasyon 

100 μM Dendrimer 

başına Enkapsüle olan 

Gemsitabin Miktarı (μg) 

100 μM Dendrimer başına 

Enkapsüle olan Gemsitabin 

molü (μM) 

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. Partikül Boyutu ve Zeta Potansiyeli 

EDA ve PEG çekirdekli dendrimerlerin PEG 2000 ile modifiye edildikten 

sonraki formlarının ve bu şekilde modifiye edildikten sonra etkin madde içeren 

formlarının partikül boyutu ve dağılımları, zeta potansiyeli değerleri analiz edilmiştir. 

Çalışmaların devamında yapılan sitotoksisite deneylerinden elde edilen verilere göre, 

in vivo deneylere PEG çekirdekli dendrimerlerle devam edilmesine karar verilmiştir. 

Bu nedenle antikor konjugasyonu ve antikor ile konjuge edilmiş dendrimerlerin 

partikül boyutu ve zeta potansiyeli ölçümleri, sadece PEG çekirdekli dendrimerlere 

uygulanmıştır. Elde edilen sonuçlar standart sapmaları ile birlikte aşağıdaki tabloda 

özetlenmiştir (Tablo 4.7). 
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Tablo 4.7. Dendrimerler, GEM-dendrimer inklüzyon kompleksleri, PEG-PAMAM-

antikor konjugatları ve GEM-PEG-PAMAM antikor konjugatlarının partikül boyutu 

ve zeta potansiyeli sonuçları (n=6). 

Formülasyon Kodu Partikül 

Boyutu (nm) 

Poli Dispersite 

İndeksi (PDI) 

Zeta Potansiyeli 

(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 ± 2,5 

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-Flt1 230,76 ± 5,98 0,29 ± 0,02 -18,22 ± 2,21 

PEG-PAMAM-Flt1-GEM 275 ± 6,21 0,26 ± 0,01 - 17,29 ± 4,21 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.18. PEG-PAMAM dendrimerlerine ait partikül boyut ve zeta potansiyel 

dağılım grafikleri. 

4.3.4. İn Vitro Salım Deneyleri 

İn vitro salım çalışmaları Bölüm 3.2.6.4’te “İn Vitro Salım Deneyleri” başlığı 

altında anlatıldığı şekilde yapılmıştır. Zamanın fonksiyonu olarak % kümülatif salım 

miktarının gösterildiği grafik Şekil 4.19’de verilmiştir. 
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Şekil 4.19.  İn vitro salım profilleri (n=3). 

4.4. Hücre Kültürü Deneyleri  

 Bölüm 3.2.7’de ¨Hücre Kültürü Deneyleri¨ anlatıldığı şekilde açılıp 

büyütülen CFPAC-1 insan pankreas kanser hücreleri % 80 konfluense ulaştıktan 

sonra hücrelerin belirgin nükleuslu ve iğsi şekilli mikroskop görüntüleri Şekil 

4.20’de görülmektedir.  

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.20. CFPAC-1 insan pankreas hücrelerinin çoğaltma işleminden sonra 

ışık mikroskop altındaki görüntüsü. 
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4.4.1. CFPAC-1 Hücrelerinde VEGFR-1 Ekspresyonunun Gösterilmesi  

¨CFPAC-1 Hücrelerinde Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü Reseptörü-

1’in (VEGFR-1) Sentezinin Gösterilmesi¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde yürütülen 

deney prosedürüne göre tez çalışmasında kullanılan insan pankreas kanser hücreleri 

olan CFPAC-1’ın yüzeyinde aktif hedeflendirme ligandı olarak kullanılacak olan 

anti-VEGFR-1 antikorunun reseptörü olan VEGFR-1’in hangi oranda bulunduğu 

tespit edilmiştir. Bu kapsamda elde edilen sonuçlar göstermiştir ki, CFPAC-1 

hücrelerinde VEGFR-1 (Flt1) pozitiflik oranı %38,6 ± 10,7 olarak bulunmuştur 

(Şekil 4.21). Şekil 4.21’de de görüldüğü gibi, boş histogram izotipik kontrol boyama, 

gri (dolu) histogram ise Ftl-1 spesifik APC-işaretli monoklonal antikor ile boyama 

sonucu elde edilen hücre dağılımını göstermektedir. 

 

 Şekil 4.21. CFPAC-1 hücrelerinin izotipik kontrol boyama (içi boş 

histogram) ve APC işaretli Flt-1 spesifik antikor ile boyama sonucu (gri) elde edilen 

akış sitometri histogram grafiği.  
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Şekil 4.22. CFPAC-1 hücrelerinin izotipik kontrol boyama (sol) ve APC 

işaretli Flt-1 spesifik antikor ile boyama sonucu (sağ) elde edilen akış sitometri 

saçılım grafiği. 

Şekil 4.22’de, Şekil 4.21’deki veriler saçılım grafiği şeklinde sunulmuştur. 

Solda izotipik kontrol boyama ile elde edilen saçılım grafiği görülmektedir. Kanser 

hücrelerinin yarattığı non-spesifik boyanma P4 içerisinde yer almaktadır. Sağdaki 

grafikte ise ana popülasyon içerisinde VEGFR-1 pozitif hücrelerin varlığı 

görülmektedir. 

4.4.2. Sitotoksisite Çalışmaları 

Tez çalışması kapsamında optimum dendrimer tipini (EDA ya da PEG), 

subtoksik konsantrasyon aralığını, gemsitabine ilişkin sitotoksisite durumunu ve 

gemsitabin yüklü dendrimerlerin gemsitabinin sitotoksisitesini devam ettirmesine bir 

engel teşkil edip etmediğini ve antikor ile modifiye edilen dendrimerlerdeki 

sitotoksisite durumunu değerlendirebilmek amacıyla ¨Sitotoksisite Çalışmaları¨ 

başlığı altında anlatıldığı şekilde sitotoksisite çalışmaları yürütülmüştür. Bu 

kapsamda elde edilen sonuçlar grafikler halinde sunulmuştur (Şekil 4.23-4.26).  
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Şekil 4.23. EDA-PAMAM, EDA-PAMAM-Flt-1 ve EDA-PAMAM-Iso 

dendrimerlerinin CFPAC-1 hücrelerine 24 ve 48 saat süreli maruziyetten sonra elde 

edilen hücre canlılıkları.  

 

Şekil 4.24. PEG-PAMAM, PEG-PAMAM-Flt-1 ve PEG-PAMAM-Iso 

dendrimerlerinin CFPAC-1 hücrelerine 24 ve 48 saat süreli maruziyetten sonra elde 

edilen hücre canlılıkları.  
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Şekil 4.25. EDA-PAMAM-GEM, EDA-PAMAM-Flt1-GEM, EDA-

PAMAM-Iso-GEM’in CFPAC-1 hücrelerine 24 ve 48 saat süreli maruziyetten sonra 

elde edilen hücre canlılıkları.  

 

Şekil 4.26. PEG-PAMAM-GEM, PEG-PAMAM-Flt1-GEM, PEG-PAMAM-

Iso-GEM’in CFPAC-1 hücrelerine 24 ve 48 saat süreli maruziyetten sonra elde 

edilen hücre canlılıkları.  
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Rho123 Rho123 

4.4.3. Hücre İçine Alım Çalışmaları 

¨Hücre İçine Alım Çalışmaları¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde yürütülen in 

vitro hücre içine alım çalışmaları sonucunda akış sitometri cihazı ile tek başına Rho 

çözeltisi, PEG-PAMAM-Rho, PEG-PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho 

dendrimerlerin uygulandığı hücrelerin verdikleri floresan şiddetindeki farklılıklara 

göre hücrelerin davranışı aydınlatılmaya çalışılmıştır. Şekil 4.27’da görülen grafikte 

kontrol olarak hiçbir uygulama yapılmayan hücrelerin tek bir popülasyon ve düşük 

floresan oluşturduğu gözlenirken, mavi ile gösterilen ikinci hücre popülasyonu PEG-

PAMAM-Iso-Rho dendrimerlerin uygulandığı hücrelerin uygulandığı grafiktir. İki 

tepeli yeşil renk ile gösterilen popülasyon ise PEG-PAMAM-Flt1-Rho 

dendrimerlerin uygulandığı hücrelere aittir. Anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmiş 

dendrimerlerin hücrelerde VEGFR-1 pozitiflik oranlarına göre farklı floresan 

intensitesine sahip iki popülasyon oluşturduğu görülmektedir. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.27. Farklı molar oranlarda rodamin içeren (a) 20 nM (b) 40 nM 

formülasyonların uygulandığı CFPAC-1 hücrelerinin 8 saat sonunda gösterdikleri 

akış sitometrik histogram profilleri. 

Rho, PEG-PAMAM-Rho, PEG-PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-

Rho uygulanan dört farklı hücre grubunun kendi içerisindeki floresan intensiteleri 

akış sitometri ile tayin edilmiştir. Spesifik olmayan bir şekilde hücre içine alındıkları 

için Rho ve PEG-PAMAM-Rho’nun uygulandığı hücreler, PEG-PAMAM-Iso-Rho 

ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho’nun uygulandığı hücrelere göre daha yüksek floresan 

intensite göstermiştir. Rho hücre içine rahatlıkla girebilen bir boya olduğu için PEG-

PAMAM-Rho’ya göre hücre içerisine daha fazla alınmıştır (Şekil 4.28). PEG-

(a) (b) 
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PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho kendi aralarında kıyaslandığında ise 

düşük konsantrasyonlarda birbirlerine yakın profil gösterirken, artan 

konsantrasyonlarda, PEG-PAMAM-Flt1-Rho’nun uygulandığı hücreler daha yüksek 

floresan intensite göstermiştir. 

 

Şekil 4.28. Rho çözeltisi ve PEG-PAMAM-Rho formülasyonların artan 

konsantrasyonuna karşı hücrelerin akış sitometri sonucuna göre gösterdiği floresan 

intensite değişimi. 

 

Şekil 4.29. PEG-PAMAM-Iso-Rho PEG-PAMAM-Flt1-Rho 

formülasyonlarının artan konsantrasyona karşı hücrelerin akış sitometri sonucuna 

göre gösterdiği floresan intensite değişimi. 
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PEG-PAMAM-Flt1-Rho’nun uygulandığı hücreler tek başlarına 

değerlendirildiğinde ise, hücreler yüksek ve düşük floresan intensite özelliklerine 

göre iki alt popülasyona ayrılmıştır. Şekil 4.30’de, CFPAC-1 hücreleri, Şekil 4.27’da 

yeşil renk ile gösterilen popülasyonda da görüldüğü gibi PEG-PAMAM-Flt1-

Rho’nun hücre içine alımı Flt-1 pozitiflik oranına göre gerçekleştirmiştir. 

 

Şekil 4.30. PEG-PAMAM-Flt1-Rho’nun artan konsantrasyona karşı düşük ve 

yüksek parlaklık gösteren hücrelerin intensite değişimi.  
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Şekil 4.31. PEG-PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho uygulanan 

CFPAC-1 hücrelerine ait floresan mikroskop görüntüleri. 

Hücre içine alımın floresan mikroskop ile gösterildiği deneylerde ise Şekil 

4.31’de görüldüğü gibi anti-VEGFR-1 ile konjuge edilmiş rodamin 123 ile 

işaretlenmiş dendrimerlerin uygulandığı hücreler daha parlaktır. 

4.5. İn Vivo Deneyler 

4.5.1. Pankreas Tümör Modelinin Geliştirilmesi 

¨Pankreas Tümör Modelinin Geliştirilmesi¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde 

nude farelerde heterotopik olarak pankreas tümörü farelerin sırt bölgesinde 

geliştirilmiştir. Farelere CFPAC-1 enjeksiyonundan sonra fareler gözlemlenmiş ve 

kanser hücrelerinin enjeksiyonundan 21 gün sonra maksimum büyüklüğe erişen 

tümörler tedavi edilmeye başlanmıştır. 

4.5.2. Antitümör Etkinlik Çalışması 

¨Antitümör Etkinlik Çalışması¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde yürütülen in 

vivo deneyler kapsamında geliştirilen formülasyonların antitümör etkinliğinin 

PEG-PAMAM-Iso-Rho 

PEG-PAMAM-Flt1-Rho 
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araştırılması için öncelikle subkütan olarak pankreas tümörü oluşturulmuş farelerde 

tümör çapının takibi yapılmıştır. Kontrol grubu, gemsitabin HCl çözeltisinin 

uygulandığı grup, PEG-PAMAM-GEM inklüzyon komplekslerinin uygulandığı ve 

PEG-PAMAM-Flt1-GEM dendrimerlerinin uygulandığı grup olmak üzere dört farklı 

deney grubunda dörder gün ara ile dört kez ip enjeksiyon yapıldıktan sonra fareler 

sakrifiye edilmiştir (Şekil 4.32). Şekil 4.32’de de görüldüğü gibi tedavi edilmeyen 

farelerdeki tümör boyutu diğerlerine göre oldukça büyüktür. Bu durum uygulanan 

tedavi yaklaşımlarının işe yaradığını göstermektedir. Tümörleri çıkarılan farelerde de 

Şekil 4.32 ile paralel bir sonuç elde edilmiştir (Şekil 4.33). Ancak tedavi 

sonucundaki sonuç tümör çapları, formülasyonun başarısını göstermek için 

yetersizdir, daha önemli bir veri olarak tümör çapındaki değişim grafikleri verilmiştir. 

16 gün boyunca takip edilen tümör çapları her bir deney grubu için grafikler şeklinde 

sunulmuştur (Şekil 4.33). 

 

Şekil 4.32. Tümör oluşturulmuş farelerde 4 kür tedavi sonrasında elde tümör 

görüntüleri (1) Tedavi edilmeyen kontrol grubu (2) GEM ile tedavi edilen grup (3) 

PEG-PAMAM-GEM inklüzyon kompleksi ile tedavi edilmiş grup (4) PEG-

PAMAM-Flt1-GEM ile tedavi edilmiş grup. 
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Şekil 4.33. Dört kür tedavi sonrası farelerden çıkarılan tümörler (1) Tedavi 

edilmeyen kontrol grubu (2) GEM ile tedavi edilen grup (3) PEG-PAMAM-GEM 

inklüzyon kompleksi ile tedavi edilmiş grup (4) PEG-PAMAM-Flt1-GEM ile tedavi 

edilmiş grup. 
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Tablo 4.8. Tedavi uygulanmayan kontrol grubundaki farelere ait ağırlık ve tümör 

çapı verileri.  

Fare No 
Enjeksiyon 

No 
Ağırlık (g) 

Ortalama Tümör 

Çapı (cm) 

Enjeksiyon Hacmi 

(μL) 

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 

 5 

 

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 ağırlık ve tümör çapı verileri.  

Fare 

No 

Enjeksiyon 

No 
Ağırlık (g) 

Ortalama Tümör 

Çapı (cm) 

Enjeksiyon 

Hacmi (μL) 

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 inklüzyon kompleksi uygulanan farelere ait ağırlık 

ve tümör çapı verileri.  

Fare No 

Enjeksiyon 

No Ağırlık (g) 

Ortalama Tümör 

Çapı (cm) 

Enjeksiyon Hacmi 

(μL) 

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-Flt1-GEM uygulanan farelere ait ağırlık ve tümör çapı 

verileri.  

Fare 

No 

Enjeksiyon 

No 
Ağırlık (g) 

Ortalama Tümör 

Çapı (cm) 

Enjeksiyon Hacmi 

(μL) 

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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Şekil 4.34. Uygulanan tedavi ile birlikte tümör çaplarında görülen değişim  

4.5.3. Biyodağılım Çalışmaları 

¨Biyodağılım Çalışmaları¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde, çıkarılan periton 

boşluğu sıvısı, kan, karaciğer, dalak (Şekil 4.35), kemik iliği ve tümör dokuları 

homojenize edilip ficoll ile eritrositlerinden ayrıldıktan sonra PEG-PAMAM-Rho ve 

PEG-PAMAM-Flt1-Rho dendrimerlerin uygulandığı fare gruplarında rodamin 

aracılığı ile dendrimerlerin biyodağılımı değerlendirilmiştir.  
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Şekil 4.35. Dört kür tedavi sonrası farelerden çıkarılan dalak dokuları (1) 

Tedavi edilmeyen kontrol grubu (2) GEM solüsyonu ile tedavi edilen grup (3) PEG-

PAMAM-GEM kompleksi ile tedavi edilmiş grup (4) PEG-PAMAM-Flt1-GEM 

komplesi ile tedavi edilmiş grup. 

Akış sitometri cihazından elde edilen veriler grafiğe geçirildiğinde, tümöre 

hedeflendirilmemiş dendrimerlerin hedeflendirilmiş olanlara göre yaklaşık 4 kat 

fazla periton boşluğunda kaldığı görülmüştür. Karaciğer dokusundaki floresan 

intensitesine bakıldığında hedeflendirilmiş dendrimerlerin hücrelerde gösterdiği 

floresan intensitesi 30 iken, hedeflendirilmemişlerde 21’dir. Dalakta, kemik iliğinde 

ve tümörde de grafikte görüldüğü gibi hedeflendirilmiş dendrimerlerin hücrelerde 

yarattığı floresan intensitesi daha yüksektir. Şekil 4.36’da da görüldüğü gibi sadece 

periton boşluğunda ve kan dokusunda hedeflendirilmemiş olan PEG-PAMAM-Rho 

dendrimerleri hücrelerde daha yüksek floresan intensitesine neden olmuştur. 
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Şekil 4.36. PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho uygulanan 

farelere ait biyodağılım sonuçları. 

 

 

Şekil 4.37. PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho uygulanan 

farelerin tümör dokularına ait floresan intensite grafikleri. 
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Tümör dokusunda elde edilen floresan intensite farklılıklar ayrıca Şekil 

4.37’da grafik şeklinde sunulmuştur. PEG-Rho uygulanan farenin tümöründe 14 olan 

floresan intensitesi, PEG-Flt1-Rho uygulanan farede 20 olarak bulunmuştur. 

4.5.4. İn Vivo Görüntüleme 

Tez çalışması kapsamında tasarlanan tümöre hedeflendirilmiş ilaç taşıyıcı 

sistemin tümör dokusunda hedeflendirilmemiş olan sisteme göre daha fazla akümüle 

olduğunu göstermek amacıyla, rodamin enkapsüle edilmiş dendrimerler farelere 

uygulandıktan 12 saat sonra tümör dokuları çıkarılıp kesitler alınarak UV kamera 

altında görüntü alınmıştır. İki sistemi kıyaslamak amacıyla alınan tümör görüntüleri 

Şekil 4.38’de verilmiştir. Anti-VEGFR-1 yüklü sistemin uygulandığı fareye ait 

tümörün antikorsuz formülasyonun uygulandığı farenin tümör dokusuna göre 

floresan intensitesinin daha yüksek olduğu görülmektedir.  

 

Şekil 4.38. Tümör dokularına ait UV kamera görüntüsü.  

¨İn Vivo Görüntüleme¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde çıkarılıp, dondurulan 

tümör dokularında kesit alındıktan sonra floresan mikroskop altında görüntü 

alınmıştır (Şekil 4.39). Şekil 4.39’de de görüldüğü gibi aynı büyütme oranında alınan 

görüntülerden antikorsuz dendrimerin uygulandığı sisteme ait farenin tümör dokusu 

daha düşük floresan vermiştir. Bu durum bize antikor ile hedeflendirilmiş ilaç 

taşıyıcı sistemin tümör dokusu tarafından daha yüksek oranda alındığı 

göstermektedir. 

PEG-PAMAM PEG-PAMAM-Flt1-Rho 
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Şekil 4.39. PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho uygulanan 

farelerin tümör doku kesitlerine ilişkin floresan mikroskop görüntüsü. 

          

Şekil 4.40. Pankreas doku kesitlerinin floresan mikroskop görüntüleri (a) 

PEG-PAMAM-Rho; (b) PEG-PAMAM-Flt1-Rho uygulanan farelerin karaciğer doku 

kesitlerine ilişkin floresan mikroskop görüntüsü. 

¨Pankreas Tümör Modelinin Geliştirilmesi¨ başlığı altında farelerde tümör 

geliştirme çalışması ayrıntılı olarak anlatılmıştı. Heterotopik olarak deri altında 

yerleştirilerek geliştirilen pankreas tümöründe gerçekleştirilen in vivo görüntüleme 

deneyleri her ne kadar tümöre hedeflendirmenin başarıldığını gösterse de, in vivo 

görüntüleme çalışmaları pankreas dokusunda da gerçekleştirilmiştir. Bu kapsamda 

doku kesitlerinde yapılan görüntüleme sonuçları antikorlu ve antikorsuz 

dendrimerlerin uygulandığı farelerin pankreas dokusunda da floresan intensitesinde 

farklılık olduğunu göstermektedir (Şekil 4.40). 

 

 

PEG-Rho PEG-Flt1-Rho 
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5. TARTIŞMA 

Bölüm 3.2.1.’de ¨Dendrimer Sentezi¨ başlığı altında şekilde tez çalışması 

kapsamında pankreas kanser tedavisi amacıyla tümöre hedeflendirilmiş ilaç taşıyıcı 

sistem tasarlanmış ve tasarlanan bu sistem başarı ile geliştirilmiştir. İlaç taşıyıcı 

sistemin geliştirilmesine ilişkin her bir basamak önceki bölümlerde sonuçları ile 

birlikte verilmiştir. Bunun yanı sıra ilaç taşıyıcı sistemin in vitro ve in vivo 

karakterizasyonları da ayrıntılı bir biçimde gerçekleştirilmiştir.   

5.1. Dendrimer Sentezi 

Tez çalışmasında metod bölümünde ¨PEG tetrakisamin Çekirdekli PAMAM 

Dendrimerlerin Sentezi¨ ve ¨EDA Çekirdekli PAMAM Dendrimerlerin Sentezi¨ 

başlığı altında anlatıldığı şekilde EDA ve PEG çekirdekli 4,5. jenerasyon, yüzeyi 

anyonik karboksilik asit grupları ile bezenmiş, PEG 2000 ile modifiye edilmiş ve 

pankreas tümörüne hedeflendirme amacıyla anti-VEGFR-1 antikoru ile konjuge 

edilmiştir. Dendrimer sentezi ıraksak yöntem esasına göre gerçekleştirilmiş olup, 

EDA çekirdekli dendrimer sentezinde, etilendiamin çekirdek olarak kullanılmış ve 

üzerine sırasıyla metilakrilat ve etilendiamin eklenerek PAMAM türü dendrimer 

sentezlenmiştir. PEG çekirdekli dendrimer sentezi de aynı şekilde ıraksak yöntem 

esasına göre yürütülmüştür, bu kapsamda, 4 kollu-NH2-5000 maddesini çekirdek 

olarak kullanılmış ve üzerine sırasıyla 4. jenerasyona ulaşana kadar metilakrilat ve 

etilendiamin ilave ederek PAMAM türü dendrimer sentezlenmiştir. Sonrasında, her 

iki dendrimerin yüzeyini PEG 2000 ile modifiye etmek amacıyla NH2-PEG2000-

NH2 maddesi kullanılmıştır. Dendrimer sentezi ATR spektroskopisi ile 

doğrulanmıştır. FTIR-ATR (Attenuated Total Reflectance) spektroskopisi, 

absorpsiyon bantlarının dalga boyunda azalma meydana getirilerek daha az emekle 

ve örnek kalınlığından bağımsız olarak soğurganlığı çok fazla olabilen farklı 

maddelerin spektrum analizlerine olanak sağlar. ATR tekniğinin temelinde ışının 

numune tarafında soğrulup yansıtılması (geçirgenlik metodu) yerine ışının örnekten 

saçılımı ölçülür. ATR Tekniği polimer, köpük, tekstil, boya, sır gibi kaplama 

maddelerin analizlerinde oldukça etkindir.   

Reaksiyonlar ATR spektroskopisi ile takip edilmiştir. ATR spektroskopisi ile 

reaksiyon takibi yapılırken ester grupların oluşması (≈1732 cm-1) ayrıca amit I 
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(≈1640 cm-1) ve amit II (≈1540 cm-1) bağlarının oluşması en önemli bir takip 

yöntemi olarak benimsenmiştir. Bunun yanı sıra amin jenerasyonundan estere geçiş 

veya esterden amine geçerken ≈3300 cm-1 civarındaki amin gruplarının tam 

jenerasyonlarda ortaya çıkması buçuklarda kaybolması da önemli bir reaksiyon takip 

metodu olmuştur. Yarım jenerasyonlara (EDA-PAMAM 4,5 ve PEG-PAMAM 4,5) 

PEG 2000 maddesini bağlandığını ATR spektrumunda PEG 2000 maddesinden gelen 

iki kuvvetli bant C-O (≈1100 cm-1) ve –CH2 (≈2900 cm-1) grupları sayesinde 

reaksiyonun gerçekleştiğini söyleyebiliriz.  

Asit reaksiyonlarının takibinde ester pikinin (≈1730 cm-1) kaybolması, onun 

yerine 3500-3100 cm-1 arasında asitten kaynaklana (COOH) yayvan pikinin oluşması 

reaksiyonun gerçekleştiğini göstermektedir.  

Nükleer manyetik rezonans, dendrimerlerin karakterizasyonunda en sık 

kullanılan rutin analizdir. NMR analizleri yüksek jenerasyonlara kadar ilerleyen 

dendrimer sentezinin her basamağında gereklidir. Çünkü NMR analizi uç gruplarda 

gerçekleşen kimyasal dönüşüm hakkında bilgi sağlamaktadır. Poli(propilen imin), 

poli(fenilester) ve poli(eter keton) gibi organik dendrimerler için 1H ve 13C NMR en 

çok kullanılanlardır. Bazı durumlarda, seçici ışınlama ya da daha kompleks titreşim 

dizileri sinyallerin daha iyi ayrılması için gereklidir. 

NMR çalışmasıyla reaksiyon takibi yaparken dikkat etmemiz gereken en 

önemli husus metil esterinin yarım jenerasyonlarda görülmesi, tam jenerasyonlarda 

kaybolmasıdır. Yarım jenerasyonlarda metil esteri 1H NMR da 3,68 ve 3,69 ppm de 

rezonans olmaktadır. 13C NMR da metil esteri 174,67-174,74 ppm arasında 

görülmektedir. Tam jenerasyonlara çıktığımızda 1H NMR da metil esterinin 

kaybolduğu, 13C NMR da ise amit bağından (CONH) kaynaklanan 174,77-175,35 

ppm’deki piklerin geldiği gözlemlenmiştir. 1H NMR da PEG_4,5 ve EDA_4,5  

jenerasyonlu dendrimerlerin uçuna PEG 2000 maddesini bağladığımızda NH2 

protonu 4,22 ve 4,23 ppm de rezonans yaptığı görülmüştür. Ayrıca PEG maddesin de 

bulunan metilen grupları 3,5-3,7 ppm arasında rezonans yapmaktadır. Uç gruplarına 

PEG bağlanmış dendrimerleri asite dönüştürdüğümüzde metil esterleri kaybolduğu 

gözlemlenmiştir. 
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5.1.1. Antikor Konjugasyonu 

Anjiyogenez ana gelişimsel ve yetişkin organizmadaki fizyolojik bir prosestir. 

Bu proseste, endotel ve müral hücrelerdeki hücre adezyon molekülleri ve çeşitli 

büyüme faktörlerinin koordineli bir şekilde çalışması gerekir. Gelişimsel 

anjiyogenezde VEGF-A ve onun reseptörleri bugüne kadar en iyi şekilde karakterize 

edilmiş sinyal yolağıdır (110,111). Tek bir VEGF-A alelinin kaybı, embriyonik 

ölümlere neden olur. Bu yolak, üreme sistemi ve kemik anjiyogenezinde de önemli 

role sahiptir. VEGF-A’nın tümör anjiyogenezindeki rolü de yoğun çalışılan bir 

araştırma konusudur (112). VEFG-A iki adet tirozin kinaz reseptörü olan VEGFR-1 

(Flt-1) ve VEGFR-2 (KDR, Flk-1)’ye bağlanır. VEGFR-2, VEGF-A’nın mitojenik, 

anjiyogenik ve permeabilite artırıcı etkilerinin ana aracısıdır. Anjiyogenezin 

regülasyonunda VEGFR-1’in önemi daha komplekstir. Bazı koşullarda, VEGFR-1 

tuzak reseptör olarak rol oynayarak, VEGF’i ayrı tutmakta ve onun VEGFR-2 ile 

etkileşimini engellemektedir. Bununla birlikte, VEGFR-1’in hematopoezde, tümör 

damarlanmasında görev alan ve anjiyogenezi başlatan monositlerin ve diğer kemik 

iliğinden türetilmiş diğer hücrelerin temin edilmesinde önemli rollere sahip olduğuna 

dair önemli kanıtlar bulunmaktadır (113,114). Buna ek olarak, VEGFR-1, matriks 

metalloproteinazların indüksüyonunda ve endotel hücrelerden büyüme faktörünün 

parakrin yolla salımında rol oynamaktadır (115). Bu durumda, VEGFR-1’in selektif 

ligandları VEFG-B ve plasental benzeri büyüme faktörü de bu proseslerde yer 

almaktadır. Dahası, bazı durumlarda VEGFR-1 tümör hücreleri tarafından eksprese 

edilir ve kemotaktik sinyale aracılık eder, bu durum VEGFR-1’in kanser 

gelişmesindeki rolünü önemli ölçüde artırmaktadır (85). 

Tez çalışması kapsamında, hem pankreas tümörüne aktif hedeflendirme 

sağlamak hem de tümör anjiyogenezini durdurabilmek için anti-VEGFR-1 antikoru 

ile dendrimerler modifiye edilmiştir. Antikor Bölüm 3.2.2’de ¨Antikor 

Konjugasyonu¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde dendrimer yüzeyine kimyasal yolla 

konjuge edilmiştir. Konjugasyonun gerçekleşip gerçekleşmediğini doğrulamak 

amacıyla NMR analizi ve kütle spektrometrisi kullanılmıştır. 

Kütle sınırlamasından dolayı, kimyasal iyonizasyon veya hızlı atom 

bombardımanı (FAB) gibi klasik kütle spektrometri teknikleri sadece molekül ağılığı 

3000 D’a kadar olan küçük dendrimerlerin karakterizasyonunda kullanılabilmektedir. 
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Elektro-Sprey İyonizasyon (ESI) çok yüklü stabil türlere dönüşebilecek dendrimerler 

için kullanılabilir. PPI, PAMAM dendrimerlerde 10. jenerasyona kadar 

uygulanabilmektedir. Sınırsız kütlede kullanım olanağı sunabilen tek teknik Matriks 

Yardımlı Lazer İyonizasyon Kütle Spektrometresidir (Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization Time of Flight (MALDI-TOF)). Aromatik poliesterler, 

polibenzilasetilenler, PAMAM, silikon dendrimerler ve fosfor dendrimerlerin 

saflığının karakterizasyonu için MALDI-TOF kullanılmaktadır. Yüksek 

jenerasyonların hepsinde dedekte edilen eksiklik kimyasal defektlere bağlıdır (116).  

MALDI-TOF ile antikor bağlı ve bağlı olmayan dendrimerler arasındaki 

molekül ağırlık farkı tespit edilmiştir. The Scrips Research Institute (La Colla, CA) 

tarafından çekilen MALDI-TOF spektrumlarından elde edilen veriler PEG-

PAMAM’a anti-VEGFR-1’in başarılı bir şekilde bağlandığını göstermektedir. 

Spektrumda kuvvetli pikin elde edildiği % intensite 25734 olarak bulunmuştur. Bu 

değerden molekül ağırlığına geçildiğinde elde edilen 50701 g/mol dendrimere 

antikorun bağlandığını göstermektedir. 

5.2. Gemsitabin HCl Üzerinde Yapılan Fizikokimyasal Çalışmalar 

Antimetabolit nükleozit analoğu olan gemsitabin, insan solid tümörlerine 

karşı geniş bir sitotoksisite spektrumuna sahiptir (117). Ancak bu etkisi kandaki kısa 

yarılanma ömründen (8-17 dk.) dolayı sıklıkla sınırlanmaktadır (100). Gemsitabinin 

kandaki kısa yarılanma ömrünün nedeni kanda, karaciğerde, böbreklerde ve diğer 

dokularda bulunan sitidin deaminaz aracılığı ile inaktif formu olan ve idrarla hızla 

atılan 2’-deoksi-2’,2’-diflorodeoksiüridin (dFdU)’e dönüşmesidir. İn vivo ortamda 

terapötik konsantrasyona ulaşılabilmesi için genellikle 30 dakika intravenöz infüzyon 

yoluyla 1000 mg/m2 gibi yüksek doz uygulaması yapılmaktadır. Fakat düşük molekül 

ağırlıklı antikanser ilaçların yüksek dozda uygulanması, hastalarda ilacın kontrol 

edilemeyen ve rastgele bir şekilde yayılmasından dolayı, genellikle spesifik olmayan 

doku toksisitesine neden olmaktadır. Bu gibi yüksek doz uygulamalar, kemoterapi 

sırasında, kemik iliğinin çalışmasının baskılanması ve geri dönüşümlü transaminaz 

yükselmesi gibi yan etkilere neden olabilmektedir (118). Gemsitabinin in vivo 

stabilitesini artırmak ve toksisitesini azaltmak için bir çok girişimde bulunulmuştur. 

Bu yaklaşımlar, gemsitabinin farklı lipozom formülasyonlarına enkapsüle edilmesi 
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(119), doymuş ve tekli doymamış C18 ve C20 açil zincilerine gemsitabinin 

bağlanmasıdır. Gemsitabinin lipozom formülasyonlarına ve kısa zincirli 

hidrokarbonlara yüklenmesi gemsitabinin hızlı plazma inaktivasyonuna karşı kısmen 

korurken, ilacın vücutta rastgele dağılmasına ve böbreklerden hızla atılmasına engel 

olamaz. Dolayısıyla, lipofilik enkapsülasyon ya da türevlendirilmiş gemsitabinin 

artmış plazma membran geçirgenliğinden dolayı spesifik olmayan doku toksisitesine 

ilave olarak önemli ölçüde doku dağılımı ve gemsitabinin böbrekten kaybı hala 

devam etmektedir. 

5.2.1. Gemsitabin HCl’ün UV Spektrumu 

 “UV Spektrumu” başlığı altında anlatıldığı gibi hazırlanan  Gemsitabin HCl 

çözeltisinin maksimum absorbans verdiği dalga boyu 200 - 400 nm dalga boyları 

arasında tarama yapılarak tayin edilmiştir. Tarama sonucunda elde edilen üç farklı 

dalga boyu da (240, 260 ve 270 nm) HPLC yöntemi geliştirme aşamasında aynı 

analiz içinde DAD dedektör ile kullanılmıştır. Elde edilen verilere incelendiğinde 

aynı konsantrasyon için en büyük pik alanı elde edilen 270 nm dalga boyu analitik 

yöntem validasyonunda ve çalışmanın devamındaki HPLC aşamalarında 

kullanılmıştır. Gemsitabin HCl’ün maksimum absorbans gösterdiği dalga boyu 

literatür ile uyumlu bulunmuştur (120). 

5.2.2. Gemsitabin HCl’ün Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) 

ile Miktar Tayini ve Analitik Yöntem Validasyonu 

Tez çalışmasında, Gemsitabin HCl’ün miktar tayini için DAD dedektör 

içeren HPLC sistemi kullanılmıştır. Seshagiri Rao ve diğ. tarafından kullanılan 

yöntemde bazı değişiklikler yapılarak HPLC yöntemi geliştirilmiş ve bu yöntemin 

analitik validasyonu yapılmıştır. Gemsitabin HCl’e ait kromatogram Şekil 4.2’de 

verilmiştir. Kromatogramdan da görüldüğü gibi Gemsitabin HCl’e ait pik düzgün bir 

şekilde elde edilmiş olup, alıkonma zamanı 3,18 dakika olarak bulunmuştur.  

Doğrusallık çalışmalarında, çalışma aralığı olarak 0,5 – 50 μg/mL arası 

konsantrasyonlar seçilmiştir. Deney bulguları incelendiğinde, belirtilen 

konsantrasyon aralığında, konsantrasyon ile elde edilen pik alanı arasında doğrusal 

ilişki saptanmış olup, regresyon analizi bulguları Tablo 4.1 ve Şekil 4.16’da 



 

 

121 

verilmiştir. Kalibrasyon doğrusuna ait korelasyon katsayısı 0,9998 olarak 

bulunmuştur.  

Gün içi ve günler arası doğruluk % rölatif hata ile belirtilmiş olup, gün içi 

için bu değerler % 0,84 ile 1,6 arasında, günler arası için % 1,52 ile % 1,8 arasında 

değişmektedir (Tablo 4.2). Validasyon çalışmalarında % rölatif hata değerlerinin % 

2’den küçük olması gerektiği bildirildiğinden (121), hesaplanan % rölatif hata 

değerlerinin % 2’nin altında olması ile kullanılan analitik yöntemin deney içi ve 

deneyler arası doğruluğu gösterilmiştir.  

Kesinlik çalışmaları üç farklı konsantrasyon (düşük, orta, yüksek: 0,5, 5, 50 

μg/mL) üzerinden gerçekleştirilmiş olup, tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik 

olarak ayrı ayrı değerlendirilmiştir. Tekrarlanabilirlik % VK ile belirtilmiş olup, bu 

değerler 1,78 ile 1,97 arasında değişmektedir (Tablo 4.3). Gün içi ve günler arası 

tekrar elde edilebilirlik % VK ile belirtilmiş olup, gün içi için bu değerler % 0,46 

ile % 1,606 arasında, günler arası için % 0,63 ile % 1,95 arasında değişmektedir 

(Tablo 4.4). Hesaplanan  % VK değerlerinin % 2’nin altında olması ile analitik 

yöntemin tekrarlanabilirliği ve deney içi ve deneyler arası tekrar elde edilebilirliği 

gösterilmiştir (121).  

Yöntemin duyarlılığı için kabul edilebilir doğruluk ve kesinlikte ölçülebilen 

konsantrasyon 102,4 ng.mL-1 olup, saptama sınırı 46,7 ng.mL-1’dir. Bu veriler 

geliştirilen analitik yöntemin çalışmamızın amacına uygun duyarlılığa sahip 

olduğunu göstermiştir.  

Yöntemin özgünlüğü için yapılan çalışmalarda, formülasyonda kullanılan 

diğer maddelerin (EDA-PAMAM, PEG-PAMAM) formülasyonda bulundukları 

konsantrasyonda çözeltileri hazırlanmış ve etkin madde analizinin yapıldığı 

koşullarda HPLC kullanılarak kromatogramları incelenmiştir. Kullanılan yardımcı 

maddelere ait pikler, ilaç yükleme ve salım deneyleri sırasında alınan örnekler 

üzerinde yapılan değerlendirmelerde gemsitabin HCl’e ait alıkonma süresinde ve 270 

nm dalga boyunda herhangi bir pik görülmemiştir. Tüm bu analizler sonucunda, 

geliştirilen analitik yöntemin, hazırlanan formülasyonlar ve kullanılan yardımcı 

maddeler kapsamında özgün olduğu bulunmuştur.  

Stabilite bulguları incelendiğinde, seçilen bir konsantrasyonda (5 μg/mL), 

salım ortamlarında (pH 5,5 ve 7,4) hazırlanan gemsitabin HCl çözeltisinin 
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hazırlanmasından hemen sonra ve 37 °C’de 24 saat bekletildikten sonra HPLC ile 

analizi sonucunda elde edilen konsantrasyonlar karşılaştırılmış, % VK değerleri % 

2’nin altında ve % geri kazanım değerleri % 97,6 – 100 arasında bulunarak 

gemsitabin HCl’ün in vitro salım çalışmaları sırasında dayanıklı olduğu gösterilmiştir 

(Tablo 4.5) (121). 

Yöntemin doğrusallık, doğruluk, kesinlik, duyarlılık, özgünlük ve stabilite 

bulguları tümüyle değerlendirildiğinde, bu yöntemin analitik amaçla validasyonunun 

yapıldığı ve geçerli bir yöntem olduğu görülmektedir. 

5.3. Gemsitabin HCl’ün Dendrimere Fiziksel Yolla Enkapsülasyonu 

Tez çalışması kapsamında kullanılan antikanser etkin madde gemsitabin HCl 

dendrimerlere fiziksel yolla etkileşim sağlanarak enkapsüle edilmiştir. Etkin madde 

ile dendrimer arasında kovalan bağ ile kimyasal bir etkileşim yaratılmamıştır. In 

vitro salım çalışmaları da etkileşimin fiziksel yolla gerçekleştiğini doğrulamaktadır. 

 

5.3.1. Gemsitabin HCl-Dendrimer İnklüzyon Komplekslerinin 

Karakterizasyonu 

Tez çalışması kapsamında hazırlanan gemsitabin-dendrimer inklüzyon 

kompleksleri DSC analizi, partikül boyutu, zeta potansiyeli, enkapsülasyon etkinliği, 

in vitro salım, in vitro hücre kültürü teknikleri ile karakterize edilmiştir. 

 

DSC Analizi 

Tez çalışması kapsamında DSC analizleri ¨Diferansiyel Taramalı Kalorimetre 

(DSC) Analizi¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde yürütülmüş ve Bölüm 4.3.1’de 

¨Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) Analizi¨ başlığı altında verilen 

termogramlar elde edilmiştir. Gemsitabin HCl için 287 – 292 °C aralığında olduğu 

bilinen erime noktası Şekil 4.17’de 287,5 °C’de keskin bir pik şeklinde görülmüştür. 

PEG ile hazırlanan inklüzyon kompleksine ait DSC termogramında ise, gemsitabine 

ait bu erime pikinin kaybolduğu görülürken, PEG ile gemsitabinin fiziksel karışımı 

sonucunda elde edilen DSC termogramında gemsitabine ait erime piki varlığını 

sürdürmektedir. Elde edilen DSC termogramları inklüzyon komplekslerinin başarılı 

bir şekilde hazırlandığını göstermektedir (Şekil 4.17).  
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Devarakonda ve diğ.’nin 2005 yılında niklozamid ile yaptıkları bir çalışmada, 

niklozamid dendrimer inklüzyon kompleksleri hazırlanmıştır. Niklozamidin tek 

başına çekilen DSC termogramında 233 °C’de keskin bir endotermik erime piki 

görülürken, inklüzyon komplekslerinde bu pik kaybolmuştur (122). 

Partikül Boyutu ve Zeta Potansiyeli 

Partikül boyutu ve zeta potansiyel analizleri, Bölüm 3.2.6.2 ve ‘‘Partikül 

Boyutu ve Zeta Potansiyel Analizleri’’ başlığı altında anlatıldığı şekilde 

gerçekleştirilmiştir. Dinamik ışık saçılımı, hidrodinamik boyut dağılımını tayin 

etmek için, brownian hareketi altındaki süspande haldeki partiküllerden saçılan ışığı 

zamanın değişimine göre kullanmaktadır (123). Partikül boyutu ölçümlerinde yaygın 

olarak kullanılan bir yöntemdir. Elektriksel çift tabaka dendrimerlerin stabilite, 

permeabilite ve toksisitesi üzerinde önemli rol oynamaktadır. Zeta potansiyelin +30 

mV’dan daha yüksek olması ya da −30 mV’dan daha düşük olması partikülün 

sırasıyla kuvvetli katyonik ya da anyonik olduğunu göstermektedir. GEM ile 

kompleks oluşturulmamış PEG’in partikül boyutu 174,13 ± 11,3 nm aralığında iken, 

EDA 318 ± 21 nm aralığında tayin edilmiştir. GEM enkapsüle edilmiş PEG ve EDA 

çekirdekli dendrimerlerde ise partikül boyutlarında anlamlı bir artış olduğu göze 

çarpmaktadır (p<0,05). Dendrimerlerin antikor ile konjugasyonu partikül boyutunda 

anlamlı bir artışa neden olmamıştır (p>0,05). Partikül boyutlarındaki artışın 

dendrimerler arasındaki agregasyondan kaynaklanmış olabileceği düşünülmektedir. 

Ciolkowski ve diğ.’nin 2011 yılında PAMAM dendrimerleri ile yaptıkları bir 

çalışmada dendrimerlerin yüksek polidispersite indekslerine sahip olduğu 

bulunmuştur (124). Tüm dendrimer çözeltileri konsantrasyondan bağımsız olarak 20 

– 500 nm aralığında partikül boyut dağılımı göstermiştir. Yüksek polidispersite 

indeksi istatistiksel analiz yapmayı da imkansız kılmıştır. Dendrimer konsantrasyonu 

ile agregatların boyutu arasında herhangi bir bağlantı bulunamamıştır. Agregatların 

sergilemiş olduğu partikül boyutu dağılımında herhangi bir patern bulunamamış 

olması DLS yönteminin kısıtlamalarından da kaynaklanıyor olabiliyor diye 

düşünülmektedir. Hali hazırda, DLS yönteminin, polidispers numunelerde doğru 

sonuç veremediği bilinmektedir (125). 
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PEG çekirdekli dendrimerlerin zeta potansiyel -21,9 ± 0,3 olarak bulunurken, 

artan molar oranlarda gemsitabin içeren inklüzyon komplekslerinde zeta 

potansiyelinde düşüş gözlenmiştir. PEG-PAMAM1GEM2’de -16,56 ± 1,3 mV; PEG-

PAMAM1GEM4’de -8,9 ± 2,25 mV; PEG-PAMAM1GEM6’da -5,34 ± 2,5 mV 

olarak bulunmuştur. EDA çekirdekli dendrimerlerde ise zeta potansiyeli -31,26 ± 2 

mV olarak bulunmuştur. PEG çekirdekli dendrimerlerde de olduğu gibi artan molar 

konsantrasyonlarda gemsitabin içeren inklüzyon komplekslerinde zeta potansiyelin 

düştüğü gözlenmiştir. EDA-PAMAM1GEM2’de -23,46 ± 3,34 mV, EDA-

PAMAM1GEM4’de -20,46 ± 2,34 mV, EDA-PAMAM1GEM6’da -8,13 ± 5,6 mV 

olarak bulunmuştur.  

Das ve diğ.’nin 2013 yılında gemsitabin HCl ile hazırlanan karbon nanotüp 

formülasyonlarında da etkin madde içermeyen formülasyonlarla, gemsitabin yüklü 

nanotüpler karşılaştırıldığında, gemsitabinin zeta potansiyelini düşürdüğü ve nötrale 

yaklaştırdığı gözlenmiştir. Tüm bu sonuçlar, gemsitabin HCl’ün yapısında bulunan 

amin gruplarından kaynaklanan katyonik özelliğinden ileri gelmektedir (126). 

Enkapsülasyon Etkinliği 

Enkapsülasyon sırasında sabit dendrimer konsantrasyonlarına karşı artan 

molar oranlarda gemsitabin eklenerek üç farklı formülasyon hazırlanmıştır ve bu 

formülasyonlara ilişkin enkapsülasyon etkinlikleri 100 μM başına yüklenen μg ve 

μM gemsitabin olarak ifade edilmiştir. Buna göre 100 μM dendrimer başına 200, 400 

ve 600 μM oranlarda gemsitabin ortama eklenmiştir. Bölüm 4.3.2’de ¨Enkapsülasyon 

Etkinliğinin Değerlendirilmesi¨ ayrıntılı olarak verilen sonuçlara göre eklenen 

gemsitabin konsantrasyonu arttıkça yükleme etkinliğinin de arttığı görülmektedir 

(p<0,05). Burada göze çarpan önemli bir nokta PEG çekirdekli ve EDA çekirdekli 

dendrimerlerin enkapsüle ettikleri gemsitabin miktarlarındaki farklılıktır. Artan 

konsantrasyonlara karşı yüklenen gemsitabin miktarı artış göstermiştir. Bu artış EDA 

çekirdekli dendrimerlerde 105,6 – 197,38 μM aralığında gerçekleşirken, PEG 

çekirdekli dendrimerlerde 80,09-132,47 μM aralığında gerçekleşmiştir. Bu farklılığın 

iki kaynaktan ileri gelebileceği düşünülmektedir. Bunlar PEG ve EDA arasındaki 

molekül ağırlığı ve hidrofiliklik farklılıklardır. Barichello ve diğ. tarafından yapılan 

çalışmaya göre lipofilik polimere, hidrofilik ve lipofilik etkin maddelerin 
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enkapsülasyonu ve bu enkapsülasyonun etkinliğinin değerlendirilmesi yapılmıştır. 

Bu çalışmaya göre polimer ve etkin maddenin lipofilikliği birbine ne kadar yakınsa o 

kadar yüksek yükleme etkinliği elde edileceği sonucuna varılmıştır (127).  

Vogtle ve diğ.’nin yaptığı çalışmada etkin maddenin dallanmış polimerin 

içine hapsedilmesi araştırılmıştır. Sudaki çözünürlüğü düşük olan etkin maddelerin 

fiziksel yolla dendrimerin boşluklarına enkapsüle edilmesinin sonucunda hem etkin 

maddenin çözünürlüğünün artırıldığı hem de kontrollü salım sağlandığı görülmüştür 

(128,129).  

Hidrofobik moleküllerin dendrimerlerin içine inklüzyonu, hidrofobik 

etkileşimlerle hidrofobik ilacın polar olmayan çekirdek bölgesiyle etkileşimi ile 

gerçekleşirken, inklüzyon kompleksinin oluşturulması polimer ve etkin madde 

çözeltilerinin basit bir şekilde karıştırılmasıyla elde edilir. Etkin madde ve dendrimer 

arasındaki fiziksel ara yüzeyin sonucu olarak, enkapsüle edilen maddenin sulu 

ortama salımı hidrofobik etkiler, hidrojen bağları, sterik engel ve elektrostatik 

etkileşimleri içeren kovalan olmayan etkileşimler nedeniyle kontrollü olarak 

gerçekleşir. Etkin maddenin dendrimer içerisine yüklenme kapasitesini maksimuma 

çıkarabilmek için polimerin yapısı ve özellikle iç boşlukların karakteristikleri göz 

önünde bulundurulmalıdır. 

Kojima ve diğ. doksorubisin ve metotreksat antikanser etkin maddelerinin 

PEGlenmiş 3. ve 4. jenerasyon amin son gruplu katyonik dendrimerlere 

enkapsülasyonu ile ilgili bir çalışma yayınlamışlardır. Bu çalışmaya göre 

doksorubisin ve metotreksatın enkapsülasyon etkinliği 3. jenerasyon dendrimerlerde 

6,5 mol/mol iken 4. jenerasyonda 25 mol/moldür (130). Her iki etkin madde için de 

enkapsülasyon etkinliği dendrimerin jenerasyon sayısı arttıkça ve dendrimerin 

yüzeyine bağlanan PEG’in molekül ağırlığı 550 Da’dan 2 kDa’ya artmasıyla 

artmıştır. 

Bu sonuçlar, 5-florourasil enkapsüle edilmiş PEGlenmemiş 4. Jenerasyon 

amin son gruplu dendrimer 5 kDa molekül ağırlığında PEG kullanılarak yüzeyin % 

25’inin kaplandığı dendrimerler kullanılarak in vitro ve in vivo salım çalışmalarının 

yürütüldüğü başka bir çalışma ile de desteklenmiştir (129). İn vitro sonuçlar, 

PEGlenmiş dendrimerlerin PEGlenmemiş dendrimerlere göre 12 kat daha fazla 

yükleme kapasitesi ve 6 kat daha yavaş etkin madde salımı sağladığı gösterilmiştir. 



 

 

126 

İn Vitro Salım Çalışması 

Tez çalışması kapsamında ¨İn Vitro Salım Deneyleri¨ başlığı altında 

anlatıldığı gibi yürütülen in vitro salım deneyleri sonucunda Bölüm 4.3.4’te ¨İn Vitro 

Salım Deneyleri¨ başlığı altında grafik şeklinde sunulan sonuçlar elde edilmiştir. İn 

vitro salım çalışmaları sitotoksisite çalışmalarından sonra uygun dendrimer tipi 

olarak PEG çekirdekli dendrimerlere karar verilip, bu dendrimerlerden salım 

çalışması yapılmıştır. İn vitro salım çalışmaları tümör çevresini taklit etmek amacıyla 

pH 5,5’te ve fizyolojik PH’yı taklit etmek amacıyla pH 7,4’te yapılmıştır. Diyaliz 

membran tekniği kullanılarak yapılan salım çalışmalarında diyaliz membranın salım 

hızına etkisini gözlemleyebilmek için pH 5,5 ve pH 7,4’te gemsitabin HCl’ün 

çözeltileri de salım çalışmasına dahil edilmiştir. 24 saat boyunca sürdürülen salım 

çalışması sonucunda elde edilen profiller değerlendirildiğinde, gemsitabin HCl 

çözeltileri her iki pH’da da inklüzyon komplekslerine göre daha hızlı bir profili 

göstermiştir. Gemsitabin HCl’ün pH’ya bağlı bir çözünürlüğü olmakla birlikte pH 4-

5’te kan pH’sı olan 7,4’te daha çok çözünmektedir (131). Salım profilinden elde 

edilen veriler de bu bilgiyi doğrulamaktadır. Serbest gemsitabin HCl’ün pH 5,5’te % 

100’ünün salınıp ortamda çözünmesi için 8 saatte gerçekleşirken, pH 7,4’te 10 saat 

sonunda % 100 çözünürlüğe ulaşabilmiştir. Bu durum hazırlanan ilaç taşıyıcı 

sistemin kan dolaşımındayken gemsitabini daha az salacağını, tümörlü bölgeye 

ulaştığında ise, düşük pH’dan dolayı daha fazla salınacağını ve çözüneceğini 

göstermektedir. Antikor ile konjuge edilen dendrimerler ve antikorsuz 

dendrimerlerde de benzer durum gözlenmiştir, pH 5,5’te daha yüksek gemsitabin 

salımı tayin edilmiştir ve pH’ya bağlı salımlar arasındaki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p < 0,05). Antikor ile konjuge edilmiş dendrimerler pH 5,5’te 

24 saatin sonunda % 71,21’ini salarken, pH 7,4’te % 64,9’unu salabilmiştir. Antikor 

ile konjuge edilmemiş dendrimerlerde ise, pH 5,5’te % 75,5’lik bir kümülatif salım 

elde edilirken, pH 7,4’te % 69,8 olarak bulunmuştur (n=3). Elde edilen sonuçlar 

artan asiditenin gemsitabinin çözünürlüğünü ve dolayısıyla salımını artırdığını 

gösterirken, antikor ile konjugasyonun salımı geciktirdiği gözlemlenmiştir ve bu 

gecikme istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p < 0,05). 

2005 yılında Patri ve diğ.’nin antikanser madde olarak metotreksatı, ilaç 

taşıyıcı sistem olarak da 5. jenerasyon yüzeyi hidroksil grupları ile kaplı PAMAM 
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dendrimerlerin kullanıldığı bir çalışmada, metotreksatın dendrimerlerden salımı 

incelenmiştir. Metotreksat ile dendrimerin oluşturduğu inklüzyon kompleksleri ve 

metotreksatın dendrimerlere kovalan bağ ile konjuge edilmesi sonucunda elde edilen 

salım profilleri incelendiğinde, kovalan bağ ile konjugasyonun PBS ve deiyonize su 

içerisine salımı engellediği sonucuna varılırken, inklüzyon komplekslerinde ise, 

metotreksatın çözeltisine çok yakın bir profil elde edilmiştir. Dendrimer yüzeyinin 

folik asit ile modifiye edilmesi salımı daha kontrollü hale getirmiştir. İnklüzyon 

komplekslerinde, 2,5 saatin sonunda % 70 civarında metotreksat salınırken, folik ise 

ile yüzey modifikasyonu yapılmış dendrimerlerde salım % 50 civarındadır. Bu 

çalışma, metotreksat ile PAMAM dendrimeri arasındaki bağın güçlü olmadığını 

göstermektedir (132).  

Kolhe ve diğ.’nin 2003 yılında yaptıkları çalışmada 3. ve 4. jenerasyon 

PAMAM dendrimerleri ve ibuprofen ile kompleks hazırlanmıştır. Hücre kültürü 

ortamı, deiyonize su ve metanol gibi çeşitli salım ortamları kullanılarak 

komplekslerinin dayanıklılığını ve stabilitesini diyaliz membrandan in vitro salım 

düzeneği ile incelemişleridir. Çalışmanın sonuçlarına göre serbest iboprofen 6 saatin 

sonunda % 100 oranında salınırken, 9 saatin sonunda 3. jenerasyon dendrimerden 

ibuprofenin yaklaşık % 70’i 4. jenerasyondan ise % 80’i salınmıştır. Metanol ve 

deiyonize su içerisinde ise 12 saatin sonunda dendrimerlerden yaklaşık olarak % 

20’lik bir salım görülmüştür. Yapılan bu çalışma komplekslerden salımın iyonik 

etkileşimlere ve tuz konsantrasyonuna bağlı olduğunu ortaya koymuştur (27). 

5.4. Hücre Kültürü Deneyleri 

5.4.1. CFPAC-1 Hücrelerinde VEGFR-1 Ekspresyonunun Gösterilmesi 

 

¨CFPAC-1 Hücrelerinde Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü Reseptörü-

1’in (VEGFR-1) Sentezinin Gösterilmesi¨ başlığı altında anlatıldığı şekilde yürütülen 

deneyler sonucunda tez çalışmasında kullanılan insan pankreas kanser hücrelerinin, 

tümöre hedeflendirme ligandı olarak kullanılan anti-VEGFR-1’ın hedeflendirme 

amacını hangi oranda başarıp başaramayacağını anlayabilmek için bu hücrelerde 

VEGFR-1 ekspresyonunun hangi oranda gerçekleştirildiği gösterilmiştir. Yapılan 

deneyler sonucunda CFPAC-1 hücrelerinin VEGFR-1’i % 38,6 ± 10,7 oranında 

eksprese edildiği bulunmuştur (Şekil 4.21). Kanser araştırmalarının % 100 başarı ile 
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sonuçlanamamasının temel nedeni olan sadece tümörü iyileştirmeyi hedefleyecek 

doğru hedefin bulunmaması ya da olmaması bu araştırma kapsamında da ortaya 

konmuştur. Ancak bu orana rağmen, hücre kültürü ve in vivo deneylere devam 

edilmiştir.  

5.4.2. Hücre Canlılığı Deneyleri 

Tez çalışması kapsamında, sentezlenen dendrimerlerin kanser hücreleri 

üzerindeki etkisini irdelemek amacıyla hücre canlılığı testleri yapılmıştır. Hücre 

canlılığı testinin yapılma amacı, daha az toksik bulunan dendrimer tipini belirleyerek, 

ilerleyen çalışmalara bu dendrimer ile devam etmektir. Ayrıca, kullanılacak olan 

dendrimerin subtoksik olduğu konsantrasyon aralığını bulmak, gemsitabin için hücre 

canlılığını CFPAC-1 hücreleri üzerinde tayin etmek de amaçlar arasındadır. Bunlara 

ek olarak, dendrimerlerle gemsitabin inklüzyon kompleksi oluşturulduğunda ve 

antikor ile konjugasyon sağlandığında da CFPAC-1 üzerindeki antiproliferatif etkisi 

göstermek amaçlanmıştır.  

Yüzeydeki anyonik karboksilik asit grupları PEG 2000 ile modifiye edilen 

EDA ve PEG çekirdekli dendrimerler, etkin madde yüklenmeden önce, etkin madde 

yüklendikten sonra ve ayrıca antikor ile konjuge edildikten sonra gemsitabin yüklü 

ve yüklü olmayan formülasyonları CFPAC-1 hücreleri ile 24 ve 48 saat süre ile 

maruz bırakıldıktan sonra elde edilen hücre canlılıkları MTT testi ile 

değerlendirilmiştir. Hücre canlılığı testi, hayatta kalan hücreleri tayin etmek için 

geliştirilmiş bir yöntemdir, hücre ölümünü analiz edemez. 24 ve 48 saatin sonunda 

bazı koşullarda elde edilen artan hücre canlılıkları, kontrol grubu ile paralel olarak 

değerlendirilmelidir. Bu durum, uygulanan formülasyonun hücrelerin canlılığını 

artırıyor şeklinde değil, hücrelerin devam eden çoğalma sürecini tamamen bloke 

etmediği şeklinde değerlendirilmelidir. 

Tez çalışması kapsamında elde edilen ve Bölüm 4.4.2’de ¨Sitotoksisite 

Çalışmaları¨ başlığı altında grafikler şeklinde sunulan sonuçlar irdelendiğinde, PEG 

çekirdekli dendrimerlerin, CFPAC-1 hücrelerine 24 saat maruz bırakıldıktan sonra 

elde edilen hücre canlılığı 2,5 - 40 μM konsantrasyon aralığında % 58,03 ± 0,14 - 

71,99 ± 1,49 arasında, 48 saat maruz bırakıldığında ise % 68,78 ± 5,95 – 66,27 ± 

2,82 arasında değişiklik göstermiştir. Buradan elde edilen sonuçlar, PEG çekirdekli 
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dendrimerin artan konsantrasyona karşı sitotoksisitesinde anlamlı bir değişiklik 

olmadığı (p> 0,05) ve 48 saat süren maruziyette bile hücrelerin çoğalmaya devam 

edebildiği görülmektedir. EDA çekirdekli dendrimerlerden elde edilen sonuçlara 

göre, 2,5 – 40 µM konsantrasyon aralığında 24 saat maruziyette % 54,32 ± 2,91 – 

44,76 ± 1,28 arasında iken 48 saat maruziyette % 67, 98 ± 2,77 – 50,64 ± 4,75 

arasında değişiklik göstermiştir. İki farklı çekirdek yapısına sahip dendrimer (EDA 

ve PEG) sitotoksisite açısından değerlendirildiğinde PEG çekirdekli olan 

dendrimerin daha biyouyumlu olduğu sonucuna varılmıştır. Yapılan literatür 

taramasına göre CFPAC-1 hücreleri üzerinde gemsitabinin LD50 konsantrasyonu 33 

± 14 nM olarak bulunmuştur (133). Bu verinin doğruluğunu tayin etmek ve deneysel 

olarak gösterebilmek için öncelikle 5 - 160 nM konsantrasyon aralığında gemsitabin 

HCl için bir deneme yapılmıştır, hücre canlılığı bu konsantrasyon aralığında 24 saat 

maruziyet sonucunda % 60 ± 10,36 - 62 ± 2,07 arasında iken, 48 saat maruziyette % 

42,96 ± 0,1 – 43,74 ± 1,31 olarak tespit edilmiştir. Bu ön denemeden sonra 

gemsitabin-dendrimer inklüzyon komplekslerinin etkinliğini ve hedeflendirme 

stratejimizin GEM’in etkinliğini artırdığını gösterebilmek için çalışmalar 0,75 – 20 

nM konsantrasyon aralığında tekrar edilmiştir. Gemsitabin HCl tek başına 0,75 – 20 

nM aralığında CFPAC-1 hücrelerine 24 ve 48 saat süren maruziyetlerde 

uygulandığında 24 saat için % 81,32 ± 9,18 – 63,44 ± 2,77, 48 saat için ise, % 78,33 

± 9,36 – 26,64 ± 2,43 olarak bulunmuştur. Dendrimerlerin ve gemsitabinin ayrı ayrı 

değerlendirmelerinden sonra gemsitabin ile EDA ve PEG çekirdekli dendrimerler 

inklüzyon kompleksi oluşturularak bu komplekslerin hücre canlılığına etkisi 

irdelenmiş ve Bölüm 4.4.2’de ¨Sitotoksisite Çalışmaları¨ başlığı altında gösterildiği 

gibi sonuçlar grafikler şeklinde sunulmuştur. Elde edilen sonuçlar her bir 

konsantrasyonda PEG çekirdekli dendrimer ile hazırlanan inklüzyon komplekslerinin 

tek başına PEG ve tek başına gemsitabinin antiproliferatif etkilerine göre daha 

yüksek antiproliferatif etki göstermiştir. EDA çekirdekli dendrimerlerle hazırlanan 

inklüzyon kompleksleri de PEG çekirdekli dendrimerler gibi sonuçlar verse de, PEG 

çekirdekli dendrimerlerde elde edilen potansiyalizasyon daha fazladır. Bu 

çalışmaların ardından yine her iki dendrimerin anti-Flt-1 ile konjuge edilmiş 

türevlerinin hem etkin maddesiz hem de etkin madde yüklenerek hücre canlılıklarına 

etkisi irdelenmiştir. Bu kapsamda, elde edilen sonuçlar, EDA-PAMAM-Flt1 
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konjugatlarının her bir konsantrasyon noktasında (5, 10 ,20, 40 µM) çıplak EDA-

PAMAM’a göre hücre canlılığını artırdığı gösterilmiştir. PEG-antikor 

konjugatlarında ise 40 µM dilüsyon noktasında ve 48 saat maruziyet sonuçlarında 

çıplak PEG’e göre hücre canlılığını azalttığı gösterilmiştir. Antikor konjugasyonu 

sonucu elde edilen MTT sonuçları irdelendiğinde, EDA çekirdekli dendrimerlerin 

antikor konjugatlarının seçici olarak sadece VEGFR-1 pozitif hücrelere tutunup etki 

göstermesinden dolayı hücre canlılığının arttığı söylenebilir. PEG çekirdekli 

dendrimerlerde ise, 24 saat süren maruziyette ve düşük dilüsyonlarda EDA ile 

uyumlu sonuçlar elde edilirken, 40 µM konsantrasyonda ve 48 saat maruziyette 

hücre canlılığının antikorsuz dendrimerlere göre azalması, PEG-PAMAM-Flt1 

konjugatlarının yine seçici olarak sadece VEGFR-1 pozitif hücrelere yöneldiğini 

ancak, PEG-PAMAM’ın yüksek molekül ağırlığından ve EDA-PAMAM’a göre 

kısmen daha pozitif yüzey yüküne sahip olmasından dolayı hücre içine alınmasının 

arttığı düşünülebilir. Artan hücre içine alım sonucunda sitotoksisitenin arttığı 

öngörülmektedir. Tüm bu sonuçlar dikkate alındığında hücre içine alım çalışmalarına 

PEG çekirdekli dendrimerlerle devam edilmesine karar verilmiştir. 

Yapılan bir çalışmada, anyonik ve katyonik dendrimerler için belirli bir 

jenerasyon aralığında dendrimer konsantrasyonuna karşı hücre canlılığı incelenmiştir. 

Sitotoksisitenin yüzey yükü, boyut ve konsantrasyonun bir fonksiyonu olduğu 

sonucuna varılmıştır. 2,5. ve 3,5. jenerasyon anyonik PAMAM dendrimerleri 1 mM 

konsantrasyona kadar ölçülebilecek bir sitotoksisite göstermemişlerdir. Bunun tam 

tersi, 2. jenerasyon katyonik dendrimerler Caco-2 hücreleri üzerinde 700 µM’nin 

üzerinde sitotoksisite gösterirken, 3. ve 4. jenerasyonlar bütün konsantrasyonlarda 

sitotoksik bulunmuştur (49). Tez çalışmasında anyonik PAMAM dendrimerlerin 

kullanılması bu çalışması bu çalışma da anyonik dendrimerlerin daha düşük 

sitotoksisiteye sahip olduğunu gözler önüne sermiştir.  

5.4.3. Hücre İçine Alım Çalışmaları 

Endositoz, küçük moleküllerin, makromoleküllerin ve partiküllerin 

internalizasyonunu ve onların spesifik hücre organellerine hedeflendirilmesini 

sağlayan özelleşmiş aktif taşıma mekanizmasıdır. 
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Dendrimerlerin yüzey yüklerinin bir fonksiyonu olarak hücre içine alım 

mekanizmasını anlamayı amaçlayan çalışmalar yapılmıştır. Epitel hücrelerinin 

negatif yüke sahip oldukları ve katyonik dendrimerlerin güçlü elekrostatik 

etkileşimler göstererek hızlı bir şekilde endositoza uğradıkları bilinmektedir (134).  

Hidroksil son gruplu dendrimerler fizyolojik pH’da net bir yüke sahip 

olmadıkları için, hidrofobik etkileşimler ya da hidrojen bağı etkileşimleri gibi 

spesifik olmayan yollarla endositoza uğramaktadırlar (135,136). Önceki çalışmalarda 

lineer makromoleküllerde de gösterildiği gibi anyonik dendrimerler hücre membranı 

üzüerindeki proteinlerin pozitif yüklü bölgeleri ile etkileşerek endositoza 

uğramaktadırlar. Dendrimerlerin yüzey yükü onların hücre içine alımını önemli 

ölçüde etkilemektedir. A549 hücrelerinde yapılan bir çalışmada, anyonik 

dendrimerler kısmen kalveol aracılığı ile alınırken genel olarak katyonik ve anyonik 

dendrimerler klatrinden ve kalveolden bağımsız olarak endositoza uğrarlar. 

Dendrimerlerin yüzey yükleri modifiye edilerek, hücre içine girişleri düzenlenebilir 

ve spesifik hücre için kompartmanlara hedeflendirilebilirler (137). 

Tez çalışmasının asıl amacı gemsitabinin sağlıklı hücrelere dağılmadan, 

pankreas kanseri hücreleri tarafından alımını artırmaktır. Bu amaçla dendrimerler 

ilaç taşıyıcı sistem olarak seçilmiş ve hedeflendirme ligandı olarak anti-VEGFR-1 ile 

hedeflendirilmiştir. Hedeflendirmenin amacı tümör lokalizasyonunun ve tümör 

hücreleri tarafından alımın artırılmasıdır. Bu amacın gerçekleşip gerçekleşmediğini 

anlamak için ilk basamak olarak hücre kültürü deneyleri planlanmıştır ve ¨Hücre 

İçine Alım Çalışmaları¨ başlığı altında anlatıldığı gibi uygulamalar 

gerçekleştirilmiştir. Hücre içine alım çalışmaları, akış sitometri ile kantitatif olarak 

analiz edilirken, floresan mikroskop ile kalitatif olarak analiz edilmiştir. Floresan 

işaretleyici olarak rodamin 123’ün kullanıldığı deneylerde, akış sitometri ile analizde 

öncelikle hücrelere dört farklı formülasyon uygulanmıştır, bunlar, Rho çözeltisi, 

PEG-PAMAM-Rho, PEG-PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho 

dendrimerlerdir. Ayrıca, herhangi bir uygulamanın yapılmadığı kontrol grubu da 

bulunmaktadır.  Bu dört uygulama sayesinde CFPAC-1 hücrelerinde VEGFR-1 

reseptörünün varlığına bağlı olarak Flt-1 ile konjuge edilmiş dendrimerlerin 

uygulanmasından sonra yüksek floresan intensitesine sahip farklı bir alt hücre 

popülasyonunun olup olmadığı gösterilmiştir. Elde edilen veriler, CFPAC-1 
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hücrelerinde % 38,6 ± 10,7 oranında VEGFR-1 reseptör ekspresyonu ile orantılı 

olarak farklı bir alt hücre popülasyonun varlığını göstermektedir (Şekil 4.27). 

Herhangi bir uygulama yapılmayan hücrelerde floresan intensitesi bakımından 

homojen ve daha düşük bir dağılım görülürken, PEG-PAMAM-Iso-Rho’nun 

uygulandığı hücreler de hiçbir uygulamanın yapılmadığı hücreler gibi floresan 

intensitesi bakımında homojen bir dağılım göstermiştir, ancak floresan intensitesi 

daha yüksektir. Bu durum, izotip kontrol antikoru ile CFPAC-1 hücrelerine selektif 

olmayan ve artan hücresel alım gerçekleştirildiğini göstermektedir. Rho ve PEG-

PAMAM-Rho’nun uygulandığı hücrelerin gösterdiği floresan intensitesi, PEG-

PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho’nun uygulandığı hücrelere göre 

yaklaşık olarak 10 kat fazladır. Rho ve Peg-Rho’nun CFPAC-1 hücreleri tarafından 

fazla miktarda alınması, hücre içine kolaylıkla girebilen Rho ve PEG-PAMAM’ın 

nonselektif alımına bağlıdır. Tez çalışmasının amacı, ilaç taşıyıcı sistemin istenilen 

hücre grubu tarafından (VEGFR-1 pozitif) selektif olarak alımını artırmaktır. PEG-

PAMAM-Iso-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho’nun uygulandığı hücrelerin artan 

dendrimer ve Rho çözelti molaritesine karşısında sahip oldukları floresan 

intensiteleri karşılaştırıldığında (Şekil 4.31), PEG-PAMAM-Flt1-Rho’nun 

uygulandığı hücrelerde PEG-PAMAM-Iso-Rho’ya göre daha yüksek floresan şiddeti 

gözlenmiştir sırasıyla 1,3, 0,9 (Şekil 4.31). Elde edilen bu sonuç, PEG-PAMAM-

Flt1-Rho’nun Flt-1 pozitif hücreler tarafından spesifik olarak alındığını 

doğrulamaktadır. 

Flt-1 ile konjuge edilmiş dendrimerlerin uygulandığı hücrelerin oluşturdukları 

floresan intensite farklılıkları incelendiğinde, CFPAC-1 hücrelerinin kendi içinde 

yüksek ve düşük floresan intensitesine sahip iki alt popülasyona sahip olduğu 

görülmektedir (Şekil 4.32). Bu iki alt popülasyonun sahip olduğu floresan intesitesi 

arasında yaklaşık 8 kat fark bulunmaktadır. Ayrıca, Rho ve dendrimer 

konsantrasyonu artırıldıkça, hücrelerin gösterdiği floresan intensitesi de artmıştır.  

Hücre içine alımın mikroskop ile gösterildiği Şekil 4.33’te tümör hücrelerinin 

nükleusları ve hücre membranları belirgin bir şekilde görülmektedir. PEG-PAMAM-

Iso-Rho ve PEG-Flt1-Rho’nun uygulandığı hücreleri kıyaslamak gerekirse, PEG-

PAMAM-Flt1-Rho’nun uygulandığı hücrelerin daha parlak floresan verdiği 

görülmektedir. Hücrelerde homojen bir floresan görüntü olmaması dendrimerden 
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salınıp hücreye tek başına giren Rho olmadığını göstermektedir. 

Elde edilen in vitro hücre içine alım çalışma sonuçları, CFPAC-1 hücrelerinin 

VEGFR-1 ekspresyonu açısından %38,6 ± 10,7 gibi nispeten düşük bir orana sahip 

olmasına rağmen, Anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmiş dendrimerler uygulandığında 

VEGFR-1 pozitif hücreler tarafından alınan dendrimerler diğer hücrelere oranla 8 kat 

fazla floresan intensitesi göstermiştir. Bu da in vivo çalışmalar için umut vaad 

etmektedir. 

5.5. İn Vivo Deneyler 

5.5.1. Tümör Modeli Geliştirme 

İnsan ksenograft fare modeli, tümör dokusu ya da tümör hücrelerinin 

yerleştirildikleri yere göre heterotopik ve ortotopik olmak üzere iki gruba 

ayrılmaktadır. Her iki teknik de kanser araştırmalarında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Deri altında geliştirilen heterotopik fare modeli hızlı, düşük maliyetli, kolay 

yürütülebilen bir teknik olmakla birlikte, genişleyen insan tümör türleri için, insan  

tümörlerini hücre hatlarına dönüştürmek için ve anjiyogenez çalışmaları için oldukça 

uygundur. Ortotopik ksenograft modellerde ise, tümör ya da tümör hücreleri 

implantasyon ya da enjeksiyon yoluyla kanserin geliştirilmek istendiği organa 

uygulanır. Ortotopik modeller orijinal tümör mikro çevresine benzerlik gösterir ve 

metastaz çalışmaları için daha uygundur çünkü subkütan yolla geliştirilen tümörlerde 

metastaz oluşumu çok nadirdir. Ancak farede ortotopik yolla pankreas kanser modeli 

geliştirmek oldukça emek gerektiren, teknik olarak zor bir teknik olmakla birlikte, bu 

yöntemde implante edilen tümörün gelişimini gözlemleyebilmek için oldukça 

kompleks görüntüleme tekniklerine gereksinim duyulmaktadır. Tümör hücrelerinin 

ya da tümörün pankreasa cerrahi olarak ortotopik implantasyonu farede fiziksel 

travmaya neden olmakta ve ayrıca uzun bir postoperatif sürece gereksinim 

duyulmaktadır (138). Tüm bu gerekçelerle tez çalışması kapsamında timus bezi 

bulunmayan immün sistemi baskılanmış çıplak farelerde heterotopik yolla sırt 

bölgesinde tümör geliştirilmiştir. Tümör geliştirme çalışmaları daha önce pankreas 

tümör geliştirme çalışmalarında hiç kullanılmamış olan CFPAC-1 hücreleri ile 

gerçekleştirilmiştir. Tez çalışmasında CFPAC-1 hücrelerinin kullanılma nedeni bu 

hücrelerde VEGFR-1 ekspresyonunun diğer insan pankreas kanser hücrelerine göre 
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daha yüksek oranda gerçekleşmesidir (86). 15000000 hücre/200 μL şeklinde farelere 

subkütan enjeksiyon yapıldıktan 1 hafta sonra tümör gelişimi başlamıştır. CFPAC-1 

enjeksiyonundan 3 hafta sonra tümör gelişiminin maksimuma ulaştığı tespit edilerek, 

3 haftanın sonunda tedavi sürecine başlanmıştır.  

5.5.2. Antitümör Etkinliğin Değerlendirilmesi 

Heterotopik olarak sırt bölgesinde pankreas kanseri geliştirilen fareler, 

¨Antitümör Etkinlik Çalışması¨ başlığı altında anlatıldığı gibi 4 gruba ayrılmıştır. 

Dörder günlü ara ile dört kez kemoterapi uygulana ve tedavi edilmeyen gruptaki 

tümör boyutlarının değişimleri irdelendiğinde, tedavi edilmeyen grupta ortalama 0,64 

cm olan tümör çapı 16 günün sonunda % 31’lik bir artışla 0,83 cm’ye çıkmıştır. 

Gemsitabin HCl ile standart tedavinin uygulandığı grupta, başlangıçta ortalama 0,61 

cm olan tümör çapı 16 günün sonunda % 6’lık azalma ile 0,579 cm’ye inmiştir. PEG-

PAMAM-GEM uygulanan grupta ise başlangıçta ortalama 0,73 cm olan tümör 

çapları 16 günün sonunda % 17’lik azalma ile 0,6 cm’ye düşmüştür. Son olarak 

tümöre aktif hedeflendirme stratejisi ile tedavi edilen (PEG-PAMAM-Flt1-GEM) 

grupta başlangıçta ortalama 0,71 cm olan tümör çapları, 16 günün sonunda % 40’lık 

bir azalma ile 0,43 cm’ye düşmüştür.  

Patra ve diğ.’nin (139) 2008 yılında yaptıkları bir çalışmada etkin madde 

olarak gemistabin HCl’ün kullanıldığı altın nanopartiküller, anti-EGFR (Cetuximab) 

antikoru ile pankreas kanserine hedeflendirilmiştir. Üç farklı pankreas kanser hücre 

hattında EGFR ekspresyonu gösterildikten sonra AsPC-1 ve PANC-1 hücre 

hatlarında yüksek olan EGFR ekspresyonu sonucunda bu hücreler üzerinde hücre 

içine alım çalışmaları yapılmıştır. EGFR’ın yüksek oranda eksprese edildiği 

hücrelere tarafından hedeflendirilmiş nanopartiküller hücre içine daha çok alınmıştır. 

Farelerde ortotopik olarak geliştirilen pankreas kanserleri üzerine anti-EGFR ile 

hedeflendirilmiş gemsitabin yüklü altın nanopartüküllerinin antitümör etkinliği 

incelendiğinde, hedeflendirilmemiş olanlara göre tümör boyutlarını anlamlı bir farkla 

küçültmüştür. 
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5.5.3. Biyodağılım Çalışmaları 

İn vivo biyodağılım çalışmaları kapsamında, hedeflendirilmiş ve 

hedeflendirilmemiş PEG çekirdekli dendrimerlere rodamin enkapsüle edilerek, anti-

VEGFR-1 ile hedeflendirmenin dendrimerlerin doku dağılımını etkileyip 

etkilemediği araştırılmıştır. Bu kapsamda elde edilen sonuçlar, ip uygulama 

sonucunda, karaciğer, kemik iliği, dalak ve tümör dokularında daha yüksek floresan 

intensitesi olduğunu göstermektedir. VEGFR-1 reseptör ekspresyonun yüksek 

olduğu karaciğer, kemik iliği, dalak ve tümör gibi dokularda anti-VEGFR-1 ile 

hedeflendirilmiş dendrimerlerin hücresel alımının daha yüksek olduğunu 

göstermektedir. PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho dendrimerlerin 

uygulandığı farelerin tümör hücreleri floresan intensitesi açısından kıyaslandığında, 

PEG-PAMAM-Rho uygulananlarda 14 iken PEG-PAMAM-Flt1-Rho 20 olarak 

kaydedilmiştir (Şekil 4.37). 

Baker ve diğ. hedeflendirme ligandı olarak folik asidi kullandıkları dendrimer 

bazlı ilaç taşıyıcı sistemler üzerinde yoğun olarak çalışmışlardır (140,141). 

Hedeflendirme ligandı olarak folik asit kullanılmasının nedeni insan meme, akciğer 

ve beyin tümörlerinde fazla miktarda eksprese edilmesidir (128). Dendrimer başına 5 

adet folik asit bağlanması, dendrimerlerin kanser hücreleri içine reseptör aracılı 

endositoz ile alınmasını tetiklemiştir (142). Folik asit ile hedeflendirilmiş dendrimer 

bazlı ilaç taşıyıcı sistemler, folik asit reseptörü açısından pozitif olan kanser 

hücrelerinde hedeflendirilmemiş olan dendrimerlere ve serbest antikanser etkin 

maddeye göre önemli ölçüde yüksek akümülasyon ve toksisite gösterilmiştir. 4. 

jenerasyon dendrimer-folik asit konjugatının kullanıldığı in vivo biyodağılım 

çalışmasında hedeflendirilmiş dendrimerler KB tümör taşıyan farelerde 

hedeflendirilmemiş dendrimerlere göre 4 kat daha fazla tümör akümülasyonu 

göstermiştir (143). Hedeflendirilmiş konjugatların KB tümör taşıyan SCID farelerde 

iyileştirilmiş tümör lokalizasyonunun bir sonucu olarak farelerin hayatta kalma 

oranını hedeflendirilmemiş dendrimer metotreksat konjugatlarına göre 40 gün daha 

fazla olduğu sonucuna varılmıştır (12). 

5.5.4. İn Vivo Görüntüleme 

Tez çalışması kapsamında, PEG-PAMAM-Rho ve PEG-PAMAM-Flt1-Rho 
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uygulanmış farelerde biyodağılım çalışmasının ardından in vivo görüntüleme 

çalışması ¨İn Vivo Görüntüleme¨ başlık altında anlatıldığı şekilde yürütülmüştür. 

Elde edilen görüntüler, Bölüm 4.5.4’te ¨İn Vivo Görüntüleme¨ başlık altında 

sunulmuştur. Tüm bu sonuçlar irdelendiğinde, Flt-1 ile konjuge edilen 

dendrimerlerin konjuge edilmeyenlere göre tümör tarafından daha yüksek oranda 

alındığı görülmektedir. Antikor ile konjuge edilen sistemin in vitro salım çalışmaları 

kapsamında konjuge edilmeyenlere göre gemsitabini daha geç salması da göz önünde 

bulundurulacak olursa, hem geciktirilmiş salım hem de artan tümör lokalizasyonu 

sayesinde, geliştirilen ilaç taşıyıcı sistem tümör dokusunda daha yüksek oranda 

lokalize olmuş ve hücre içerisine alınmıştır. Pankreas dokusundan alınan kesitler ve 

floresan mikroskop ile yapılan incelemeler, Flt-1 ile konjuge edilmiş sistemin, 

konjuge edilmeyen sisteme göre pankreas dokusunda daha yüksek oranda akümüle 

olduğunu göstermektedir. Bu sonuç, tez çalışması kapsamında geliştirilen tümör 

modeli her ne kadar deri altında ve sırt bölgesinde gerçekleştirilse de, tümörün 

kaynağı olan pankreas dokusunda yapılan görüntüleme çalışmaları, pankreasta 

oluşacak tümöre karşı da geliştirilen sistemin başarılı olacağını göstermektedir.  

Shukla ve diğ.’nin 2006 yılında yaptıkları bir çalışmada, SCID farelere 

subkütan yolla MCA 207 hücrelerini enjekte ederek sırt bölgesinde geliştirdikleri 

beyin tümörünü anti-HER-2 ile konjuge edilmiş 5. jenerasyon PAMAM 

dendrimerleri ile tedavi etmeye çalışmışlardır, tümör dokusuna ait konfokal 

mikroskop görüntüleri HER2 pozitif hücrelerle oluşturulmuş tümörden elde edilen 

kesitte, Alexa flor ile işaretlenmiş anti-HER-2 ile konjuge edilmiş PAMAM 

dendrimerlerin tümör hücreleri içerisinde lokalize olduğu görülmektedir (144).  
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6. SONUÇ 

Birçok antikanser ilacın en büyük dezavantajı yüksek toksisite ve yan etkilere 

neden olmasıdır. Hedeflendirilmiş kanser tedavisi sitotoksik maddeyi tümör 

hücrelerine spesifik olarak taşıyarak yan etkilerin ortadan kaldırılmasını ya da 

azaltılmasını amaçlar. Başarılı ilaç hedeflendirilmesi terapötik yanıt elde etmek için 

gerekli dozun da düşürülmesine olanak sağlar. Böylece antitümör etki artırılmış, 

sistemik toksisite azaltılmış olur. Antikorlar tek başlarına ilaç taşıyıcı sistem olarak 

kullanılabilirler, ancak etkin maddelerin immünoglobulinlere doğrudan bağlanması 

bağlanma etkinliğinin kaybı ile ve immünokonjugatın çözünürlüğünde azalma ile 

sonuçlanabilir. Bu problemler, suda çözünür bir ilaç taşıyıcının antikor ile konjuge 

edilmesi ile çözümlenebilmektedir.  4,5. jenerasyon, yüzeyi karboksilik asit grupları 

ile kaplı ve yüzeyinde 118 adet karboksilik asit, 10 adet PEG 2000 bulunan 

immünojenik olmayan stabil PAMAM dendrimerleri tez çalışmasında bu amaç için 

kullanılmıştır. Bu eşsiz yapı, dalları arasına etkin maddenin, floresan boyanın 

enkapsüle olmasına olanak sağlarken, yüzey grupları da antikor konjugasyonuna 

olanak sağlamıştır. Kanser araştırmalarında çok önemli bir yer tutan pankreas kanseri 

ve bu kanserin tedavisindeki zorluklar tez çalışmasına da yön vermiştir. Pankreas 

kanseri tedavisinde kullanılan ancak, kısa yarılanma ömrü ve toksik yan etkileri 

nedeniyle kullanımı kısıtlanan gemsitabin HCl, tez çalışmasında dendrimerler 

aracılığı ile yeniden formüle edilerek gemsitabinin klinikte başarılı bir şekilde 

kullanılabilmesi amaçlanmıştır. İnsan pankreas kanseri hücreleri olan CFPAC-

1’larda literatürden elde edilen bilgiye göre VEGFR-1’in fazla miktarda eksprese 

edilmesi nedeniyle tez çalışmasında GEM yüklü dendrimerler anti-VEGFR-1 ile 

konjuge edilmiştir. Hücreler üzerinde yapılan çok dozlu sitotoksisite çalışmaları 

sonucunda elde edilen toksik olmayan dendrimer konsantrasyonu ile hücreler 

üzerinde toksik etki gösteren gemsitabin dozunun kombinasyonu ile elde edilen 

inklüzyon komplekslerinin sitotoksisitelerini devam ettirdiği gözlenmiştir. İki farklı 

çekirdek yapısına sahip dendrimerin denendiği sitotoksisite çalışmaları sonucunda 

daha az toksisite sahip olan PEG çekirdekli dendrimerlerle çalışmalara devam 

edilmiştir. İn vitro hücre içine alım çalışmaları, floresan boya olarak kullanılan 

rodamin çözeltisi, kontrol antikoru ile konjuge edilen dendrimerler ve antikor 

içermeyen dendrimerlere göre anti-VEGFR-1 ile hedeflendirilmiş dendrimerlerin 
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VEGFR-1 pozitif hücrelere VEGFR-1 pozitiflik oranına göre seçici olarak daha fazla 

alınmıştır. Floresan mikroskop görüntüleri de akım sitometri sonuçlarını 

doğrulamıştır. İmmün sistemi baskılanmış farelerde heterotropik olarak sırt 

bölgesinde geliştirilen tümörler farklı formülasyonlar ile tedavi edilmeye 

çalışıldığında, GEM çözeltisi ile tedavi edilen farelerde tümör çapında % 6’lık bir 

küçülme gözlenirken, aynı miktarda GEM içeren PEG-PAMAM-Flt1-GEM ile 

tedavi edilen farelerin tümöründe % 40’lık bir küçülme görülmüştür. Biyodağılım 

çalışmaları kapsamında floresan işaretli dendrimerlerin uygulandığı farelerde, tümör 

doku kesitinin mikroskop altında incelenmesi sonucunda PEG-PAMAM-Flt1-Rho 

uygulanan farelerin tümör kesitleri daha şiddetli floresan vermiştir. Tüm bu sonuçlar 

dikkate alındığında, tez çalışmasında sentezlenen ve ilaç taşıyıcı sistem olarak 

tasarlanıp tümöre hedeflendirilen dendrimerler, gemsitabin HCl’ün tümöre spesifik 

taşınmasını artırarak tümör çapının daha etkin bir şekilde küçültülmesini sağlamıştır. 

Hedeflendirme ligandı olarak kullanılan anti-VEGFR-1’ın antianjiyogenik etkileri de 

gemsitabinin antikanser etkisine ilave olarak tümör damarlanmasını azaltıcı yönde 

etki göstererek antitümör etkinliği artırabilmiş olabilir. 
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