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ÖZET 

Akkın S., İmmünokemoterapötik Nanoplekslerin Kolon Kanseri Tedavisinde 

Etkinlik ve Güvenliliğinin in vitro/in vivo Değerlendirilmesi, Hacettepe 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Farmasötik Teknoloji Doktora Tezi, 

Ankara, 2022. Kolon kanseri tedavisinde cerrahiden sonra en sık kullanılan yöntem 

kemoterapidir. Ancak kanser hücreleri, hayatta kalmak için immün sistem hücrelerinin 

tanıma mekanizmasından kaçmakta ve farklılaşma yetenekleri ile kemoterapötiklere 

karşı direnç geliştirmektedirler. Bu nedenle, kemoterapinin yanı sıra immünoterapinin 

de kullanılmasının tedavinin etkinliğini artırabileceği bilinmektedir. Nanopleksler, zıt 

yüklerin etkileşimine dayalı oluşan nano boyutlu sistemlerdir ve bu çalışmada 

nanopleks yapısını oluşturmak için siklodekstrin (CD) polimeri, 5-Florourasil (5-FU) 

ve İnterlökin-2 (IL-2) kullanılmıştır. Nanoplekslerin ortalama partikül büyüklükleri ve 

dağılımı, yüzey yükü tayini, ilaç yükleme etkinliği, her iki etkin madde için farklı 

ortamlarda salım profili belirleme ve çeşitli stabilite çalışmaları yapılmıştır. 

Konvansiyonel hücre kültürü çalışmalarında CD polimerlerin güvenliliği hücre 

proliferasyonuna etkisi ile belirlenmiştir. Ardından ilaç yüklü nanoplekslerin 

etkinlikleri 2-boyutlu hücre kültürü ve gerçek zamanlı hücre canlılığı analizi ile 

belirlenmiştir. 3-boyutlu hücre kültürü çalışmaları ile nanoplekslerin etkinliği hücre 

canlılığı, immünohistokimyasal inceleme ve elektron mikroskobu incelemesi ile 

belirlenmiştir. Yapılan in vivo çalışmalarla ise CD polimerlerin güvenlilikleri sağlıklı 

farelerde tek doz intravenöz (i.v.) uygulama sonrası alınan kan örnekleri ile 

belirlenmiştir. Son olarak, tümör indüklenen farelerde, nanoplekslerin antitümöral 

etkinlikleri hayatta kalma oranı, metastaz ve immün cevap açısından belirlenmiştir. 

Çalışmaların sonucunda, IL-2 ve 5-FU’yu birlikte taşıyan nanopleksler hazırlanmış ve 

parenteral yoldan kolorektal immünokemoterapi açısından umut vaat eden bir model 

ilaç taşıyıcı sistem ortaya konmuştur.  

 

Anahtar kelimeler: immünokemoterapi, kolon kanseri, kombine ilaç taşınımı, 

nanopleks, siklodekstrin  

 

Tez TÜBİTAK tarafından 217S610 numaralı proje ve 2211-C Doktora Burs 

Programı ile desteklenmiştir. 
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ABSTRACT 

Akkın S., In vitro-in vivo Evaluation of Immunochemotherapeutic Nanoplexes 

Efficacy and Safety for the Treatment of Colon Cancer, Hacettepe University 

Graduate School of Health Sciences Pharmaceutical Technology Doctor of 

Philosophy Thesis, Ankara 2022. Chemotherapy is the most commonly used method 

after surgery in the treatment of colon cancer. However, cancer cells escape the 

recognition mechanism of immune system cells in to survive, developing resistance to 

chemotherapeutics with their differentiation abilities. Therefore, it is believed that the 

use of immunotherapy in combination with chemotherapy can increase the 

effectiveness of the treatment. Nanoplexes were formed based on opposite charge 

interaction of macromolecules as the nanocarrier system in this study and cyclodextrin 

(CD) polymer, 5-Fluorouracil (5-FU) and Interleukin-2 (IL-2) were used to obtain 

nanoplexes. Mean particle size, particle size distribution, surface charge, drug loading 

capacity, drug release profile and stability of nanoplexes were analysed. Safety of CD 

polymers was determined with cell culture. Then, the anticancer activities of the drug-

loaded nanoplexes were determined by 2-dimensional cell culture and real-time cell 

viability. With 3-dimensional tumor culture studies that can reflect the 

microenvironment of the tumor in vitro, the efficiency of nanoplexes was determined 

by cell viability, immunohistochemical examination and electron microscopy 

examination. The in vivo safety of CD polymers was determined by blood samples 

obtained after a single dose intravenous (i.v.) administration in healthy mice. Finally, 

in tumor-induced mice, the antitumoral activities of nanoplexes were determined in 

terms of survival rate, metastasis and immune response parameters. As a result of the 

studies, nanoplexes carrying IL-2 and 5-FU together were prepared and a promising 

model drug delivery system was presented for future applications of parenteral 

colorectal immunochemotherapy. 

 

Keywords: immunochemotherapy, colon cancer, combined drug delivery, nanoplex, 

cyclodextrin 

The thesis was supported by TUBITAK with project number 217S610 and 2211-C 

PhD Scholarship Program. 
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Å  Angström 

cm  Santimetre 
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n  Örneklem sayısı 
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PC βCDC6  Polikatyonik amfifilik CD 

PLA                Polil-aktik asit 

PLGA  Poli-(laktik-ko-glikolik asit) 

Poli(HEMA) Poli(2-hidroksietil metakrilat) 

RNA               Ribonükleik asit 



xvi 
 

RTCA             Gerçek Zamanlı Hücre Analizi 

SDS-PAGE Sodyum dodesil sülfat–poliakrilamid jel Elektroforez 

ScoF  Simüle kolon sıvısı 

SEM  Taramalı elektron mikroskobu 

SGF  Simüle mide sıvısı 

SIF  Simüle intestinal sıvı 

STPP  Sodyum tripolifosfat 

TAA  Tümör ilişkili antijen 

TAM  Tümör ilişkili makrofaj 

TCR  T hücresi reseptörü 

TGF                Transforme edici büyüme faktörü 

TIL                 Tümör infiltre lenfositler 

TLR  Toll benzeri reseptör 

TNF  Tümör nekroz faktör 

TUNEL     Terminal deoksinükleotidil transferaz 

TÜBİTAK   Türkiye Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Kurumu 

U  Ünite 

UK                  Birleşik Krallık 

USP  Amerikan Farmakopesi 

VEGF(R) Vasküler endotelyal büyüme faktörü (reseptörü) 

VK  Varyasyon katsayısı 

ZP  Zeta potansiyel 

X  Ortalama 

WST-1  Suda çözünür tetrazolyum tozu 

  

 

 

 



xvii 
 

ŞEKİLLER 

Şekil                                                                                                                      Sayfa 

2. 1.  Tümör mikroçevresi ve tümör immün mikroçevresi. 6 

2. 2.  Kolonun anatomik yapısı. 7 

2. 3.  5-Fluorourasil’in kimyasal yapısı. 11 

2. 4.  İmmün sistem bileşenleri. 16 

2. 5.  Kanser immünite döngüsü. 18 

2. 6.  Warburg Etkisi. 20 

2. 7.  Adoptif hücresel terapi yaklaşım örnekleri. 24 

2. 8.  CD polimer yapısı. 32 

2. 9.  Proton sünger etkisi ve endozomal kaçış 35 

 

3. 1.  CD2 (QA(BCD)PS.HCl) türevinin sentez basamakları. (OK, oda 

koşulları altında sentezin gerçekleştirildiğini göstermektedir.) 51 

3. 2.  CD7 türevinin sentez aşamaları. 52 

3. 3.  CD8 polimerinin sentez aşamaları. 53 

3. 4.  Tez kapsamında hazırlanması hedeflenen 5-FU ve IL-2 yüklü CD                 

nanopleksin şematik gösterimi. 57 

 

4.1.  CD2 polimerine ait 1H-NMR bulguları (D2O, 298 K, 600 MHz). 79 

4.2.  CD2 polimerinin DEPT tarafından düzenlenmiş HSQC spektrumu (a)                

(D2O, 298 K, 600 MHz). Spektrumun genişletilmiş hali (b). 80 

4. 3. CD7’nin 1H-NMR spektrumu (D2O, 298 K, 600 MHz). 81 

4.4.  CD7 polimerine ait DEPT tarafından düzenlenmiş HSQC spektrumu 

(a) (D2O, 298 K, 600 MHz). Spektrumun genişletilmiş hali (b). 82 

4.5.  CD8 polimerine ait 1H-NMR spektrumu (D2O, 298 K, 600 MHz). 84 

4.6.  CD8 polimerine ait DEPT tarafından düzenlenmiş HSQC spektrumu 

(a) (D2O, 298 K, 600 MHz). Spektrumun genişletilmiş hali (b). 85 

4.7.  Nanoplekslerin NTA analizi ile partikül büyüklüğü sonuçları. 92 

4.8.  5-FU ve IL-2 yüklü CD2 nanoplekslerin SEM görüntüsü (Ölçek: 500 

nm). 93 

4.9.  5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanoplekslerin SEM görüntüsü (Ölçek: 500 

nm, 2 μm). 94 

4.10.  5-FU ve IL-2 yüklü CD8 nanoplekslerin SEM görüntüsü (Ölçek: 5 

μm, 20 μm). 95 



xviii 
 

4.11.  5-FU, CD polimerleri ve CD2 (a), CD7 (b) ve CD8 (c) için 

5FU/IL2/CD nanoplekslerinin FTIR spektrumları. Spektrumlar 400 

ve 4000 cm¯¹ dalga boyları aralığında elde edilmiştir. 97 

4.12.  5-FU, CD polimerleri ve 5FU/IL2/CD nanoplekslerinin DSC           

termogramları. Termogramlar 10°C/dk artırılarak elde edilmiştir. 99 

4.13.  Splenositlerde farklı polimer konsantrasyonlarının hücre canlılığı 

üzerine etkileri (n=3, ±SS). 100 

4.14.  Splenositlerde farklı IL-2 konsantrasyonlarının hücre çoğalması 

üzerine etkileri (n=3, ±SS). 101 

4.15.  Splenosit hücre canlılığına CD polimerlerin ve tek başına IL-2 ile CD 

nanoplekslerden salınan IL-2’nin doz bağımlı etkisi; CD2 polimeri 

(A), CD7 polimeri (B), CD8 polimeri (C). 105 

4.16.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerindeki IL-2’nin yapısal 

bütünlüğünü belirlemek için doğal koşullar altında SDS-PAGE analizi 

sonuçları. Jele beş  çözelti yüklenmiştir; Hat M, Precision Plus Çift 

Renkli moleküler ağırlık işaretçisi; Hat 1, IL-2 standardı; Hat 2, CD2 

nanopleksi; Hat 3, CD7 nanopleksi; Hat 4, CD8 nanopleksi. 107 

4.17.  5-Florourasile ait HPLC kromotogramı. 108 

4.18.  5-Florourasile ait kalibrasyon doğrusu ve denklemi. 108 

4.19.  CD polimerlerin tek başlarına ve 5-FU ile birlikte mobil fazdaki 

kromatogramları. 112 

4.20.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden PBS (pH=7.4) ortamında                 

zamana karşı 5-FU’nun % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). * ile 

işaretli grafikte ilk iki saate ait veri sunulmaktadır. 116 

4.21.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden simüle sıvılarda-açlık 

zamana karşı 5-FU’nun % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). 117 

4.22.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden simüle sıvılarda-tokluk 

zamana karşı 5-FU’nun % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). 117 

4.23.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden PBS (pH=7.4) ortamında 

zamana karşı IL-2’nin % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). 118 

4.24.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden simüle sıvıda zamana karşı               

IL-2’nin % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). 119 

4.25.  CD polimerlerinin L929 hücrelerinde konsantrasyona bağlı olarak 

hücre canlılığına etkisi; CD2 (A), CD7 (B), CD8 (C). (n=3, ±SS) 120 

4.26.  Farklı konsantrasyonlarda CD polimerlerinin L929 hücrelerindeki 

LDH aktivitesi; CD2 (A), CD7 (B) ve CD8 (C). Kültür ortamı ile 

muamele edilen hücreler Kontrol grubunu oluşturmaktadır. %1 (h/h) 

Triton-X uygulanan grup ise pozitif kontrol grubudur (n=3, ±SS). 122 

4.27.  Hazırlanan nanopleksler ile polimer ve ilaç çözeltilerinin 24 (a) ve 48 

(b) saat sonunda CT26 hücrelerinde antikanser etkinliği (n=3, ±SS). 

*p<0,05: 5-FU+IL-2 ile inkübe edilen gruba göre. 124 



xix 
 

4.28.  CT26 hücrelerine ait deney sonundaki analizin normalize hücre 

indeksi grafiği. 125 

4.29.  CT26 hücrelerine ait polimer gruplarına göre 24., 48. ve 72. saat hücre            

indeksi grafikleri; CD2 (a), CD7 (b), CD8 (c). 126 

4.30.  CT26 hücrelerine ait nanopleks gruplarını içeren hücre indeksi  

grafiği. 127 

4.31.  CT26 hücrelerine ait duplikasyon zamanı grafiği (*p<0,05, 5FU ve               

5FU+IL2 çözeltisi uygulanan grupla karşılaştırıldığında). 127 

4.32.  CT26 fare kolon kanseri hücreleri ile oluşturulan 3B küresel tümörün 

mikroskobik görüntüsü. 128 

4.33.  3B tümör modelinde nanopleks veya diğer tedavilerin uygulama 

öncesi ve uygulama sonrası 24., 48. ve 72. saate ait mikroskop 

görüntüleri. 129 

4.34.  3B tümör modeline uygulanan tedavi sonrasında hücre canlılığı analiz 

sonuçları, CD2 (A), CD7 (B), CD8 (C) (n=6±SS). (*p<0,05 5-FU 

çözeltisine göre aradaki farkın anlamlı olduğu grubu belirtir.) 132 

4.35.  CD44 ve IL-2 ile işaretlenen kolon kanseri sferoidlerine ait 

reprezantatif mikrograflar sunulmuştur. Kontrol grubunda, deney 

gruplarına göre CD44 ile yoğun işaretlenme dikkat çekmektedir. 5-FU 

çözeltisi ve 5-FU+IL-2 çözeltisi uygulanan gruplarda IL-2 ile floresan 

işaretlenme belirgindir. Çekirdek: DAPI x 1000. 133 

4.36.  Formülasyon ve kontrol grubuna ait sferoidlerden alınmış yarı ince 

kesit örneklerine ait reprezantatif mikrograflarda; kontrol grubundaki 

kolon kanseri epitel hücrelerinin çekirdek ve sitoplazma bütünlüğünü 

koruduğu gözlenirken, formülasyon uygulanan gruplardaki hücrelerin 

bütünlüklerini kaybederek (**) apoptoza gittiği (↘) gözlenmektedir. 

(Metilen mavisi Azur II ile boyama yapılmıştır.) 134 

4.37.  5-FU ve IL-2 yüklü CD2 nanopleks (a), 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks (b), 5-FU ve IL-2 yüklü CD8 nanopleks (c), 5-FU çözeltisi 

(d), IL-2 çözeltisi ve DMEM (f) ile inkübe edilen 3B CT-26 

sferoidlerde apoptozun belirlenmesi. Fluoresin konjuge d-UTP 

kullanılarak apoptotik hücrelerdeki DNA zincir kırıkları yeşil renk ile 

boyanmıştır. 135 

4.38.  In vivo tümör modeli oluşturma çalışma aşamaları. (Aşama 1) 

Anestezi altındaki hayvan cerrahi müdahaleye hazırlanmıştır. (Aşama 

2) Hayvanda kesik açılarak çekum dışarı alınmıştır. (Aşama 3) 

Çekuma çizik atılmıştır. (Aşama 4) Hücreler uygulanmıştır. (Aşama 

5) Sütürle cerrahi alan kapatılmıştır. (Aşama 6) Batikon uygulanarak 

cerrahi bölge sanite edilmiştir. 137 

4.39.  Tümör indüklenen hayvanlarda uygulanan tedaviler sonrasında 

ağırlığın (a), tümör boyutunun(b) ve sağ kalımın (c) zaman 

içerisindeki değişimi (*p<0,05). 139 



xx 
 

4.40.  Uygulanan tedavi süreci sonunda hayvanlardaki metastaz odağı 

sayıları (*p<0,05). 140 

4.41.  Miyeloid (a) ve lenfosit (b) hücre analizi için yapılan kapılama 

stratejileri. 141 

4.42.  Tedavi sonrasında dalak dokusundaki T hücrelerin oranları. 142 

4.43.  Tedavi sonrasında dalak dokusundaki miyeloid hücre oranları. 143 

4.44.  Tedavi sonrasında tümör dokusundaki T hücrelerin oranları. 144 

4.45.  Tedavi sonrasında tümör dokusundaki miyeloid hücre oranları. 145 

4.46.  Tedavi sonrasında lenf nodu dokusundaki T hücrelerin oranları. 146 

4.47.  Serumdaki T lenfosit ilişkili sitokin düzey analizi. 147 

4.48.  PBS, 5-FU çözeltisi, 5-FU+IL-2 çözeltisi, 5-FU yüklü CD7 nanopleks 

ve 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanopleks formülasyonları uygulanan 

gruplarda, tümör dokusu (A, D, G, M), karaciğer (B, E, H, N) ve 

akciğer (C, F, I, O) mikrografları. 148 

4.49.  PBS, 5-FU çözeltisi, 5-FU+IL-2 çözeltisi ve 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks formülasyonları uygulanan tedavi gruplarında primer 

tümör odakları (*) p<0,05. 149 

4.50.  PBS, 5-FU çözeltisi, 5-FU+IL-2 çözeltisi ve 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks formülasyonları uygulanan tedavi gruplarında 

karaciğerdeki (a) ve akciğerdeki (b) metastatik alanlar (*) p <0,05. 150 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xxi 
 

TABLOLAR 

Tablo                                                                                                                    Sayfa 

2.1.  Kolon kanser tedavisini hedefleyen 5-FU içeren nano boyutlu taşıyıcı 

sistem çalışmalarına literatür örnekleri. 15 

2.2.  Kanser tedavisinde immünoterapi yaklaşımları. 21 

2.3. İnterleukin-2 taşıyan ve kanser tedavisini hedefleyen nanopartiküler 

sistemler ile ilgili literatür örnekleri. 26 

2.4.  EMA tarafından yayınlanan “Beşeri tıbbi ürünlerin etiketlenmesinde 

ve prospektüsünde yer alan yardımcı maddeler” rehberinde 

siklodekstrinler için sunulan bilgiler. 29 

2.5.  β-CD veya türevleri ile hazırlanmış ve kanser tedavisini hedefleyen 5-

FU veya IL-2 içeren taşıyıcı sistemler ile ilgili literatürde yer alan 

çalışma örnekleri. 31 

2.6.  FDA tarafından onaylanmış ve piyasada bulunan nanopartikül temelli 

ilaçlar.   38 

 

3.1.  Tezde kullanılan etkin maddeler. 44 

3.2.  Tezde kullanılan polimerler. 44 

3.3.  Tezde kullanılan kimyasal maddeler. 44 

3.4.  Tezde kullanılan hücre hatları ve kaynakları. 45 

3.5.  Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan kimyasal ve sarf             

malzemeler. 45 

3.6.  Hayvan deneyi çalışmalarında kullanılan kimyasal maddeler. 47 

3.7.  Tez kapsamında kullanılan cihazların isim ve modelleri. 48 

3.8.  CD polimerlerin kimyasal özellikleri. Ortalama sübstitüsyon derecesi 

(SD1); ortalama molekül ağırlığı (MA2) (g/mol); çapraz bağlanma 

oranı (ÇBO3) (mol epiklorohidrin /mol CD); katyonik yoğunluk (KY4) 

verileri tabloda yer almaktadır. 53 

 

4.1.  Nanopleks yapıyı oluşturmak için kullanılan CD türev ve polimerlerin 

sudaki zeta potansiyel değerleri (mV) (n=3, ±SS). 76 

4.2.  Tez kapsamında kullanılan CD polimerlerinin moleküler ve kimyasal 

yapıları. 78 

4.3.  Nanopleks yapısını oluşturmak için kullanılan ve negatif yüzey 

yüküne sahip maddelerin sudaki zeta potansiyel değerleri (mV) (n=3, 

±SS). 87 

4.4.  CD polimerleri ile STPP nanoplekslerinin partikül büyüklüğü 

dağılımı ve yüzey yükü değerleri (n=3, ± SS). 88 



xxii 
 

4.5.  STPP ile hazırlanan nanoplekslerinin hacim arttırılması sonucu 

belirlenen partikül büyüklüğü ve dağılımı ile zeta potansiyel değerleri 

(n=3, ±SS). 89 

4.6.  Farklı IL-2 miktarları ile hazırlanan CD nanopleks formülasyonlarına 

ait partikül büyüklüğü (nm), PDI ve zeta potansiyel (mV) değerleri 

(n=3, ±SS). 89 

4.7.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin partikül büyüklüğü dağılımı, 

yüzey yükü ve pH değerleri (n=3, ±SS). 90 

4.8.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin liyofilizasyon öncesi ve 

sonrası partikül büyüklüğü dağılımı ve yüzey yükü değerleri (n=3, 

±SS) (*t-test, p<0,05 liyofilizasyon öncesi sonuçlarına göre) (Koyu 

karakter ile yazılan sonuç, istatistiksel farkın tespit edildiği sonuçtur).

 91 

4.9.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin partikül büyüklüğü ile dağılımı 

ve zeta potansiyel değerleri (n=3, ±SS). 102 

4.10.  5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin farklı simüle sıvılarda stabilite 

çalışması sonucu elde edilen partikül büyüklüğü dağılımı-nm (a) ile 

zeta potansiyel-mV (b) değerleri (n=3, ±SS) (*p<0,05 Başlangıç (baş.) 

değerine göre istatistiksel farkı belirtir) (Koyu yazılanlar istatistiksel 

olarak farkın anlamlı olduğunu belirtir). 103 

4.11.  5-Florourasilin doğruluk değerleri ve varyasyon katsayıları (n=6). 109 

4.12.  5-Florourasile ait tekrar edebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik değerleri 

ve varyasyon katsayıları. 110 

4.13. Mobil faz ile hazırlanan 5-Florourasile ait günler arası farklılık 

değerleri. 110 

4.14.  Ultra saf su ile hazırlanan 5-Florourasile ait günler arası farklılık 

değerleri. 111 

4.15.  5-Florourasile ait gün içi farklılık değerleri ve varyasyon katsayıları. 111 

4.16.  Nanoplekslere ait 5-FU % yükleme etkinliği (%YE) değerleri (n=3, 

±SS). 114 

4.17.  Nanoplekslere ait IL-2 % yükleme etkinliği (%YE) değerleri (n=3, 

±SS). 115 

4.18.  5-Flurourasilin fare ve insan kolon karsinoma hücrelerindeki IC50 

değerleri (n=3, ±SS). 123 

4.19.  Sağlıklı hayvanlara farklı polimerin i.v. uygulamalarının ardından 

toplanan serumlardan bakılan toksisite sonuçları (n=5, ±SS). 136 

 

 



1 
 

1. GİRİŞ 

Kolon kanseri tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’de de en sık görülen üçüncü 

kanser tipidir. Kanser hücreleri hayatta kalabilmek için vücudun savunma sisteminde 

değişikliklere yol açarak immün sistemin normal çalışma düzeninde farklılıklara 

neden olmaktadır. Bu yüzden kanser hücreleri hem kemoterapötik ajanlara direnç 

geliştirerek tedavinin etkinliğini azaltmakta hem de bağışıklık sisteminden 

kurtulmaktadır. Bu nedenle kanser tedavisinde immünoterapinin kemoterapi ile 

kombine kullanımı umut verici bir yaklaşım olarak son yıllarda dikkat çekmektedir.  

Bu tez çalışmasında araştırma hipotezimiz; kolorektal kanser tedavisinde 

kemoterapötik küçük molekül ile immünoterapötik makromolekülü bir arada 

taşıyabilen nanopleks formunda taşıyıcılarla antümöral ve antimetastatik etkinliğin 

önce in vitro sonra da in vivo olarak arttırılabileceğidir. In vivoda hedefimiz etkinlik 

ve güvenliliği fare modelinde göstermektedir. 

Bu tez kapsamında kolon kanseri tedavisine yönelik etkin molekül olarak 5-FU 

ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin hazırlanması ve etkinliklerinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Çalışmaların ilk adımı; 5-FU konjuge edilmiş katyonik CD 

polimerlerin sentezlenmesidir. Bu adımda Danimarka Aalborg Üniversitesi’nden Dr. 

Thorbjorn T. Nielsen tarafından, iki farklı 5-FU konjuge CD polimer başarıyla 

sentezlenmiştir. Ancak bu türevlerden elde edilen nanoplekslerin kritik kalite 

parametrelerinin (ortalama partikül büyüklüğü, polidispersite indeksi, yüzey yükü 

değerleri) istenilen düzeyde olmaması sebebi ile; tez çalışmasında farklı CD 

polimerleri ve alternatif türevlerle çalışma ve 5-FU’yu kimyasal olarak konjuge 

etmeden nanoplekse yükleme ihtiyacı doğmuştur. Bu kapsamda, ticari piyasa 

preparatları ve eksipiyanları da bulunan, farklı CD türevlerinin sentezi ve 

saflaştırılması üzerine çalışan CycloLab (CycloLab, Cyclodextrin R&D Ltd., 

Macaristan) (https://cyclolab.hu) ile bilimsel iş birliği başlatılmıştır. Bu iş birliği 

çerçevesinde Dr. Milo Malanga 8 farklı CD türevini sentezlemiştir. Sentezlenen bu 8 

farklı türevin 3 tanesi polimer, 5 tanesi ise monomer yapıdadır. Tüm türevlere ait 

sentez yöntemi ve karakterizasyon çalışmaları Cyclolab tarafından gerçekleştirilmiştir.  

Etkin maddeler ile çalışmaya başlamadan önce sentezlenen CD polimerlerin 

nanopleks oluşturma etkinliklerini belirlemek ve en uygun CD polimeri seçmek 

amacıyla ön formülasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Ön formülasyon 
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çalışmalarında maliyeti azaltmak ve alımı yapılan yüksek maliyetli IL-2’yi ekonomik 

kullanabilmek adına, daha önce kitosan nanopartiküllerin yük etkileşimi ile 

hazırlanmasında da yaygın şekilde kullanılan, iyonotropik jelasyon mekanizması ile 

nanopartikül oluşturan model bir makromolekül olan sodyum tripolifosfat (STPP) ile 

ön deneme çalışmalarına başlanmıştır. Sentezlenen 3 farklı CD ile IL-2’yi taklit etmesi 

amacıyla negatif yüzey yüküne sahip ve yüksek molekül ağırlıklı STPP arasında yük 

etkileşimine dayalı nanopleks sistemleri literatür temel alınarak hazırlanmıştır. 

Nanopleks oluşum mekanizması polianyon yapıdaki molekül (STPP veya IL-2) ile CD 

polimerlerin pozitif yüklü grupları arasındaki etkileşim temeline dayanmaktadır. 

Nanopleksler, etkin maddenin yanı sıra gen taşımada da kullanılan ve farklı 

hazırlama yöntemleri ile oluşturulan sistemlerdir. Nanopleks hazırlama genel olarak 

ekleme, vorteks ile karıştırma, oda ısısında inkübasyon gibi basamakları içermektedir 

ve bu basamaklar literatürde çeşitli çalışmalarda farklı prosedürlerle uygulanmıştır.  

Literatür bilgileri temel alınarak, CD nanopleks oluşturmada farklı karıştırma 

süreleri (vorteks ile), farklı inkübasyon süreleri ve farklı CD: STPP (+/-) ağırlık 

oranları (mg/mg) denenmiştir. Nanoplekslerin partikül büyüklüğü ve dağılımı, yüzey 

yük değerleri incelenerek uygun CD türevleri ve nanopleks hazırlama yöntemi 

belirlenmiştir. Tez süreci ve pandemi koşulları dikkate alınarak ve olası bir 5-FU 

polimer konjugasyon süreci öngörülemediğinden; alternatif bir hazırlama yöntemi 

olan 5-FU’nun konvansiyonel olarak Van der Waals kuvvetleri ve zayıf elektrostatik 

etkileşimle polimerlere yüklenmesi tercih edilmiş ve bu yöntemle çalışmalar 

ilerletilmiştir. 

5-FU’nun yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) ile in vitro miktar 

tayini ve analitik yöntem validasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 5-FU ve IL-2 

yüklü CD nanopleksler hazırlanmış ve partikül büyüklüğü, polidispersite indeksi ve 

zeta potansiyel değerleri ölçülmüştür. IL-2’nin ELISA kiti ile miktar tayini 

yönteminde kalibrasyon doğrusu belirlenmiştir. Hazırlanan nanoplekslere yüklenen 5-

FU ve IL-2 miktarları sırasıyla HPLC ve ELISA yöntemleriyle belirlenmiştir. 

Nanoplekslerin dinamik ışık saçılımı yöntemiyle belirlenen boyut analizinin yanı sıra 

taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile optik görüntülemeleri yapılmıştır. 

Nanoplekslerin kısa süreli stabilite çalışmaları sonucunda boyut ve yüzey özellikleri 

tayin edilmiştir. Saklama koşullarının etkisinin değerlendirildiği liyofilizasyon öncesi 
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ve sonrasında partikül büyüklüğü ve dağılımı ölçülmüştür. Oral uygulama 

potansiyeline yönelik çalışmalar kapsamında simüle gastrointestinal sıvılarda açlık ve 

tokluk koşullarında ve parenteral uygulamayı taklit edebilmek için fosfat tamponunda 

stabiliteleri değerlendirilmiş ve in vitro ilaç salım çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

Salım ortamlarından alınan örnekler 5-FU için HPLC, IL-2 için ELISA ile analiz 

edilmiş ve kümülatif salım profilleri oluşturulmuştur. Ek olarak, hücre kültürü 

ortamında hazırlanan nanoplekslerin stabilite çalışmaları yürütülmüştür. 

Nanopleks yapısının oluştuğu ve 5-FU’nun yapıya enkapsüle edilebilirliğini 

göstermek amacı ile Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) ve 

Diferansiyel Taramalı Kalorimetre Cihazı (DSC) ile analizleri yapılmıştır. Nanopleks 

yapısındaki IL-2’nin biyolojik aktivitesi ise splenosit hücrelerinde yapılan çalışma 

sonucu belirlenmiştir. Ayrıca, splenosit hücrelerinde CD polimerlerin güvenlilik 

çalışması da gerçekleştirilmiştir. Splenosit hücrelerinde yapılan çalışmalar sonucu 

güvenlilik için nanopleks yapısında bulunması gereken polimer ve IL-2 miktarı 

saptanmıştır. Bu miktarlar üzerinden gerekli hesaplamalar yapılmış ve yeni dozları 

içeren nanopleks formülasyonları aynı yöntemle hazırlanmıştır. Elde edilen 

nanoplekslerin partikül büyüklüğü ve dağılımı, yüzey yükü, ilaç yükleme etkinliğini 

belirleme çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Ayrıca hazırlanan nanoplekslerin 

yapısındaki IL-2’nin yapısal bütünlüğü SDS-PAGE analizi ile belirlenmiştir.  

Hücre kültürü çalışmaları kapsamında öncelikle nanopleks hazırlamada 

kullanılan üç polimerin güvenliliği L929 fare fibroblast hücre hattında belirlenmiştir. 

5-FU’nun IC50 değeri ise CT26 fare kolon kanseri hücreleri için belirlenmiştir. 

Belirlenen IC50 değeri göz önünde bulundurularak antikanser etkinlik çalışması 

gerçekleştirilmiştir. Antikanser etkinlik ayrıca xCELLigence RTCA cihazı ile ölçüm 

yapılarak gerçek zamanlı hücre canlılığı analiziyle belirlenmiş ve sonuçlar arası 

karşılaştırma yapılmıştır. CT26 hücreleri ile üç boyutlu (3B) tümör modeli 

oluşturulmuş ve antitümoral etkinlik belirlenmiştir. Uygulanan tedaviden sonra in 

vitro olarak TUNEL (terminal deoksinükleotidil transferaz) ile apoptoz tayini 

yapılmıştır. 3B in vitro tümör modelinde immünojenik özelliklerin tayini için 

immünositokimyasal incelemeler yapılmıştır. 

In vivo antitümoral çalışmalar kapsamında güvenlilik ve immünojenik etkinlik 

çalışmaları yürütülmüştür. Bu amaçla CD türevlerinin güvenlilikleri farelerde tek doz 
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iv. uygulama sonrasında alınan kan örneklerindeki değişkenlerin incelenmesi ile 

belirlenmiştir. En güvenli bulunan polimer ile antitümoral etkinlik çalışması CT26 

hücre enjeksiyonu ile indüklenen tümör modelinde gerçekleştirilmiştir. Tedavi 

süresince fareler kilo artışı, tümör büyüklüğü ve sağ kalım açısından 

değerlendirilmiştir. Tedavi sonrası sakrifiye edilen hayvanlardan tümör, kolon, 

karaciğer ve akciğer dokuları alınarak histopatolojik ve immünolojik incelemeler 

yapılmıştır. Ayrıca kan örnekleri toplanmış ve sitokin seviyeleri ile immün cevap 

nitelikleri özellikle miyeloid ve T hücreleri açısından belirlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser  

Kanser, kontrol edilemeyen hücre büyümesi ve anormal hücre yayılımı ile 

karakterize olan karmaşık bir hastalıktır [1]. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’nün 

tanımına göre kanser, vücudun her bir bölümünde oluşabilen ve geniş bir hastalıklar 

grubu olarak sınıflandırılan genel bir terimdir. Kanserin oluşumu ve yakın organlara 

yayılımından sonraki süreç metastazdır. Metastaz, kansere bağlı ölümlerin birincil 

sebebidir ve bu ölümlerin %90’ından sorumludur [2]. Geçtiğimiz yıl, dünya genelinde 

19,3 milyon yeni kanser tanısı konulduğu ve 10 milyon kansere bağlı ölüm yaşandığı 

tahmin edilmektedir [3]. Tedavide temel olarak cerrahi tercih edilse de bu durum 

kanserin türü ve fazına göre değişebilmektedir. Kemoterapi ve radyoterapi klinik 

tedavide diğer seçeneklerdir. İmmünoterapi, hematolojik kanserlerde kemik iliği 

transplantasyonu, kök hücre bazlı terapiler ise diğer tedavi seçeneklerindendir [2]. 

2.2. Tümör Mikroçevresi ve Tümörde İmmün Mikroçevre 

Tümör mikroçevresinde, kanser hücrelerinin yanı sıra immün ve enflamatuvar 

hücreler, fibroblast, kan hücreleri gibi farklı hücre tipleri, besin maddeleri ve sinyal 

moleküllerini barındırır (Şekil 2.1.). Yara iyileşmesinin ve doku yenilenmesinin 

temelini oluşturan epidermal- mezenkimal geçiş normal bir süreç iken kanserde durum 

farklılaşmaktadır. Kanserde hipoksi (oksijen azlığı), sitokin ve büyüme faktörleri, 

immün ve enflamatuvar gelişimi bu geçişi artırmaktadır [4].  

Bu kapsamda, tümör dokusu dört farklı heterojeniteyi barındırır; genetik 

heterojenite, hücresel heterojenite, O2/besin dağılımındaki metabolik heterojenite, 

kanser ilerleyişi sırasındaki geçici heterojenitedir. Bu heterojen ortam, kanser 

tedavisini zorlaştırmakta ve tekli tedavi rejimlerinin kanser hücrelerini yok etmesini 

zorlaştırmaktadır [5]. 

Kanserin bu çok bileşenli heterojen yapısı; kanser metastazını, immün 

sistemden kaçışı ve ilaç direncini indüklemektedir [4]. Direnç oluşumunda kanser 

hücrelerinin farklılaşabilme yeteneklerinin etkisi vardır ve bu farklılaşma yetenekleri 

sayesinde immün sistemden kaçarak hayatta kalabilmektedirler [6]. Doğal veya 

edinilmiş immün sistem mekanizmalarının aktive edilmesi olarak tanımlanan 
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immünoterapi ile kanser hücrelerinin tanınarak metastatik oluşumların da yok edilmesi 

hedeflenmektedir. 

 

 

 

Şekil 2. 1. Tümör mikroçevresi ve tümör immün mikroçevresi. 

Ancak, üzerinde çalışmaların devam ettiği bir diğer kavram tümör immün 

mikroçevresidir. Tümör mikroçevresinde, tümör karşıtı ve tümörü destekleyen 

hücrelerin yanı sıra her iki mekanizmada görev alabilen tümör ilişkili immün hücreler 

bulunmaktadır. Tümör gelişiminin farklı aşamalarında bu hücreler yer almaktadır. 

Tümör ortamında var olan sinyal moleküllerinden ve kanser ilişkili fibroblast 

hücrelerinden etkilenen bu ortam, kanser immünoterapisinin etkinliğini de 

değiştirmektedir. İmmün kontrol noktası inhibitörlerinin etkinliğinde bireysel tümör 

mikroçevresinin ve immün mikroçevrenin etkili olabileceği belirtilmektedir. Kanser 

immünoterapisinin geleceğinde önemli olacak olan tümör immün mikroçevresi 

üzerine çalışmalar devam etmektedir [7, 8]. 
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2.3. Kolon Kanseri 

Kolon uzunluğu 1,5 metre ve genişliği 6-8 cm aralığında olan temel görevi 

emilim olan ve emilmeyen yapının inen kolonda bekletilerek rektuma iletilmesi ile 

bakteriyel aktivitenin yoğun olduğu sindirim sistemi organlarından biridir. Kolon; 

çekum, çıkan kolon, hepatik fleksura (kıvrım-bükülme bölgesi), transvers kolon, 

splenik fleksura, inen kolon ve sigmoid kolon olmak üzere yedi farklı kısımdan oluşur 

(Şekil 2.2.). Rektum ise yaklaşık 15 cm olup kolonun gelişmesi sonucu oluşan sindirim 

sisteminin son kısmıdır. Kolorektal kanser başlığında toplanan kolon ve rektal 

kanserlerin oranı sırasıyla %71 ve %29’dur [9]. Ayrıca, kolorektal kanser metastatik 

aktivitesi olan ve karaciğere %50 oranında metastazın gözlendiği bir kanser tipidir 

[10]. Kolon kanserinin çoğu adenokarsinoma formundadır. Adenoma-karsinoma 

sekansına dayanarak adenomatöz polipler, kolorektal kansere yol açan ana öncü 

lezyonlar olarak tanımlanmıştır [11].  

 

 

Şekil 2. 2. Kolonun anatomik yapısı. 

Kolon kanseri risk faktörleri arasında yer alan ailede kolorektal kanser öyküsü, 

enflamatuvar bağırsak sendromu ve yaş (50 yaşın üzeri) değiştirilemeyen faktörlerdir. 

Değiştirilebilen faktörler ise diyet- işlenmiş ve kırmızı et tüketimi ve düşük meyve-

sebze tüketimi, fiziksel aktivite, obezite, diyabet, alkol ve sigara kullanımıdır [12, 13]. 

Ayrıca yüksek gelire sahip ülkelerde 30 ile 40 yaş aralığındaki genç yetişkinlerde son 
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25 yılda kolorektal kanser insidansının arttığı, 50 yaş üzerinde ise azaldığı belirtilmiştir 

[9]. 50 yaşın altında gelişen bu kanserler, erken başlangıçlı kolorektal kanser olarak 

adlandırılmakta ve Amerika’da bu yaş grubunda en sık gözlenen ikinci ve ölümle 

sonuçlanan en sık üçüncü kanser tipi olarak belirtilmektedir [14]. Bu yaş grubu için 

ilave risk faktörleri stres, antibiyotik kullanımı, diyet-sağlıksız pişirme yöntemleri ve 

glikoz-fruktoz şurubu tüketimi gibi bağırsak mikrobiyomunu bozan koşullar olduğu 

belirtilmektedir [15]. 

Dünya Sağlık Örgütü 2018’deki tahminlerine göre yeni kanser vakalarında 

üçüncü ve kanser kaynaklı ölümlerde ise en sık rastlanan ikinci kanserin kolorektal 

kanser olacağı tahmininde bulunulmuştur. Amerikan Kanser Topluluğunun her yıl 

yayınladığı raporda ise, 2022 yılında her iki cinsiyette de en sık görülen ve en fazla 

ölümle sonuçlanan üçüncü kanser olacağı belirtilmiştir [16].  

Türkiye’de ise 2017 yılında T.C. Sağlık Bakanlığı Halk Sağlığı Genel 

Müdürlüğü tarafından yayımlanan Türkiye Kanser İstatistikleri Raporunda, kadın ve 

erkeklerde en sık rastlanan 3. kanser tipidir [17].  

Kolorektal kanser insidansının dünya genelinde bölgeler arasında 10 kata yakın 

oransal olarak değiştiği bilinmektedir. İnsidansın yüksek olduğu bölgeler Avustralya, 

Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey Amerika; düşük olduğu bölgeler ise Afrika ve Güney-

Orta Asya’dır [18]. 

2.3.1. Kolon Kanseri Tanısı 

Kolon kanserinin TNM (tümör, nod, metastaz) sınıflandırmasına göre evreleri 

belirlenmekte ve tedavisi uygulanmaktadır. Evre 0’da kanser sadece mukozada sınırlı 

kalmıştır. Evre 1’de ise kanser mukoza altı dokuya ilerlemiştir. Evre 2; 2A, 2B ve 2C 

olarak üçe ayrılmış olsa da temelde kanser kas dokusuna da yayılmıştır. Evre 3A’da 

kanser 1 ila 3 lenf nodu veya yakın dokuya ya da 4 ila 6 lenf noduna yayılmış 

durumdadır. Evre 3B’de ise karın zarı ve/veya lenf nodlarına yayılım vardır. Evre 3C, 

7’den fazla lenf noduna veya çevre dokuya ve de organa yayılacak boyuta gelmiş 

kanser olarak tanımlanmaktadır. Evre 4’te ise kanser metastatik formda olup, kanserli 

hücreler kan ve lenf dolaşımında bulunur. Evre 4A’da bir metastatik organ, 4B’de 2 

veya daha fazla metastatik organ vardır ve peritoneal metastaz gerçekleşmemiştir. 

Evre 4C ise peritoneal yüzeyi aşan metastatik kanser olarak tanımlanmıştır [19-21].  
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Tanıda kullanılan yöntemler görsel/yapısal testler ve dışkı bazlı testler olarak 

ikiye ayrılmaktadır. Görsel/yapısal testler; kolonoskopi-10 yılda bir, bilgisayarlı 

tomografi, kolonografi 5 yılda bir ve sigmoidoskopi-5 yılda bir yapılması gerekli olan 

testlerdir. Kolorektal kanserin tanısında kullanılan temel yöntem kolonoskopidir. 

Kolonoskopide temel amaç prekanseröz ve adenomatöz poliplerin saptanarak 

çıkarılmasıdır. Dışkı bazlı testler ise; fekal immünokimyasal testler, yüksek-

hassasiyetli dışkıda gizli kan testi ve çoklu hedefli dışkı deoksiribonükleik asit (DNA) 

testlerdir [9]. Ayrıca Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından onaylanan 

kapsül kolonoskopi tekniği tanıda 2014’ten itibaren kullanılmaktadır [22]. Bu teknikte 

bir kamera kapsül hastaya içirilir ve hastanın kemerine takılan cihaz ile kapsülün geçişi 

sırasında görüntüleme yapılır. Hastanın 12 saat içerisinde bu kapsülü dışkı ile atması 

beklenmektedir. Kişilerin kolonoskopi ile taranması kolorektal kansere bağlı 

ölümlerde %50 oranında bir azalma sağlamıştır. Ayrıca dışkıda gizli kan testi taraması 

ve sigmoidoskopi taramaları erken dönemde oluşumları takip ederek kolon kanseri 

insidansını %30 azaltmıştır [11]. 

İmmünokimyasal testler arasında kolorektal kanser belirteci olarak sitokeratin 

20 (CK20), CK7 ve CDX2 yer almaktadır. Bu hastaların genelinde (yaklaşık 

%80’inde), CK20 pozitif ve CK7 negatiftir. CD4X2 ise enterik farklılaşma belirteci 

olarak bilinmekte ve kolorektal kanserli hastaların %90’ında pozitif sonuç vermektedir 

[23]. 

2.3.2. Kolon Kanseri Tedavisi 

Klinikte Evre 2 de dahil olmak üzere cerrahi ilk ve tek uygulanan tedavi 

şeklidir. Evre 3’te cerrahinin yanı sıra adjuvan kemoterapi uygulanmaktadır. Burada 

5-FU ve lökovorin (LV), FOLFOX (folinik asit, 5-FU ve oksaliplatin) veya 

kapesitabin ve oksaliplatin (CAPOX) rejimleri tercih edilmektedir [9]. Evre 4’te ise 

bu iki tedavi şekline ek olarak karaciğer metastazında neoadjuvan kemoterapi, lokal 

ablasyon ve arter-içine kemoterapi gibi yaklaşımlar uygulanmaktadır. Evre 4 veya 

tekrarlayan kanser varlığında ise cerrahi ve kemoterapiye ek olarak hedeflenmiş terapi 

yaklaşımları standart tedavi rejimi olarak kullanılmaktadır. Bu aşamada uygulanabilen 

ilaçlar; FOLFIRI (5-FU, LV, irinotekan), FOLFOX, CAPIRI (kapesitabin ve 

irinotekan), CAPOX, 5-FU ve LV, irinotekan, kapesitabin ve Lonsurf’tur [9]. 
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Onaylanan hedeflenmiş terapi ajanları ise VEGF (vasküler endotermal büyüme 

faktörü) veya EGFR (epidermal büyüme faktörü reseptörü)’yi hedefleyen 

bevasizumab, setuksimab, aflibersept, ramusirumab, panitumumab ve regorafenib yer 

almaktadır. Pembrolizumab, nivulumab ve ipilimumab kolorektal kanser tedavisinde 

onaylanan immünoterapötik ilaçlardır. Bunlara ek olarak evre 4’te radyasyon tedavisi 

uygulanmakta ve klinik çalışmalarda biyoterapi ürünleri ile çalışılmaktadır. 

Biyoterapi, hastalıkları tedavi etmek için canlı organizmalardan elde edilen 

maddelerin kullanıldığı ve immünoterapi ve bazı hedeflenmiş terapötiklerden oluşan 

tedavi tipidir [24, 25]. Protein kinaz inhibitörlerinden BRAF inhibitörü olan 

enkorafenib (Braftovi®) Avrupa İlaç Ajansı (EMA) ve FDA’da BRAF gen mutasyonu 

olan metastatik kanserlerde setuksimab ile endikedir [26]. Ayrıca kemoterapi, 

radyoterapi, immün kontrol noktası blokörleri temelinde immünoterapi ile kombine 

tedavi yaklaşımları olarak değerlendirilmektedir [27]. 

2.4. 5-Florourasil 

5-Florourasil ile ilgili ilk veriler 1957’de Dushinsky tarafından yayınlanan 

floropirimidinlerle ilgili çalışmada yer almaktadır. Bu çalışmada, 5-FU’nun tümör 

inhibitörü olarak kullanımının fare ve sıçanlardaki etkinliği gözlenmiş ve klinik 

çalışmalara geçileceği belirtilmiştir [28, 29]. 5-FU’nun antikanser ajan olarak 

kullanımı 1962 yılında Amerika Birleşik Devletleri (ABD)’nde onaylanmıştır. 

5-FU; ribonükleik asit (RNA) yapısındaki dört bazdan biri olan urasilin, C-5 

pozisyonunda (5. karbon atomunda), hidrojen (H) yerine florun (F) olduğu bir urasil 

analoğudur (Şekil 2.3.). Kemoterapötikler içerisinde antimetabolit sınıfında yer 

almaktadır. 5-FU, hücre içerisinde üç farklı metabolite dönüşür; florodeoksuridin 

monofosfat (FdUMP), florodeoksuridin trifosfat (FdUTP) ve florouridin trifosfat 

(FUTP). Bu aktif metabolitler timidilat sentazı inhibe eder, normal DNA ve RNA 

işleyişini ve işlevi sırasında yapılarına katılarak bu mekanizmaları bozar [30].  
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Şekil 2. 3. 5-Fluorourasil’in kimyasal yapısı. 

5-FU, Biyofarmasötik Sınıflandırma Sistemine (BCS) göre Sınıf 3’te yer alarak 

yüksek suda çözünürlük ve oral uygulama sonucunda düşük permeabilite 

göstermektedir [31]. Ayrıca 5-FU, hızlı dağılıma ve yaklaşık 6 ile 22 dakika arasında 

değişen yarılanma ömrüne sahiptir [32]. Eliminasyonu büyük oranda karaciğerdedir 

ve %20 civarında ilacın üriner itrah ile eliminasyonu gerçekleşmektedir [33]. 

FDA tarafından ilk onaylanan preparat olan Efudex® topikal çözelti ve krem 

formunda 1970’te aktinik keratozis ve yüzeysel bazal hücre karsinoması için onay 

almıştır. 2000’de ise bazal hücreli deri kanseri ve aktinik keratozda (kanser öncesi 

durum) kullanımı onaylanmıştır [34]. Ayrıca enjeksiyonluk form olan Adrucil® kolon 

ve rektal kanser başta olmak üzere mide ve pankreas gibi gastrointestinal sistem 

kanserlerinde, meme kanseri, mesane kanseri, baş-boyun kanseri, nöroendokrin 

kanser, skuamöz hücreli kanser, hepatobiliyer kanserde kullanılmaktadır [35].  

5-FU; lökovorin (folinik asit) ve oksaliplatin ile kombine olarak FOLFOX ya 

da FLOX adı ile 2004’ten beri tedavide uygulanmaktadır [36]. Lökovorin, 5-FU’nun 

etkinliğini artırmak için kullanılırken; oksaliplatin ise farklı bir mekanizma ile 

antikanser etkinlik göstermektedir. FOLFIRI ise 5-FU, lökovorin ve irinotekanın 

kombine olarak uygulandığı tedavi rejimine verilen kısa isimdir. Bu rejimlerin farklı 

kanser türlerinin tedavisinde klinikte kullanımları vardır ve devam eden etkinlik 

çalışmaları bulunmaktadır [37].  

Ancak 5-FU kullanımı ile saç dökülmesi, deride enflamasyon, kan hücre 

sayılarında azalma, kemik iliği baskılanması, yorgunluk, halsizlik, baş ağrısı, baş 

dönmesi, uykusuzluk, paresteziler, karın ağrısı, kabızlık, ishal, dispepsi (hazımsızlık), 

bulantı, stomatit (ağız ve dudak enfeksiyonu), döküntü ve el ayak sendromu gibi yan 

etkiler görülmektedir [38]. Kemoterapi rejimlerinde kolorektal kanser tedavisinde 
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karaciğer toksisitesi genel bir durumdur ve 5-FU ile tedavide %47 oranında 

karaciğerde yağlanma ve karaciğer fonksiyon testlerinde artış görülmektedir [39]. Bu 

kapsamda yapılan bir çalışmada, tedavi boyunca bilgisayarlı tomografi ile hastaların 

karaciğer dokuları incelenmiş ve bu test değerlerinde artış görülen hastaların 

yarısından fazlasında, bu değerler artmadan önce karaciğer dokularında değişikliklerin 

başladığı bildirilmiştir [40]. 

Literatürde yapılan çalışmalar sonucunda, bazı kemoterapötiklerin tümör 

mikroçevresinde pozitif immünojenik etkiye sebep olduğu belirlenmiştir [41]. Bunun 

da kemoterapötik molekülün, tümörde immünojenik hücre ölümünü indüklemesi ve 

ardından, kalan kanser hücre kalıntılarının bir “aşı” gibi görev alabildiği belirtilmiştir 

[42, 43]. 5-FU’nun bu bağlamda miyeloid-kökenli baskılayıcı hücrelerin (MDSCs) 

ortadan kaldırılmasını sağlayarak T hücrelerinin daha aktif olarak kanserle 

savaşmalarını desteklediği gösterilmiştir [44]. MDSC hücreleri, tümör gelişimi 

boyunca dalak ve tümör dokusunda birikim gösterirler [45]. Bu hücreler salgıladıkları 

sitokinlerle anjiyogenez ve tümör hücresi yayılımını uyarmaktadırlar. Timom ve 

melanoma kanserli farelerin 5-FU ile tedavisinde MDSC hücrelerinin azaldığı 

gözlenmiştir [45, 46]. Bu etkinlik hem in vitro olarak hem de kolorektal kanserli 

farelerde sayısal ve hücresel aktivitesinde azalma olarak gösterilmiştir [47]. Yüzey 

antijenleri farelerde, başlangıçta CD11b ve Grl’dir ve zamanla Ly6C ve Ly6G’ye 

farklılaşarak monosit veya nötrofile benzer fenotipik ve morfolojik özellikler 

kazanırlar [48]. Ek olarak antitümör immüniteyi arttıran Treg hücre oluşumunu 

azalttığı ve ölen kolorektal kanser hücrelerinden dendritik hücreleri aktive eden hasar-

eşlikçi moleküler örgülerin (DAMP) sekresyonunu arttırdığı bulunmuştur [49]. Bu 

örgüler hasarlı ya da ölmekte olan hücreler tarafından salgılanan doğal immün sistemi 

uyaran endojen moleküllerdir. 

5-FU tedavisi oral ve intravenöz injeksiyon gibi yöntemlerle uygulanmaktadır 

ve yaygın olarak kullanılan yöntem iv. enjeksiyondur. Ancak enjeksiyonda ilaç majör 

dağılım organlarına dağılarak kolona ulaşan efektif dozu azalmaktadır. Yapılan 

çalışmalarla, enjekte edilen 5-FU dozunun %85’ten fazlası inaktif metaboliti olan 

Dihidropirimidin dehidrojenaza dönüştüğü belirlenmiştir. [50]. Oral doz olarak 15 

mg/kg pellet (pellet içeriği %40 5-FU ve %60 mikrokristalize selüloz) yani 6 mg/kg 

dozda 5-FU içeriği sıçanlara uygulandığında; mide ve bağırsaktaki 5-FU 
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konsantrasyonlarının sırasıyla 90 ve 11 μg/g doku, çekum ve kolona ise <1 μg/g 

oranında dokuya ulaşabildiği belirtilmiştir [51]. Bu kapsamda, nanopartiküler 

sistemlerin geliştirilerek kontrollü ilaç salımı, hedef dokuya varan ilacın ve 

etkinliğinin artırılması için çalışmalar yapılmıştır. Nanoteknolojik ürünlerin bu 

alandaki en önemli üstünlüğü, nano boyutları sayesinde doğrudan hücre membranı ve 

hücreler arası yapılarla etkileşime girmesidir, bu durum ayrıca ilaç direnciyle ilişkili 

mekanizmalardan kaçınılmasını sağlamaktadır [52]. Ek olarak nanopartiküler sistem, 

taşıdığı ilacın, tümör içine geçişini ve burada birikimini artırmaktadır. Yapılan bir 

çalışmada, 5-FU yüklü PEG-PBLG nanoküreler hazırlanmış ve 5-FU’nun yarılanma 

ömrü yaklaşık 7 kat arttırılmıştır. In vivo çalışmalara LoVo insan kolon kanser hücre 

hattı ve Tca8113 insan oral skuamöz hücreli karsinoma hücre hattı ile farklı farelerde 

kanserler indüklenerek devam edilmiştir. Bu çalışmalar sonucunda her iki kanserin 

indüklendiği fare grubunda tümör büyümesinin yavaşladığı gözlenmiştir [53]. Kolon 

kanseri tedavisinin hedeflendiği bir çalışmada ise mikrofluidik yöntem ile kanallardan 

5-FU/PVA çözeltisi ve PLGA polimeri gönderilerek, polimer: ilaç oranı 10:1 (a/a) 

olacak şekilde nanopartiküller hazırlanmıştır. Bu nanopartiküllerin konvansiyonel 

hücre kültüründe Caco-2 ve SW480 insan kolorektal kanser hücrelerinde etkinlikleri; 

kontrol- tedavi uygulanmayan, serbest 5-FU çözeltisi uygulanan ve nanopartikül 

uygulanan olmak üzere üç grupta değerlendirilmiştir. Nanopartiküler sistem 

uygulanan grupta kontrollü salıma bağlı olarak azalan ama kontrol grubuna göre ise 

Caco-2 hücrelerinde 10 kat, SW480 hücrelerinde 1,5 kat artan hücre ölümü gözlenmiş 

ve antikanser etkinliği gösterilmiştir [54]. 

İki farklı kemoterapötiğin klinikte birlikte kullanımı ile etkinliğin artmasına 

dayanılarak farklı kemoterapötiklerin nanopartiküler sistemlerle taşınması üzerine çok 

sayıda çalışma bulunmaktadır (Tablo 2.1.). Bu çalışmalardan birinde, kolon kanseri 

tedavisini hedefleyen 5-FU ve kurkumin yüklü kitosan nanopartiküllerin ilaç salımının 

4 gün sürdüğü gözlenmiştir. Ayrıca hücre kültürü çalışmalarında antikanser etkinliğin 

arttığı belirlenmiştir. Farmakokinetik çalışmalarla ise etkin maddelerin plazma 

konsantrasyonlarının 72 saate kadar yükseldiği belirtilmiştir [55]. Bu konuda yapılan 

başka bir çalışmada, antikanser ilaç oksaliplatin ve 5-FU yüklü laktoferrin 

nanopartiküller hazırlanmıştır. Kanser hücrelerindeki antiproliperatif etkinliğin, 

serbest ilaçlarla kıyaslandığında nanopartiküler sistem uygulamasında arttığı 
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gösterilmiştir. In vivo çalışmalarda ise, farelere uygulanan nanopartiküler sistemle 

etkin maddelerin farmakokinetik parametrelerinin arttığı ve sistemik toksisitelerinin 

azaldığı gösterilmiştir [56]. Doksorubisin ve 5-FU içeren kitosan-bazlı 

nanokompleksler hazırlanmış ve 200 nm altında partikül büyüklüğüne sahip sisteme 

her iki etkin madde %70’in üzerinde enkapsüle edilmiştir. Pozitif yüzey yüküne sahip 

sistem 24 saatten uzun bir süre içeriğini salmış ve NIH/3T3 fare fibroblast hücrelerine 

doza bağlı ancak serbest ilaçtan daha fazla sitotoksisite sergilemiştir [57]. 
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Tablo 2. 1. Kolon kanser tedavisini hedefleyen 5-FU içeren nano boyutlu taşıyıcı 

sistem çalışmalarına literatür örnekleri. 

Nanosistem Nano boyutlu 

taşıyıcı sistem 

hazırlamada 

kullanılan 

polimer 

Sistemde 5-

FU ile 

kombinasyo

nu 

kullanılan 

ilaç veya 

tedavi 

Öne çıkan sonuçlar Kayna

k 

Nanopartikül Kitosan Kurkumin Plazma konsantrasyonunun 

etkin dozda kalış süresinde 

ilaç çözeltisine göre 

yaklaşık 10 kat uzama 

[55] 

Nanopartikül Silika - SW480 5-FU dirençli 

hücrelerinde, kazanılan bu 

direncin önlenmesi 

[58] 

Nanohidrojel PFA ve 

PEG-b-poli-

(L-lizin) 

Metformin CT26 hücrelerinde 

antitümöral yanıtta artma 

ve yan etkilerin 

engellenmesi 

[59] 

Nanopartikül PLGA Hipertermi HT-29 hücrelerinde 

antikanser etkinlikte artma 

[60] 

Nanojel Aljinat ve 

siklodekstrin 

- 5-FU’nun HT-29 hücre içi 

alımında artma ve apoptoz 

uyarımı 

[50] 

Nanopartikül Kitosan - In vitro olarak tümör 

büyümesinde azalma, 3B 

HCT-116 sferoid yapısında 

bozulma 

[61] 

Nanopartikül PLGA - CaCo-2 ve SW480 

hücrelerinde antitümoral 

aktivitede artma 

[54] 

Termoduyarlı 

hidrojel 

Polaksamer 

P407 ve 

P188 

- Lokal tedavide tümör 

büyümesinde büyük 

yavaşlama 

[62] 

Katı lipit 

nanopartikül 

(SLN) 

Precirol - HCT-116 tümör modelinde 

5-FU plazma seviyesinde 

artma, tümör büyümesinde 

gerileme ve karaciğere 

non-toksik etki 

[63] 

Nanosüspansiyon Sodyum 

aljinat ve 

soya proteini 

- Uzatılmış salım ve zamana 

bağlı etkinlikte artma 

[64] 

2.5. İmmün Sistem ve Kanser 

İmmün sistem; yabancı ve zararlı her türlü maddeye karşı organizmanın 

reaksiyon vermesini sağlayan hücre, doku ve moleküllerden oluşan savunma 

sistemidir [65]. İmmün sistem, doğal ve edinsel immün sistem olarak, birbirinin 
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oluşumunu tetikleyen ama farklı yolaklar üzerinden ilerleyen iki bileşenden 

oluşmaktadır. Doğal immünite antijenlerle ilk kez karşılaşıldığında oluşan 

mekanizmadır, ayrıca monosit, makrofaj, dendritik hücreler ve doğal öldürücü 

hücrelerin (NK hücreleri) ani ve kısa süreli oluşturdukları yanıtlardan sorumludur. 

Ayrıca kompleman sistem ve epitel bariyer doğal immün sistemin bileşenleridir. 

Doğuştan var olan doğal immünite, sağlıklı normal hücrede bulunmayan yapıları ve 

mikroorganizma, hasarlı veya kanser hücrelerinden açığa çıkan molekülleri tanıyarak 

edinsel bağışıklığın da uyarılmasını sağlamaktadır. Edinsel immün sistem ise, uzun 

süreli yanıttan ve hafızadan sorumlu olup temelde T ve B lenfositler ile antijenik 

yapıya özgül yanıttan sorumludur (Şekil 2.4.) [66]. T lenfositler aracılığı ile ilerleyen 

süreç hücresel immün yanıt, B lenfositler aracılığı ile ilerleyen süreç ise hümoral 

immün yanıt olarak isimlendirilmektedir. Bu yapıların yanı sıra immün sistem farklı 

hücreler ve moleküller (sitokin, interferon, antikor, plazma ve adhezyon molekülleri 

gibi), dokular (kemik iliği ve lenf düğümleri gibi) ve organlardan (timüs, dalak) 

oluşmaktadır [65]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2. 4. İmmün sistem bileşenleri. 

Lökosit ve diğer immün sistem hücreleri üzerinde 400’den fazla tanımlanmış 

farklılaşma kümeleri (CD) bulunmaktadır. Bu yapılar tanınma ve diğer hücrelerle olan 

etkileşimi tanımlamada önemlidir. Ayrıca kanser ve otoimmün hastalıkların teşhisinde 

kullanılmaktadırlar [67]. 

Bağışıklık

Doğal Bağışıklık Edinsel Bağışıklık

Epitelyal bariyerler 

Fagositler (Makrofaj vb.) 

Mast hücreleri 

Dendritik hücreler 

Doğal öldürücü hücreler ve  

diğer doğal lenfoit hücreler 

Kompleman proteinler 

B lenfositler (antikor) 

T hücreleri (Aktive  

T hücreleri) 
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Kanserde immün sistemin işleyişi ve kanserin immün sisteme verdiği yanıtlar, 

immün mekanizmalar farklılaşsa da temelde aynı tanıma ve savunma mekanizmaları 

ile yapılmaktadır. İmmün sistem yeni oluşan veya var olan kanser hücresini tespit 

etmeye ve yok etmeye çalışmaktadır, bu süreç “immün gözetim” olarak Paul Ehrlich 

tarafından isimlendirilmiştir. Bu süreçte birçok farklı hücre, bileşen ve yolak yer 

almaktadır. Sürecin temelinde tümör hücrelerinin sahip olduğu antijenler; tümör-

ilişkili antijenler (TAAs), doğal immün sistem hücreleri olan dendritik hücre, makrofaj 

gibi antijen sunan hücreler tarafından (ASH) tanınarak T hücrelere sunulup 

tanıtılmaktadır [65, 68]. Dendritik hücreler doğal bağışıklık sistemine 

mikroorganizma, zararlı, hasar görmüş ve transforme hücreleri Toll-benzeri 

reseptörler (TLRs) ve NOD-benzeri reseptörler ile tanıtmaktadırlar. Kanserde, antijen 

sunan hücreler kendi yüzeylerindeki Toll-benzeri reseptörler (TLRs) ile tümör 

hücresini tanımaktadırlar. Bu tanıma sonrası dendritik hücrelerde NF-кB yolağı aktive 

olur ve IL-12 salımı uyarılır. Ardından B7 ve CD40 gibi yardımcı uyaranların, T 

hücresi üzerindeki sırasıyla CD28 ve CD40L/CTLA-4 ligandları ile bağlanacak olan, 

artışı gerçekleşmektedir. Sonrasında T hücresi reseptörü (TCR) ile antijen sunan hücre 

üzerindeki peptit-MHC kompleksi ve yukarıda adı geçen yardımcı uyaranların 

etkileşimi sonucu, antijenik yapı T hücresine tanıtılmaktadır. Bu işlem sonrası aktif 

forma geçen T hücreleri ile edinsel immün sistem uyarılır ve sitotoksik T hücreleri 

aracılığıyla tümör hücreleri yok edilmeye başlar. Bu yolak “kanser immünite 

döngüsü” dür (Şekil 2.5.) [6, 69, 70].  

Lenfoid organlarda (dalak, kemik iliği, timüs) gerçekleşen bu tanımada majör 

doku uyumluluk kompleksleri (MHC); sınıf I ve II MHC görev almaktadır. Bu yapılar 

peptit bağlama bölgesi bulunduran membran proteinleridir. Sınıf I MHC molekülleri 

CD8⁺ T hücrelerine (sitotoksik T hücreleri) peptit yapıyı sunarken, sınıf II MHC 

molekülleri CD4⁺ T hücrelerine (yardımcı T hücreleri) sunmaktadır [71]. Naif 

(uyarılmamış) T hücreleri bu uyarımdan sonra çoğunlukla yardımcı T hücrelere 

dönüşürler, bu hücreler de kendi içinde Th1, Th2 ve Th17 olarak ayrılmaktadır. Ve bu 

hücreler de farklı immün molekül ve mekanizmaların uyarılmasını sağlamaktadır. 

Örneğin Th1 hücrelerinden salınan IL-12 doğal öldürücü hücrelerin aktivasyonundan 

sorumlu iken, IL-2, IFN-γ, TNF-β gibi salınan sitokinler de antijen sunumu ve hücresel 

immün yanıtı düzenlemektedirler [72]. Th2 hücreleri ise IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi 
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sitokinleri salarak hümöral yanıtın oluşmasını ve alerjik mekanizmaları uyarmaktadır. 

Th17 hücreleri ise IL-17 sitokinini uyararak doku enflemasyonunu başlatmaktadır 

[73]. 

 

Şekil 2. 5. Kanser immünite döngüsü [74]. 

Bazı dendritik hücreler tümör hücresini yutarak antijenik yapısını MHC I 

molekülü üzerinde sergileyerek naif T hücresine, bu özgül antijene karşı 

duyarlılaştırabilmekte ve CD8⁺ T hücresi yanıtını oluştururken aynı dendritik hücre 

aynı antijenik yapıyı, MHC II molekülü aracılığıyla CD4⁺ T hücresine de 

sunmaktadırlar.  Bu olay “çapraz sunum” olarak adlandırılmakta ve tümöre karşı hızlı 

bir immün sistem aktivasyonu sağlamaktadır. Etkin hale gelen CD8⁺ T hücreleri, eş 

uyaranlara ve T hücresi yardımına ihtiyaç duymaksızın tümör antijenik yapısını 

tanıyarak bu tümörü yok edebilmektedirler [65]. 

Kanser 

antijenlerinin 

antijen sunan 
hücrelerce T 

hücrelerine 

sunumu 

T hücresi Dendritik hücre 

Kanser hücresi 

antijenlerinin 

salımı 

T hücrelerinin 

tümör hücresini 

tanıması ve immün 

sistemin uyarımı 

Kanser 

hücresinin 

ölmesi 

T hücrelerinin 

antijeni tanıması 

ve aktivasyonu 
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Tümör hücreleri bu immün mekanizmalara rağmen, tümör immün 

mikroçevresinde yer alan bazı immün baskılayıcı hücre ve bileşenler ile büyümeye ve 

gelişmeye devam etmektedir. Bu süreç ise “immün düzenleme” olarak Robert 

Schreiber tarafından isimlendirilmiştir [75]. Farklı hücre ve bileşenler bu süreçte yer 

alır. Örneğin, tümör-ilişkili makrofajlar (TAM), miyeloid kökenli baskılayıcı hücreler 

(MDSC) ve düzenleyici T hücreleri (Treg) ile IL-10 ve transforme edici büyüme 

faktörü-β (TGF-β) sitokinleri efektör T hücrelerini ve sitotoksik T hücrelerinin 

fonksiyonlarını baskılamakta ve ayrıca tümörün direnç oluşturmasını indüklemektedir 

[68]. Treg hücreleri tümör çevresindeki ATP’yi azaltarak antijen sunan hücrelerin de 

immünojenik etkisini azaltmaktadır [6]. MDSC ise doğrudan immün yanıtı etkilemez 

ancak tümör çevresinde arjinin 1’i eksprese ederek etkin T hücrelerinde amino asit, 

nitrik oksit sentaz ve IL-2 seviyesini azaltır [76].  

Sitokinler; az miktarda salgılanan, glikoprotein ya da polipeptit yapıya sahip 

suda çözünebilir ekstrasellüler yapılardır [77]. Sitokinler; immün ve enflamatuvar 

reaksiyonlara parakrin (yakındaki hücrelere), otokrin (onları salgılayan hücrelere) ve 

bazen de endokrin (uzak hücrelere) mekanizmalarla aracılık eden moleküllerdir [78]. 

Sitokinler; tip 1 sitokinler (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, kök hücre faktörü, GM-CSF 

gibi), tip 2 sitokinler (IFN-α, IFN-β, IFN-γ, IL-10 gibi), TNF ailesi (tümör nekroz 

faktör, lenfotoksin-α, lenfotoksin-β gibi), interlökin-1 ailesi (IL-1α, IL-1β, IL-18 gibi) 

ve TGF-β olarak sınıflandırılmaktadır [65]. Bazı sitokinler proenflamatuvar (IL-2, IL-

6 ve TNF gibi), bazıları ise anti-enflamatuvar (IL-4, IL-10 ve TGF-β gibi) etki 

göstererek immün sistemi uyarır veya inhibe eder [78]. Sitokinler pleiotropik 

yapılarından dolayı kısa yarılanma ömrüne sahiptir ve bu durum parenteral ve yüksek 

dozda uygulanmalarını gerektirmektedir [77]. Sitokinler, yaralanmalar, kanser ve 

otoimmün hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. Yapılan bir çalışmada 

kemoterapötiklerle beraber uygulandığında, sitokinlerin antitümör etkinliğinin uzadığı 

ve arttığı gözlenmiştir [65]. 

Tümörün oluşumu normal dokunun anormal büyümesi ve farklılaşmasıyla 

karakterizedir. Oluşan bu hücreler farklı hücre bölünmesi düzenlenmesi, apoptotik 

yolakla ölüme direnç gösterme, metastatik karakter ve konağın immün sisteminden 

kaçma gibi özellikler kazanırlar. İmmün gözetim ve immün düzenleme kavramları 

genomik ve transkriptomik çalışmalarla doğrulanmıştır. Tümörün sahip olduğu 
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heterojenik yapı ve çevresel faktörler onu yeniden programlanmaya ve yeniden uyuma 

götürmektedir. Örneğin tümör hücreleri, “Warburg etkisi” olarak isimlendirilen 

aerobik glikolizle ATP üretmektedir (Şekil 2.6) [5]. Bu ortamda laktat birikimiyle de 

asidoz gözlenir. Ayrıca biriken laktat, sitotoksik T hücreleri inhibe eder ve MDSC 

hücrelerini uyarır. Sitokinler aracılığı ile bu durumda, doğal öldürücü hücrelerin 

uyarımı ve dendritik hücrelerin olgunlaşması engellenmektedir [79]. Ek olarak, oluşan 

hipoksi tümör büyüme ve gelişmesine tümör ilişkili makrofajlar (TAM) aracılığı ile 

zemin hazırlamaktadır [80, 81]. M2 benzeri tümör ilişkili makrofajlar, IL-10 ve TNF 

sitokinleri aracılığıyla immün sistemi baskılamaktadır [76]. Bununla birlikte tümör 

hücreleri kendi sergiledikleri antijenik yapıları da değiştirerek immün sistemden 

kaçınma yolunu izlemektedirler. Bu durum tümör immün mikroçevresinde var olan 

dendritik hücre fenotipinde değişikliklere sebep olarak, bu yeni antijenin 

tanınmamasına yol açar. Bu farklılaşma ile T hücrelerinin uyarılması, doğal öldürücü 

hücrelerin aktive edilmesi engellenerek tümör hücresinin büyümesi ve gelişmesi için 

ortam hazırlanmış olur [82]. Ayrıca tümör hücresi antijenik yapı oluşturmayı 

azaltabilir ve bu proteinlerin hücre yüzeyinde sunumu da azaltılarak immün sistemden 

kaçış gerçekleştirilebilir. Bir diğer immün yanıttan kurtulma mekanizması ise; tümör 

hücresinin immün sistemi baskılayan protein salımını uyarması ve hücre yüzeyinde 

immün sistemi inhibe edici proteinlerin sergilenmesidir [65]. 

 

Şekil 2. 6. Warburg Etkisi. 
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2.6. Kanserde İmmünoterapi 

İlk başarılı aşı olan çiçek hastalığı aşısını 1796 yılında geliştiren Edward 

Jenner, mekanizması o zaman tam olarak anlaşılamamış olmasına rağmen sarkomalı 

hastalara “Coley toksini” adı altında enjeksiyonlar yapmış ve kanserde durağanlık 

ve/veya gerileme gözlemlemiştir. Coley bu çalışmasından sonra “immünoterapinin 

babası” olarak anılmaktadır [83]. Klinikte, kanser immünoterapisi ise BCG aşısının 

mesane kanseri tedavisinde 1970’te başarılı olarak uygulanması ile başlamıştır [84]. 

İmmünoterapi kanser tedavisinin yanı sıra astım ve rinit gibi alerji 

durumlarında, otoimmün hastalıklar ve organ transplantasyonunda uygulanan bir 

tedavi şeklidir [85, 86]. İmmünoterapi, var olan bir hastalığın immün yanıtı arttıran 

veya inhibe eden terapötik ajanlarla tedavisidir. İmmünoterapi yaklaşımları antikor 

terapisi, aşı terapisi (koruyucu ve tedaviye yönelik), adoptif hücresel terapi ve spesifik 

olmayan immün terapi-immün düzenleyiciler başlıkları altında (Tablo 2.2.) 

toplanabilmektedir [65, 87, 88]. 

Tablo 2. 2. Kanser tedavisinde immünoterapi yaklaşımları. [6] 

Hedeflenmiş 

Antikorlar 

Aşı Terapisi İmmün 

Düzenleyiciler 

Adoptif Hücresel 

Terapi 

Monoklonal 

antikorlar 

Dendritik hücre 

aşıları 

Sitokinler CAR-T hücreleri 

Antikor-İlaç 

Konjugatları 

Peptit aşılar Kontrol noktası 

inhibitörleri 

Tümör infiltre 

lenfositler 

 DNA aşıları  T hücresi reseptörleri 

 Tümör hücresi 

aşıları 

  

2.6.1. Antikor Tedavisi 

Antikorlar, antijen bağladıkları “Fab” bölgesi ve sabit kısım olarak nitelenen 

“Fc” bölgesinden oluşmaktadır. Monoklonal antikor teknolojisi, 1976’da hibridoma 

teknolojisinin gelişimi ile önceleri farelerin bu bölgesel yapıları ile insan bağışıklığını 

indükleyici etkisi zayıf olan ve zamanla indüksiyonda artış sağlayan insan 

antikorlarının üretimini mümkün kılmıştır. Günümüzde; fare (ibritumomab gibi), 
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kimerik, insanlaştırılmış ve tamamen insan monoklonal antikorlar klinikte 

kullanılmaktadır [89]. Bunlardan rituksimab (kimerik yapıda) 1997’de FDA onayını 

almıştır [90]. Bu monoklonal antikorların etki mekanizmaları ise üç başlıkta 

toplanabilir;  

(1) kanser hücreleri tarafından bölünme ve anjiyogenezde kullanılan sinyal 

yollarını aktive eden faktörlerin ve reseptörlerin antikor bağlanması ile inhibisyonu,  

(2) spesifik tümör ile ilişkili antijenlere bağlanan kimerik veya tam insan 

antikor bileşenlerinden oluşturulan hedef monoklonal antikora bağlı hücresel 

sitotoksisite (ADCC), 

(3) kompleman aktivasyonu ile komplemente bağlı sitotoksisite (CDC) [91]. 

Bu antikorlardan Bevasizumab (Avastin®), Ramusirumab (Cyramza®), Setuksimab 

(Erbitux®), Panitumumab (Vectibix®) FDA tarafından onaylanarak kolorektal kanser 

tedavisinde kullanılmaktadır. Bevasizumab ve ramusirumab VEGFR’ye bağlanarak 

tümörü besleyen damar gelişimini, setuksimab ve panitumumab ise EGFR’ye 

bağlanarak tümör hücresinin büyüme ve gelişimini engellemektedir. 

2.6.2. Aşı Terapisi 

BCG aşısı FDA tarafından 1976’da mesane kanserinde kullanılmak üzere 

onaylanmıştır. Aşı terapisi; HBV ve HPV (2009) aşısı gibi profilaktik olarak ve 

terapötik olarak uygulanabilmektedir. FDA tarafından onaylanan HBV aşıları; 

Engerix-B®, Recombivax HB®, PREHEVBRIO® ve HEPSILAV-B® iken HPV 

aşıları ise Gardasil®, Gardasil 9® ve Cervarix®’tir [92]. Kanser ve aşı kelimeleri ile 

klinik çalışmalar tarandığında, 2300’ü aşan farklı fazlarda devam eden ya da 

tamamlanmış çalışma listelenmektedir [93]. 

2.6.3. İmmün Düzenleyiciler 

İmmün kontrol noktaları otoimmünite ve immünopatolojiden korunmak için 

normal hücrelerde bulunur, ancak bu mekanizma çoğunlukla tümör hücreleri 

tarafından bağışıklık sistemi hücrelerinden kaçınmak için kullanılmaktadır [94]. Bu 

sebeple bu noktaların inhibe edilmesi amacı ile immün kontrol noktası blokörleri (ICI 

veya ICB) geliştirilmiştir. Bu kontrol noktaları; T hücresi üzerinde bulunan CTLA-4 

ve PD-1 ile tümör hücresi üzerinde bulunan PD-L1 olarak adlandırılan ve ko-
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stimülasyonu sağlayan yapılardır. Kanser hücresi, kendi MHC molekülü üzerinde 

sergilediği antijenik yapısını T hücresi reseptörüne sunarken; bu yapılar aktive halde 

kalırsa sitotoksik T-lenfosit ilişkili protein-4 (CTLA-4) ve CD80/86 veya PD-1 ve PD-

L1 etkileşimi ile T hücresi inaktivasyonunu sağlayarak immün sistemden kaçmaktadır 

[95, 96]. Bu amaçla kolorektal kanser tedavisinde immün kontrol noktası 

inhibitörlerinden pembrolizumab (Keytruda®), nivolumab (Opdivo®) ve ipilimumab 

(Yervoy®) FDA onaylı olarak klinikte uygulanmaktadır. 

Sitokinler, farklı immün sistem hücrelerinden salgılanarak immün ve 

enflematuvar mekanizmaları ve immün sistem hücreleri arasındaki etkileşimi 

düzenleyen moleküllerdir. 

2.6.4. Adoptif Hücresel Terapi 

Adoptif hücresel terapi; hastanın kanından T lenfositlerin izole edilmesi, T 

hücrelerin aktivasyonu veya gen modifikasyonu ile düzenlenmesi ve hücre kültürü 

ortamında çoğaltılıp tekrar hastaya enjeksiyonunu içermektedir (Şekil 2.7.). Bu yolla 

tümör hücresi reseptörleri (TCR) ve kimerik antijen reseptörleri (CAR-T) ile 

düzenlenmiş T hücreleri, tümör hücresinden infiltre edilen lenfositler (TIL) tedavide 

etkinlik açısından değerlendirilmiştir. CAR-T terapisi için FDA tarafından onay alan 

Kymriah® ve Yescarta® olmak üzere iki ürün lenfoma tedavisinde kullanılmaktadır 

[97]. Ayrıca Tecartus® (lenfoma, lösemi), Breyanzi® (lenfoma), Abecma® ve 

Carvykti® (miyeloma) FDA tarafından onaylanan diğer CAR-T terapötikleridir [98]. 

Bu ürünler FDA veri tabanında Hücresel ve Gen Terapi Ürünleri, EMA veri tabanında 

ise İleri Tedavi Tıbbi Ürünleri (ATMPs) listesinde yer almaktadır. FDA veri tabanında 

3 Ocak 2022’de güncellenen listede 23 ürün yer almaktadır [99]. FDA tarafından onay 

alan Sipuluecel-T® ve T-VEC® literatürde başlangıçta aşı olarak sınıflandırılmasına 

rağmen güncel durumda hücresel ve gen terapi ürünleri olarak sınıflandırılmışlardır 

[65, 100, 101]. Bu ürünler sırası ile mesane kanseri ve melanoma kanseri tedavisinde 

kullanılmaktadır. EMA ise ileri tedavi tıbbi ürünlerini gen tedavisi tıbbi ürünleri (12 

ürün), somatik hücre tedavisi tıbbi ürünleri (3 ürün) ve doku mühendisliği ürünleri (4 

ürün) olarak ayırmaktadır [102]. 
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Şekil 2. 7. Adoptif hücresel terapi yaklaşım örnekleri [6]. 

2.7. İnterlökin-2 

Sitokinler büyük bir protein ailesi olup, interlökinler (IL), interferonlar (IFN), 

koloni uyarıcı faktörler (CMF), tümör nekroz faktör (TNF) ve transforme edici 

büyüme faktörü-β (TGF-β) protein yapılarından oluşmaktadır. Bazı sitokinler immün 

sistem hücre ve yapılarının uyarılmasından, bazıları ise immün sistemin 

inhibisyonundan sorumludurlar. Örnek vermek gerekirse; IL-2, T hücresi farklılaşması 

ve uyarımının yanı sıra B hücre ve NK hücrelerinin aktivasyonunda görev almaktadır. 

TGF-β ise tüm bu hücrelerin etkinleşme ve çoğalmasını baskılamaktadır. Kanser 

tedavisinde IFN-γ, IFN-α, granülosit-koloni uyarıcı faktör (G-CSF) ve rekombinant 

IL-1, IL-2, IL-11, eritropoietin FDA tarafından onaylanan sitokinlerdir [103]. 

Interlökin-2 (IL-2) ilk olarak “T hücresi büyüme hormonu” olarak 1976 

yılında, aktive (efektör) T hücrelerinin süpernatanında keşfedilmiştir. Sonrasında 

yapılan çalışmalarda doğal öldürücü hücrelerin çoğalma ve etkinleşmesini sağladığı, 

düzenleyici T hücrelerinin gelişimini, sağ kalımını ve işlevini desteklediği 

gösterilmiştir [104].  

IL-2; immün sistem hücreleri arasında iletişim sağlayan protein yapıdaki 

sitokinlerden biridir. IL-2’nin klinikte kullanımı metastatik renal hücre karsinoması 

(1992) ve melanomada (1998) FDA onayı almasıyla başlamıştır [105]. EMA renal 

hücre karsinomasında inhalasyon yoluyla kullanımını 2006’da onaylamıştır. 
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IL-2, naif (uyarılmamış) T hücresinden salgılanmaktadır ve T hücresinin 

efektör ve hafıza T hücresine dönüşümünü regüle etmektedir. Farklı sitokinlerin de 

salgılanmasını uyararak immün yanıtın farklı mekanizmalar üzerinden artmasını ya da 

azalmasını sağlamaktadır. IFN-γ salgılanmasını indükler ve bu da makrofaj, B ve T 

hücrelerinin aktivasyonunu uyarmaktadır. Bcl-2 antiapoptotik proteinini indükleyerek 

T hücrelerinin hayatta kalmasını sağlamaktadır. Öte yandan Treg hücrelerini uyararak, 

immün mekanizmanın inhibisyonunu, IL-10 ve TGF-β salımı ile sağlamaktadır [65]. 

Treg hücrelerinin uyarımı ile otoimmünite oluşumu engellenmekte ve immün sistemde 

denge sağlanmaktadır [104]. 

Piyasada Proleukin (Aldesleukin) olarak 1992 yılından itibaren bulunan IL-2, 

klinikte iv. infüzyon veya enjeksiyon yoluyla kullanılmaktadır. IL-2’nin yarılanma 

ömrü 7 dakikadır [106] ve bu durum tedavide etkinliğin sağlanabilmesi için yüksek 

doz ve tekrarlayan tedaviyi gerektirmektedir [104, 107]. Ancak bu uygulama 

sonucunda, IL-10 ve TGF-β salımı sonucu kılcal sızıntı sendromu ve nötrofil 

fonksiyonunun bozulması pleiotropik etkilere sebep olarak ciddi yan etkiler 

oluşturmaktadır [65, 108, 109]. Pleiotropik etki, çeşitli hücrelerce üretilme ve çok 

farklı hücrelere etki edebilme özelliği olarak tanımlanmaktadır. Ayrıca yüksek doz IL-

2 tedavisi ishal, ateş / titreme, aritmi, dispne, böbrek fonksiyon bozukluğu dahil olmak 

üzere tedavi uygulananların %80'den fazlasında istenmeyen etkiye sebep olmaktadır. 

Yüksek doz IL-2 sitotoksik T lenfositleri ve NK hücrelerini artırır ve tümörde 

küçülmeye neden olurken düşük doz uygulanması Treg hücreleri uyarmaktadır [110, 

111]. Düşük doz ve uzun süreli IL-2 tedavisinin güvenli olduğu ve NK hücrelerinin 

sayısının arttığı gözlenmiştir [112]. Ayrıca tekrarlanan lenfosit uyarımı sonucu 

aktivasyon-indüklü hücre ölümü artmaktadır [110]. Bu sebeplerle olası ciddi yan 

etkileri azaltmak için ve düşük dozda uzatılmış yarılanma ömrüne sahip, terapötik 

etkinliği devam eden IL-2 içeren sistemlerin geliştirilmesi yönünde farklı 

yaklaşımlarda bulunulmuştur (Tablo 2.3.).  
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Tablo 2.3. İnterleukin-2 taşıyan ve kanser tedavisini hedefleyen nanopartiküler 

sistemler ile ilgili literatür örnekleri.  

Nano boyutlu 

taşıyıcı sistem 

Polimer Kombinasyon Sonuç Kaynak 

Nanolipozomal 

jel 

Siklodekstrin TGF-β 

inhibitörü 

Melanoma tümör 

modelinde 

immün uyarımda 

ve sağ kalımda 

artma 

[113] 

Virüs benzeri 

partikül (VLP) 

Antigen kapsid 

protein grubu 

(Rous sarcoma 

virüs) 

Kısa zincirli 

fragman 

Kolon kanseri 

tümör modelinde 

makrofaj 

uyarımı ve TNF-

α salımı 

[114] 

Nanopartikül Kitosan Doksorubisin Karaciğer tümör 

modelinde 

büyümede 

gecikme ve Ig G 

seviyesinde 

artma 

[115] 

Nanojel Kitosan ve 

hidroksipropil-β-

siklodekstrin 

Paklitaksel Melanomada 

tümör içine 

penetrasyonda 

ve immün 

uyarımda artma 

[116] 

Termosünger 

nanopartikül 

PEGile-PLGA Paklitaksel Melanomada 

sinerjik etki ile 

immün yanıtta 

artma 

[117] 

Nanojel PEG-b-poli-(L-

lizin) 

- Melanomada T 

hücresi 

yorgunluğunda 

azalma, 

uzatılmış salım 

ve tümöre 

duyarlı T hücresi 

seviyesinde 

artma 

[108] 

pH duyarlı 

nanojel 

PDEA-co-HP-β-

cyclodextrin-co-

Pluronic F127 

Paklitaksel Meme 

kanserinde 

dendritik hücre 

uyarımı ve 

immün 

infiltrasyonda 

artma 

[118] 

 

PEGile sistemler, IL-2 kompleksleri, liposomal sistemler, viral ve plazmit 

vektörler bu yaklaşımlara örneklerdir [113]. Bu kapsamda, IL-2 yüklü lipozom 

formülasyonu hazırlanmış ancak CTLL-2 fare sitotoksik T hücresi hattında serbest IL-
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2’ye göre aktivitesinin 7 ile 10 kat aralığında azaldığı belirlenmiştir [119]. Yapılan bir 

başka çalışmada, IL-2 yüklü β-CD nanopleksleri hazırlanmış ve melanoma tedavisinde 

etkinliği, IL-2 geni taşıyan adenovirüs ile karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. 

Elde edilen sonuçlara göre, CD nanoplekslerin IL-2 taşınımında daha etkili ve güvenli 

olduğu görülmüştür [120].  

Başka bir çalışmada, prostat kanseri tedavisi için IL-2 ve β-CD 

nanokompozitler hazırlanmış ve CD’lerin, lenfosit, doğal öldürücü hücreler ve 

makrofaj gibi periferal kan hücrelerini IL-2’nin tek başına verilmesine kıyasla daha 

fazla arttırdığı gözlenmiştir [121]. IL-2’nin enkapsüle edilerek PLGA polimeri ile 

hazırlanan mikropartiküler sistemde CD8⁺ T hücresi seviyesinin in vitro’da arttığı ve 

biyoaktivitenin arttığı, bu durumun sebebinin lokal olarak IL-2 seviyesinin artışı 

olabileceği belirtilmiştir [104, 122]. Zhao ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada, IL-

2 dekstran polimerine yüklenmiş ve PLGA/PLA kopolimeri içerisinde enkapsüle 

edilmiştir. Sistemin etkinliği kolon kanserinde değerlendirilmiş ve IL-2 çözeltisinde 

kıyasla daha etkili olduğu bulunmuştur [123]. Ancak tek başına oluşan etkinliğin 

yeterli olmadığı ve kombinasyonların tedavide daha iyi etkinlik sağlayacağı yönünde 

sonuçlar bildirilmiştir.  

Park ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada TGF-β inhibitörü ve IL-2’yi 

birlikte içeren β-siklodekstrin ile nanolipozomal jel formülasyonu hazırlanmıştır. 

Tümör mikroçevresinde TGF-β’nın immün sistemi baskılayıcı etkilerinin azaldığı ve 

melanoma-indüklenmiş farelerde tümörde küçülme, sağ kalımda artma, CD8⁺ T 

hücreleri ve NK hücrelerinin seviyesinde artma gözlenmiştir [113].  

İmmünokemoterapi kombine yaklaşımı ile farklı nanopartiküler sistemler 

hazırlanmıştır. Bir çalışmada, paklitaksel ve IL-2 yüklü kitosan nanojel formülasyonu 

hazırlanmış ve bu yapı eritrosit membran kaplama materyali içerisine hapsedilmiştir. 

Yapılan in vitro- in vivo çalışmalar sonucunda dendritik hücre ve sitotoksik T 

hücrelerinin sayılarının arttığı, Treg hücrelerinin azalarak immün sistemi uyaran 

sitokinlerin de etkisiyle antitümoral etkinliğin arttığı gözlenmiştir [124]. Kitosan 

temelli bir başka çalışmada doksorubisin ve IL-2 içeren nanopartiküller karaciğer 

tümörlü farelere uygulanmış ve sonuç olarak tümör gelişiminin azaldığı, dendritik 

hücre, NK hücreleri gibi farklı immün sistemi uyaran hücre tiplerinde artış olduğu 

görülmüştür [115]. Zhao ve arkadaşları ise paklitaksel ve IL-2 yüklü PEGile-PLGA 
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termosünger nanopartiküller hazırlamışlardır. Melanoma modelinde gerçekleştirilen 

in vivo çalışmalar sonucunda sinerjik bir etki gözlenmiş ve antitümör immün yanıtın 

oluştuğu belirlenmiştir [117]. 

2.8. Siklodekstrin 

Siklodekstrinler (CD), nişastanın α-1,4-glikozidik bağı ile bağlı glukopiranoz 

ünitelerinden oluşan siklik oligosakkaritlerdir. Nişastanın glikotransferaz enzimi ile 

parçalanması sonucu oluşan doğal polimerlerdir. CD’ler glikopiranoz birimlerinin 

sandalye konformasyonuna sahip ve 3 boyutlu yapısı kesik koni şeklindedir. 

Glikopiranoz ünitelerinin sayısına göre 6, 7 veya 8 ünite olarak, sırasıyla α-, β- ve γ-

CD şeklinde isimlendirilmektedir. Siklodekstrinlerin dış yüzeyi hidrofilik ve iç 

kaviteleri hidrofobiktir. Hidrofobik iç kavite ile hidrofobik yapıdaki farmasötik aktif 

bileşenler kompleks oluşturur ve bu bileşenler suda çözünür, daha stabil ve daha az 

yan etkiye sahip bir yapıya kavuşur [125, 126]. İç kavitesine hapsettiği hidrofobik 

moleküllerle inklüzyon kompleksi oluşturmakta ve hidrofilik dış yüzeyi sayesinde bu 

bileşiğin suda çözünürlüğünü artırmaktadır [125, 127].  

Farklı CD türevleri medikal ürünlerin içeriğinde bulunmaktadır. EMA’nın 

2017’de yayımlanan “Cyclodextrins used as excipients” raporunda, tablet, 

supozituvar, parenteral çözelti, oral çözelti, göz damlası, nazal sprey ve dermal 

preparatlarda bulunduğu belirtilmektedir. Bu preparatlarda bulunan CD türevleri; α-

CD, β-CD, γ-CD, sülfobütileter-β-CD, hidroksipropil-β-CD ve randomize metil-β-

CD’dir. 2000-2004 yılları arasında α-CD, β-CD ve γ-CD türevleri FDA GRAS 

(Genellikle Güvenli Kabul Edilir) statüsünde yer almıştır. α-CD ve β-CD gıda bileşeni 

olarak da kabul edilmekte, bu türevler ile ve hidroksipropil-γ-CD ise FDA İnaktif 

Farmasötik Bileşenler listesinde yer almaktadır [128]. Ayrıca bu türevlerin kullanım 

miktarları, etiketlerinde yer alması gereken bilgiler EMA’nın “Excipients in the 

labelling and package leaflet of medicinal products for human use” rehberinde 2019’de 

güncellenerek yayınlanmıştır [129]. Bu rehberde siklodekstrinler için yer alan bilgiler 

Tablo 2.4.’te sunulmuştur. 
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Tablo 2. 4. EMA tarafından yayınlanan “Beşeri tıbbi ürünlerin etiketlenmesinde ve 

prospektüsünde yer alan yardımcı maddeler” rehberinde siklodekstrinler için sunulan 

bilgiler. 

İsim Güncellenme 

Tarihi 

Uygulama 

Yolu 

Eşik Değeri Kullanma 

Talimatı İçin Bilgi 

Siklodekstrinler 

Örneğin: 

Alfadex 

Betadex (E 459) 

γ Siklodekstrin 

Sülfobütil-eter-β-

siklodekstrin (SBE- 
β-CD) 

Hidroksipropil 

betadex 

Ramdomize Metile 
β-siklodekstrin 

(RM- β-CD) 

9.10.2017 Tümü 20 

mg/kg/gün 

Bu ilaç her dozaj 

birimi-birim 

hacimde x 

mg/ağırlık-hacim 

eşdeğerinde x mg 

siklodekstrin(ler) 

içerir. 

 

Doktorunuz 

tarafından tavsiye 

edilmedikçe 2 

yaşından küçük 

çocuklarda 

kullanmayınız. 

Siklodekstrinler 

Örneğin: 

Alfadex 

Betadex (E 459) 

γ Siklodekstrin 

Sülfobütil-eter-β-

siklodekstrin (SBE- 
β-CD) 

Hidroksipropil 

betadex 

Ramdomize Metile 
β-siklodekstrin 

(RM- β-CD) 

9.10.2017 Oral 200 

mg/kg/gün 

Siklodekstrinler 

diyare gibi sindirim 

sorunlarına sebep 

olabilir. 

Siklodekstrinler 

Örneğin: 

Alfadex 

Betadex (E 459) 

γ Siklodekstrin 

Sülfobütil-eter-β-

siklodekstrin (SBE- 
β-CD) 

Hidroksipropil 

betadex 

Ramdomize Metile 
β-siklodekstrin 

(RM- β-CD) 

9.10.2017 Parenteral 200 

mg/kg/gün (2 

hafta üzeri 

kullanımda) 

Böbrek hastalığınız 

varsa, bu ilacı 

almadan önce 

doktorunuzla 

konuşun. 
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Günümüzde devam etmekte olan pandemi sürecinde çalışmaları tamamlanarak 

çeşitli ülkelerde onaylanan ve DSÖ’nün Acil Kullanım Listesinde yer alan aşılar 

firma-ticari isim olarak sunulmaktadır; 

• RNA aşıları; Pfizer/BioNTech Comirnaty® ve Moderna Spikevax®, 

• Protein alt ünitesi aşıları; Serum Institute of India Covovax®, Novavax 

Nuvaxovid®,  

• Replike olmayan viral vektör aşıları; Serum Institute of India 

Covishield® ve Oxford/AstraZeneca Vaxzevria®, Janssen Ad26.COV 

2.S®, CanSino 

• İnaktive aşılar; Sinopharm Covilo®, Sinovac CoronaVac®, Bharat 

COVAXIN® aşılarıdır.  

2 Ağustos 2022’de güncellenen bu listedeki 11 aşı köken olarak RNA, protein 

alt ünitesi, replike olmayan viral vektör, inaktive aşılardır [130, 131]. Bu aşılardan 

replike olmayan viral vektörle hazırlanan Janssen/Ad26.COV2.S® aşısının 

bileşenlerinden biri 2-hidroksipropil-β-CD’dir. Siklodekstrinle birlikte polisorbat 80, 

trisodyum sitrat dihidrat, sodyum klorür, sitrik asit monohidrat ve etanol aşının 

üretiminde, nakledilmesinde ve kişiye uygulanana kadar saklanırken aşının stabil 

kalması için kullanılmaktadırlar [132]. 

Literatürde CD’lerin, IL-2 taşınmasında kullanıldığı çalışmalar mevcuttur 

(Tablo 2.5.). Yapılan bir çalışmada, IL-2 yüklü β-CD nanopleksleri hazırlanmış ve 

melanoma tedavisinde etkinliği, IL-2 geni taşıyan adenovirüs ile karşılaştırmalı olarak 

değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, CD nanoplekslerin IL-2 taşınımında 

daha etkili ve güvenli olduğu görülmüştür [120]. Başka bir çalışmada, prostat kanseri 

tedavisi için IL-2 ve β-CD nanokompozitler hazırlanmış ve CD’lerin, periferal kan 

hücrelerini IL-2’nin tek başına verilmesine kıyasla daha fazla arttırdığı gözlenmiştir 

[121]. 
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Tablo 2.5. β-CD veya türevleri ile hazırlanmış ve kanser tedavisini hedefleyen 5-FU 

veya IL-2 içeren taşıyıcı sistemler ile ilgili literatürde yer alan çalışma örnekleri. 

Taşıyıcı sistem Kanser Kombinasyon Sonuç Kaynak 

β-CD nanopleks 

(IL-2) 

Melanoma - Gen taşıyan 

sisteme göre 

daha etkili ve 

güvenli sistem 

[120] 

β-CD 

nanokompozit 

(IL-2) 

Prostat 

kanseri 

- Serbest IL-2’ye 

göre immün 

yanıtta artma 

[121] 

İnklüzyon 

kompleksi (HP-

β-CD) (5-FU) 

Kolorektal 

kanser 

- Uzatılmış salım, 

artan taşıma 

etkinliği ve 

hücresel alım 

[133] 

İnklüzyon (β-

CD) kompleksi 

(5-FU) 

Kolorektal 

kanser 

- IC50 değerinde 

%60 azalma (48 

ve 72. Saat) 

[134] 

Nanoçiçek 

(Katyonik-β-CD) 

(5-FU) 

- Polimer: Kitosan 

ve aljinat 

Uzatılmış salım, 

konsantrasyon 

bağımlı sağlıklı 

hücrede %90 

sitotoksisite 

[135] 

Hidrojel (β-CD) 

(5-FU) 

- Polimer: Ksalan  %98 oranında 5-

FU yüklenmesi, 

kontrollü salım 

[136] 

Adamantan-

modifiye β-CD-

kuantum dot 

nanopartikül (5-

FU) 

Kolorektal 

kanser 

İlaç: miRNA-

34a 

Tümör büyüme-

sinde baskılanma 

ve kolorektal 

kanserli hasta-

kökenli 

ksenograft 

modelde hedefli 

ve etkin tedavi 

[137] 

2.8.1. Siklodektrin Polimerleri 

CD polimerleri, birçok CD monomerini yapısında taşıyan bir 

makromoleküldür (Şekil 2.8.). Bu makromoleküldeki siklodekstrin ünitelerinin 

birbirine yakınlığı, ilaç molekülleri ile etkileşimi kolaylaştırmaktadır. Ayrıca 

polimerik yapı, ilaçlar ile nanopartikül ve miseller kompleks oluşturma olanağı 

sağlamaktadır [138]. Suda çözünür ya da suda çözünmeyen yapıya sahip CD 

polimerler sentezlenebilmektedir. CD polimerlerin, monomerik yapıdaki CD türevine 

göre CD rotasyonunu kısıtlayabildiği ancak CD halkalarının birbirine olan 

yakınlığının kompleksleşmeyi arttırabildiği belirtilmektedir [139]. Ek olarak, CD 

polimerlerin nano boyutlu taşıyıcı olarak kullanımında ilacın yapısına uygun olarak 
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tasarlanması ve etkileşimin artırılması ile inklüzyon komplekslerinin oluşturulması 

çalışmaları yapılmaktadır [140].  

 

Şekil 2. 8. CD polimer yapısı. 

CD polimerlerin sentezinde; çapraz bağlayıcılar kullanılarak CD 

monomerlerinin birleştirilmesi veya bu monomerlerin bir matriks maddesine kovalan 

olarak bağlanması olmak üzere iki farklı yöntem izlenebilmektedir. Çapraz bağlayıcı 

kullanarak yapılan sentezde, başlangıç CD monomeri, kullanılan çapraz bağlayıcı ve 

bunlar arasındaki molar oran elde edilecek polimerin kimyasal özelliklerini, yoğunluk, 

yüzey alan ve gözenek yapısını etkilemektedir [141]. Çapraz bağlayıcılara 

epiklorohidrin, fenilizosiyanat, difenil karbonat ve heksametilen diizosiyanat örnek 

verilebilir [142].  

İkinci yöntem olan kovalan bağlamada ise, CD monomerinin hidroksil (-OH) 

grupları vinil gruplarıyla fonksiyonelleştirilerek metil metakrilat gibi komonomerlerin 

varlığında matriks yapısına bağlanması ile CD polimeri oluşturulmaktadır [141]. 

Kullanılan matriks yapılar arasında dekstran ve kitosan bulunmaktadır [143]. CD 

polimerler de monomerik yapılarla benzer olarak; ilaç, tekstil, gıda ve çevre 

alanlarında kullanılmaktadır [141]. 
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Siklodekstrin polimerlerinin, uygun siklodekstrin türevlerinin dallanması 

(dallanma öncesi modifikasyon) veya siklodekstrin polimerlerinin türevlenmesi 

(dallanma sonrası modifikasyon) yoluyla bu yapıya nötr veya iyonik fonksiyonel 

grupların eklenmesiyle türevlendirme çalışmaları gerçekleştirilmektedir. Bu 

çalışmalar siklodekstrinlerde bulunan hidroksi gruplarıyla reaksiyona girebilen 

epiklorohidrin gibi dallanma reaktifleriyle gerçekleştirilmektedir [139]. 

Suda çözünür bir CD polimeri, doğal β-CD yapısının epiklorohidrin ile çapraz 

bağlama reaksiyonuna sokularak elde edilmiş ve bu yapıların inklüzyon kompleksi 

oluşturabildiği bilinmektedir [144]. Bu kompleks yapı, polimere karşıt yüke sahip bir 

ilaç yapısı ile oluştuğunda daha güçlü etkileşim sergilenmektedir. Ayrıca 

epiklorohidrin-β-CD’nin ilacın çözünürlüğü ve biyoyararlanımını insan 

gönüllülerinde yapılan çalışmalarla arttırdığı bulunmuştur. İnsülin ile katyonik 

epiklorohidrin-β-CD arasında fiziksel karıştırma sonrası kitosan/aljinatla yüzey 

modifikasyonu yapılan 350 nm partikül boyutuna sahip nanoküre ve nanopartiküller 

hazırlanmıştır. Oluşan nanopartiküllerin oral uygulama çalışmaları gerçekleştirilmiş 

ve insülinin gastrik bozunmadan korunarak kontrollü salımının gerçekleştiği 

gözlenmiştir [145]. 

CD polimerler epiklorohidrin dışında hidroksi grupları ile reaksiyona girebilen 

reaktifler kullanılarak oluşturulabilmektedir [139]. İlaveten CD polimerlerinin küçük 

moleküllü ilaçları uzun süre salabildikleri gösterilmiştir [146]. Ayrıca, CRLX-101, 

küçük hücreli olmayan akciğer kanseri ve rektal kanser tedavisi için klinik çalışmaların 

Faz 2 aşamasına ulaşmış olan β-CD polimerlerine bağlı kamptotesinden oluşan bir 

nanoparçacıktır [138, 147]. 

Polikatyonik CD polimerler ile antikanser ilaç ve gen yapılarını birlikte taşıyan 

nanopartiküler sistemlerin farklı kanser türlerinde etkinlikleri denenmiştir. 

Polikatyonik β-CD polimeri kullanılan ve doksorubisin ile p53 plazmid yapısı 

yüklenen nanopartikül sisteminin MCF-7 meme kanseri hücre hattında büyümeyi 

inhibe edici etkisi olduğu, in vivoda ise sağ kalımın arttığı gösterilmiştir [148]. 

Polikatyonik γ-CD polimerine paklitaksel ve p53 plazmidi yüklendiğinde ise folat 

reseptörü pozitif kanser hücre hatlarında apoptozun indüklendiği gözlenmiştir [149]. 

Katyonik β-CD polimeri epiklorohidrin ile polikondanse edilerek hazırlanmış 

ve bu polimerin 5-FU ile inklüzyon kompleksinin kitosan/aljinat ile kaplanması ile 
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“nanoçiçek” adı verilen bir taşıyıcı sistem oluşturulmuştur. Oral uygulaması 

amaçlanan bu sistem 300 nm partikül boyutuna ve %77 ilaç yükleme kapasitesi ile 

uzatılmış salım sağlayabilmiştir. Sağlıklı fare fibroblast hücrelerinde (L929) yapılan 

sitotoksisite çalışmalarında nanosistem içindeki artan 5-FU dozu (20 μg/mL’den 100 

μg/mL’ye) ile canlılığın %100’den %90’a azaldığı 24 saat sonunda gözlenmiştir [135]. 

Li ve arkadaşlarının doksorubisin ve dosetaksel yüklü β-CD polimeri ile hazırlanan 

inklüzyon komplekslerinin hedeflendirme ajanları ile kombinasyonu ile hazırlanan 

nanopartiküler sistemin etkinliği karaciğer, lösemi ve serviks kanser hücrelerinde 

değerlendirilmiştir. Bu sistemlerin yaklaşık 100 nm partikül büyüklüğünde, 24 saatlik 

salım sergiledikleri ve antitümöral etkinliğin bu nanopartikül sistem ile serbest ilaçlara 

göre arttığı gözlenmiştir [150]. 

Katyonik polimerlerin en büyük üstünlüklerinden biri de artan amino grup 

sayısı ile artış gösteren ve hücresel alımı kolaylaştırarak endozomal lizisten kaçışı 

sağlayan mekanizma “proton sünger etkisi” dir. Polimer, proton (H+) ve karşı 

iyonların (Cl-) endozom içine çekilmesi ozmotik gradyanın bozulmasıyla sonuçlanır. 

Ozmotik gradyanı dengeleme girişiminde artan ozmolarite sonucu, endozom içine su 

akışı meydana gelir, bu durum endozomun yırtılmasıyla sonuçlanır (Şekil 2.9.). 

Polimerin taşıdığı yapı sitoplazmaya salınarak etkinliğini bu mekanizma sonucu 

gösterir. Literatürde tümör hücresi tarafından alındıktan sonra nanopartikülün bu 

mekanizma ile lizisten kaçtığı ve sonuçta terapötik etkinin sağlandığı belirtilmektedir 

[151]. Polikatyonik siklodekstrinlerin de endozomal kaçışı proton sünger etkisi ile 

teşvik ettiği gösterilmiştir [152]. Siklodekstrinlerin transfeksiyon etkinliklerinin 

yüksek olduğu ve endozomal kaçışı sağladığı bu yüzden gen taşıyıcı sistemlerde 

kullanıldığı çeşitli çalışmalar mevcuttur [153]. Farklı polimerlerle kombine edilen 

farklı CD türevlerinin de bulunduğu gen taşıyıcı sistemlerde de bu etki gösterilmiştir 

[154, 155]. Endozomal kaçış, biyolojik materyallerin taşınımının ve etkinliğinin 

arttırılmasında önemli bir mekanizmadır [156]. Ayrıca siklodekstrinlerin doğal olarak 

membran hasarı verdikleri bilinmektedir. Siklodektrinlerin hücre membranındaki 

kolesterolü uzaklaştırarak hücrenin yıkımına sebep olduğu kanıtlanmıştır. Metil-β-CD 

türevi klinikte bu etki mekanizması ile kullanılmaktadır [157]. Kolesterol içeriğinin 

kanser hücrelerinde sağlıklı hücreden daha fazla olduğu bilinmektedir. Farklı CD 

türevlerinin kolesterolü uzaklaştırma etkinliği üzerine çalışmalar yapılmaktadır. 
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Yaptığımız bir çalışmada, membrandan uzaklaştırılan kolesterol içeriğinin kanser 

hücresinin tipine ve CD türevine bağlı olarak değiştiği tespit edilmiştir [158].  

 

Şekil 2. 9. Proton sünger etkisi ve endozomal kaçış [159]. 

2.8.2. Siklodekstrinlerin Kanserde Kullanımı 

Siklodekstrinlerle 1978-Nisan 2021 arasında yapılan ve PubMed veri 

tabanında listelenen 5000’den fazla akademik çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmalar 

etkinlik açısından sınıflandırıldığında antioksidan ve antimikrobiyal etkiden sonra 

antikanser etki en çok araştırılan üçüncü etkinliktir. Kemoterapötiklerin CD‘ler ile 

kompleksleri hazırlanmış ve in vitro- in vivo olarak etkinlikleri değerlendirilmiştir. Bu 

kemoterapötiklerden örneğin paklitaksel [160], kamptotesin [161], tamoksifen [162], 

erlotinib [158], kurkumin [163], oksaliplatin, doksorubisin [164] ve 5-FU’nun [135] 

var olan toksisitelerinin azaltılarak etkinlik, stabilite, çözünürlük, 

biyoyararlanımlarının CD ile modifikasyonu sonucunda arttırılması amaçlanmıştır 

[165]. Meme, kolon, akciğer, karaciğer kanserleri ve melanoma kanseri CD 

türevlerinin kemoterapötiklerle etkinliklerinin in vitro ve in vivo olarak 

değerlendirildiği kanserlerdendir. Klinik çalışma olarak ise CRLX-101’in, 

kamptotesin siklodekstrin nanopartikülü, akciğer, prostat kanseri, solid tümörler ve 
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melanoma tedavisine yönelik çalışmaları farklı fazlarda devam etmektedir. 

Monoterapinin yanı sıra bevasizumabla CRLX-101 kombinasyonunun uygulandığı bir 

çalışmada, over kanserinde klinik yararın arttırıldığı Faz 2 çalışmalarında 

gösterilmiştir [166]. 

Siklodekstrinlerle hazırlanan ilaç taşıyıcı sistem ve nanosistemlerin oral ve 

paranteral uygulama yolu ile in vivo’da etkinlikleri araştırılmaktadır. Oral uygulama 

kapsamında yapılan bir çalışmada, tamoksifen içeren metil-β-CD komplekslerin 

etkinliği sıçanlarda değerlendirilmiştir. Tamoksifen içeren ticari tablete göre 

tamoksifen metil-β-CD kompleks içeren tablette biyoyararlanımın arttığı bulunmuştur 

[162]. Bir başka çalışmada ise, kamptotesin yüklü polikatyonik amfifilik CD (PC 

βCDC6) nanopartiküllerin kolon kanserindeki etkinliği araştırılmış ve enkapsüle 

haldeki ilacın hedef doku olan kolona aktif formda ulaştığı, serbest ilaca göre tümör 

dokularının küçülerek sağkalımın arttığı gözlenmiştir [161].  

Parenteral uygulama kapsamında in vitro olarak ilerlettiğimiz bir çalışmada 

erlotinib yüklü PC βCDC6 nanopartiküllerinin karaciğer ve akciğer kanser 

hücrelerinde, sırasıyla HepG2 ve A549 hücreleri, hücre zarından kolesterolü metil- β-

CD türevinden daha yüksek oranda uzaklaştırdığı belirlenmiştir. Aynı çalışmada 

sadece HepG2 ve sadece A549 hücrelerinden oluşturulan 3B tümör modellerinde, bu 

nanopartiküllerin 3B yapının daha derinine ulaştığını tespit edilmiştir [158]. Başka bir 

çalışmada ise paklitaksel yüklü PC βCDC6 ve heptakis (6-O-heksanoil) 

siklomaltoheptoz β-CD (6OCaproβCD) nanopartikülleri meme kanseri indüklenmiş 

farelere intraperitoneal enjeksiyonla uygulanmıştır. Bu tedavi rejimiyle klinikteki 

paklitaksel uygulamasında görülen kardiyak toksisitenin oluşmadığı belirlenmiştir. 

Ayrıca, boş ve ilaç yüklü CD nanopartiküllerinin tümör hacmini azalttığı gözlenmiş 

ve CD’lerin tek başına var olan etkinliklerine dair veri elde edilmiştir [160]. 

Kemoterapinin yanı sıra siklodekstrinler ile protein tedavisi, gen tedavisi, 

immünoterapi, fototerapi ve teranostik amaçlı olarak kanserin tanı ve tedavisinde 

uygulanmak üzere çalışılmaktadır. Bu çalışmalar arasında gen taşıyıcı sistem olarak 

plazmid DNA, p53 geni, siRNA ve miRNA içeren; IL-2 ve IFNα sitokinlerini içeren 

ve CpG adjuvanını içeren nanopartiküller yer almaktadır. Fototerapötik olarak porfirin 

ve tungsten nitrit taşıyan; teranostik olarak ise polidopamin ve tetrafenil etilen taşıyan 

nanopartiküllerin kanserdeki etkinlikleri araştırılmıştır [167].  
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2.9. Nanoteknolojinin Tıpta Uygulanması Yaklaşımlarından 

Nanopartiküler İlaç Taşıyıcı Sistemler 

Uygulanan ilaç tedavilerinde etkin maddenin hedeflenen bölgeye belirli bir 

süre içerisinde ve etkili olabileceği doz olan terapötik pencere aralığında varması 

istenmektedir. Oral ve parenteral uygulama ilaç tedavisinde sık tercih edilen yollardır. 

İlacın absorpsiyonu, dağılımı ve metabolizasyonu oral uygulama için, ilacın dağılımı 

ve metabolizasyonu parenteral uygulama için etkinliği kısıtlayan parametrelerdir. İlaç 

araştırmalarında bu kapsamda hedeflenen bölgede etkin dozun birikimini sağlamak 

için yaklaşımlar geliştirilmiştir. Bu yaklaşımlardan biri olan nanopartiküler ilaç 

taşıyıcı sistemler kanser tedavisinde çalışılmış ve birçok kemoterapötik etkin madde 

içeren nanopartiküler sistemler FDA onaylı olarak 1995’ten itibaren kullanılmaktadır 

[168]. FDA tarafından farklı hastalıkların tedavisinde onaylanan nanoilaç ürünleri 

100’ün üzerindedir [169]. Pazardaki nanopartiküler ilaçların %35’i polimer bazlı, 

%29’u lipit-bazlı, %26’sı nanokristal ve %10’u polimerik olmayan inorganik/metalik 

sistemlerdir [170]. 

Nanoteknoloji terimi 1986’da kimya ile uğraşan bilim adamı K. Eric Drexler 

tarafından ilk kez kullanılmış ve sonrasında makine endüstrisi, atık su temizlenmesi, 

tekstil endüstrisi, biyoloji ve tıp alanlarına uygulanmıştır. Tıp alanında; tanı, tedavi, 

doku mühendisliği ve ilaç/gen taşıyıcı sistemlerin geliştirilmesinde nanoteknolojiden 

yararlanılmaktadır [169]. 

Nanotıp kanser, enfeksiyon gibi yaşamı tehdit eden hastalıkların tedavisi için 

yeni olanaklar sunmaktadır. Nanotıpın kanser tedavisini hedefleyen uygulamalarında 

nanoboyutlu ilaç taşıyıcı sistemler kullanılarak, kanser ilaçlarının sahip olduğu 

biyodağılım ve farmakokinetik problemleri aşmak için, yeni ve etkili terapötik 

formülasyon stratejileri geliştirilmektedir. Nanoteknolojik ürünlerin bu alandaki en 

önemli üstünlüğü, nano boyutları sayesinde doğrudan hücre membranı ve hücreler 

arası yapılarla etkileşime girerek, ilaç direnciyle ilişkili mekanizmalardan 

kaçınılmasını sağlamalarıdır [52]. Ayrıca nanopartiküler sistem, taşıdığı ilacın, tümör 

içine geçişini ve burada birikimini artırmaktadır. 

Nanopartiküller, mikron altı boyuta sahip polimer, lipit veya inorganik kökene 

sahip ilaç taşıyıcı sistemlerdir. İlaç taşıyıcı sistemlerin temelinde hedef doku ve 

hücrede pasif veya aktif hedeflendirme yoluyla birikme ve bu birikimi artırarak 
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sağlıklı hücrelerde toksisiteyi azaltma yaklaşımı vardır ve bunun farklı sistemler 

aracılığıyla sağlanmasına çalışılmaktadır. Pasif hedeflendirmede nanopartiküller, 

damar yapısı bozulan ve tümör içi basıncının etkisiyle tümör içine taşınmak üzere 

tasarlanmıştır. Aktif hedeflendirmede nanopartiküller, yüzeyde bulunan ligandların 

moleküler olarak tanınması yoluyla tümör-spesifik biyolojik yapılar ile etkileşime 

girecek ve hücre içine alınacak şekilde tasarlanmıştır [171]. 

Nanopartiküllerin partikül boyutu, yüzey yükü ve şeklinin yanı sıra ilaç 

yükleme etkinliği, uygun salım ve biyodağılım, serum/plazma stabilitesi, toksisite, 

immünojenisite, hedef dokuya/hücreye ulaşma ve hücre içi alım özellikleri taşıyıcı 

sistemin oluşturulması ve değerlendirilmesinde kullanılan parametrelerdir [168]. FDA 

tarafından onaylanan nanopartiküler ilaçlar; nanokristaller, lipozom ve lipit bazlı 

ürünler, polimer bazlı ürünler, protein bazlı ürünler, metal bazlı ürünler, dendrimer 

bazlı ürünler ve nanotüpler olarak nanopartikül tipine göre sınıflandırılarak Tablo 

2.6.’da listelenmiştir. 

Tablo 2.6. FDA tarafından onaylanmış ve piyasada bulunan nanopartikül temelli 

ilaçlar.  [169, 170, 172, 173] 

Nanopartikül 

Tipi 

Ürün Etkin Madde Firma Onay 

Yılı 

 

 

 

 

 

Nanokristal 

Avinza Morfin Sülfat Pfizer 2002 

Azopt Brinzolamid Novartis 1998 

Cesamet Nobalin Baush 1985 

EquivaBone Hidroksiapatit Zimmer Biomet 2009 

Elixophyllin Teofilin Nostrum Labs Inc 1979 

Emend Aprepitant Merck & Co. 2003 

Focalin  Dekstrametilfenidat 

HCl 

Novartis 2005 

Gris-peg Griseofulvin Novartis 1982 

Invega Paliperidon Janssen 2009 

Invega 

Sustenna 

Paliperidon Palmitat Janssen 2009 

Ivemend Fosaprepitant 

dimeglumin 

Merk & Co. 2008 
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Tablo 2.6. FDA tarafından onaylanmış ve piyasada bulunan nanopartikül temelli 

ilaçlar.  [169, 170, 172, 173] (Devam) 

 

 

 

 

 

 

Nanokristal 

Megace ES Megestrol Asetat Par 

Pharmaceiticals 

2001 

Naprelan Naproksen Sodyum Almatica 1996 

NanOss Hidroksiapatit RTI Surgical 2005 

OsSatura Hidroksiapatit Isotis 

Orthobiologics 

2003 

Ostim Kalsiyum 

Hidroksiapatit 

Osartis GmbH & 

Co 

2004 

Rapamune Rapamisin Wyeth 

Pharmaceuticals 

2010 

Ritalin Metilfenidat Novartis 1955 

Ryanodex Dantrolen Sodyum Eagle 

Pharmaceuticals 

2014 

TriCor Fenofibrat Abbott 

Laboratories 

2004 

Vitoss Β-trikalsiyum Fosfat Orthovita 2003 

Zanaflex Tizanidine HCl Acorda 2002 

Zyprexa Olanzapin Lilly Pharma 1996 

Nanotüp Somatuline 

Depot 

Lanreotid asetat Ipsen Pharma 2007 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lipozom ve 

Lipid Bazlı 

Ürünler 

Abelcet Amfoterisin B Defiante 

Farmaceutica 

1965 

Advate Octocog Alfa Takeda 2004 

AmBisome Amfoterisin B NeXstar 

Pharmaceuticals 

1997 

Arikayce Amikain Insmed 2018 

Corusurf Poraktant Alfa Chisei USA 1999 

DaunoXome Daunorubisin Galen 1996 

DepoCyt Sitarabin Sigma-Tau 1999 

DepoDur Morfin Sülfat Pacira 2004 

Diprivan Propofol Fresenius Kabi 1989 

Doxil Doksorubisin Alza 1995 

Exparel Bupivakain Pacira Biosciences 2011 

Lipodox Doksorubisin 

Hidroklorür 

Sun Pharma Global 

FZE 

2013 

Lipusu Paklitaksel Luye Pharma 2016 

Marqibo Vinkristin Sülfat Talon Therapeutics 2012 

Onivyde İrinotekan Merrimack 

Pharmaceuticals 

2015 

Onpattro RNAi Amylam 

Pharmaceuticals 

2018 
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Tablo 2.6. FDA tarafından onaylanmış ve piyasada bulunan nanopartikül temelli 

ilaçlar.  [169, 170, 172, 173] (Devam) 

Lipozom ve 

Lipid Bazlı 

Ürünler 

Rebinyn PEGlenmiş 

Kuagülasyon Faktörü 

IX 

Novo Nordisk 2017 

Visudyne Benzoporfirin QLT 

Phototherapeutics 

2001 

Vyxeos Daunorubisin ve 

Sitarabin 

Jazz Pharmaceutics 2017 

Misel Bazlı 

Ürünler 

Estrasorb Estradiol Hemihidrat Novovax 2003 

Dendrimer 

Bazlı Ürünler  

VivaGel® BV Astodrimer Sodyum Starpharma 2015 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimer Bazlı 

Ürünler 

Adagen PEGlenmiş 

Adenozin Deaminaz 

Enzon 1990 

Adynovate PEGglenmiş 

Antihemofilik Faktör 

Baxalta US Inc 2015 

Cimzia PEGlenmiş 

Sertolizumab 

UCB 2008 

Copaxone Glatiramer Asetat Teva 

Pharmaceuticals  

1996 

Diprivan Profofol Fresenius Kabi 1989 

Eligard Leuprolide Asetat Atrix Laboratories 

 

2004 

Estrasorb Östradiol (17β-

estradiol) hemihidrat 

Novavax, Inc. 2003 

Genexol-PM Paklitaksel Lupin Ltd. 2007 

Kadycla Trastuzumab Genentech 2013 

Krystexxa PEGlenmiş 

Peglotikaz 

Savient 

Pharmaceuticals 

2010 

Macugen Pegatinib Sodyum EyeTech 

Pharmaceuticals 

2004 

Mircera Metoksi-PEG 

konjuge EPO 

Hoffman-La 

Roche 

2007 

Neulasta PEGlenmiş 

Filgrastim 

Amgen 2002 

OncoStar PEGlenmiş L-

asparajinaz 

Enzon 1994 

Pegasys PEGlenmiş 

İnterferon α-2a 

Genentech 2002 

PEG-INTRON PEGlenmiş 

IFN α-2b 

Schering 

Corporation 

2001 

Plegridy PEG-IFN-β-1a Biogen Idec 2014 

Rebinyn Rekombinant DNA-

kökenli kuagülasyon 

F10 

NovoNordisk 2017 

Renegal Sevelamer Sanofi 2000 

Restasis Siklosporin Allergan 2003 

Somavert PEGlenmiş İnsan 

Büyüme Hormonu 

Pfizer 

Pharmaceuticals 

2003 
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Tablo 2.6. FDA tarafından onaylanmış ve piyasada bulunan nanopartikül temelli 

ilaçlar.  [169, 170, 172, 173] (Devam) 

Polimer Bazlı 

Ürünler 

Taxatore Dosetaksel Sanofi Aventis 1996 

Verelan Verapamil HCl Schwarz Pharma 1998 

Zevalin İbritumomab 

Tiuksetan 

Spectrum Pharms 2002 

Zilretta Triamsinolon 

Asetonid 

Flexion 

Therapeutics 

2017 

Protein Bazlı 

Ürünler 

Abraxane Paklitaksel Celgene 2005 

Ontak Denilökin Diftitoks Eisai 1999 

Metal Bazlı 

Ürünler 

Dexferrum Demir Dekstran American Regent 1957 

Feraheme Ferumoksitol AMAG 

Pharmaceuticals 

2009 

Ferinject Demir 

Karboksimaltoz 

Vifor 2013 

Ferrlecit Sodyum Demir 

Glukonat 

Sanofi-Aventis 1999 

Hensify Hafniyum Oksit Nanobiotix 2019 

Infed Demir Dekstran Actavis Pharma 1957 

Monoferric Demir Isomaltazid Pharmacosmos 2020 

Venofer Demir Sükroz American Regent 2000 

Kolon kanseri tedavisini hedefleyen nano boyutlu taşıyıcı sistemlere 

nanopartiküller, katı lipid nanopartiküller, polimerik nanopartiküller, lipozomlar, 

dendrimerler, eksozomlar, miseller, hidrojeller, CD bazlı nanosistemler, inorganik 

nanopartiküller (altın, silika) ve manyetik nanopartiküller örnek verilebilir [174-176]. 

Oral, intravenöz ve subkütan uygulama genel uygulama yollarıdır ve kolon kanseri 

tedavisine yönelik rektal uygulama için çalışmalar yapılmaktadır. Oral uygulamada 

etkinliği artırmak için enterik kaplı nanopartiküller kitosan, pektin-Eudragit, 

polimetilmetakrilat-Eudragit, PLGA-Eudragit, sodyum aljinat-Eudrajit ve albümin ile 

hazırlanmışlardır [176]. Pasif hedeflenmiş nanosistemlerin yanı sıra folat reseptörü, 

EGFR, CD44, epitelyal hücre adezyon molekülü gibi reseptörlerin hedeflendiği 

nanopartiküller literatürde yer almaktadır [177]. 

Kolon kanseri tedavisinin hedeflendiği nanopartiküler sistemlerde 

kemoterapötik ilaç olarak kurkumin, 5-FU, kamptotesin, doksorubisin, oksaliplatin, 

SN-38 (irinotekanın aktif metaboliti), kuersetin, topotekan ve paklitaksel ile 

çalışılmıştır. [174, 175, 177]. FDA tarafından kolon kanseri tedavisinde kullanılmak 

üzere onaylı olan irinotekan, oksaliplatin, 5-FU ve kapesitabin ile yüklenen farklı 

nanosistemlerle çalışmalar bulunmaktadır.  
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5-FU klinikte intravenöz ve intravenöz bolus enjeksiyon olarak 

uygulanmaktadır. 5-FU içeren nanopartikül, inklüzyon kompleksi, hidrojel, nanojel, 

lipozom, katı lipit nanopartiküller gibi çok sayıda nano boyutlu sistemle çalışılmıştır 

[50, 62, 134, 136, 175]. Literatürde kolon kanseri tedavisini hedefleyen bir çalışmada, 

hazırlanan 5-FU ve kurkumin yüklü kitosan nanopartiküllerinden ilaç salımının 4 gün 

sürdüğü gözlenmiştir. Ayrıca hücre kültürü çalışmalarında antikanser etkinliğin arttığı 

belirlenmiştir. Farmokinetik çalışmalarla ise etkin maddelerin plazma 

konsantrasyonlarının 72 saate kadar yükseldiği belirtilmiştir [55]. Bu konuda yapılan 

başka bir çalışmada, antikanser ilaç oksaliplatin ve 5-FU yüklü laktoferrin 

nanopartiküller hazırlanmıştır. Kanser hücrelerindeki antiproliperatif etkinliğin, 

serbest ilaçlarla kıyaslandığında nanopartiküler sistem uygulamasında arttığı 

gösterilmiştir. In vivo çalışmalarda ise, farelere uygulanan nanopartiküler sistem ile 

etkin maddelerin farmakokinetik parametrelerinin arttığı ve sistemik toksisitelerinin 

azaldığı gösterilmiştir [56]. 

İmmünoterapötik olarak kolon kanseri tedavisinde FDA tarafından onaylı 

monoklonal antikorlar ile hazırlanan nanopartiküllerin etkinliğine yönelik çalışmalar 

literatürde yer almaktadır. Bir çalışmada, setuksimab ile konjuge edilmiş kurkumin 

yüklü kitosan nanopartiküller hazırlanmıştır. Hazırlanan bu nanopartikülün 

mukoadhezif özelliği sayesinde antikanser etkinin arttığı in vitro olarak gösterilmiştir 

[178]. Başka bir çalışmada, setuksimab yüklü etil selüloz nanopartiküller hazırlanmış 

ve nanopartiküller oktreotid, somatostatin reseptör agonisti, ile işaretlenerek kolon 

kanseri tedavisi hedeflenmiştir. Bu sistemin etkinliği klinik olarak Faz I aşamasında 

değerlendirilmektedir (NCT03774680) [175]. 

Nano boyutlu ilaç taşıyıcı sistemlerden biri olan polipleks ya da nanopleks 

olarak adlandırılan sistemde nano yapı, zıt yüke sahip iki madde arasında 

kendiliğinden ve yük etkileşimine dayalı oluşmaktadır [179]. Etkin madde ve gen 

taşınımında kullanılmaktadır. Nanopleks değerlendirilmesinde özellikle önem taşıyan 

ve literatürde gen taşıyan sistemlerde N/P oranı, etkin madde taşıyan sistemlerde ise 

+/- oranı olarak geçen nanopleks sisteminde yer alan farklı yüklerin birbirine oranı, 

polimer bazlı nanopleks sistemleri açısından çok önemli bir fizikokimyasal 

parametredir. Etkin madde taşıyan nanoplekslerdeki +/- yük oranı, bilimsel 

kaynaklarda molar oran veya ağırlık oranı olarak tanımlanmaktadır [180, 181]. Nano 
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sistemin oluşumunda yardımcı madde gerekmemektedir. Nanopleksler, esas olarak 

polielektrolit varlığında oluşan umut verici, basit, yeşil ve uygun maliyetli bir 

nanopartiküler sistemi temsil etmektedir [182]. Gen taşıyan sistemlerde olduğu gibi 

etkin madde taşıyan sistemlerde de amaçlar; taşınan yapının degradasyondan 

korunması, hücre içi ve hücrelerarası bariyerleri geçebilmesi ve yüksek 

biyouyumluluk gösterebilmesidir [183]. 

Literatürde etkin madde olarak; antibiyotik (siprofloksasin, levofloksasin, 

vankomisin, gentamisin), kurkumin, doksorubisin, ovalbümin ve gen sistemi olarak 

plazmit, DNA, siRNA taşıyan nanopleks sistemleri üzerine çalışmalar yer almaktadır. 

Nanoplekslerin hazırlanmasında taşınacak sistemin yüzeyel yüküne göre zıt yüke 

sahip polietilenimin, kitosan, siklodekstrin, dekstran, aljinat, PEGile polimerler gibi 

polimerler kullanılmıştır. 

Ovalbümin ve poli(propilakrilik asit) ile peptit yüklü nanopleks olarak 

hazırlanan terapötik aşı modelinin melanomada etkinliği değerlendirilmiştir. 

Nanopleksler 0.41 polidispersite indeksi ile 78 nm partikül büyüklüğüne sahip olup, T 

hücresi ve dendritik hücre seviyelerinde artan bir bağışıklık tepkisine yol açmıştır 

[179]. Nanoplekslerin doksorubisin için ilaç taşıyıcı sistem olarak tasarlandığı bir 

çalışmada, histidin-lisin ve doksorubisin: DNA konjugatının inkübasyonu ile 

nanopleksler hazırlanmıştır. Bu nanoplekslerin, ilaç çözeltisine kıyasla ilacın tümörde 

birikimini yaklaşık 5,5 kat arttırdığı tespit edilmiştir. Ayrıca, bir in vivo meme kanseri 

modelinde, serbest doksorubisine kıyasla artmış tümör içi alım ve apoptoz 

bildirilmiştir [184] . Kombine ilaç tedavisine yönelik bir başka çalışmada ise ilk olarak 

antikanser etken madde mitoksantron: pullulan-polietilenimin-siklodekstrin inklüzyon 

kompleksi hazırlanmıştır. Daha sonra, inklüzyon kompleksi ve tümör baskılayıcı 

protein p53'ü kodlayan gen kullanılarak nanopleks elde edilmiştir. Hazırlanan 

nanoplekslerin aktiviteleri sırasıyla HepG2 ve C6 hücre dizilerinde mitoksantron ve 

p53 için belirlenmiştir. Kombine nanopleks formülasyonunun, her bir aktif molekülün 

tek başına uygulanmasından daha fazla antikanser aktiviteye sahip olduğu 

gözlenmiştir. Ayrıca, kombine nano taşıyıcı sistemin HepG2 hücreleri tarafından 

alımının pullulan tarafından arttırıldığı ve böylece çoklu ilaç direncinin üstesinden 

gelinebileceği vurgulanmıştır [185]. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. İlaç Etkin Madde, Polimerler ve Kimyasal Maddeler 

Tez kapsamında kullanılan etkin maddeler Tablo 3.1.’de, polimerler Tablo 

3.2.’de ve kimyasal malzemeler Tablo 3.3.’te sunulmuştur. 

Tablo 3. 1. Tezde kullanılan etkin maddeler. 

Etkin Maddenin Adı Üretici Firma/Ülke 

5-Florourasil Sigma&Aldrich, Almanya 

İnterlökin-2 (Fare IL-2, I0523) Sigma&Aldrich, Almanya 

 

Tablo 3. 2. Tezde kullanılan polimerler. 

Polimerin Adı Üretici Firma/Ülke 

Kuaterner-amonyum-βCD polimeri (CD2) CycloLab, Macaristan 

Amino-β-CD polimeri (CD7) CycloLab, Macaristan 

Guanidino-β-CD polimeri (CD8) CycloLab, Macaristan 

 

Tablo 3. 3. Tezde kullanılan kimyasal maddeler. 

Kimyasal Maddenin Adı Üretici Firma/Ülke 

2X Laemmli Örnek Tamponu Biorad, ABD 

2X Laemmli Örnek Tamponu Biorad, ABD 

4-12% Bis-Tris acrylamide gradient protein gel 

(NuPAGE) 

İnvitrogen, ABD 

Asetonitril Sigma&Aldrich, Almanya  

Bio-safe Coomassi G-250 boyası Biorad, ABD 

Diyaliz membran (14.000 kDa) (D9277) Sigma&Aldrich, ABD 

Fare IL-2 ELISA kiti (E-EL-M0042) Elabscience, Çin 
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MOPS Tris-glisin yürütme tamponu Novex, ABD 

Precision Plus Protein Çift Boya Standardı Biorad, ABD 

Tween 80 Sigma&Aldrich, Almanya 

Ultra saf su (Milli-Q) Millipore, ABD 

 

3.1.2. Hücre Kültürü Malzemeleri 

Hücre kültürü çalışmaları sırasında kullanılan hücre hatları ve kaynakları Tablo 

3. 4.’te, kimyasal ve sarf malzemeler ise Tablo 3. 5.’te sunulmaktadır. 

Tablo 3. 4. Tezde kullanılan hücre hatları ve kaynakları. 

Hücre Hattı Kaynak/Ülke 

L929 (CRL-1658TM) (Fare, sağlıklı fibroblast hücresi) ATCC, ABD 

CT26 (CRL-2639TM) (Fare, kolon kanseri hücresi) ATCC, ABD 

HT29 (HTB-38TM) (İnsan, kolon kanseri hücresi) ATCC, ABD 

 

Tablo 3. 5. Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan kimyasal ve sarf malzemeler. 

Kimyasal Maddenin Adı  Üretici Firma/Ülke 

Anti-IL2 antikoru (ab80681) Abcam, USA 

Antikor seyreltici tampon (926001) Biolegend, ABD 

Araldite 502 Kit (13900) EMS, ABD 

DMEM (P04-03590) Pan Biotech, Almanya 

Dulbecco’s modification of Eagle’s medium (DMEM) Sigma, İngiltere 

Entellan (M107961) Merck, ABD 

Fetal sığır serumu (FBS) Sigma, Almanya 

Glutaraldehyde EM Grade 25% (16210) Laborimpex, İsviçre 

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (ab150007) Abcam, USA 
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Goat Anti-Rabbit IgG H&L (ab150080) Abcam, USA 

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab6721) Abcam, USA 

HBSS  Capricorn, Almanya 

HEPES tamponu Cegrogen, Almanya 

Lipit dehidrojenaz Kiti (K311-400) Biovision, ABD 

Matrigel® Bazal Membran Corning, ABD 

Fare serumu (M5905) Sigma, Almanya 

Normal Tavşan Serumu (R9133) Sigma, Almanya 

PBS (P04-36500) Pan Biotech, Almanya 

Penisilin/Streptomisin Sigma, Almanya 

Poli(2-hidroksietil metakrilat) (Poli-HEMA) Sigma&Aldrich, ABD 

Propilen Oksit 450ml. (20401) Thermo Fisher, USA 

Tavşan serumu (R9133) Sigma, Almanya 

Rekombinant Anti-CD44 antikoru (ab189524) Abcam, ABD 

Tripan mavisi Sigma, ABD 

Tripsin-EDTA Sigma, Almanya 

Triton-X 100 (1139ML500) Neofroxx, Almanya 

Tween 20 (8506ML250) Neofroxx, Almanya 

Uranil Asetat 25gr. (22400) EMS, ABD 

WST-1 (Suda çözünür tetrazolyum tuzu) Roche, Almanya 

Sarf Malzemenin Adı Üretici Firma/Ülke 

FCF200-Cu Formwar/Carbon Grid 200mesh EMS, ABD 

CF400-Cu Carbon/Film Grid 400mesh EMS, ABD 

LC200-Cu Lacey/Carbon Grid 200mesh EMS, ABD 
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3.1.3. Hayvan Deneyi Malzemeleri  

Hayvan deneyi çalışmaları sırasında kullanılan kimyasal maddeler Tablo 

3.6.’da sunulmaktadır. 

Tablo 3. 6. Hayvan deneyi çalışmalarında kullanılan kimyasal maddeler. 

Kimyasal Maddenin Adı  Üretici Firma/Ülke 

FITC Anti-Mouse CD45 Antikoru 103108 Biolegend, ABD 

FITC Rat IgG2b, κ Isotype Ctrl Antikoru 400605 Biolegend, ABD 

Alexa Fluor® 488 anti-mouse/human CD11b Antikoru 

101217 

Biolegend, ABD 

Alexa Fluor® 488 Rat IgG2a, κ Isotype Ctrl Antikoru 

400625 

Biolegend, ABD 

APC anti-mouse Ly-6G Antikoru 127614 Biolegend, ABD 

APC Rat IgG2a, κ Isotype Ctrl Antikoru 400511 Biolegend, ABD 

FITC anti-mouse Ly-6G Antikoru 128006 Biolegend, ABD 

FITC Rat IgG2c, κ Isotype Ctrl Antikoru 400705 Biolegend, ABD 

FITC Anti-Mouse CD69 Antikoru 104506 Biolegend, ABD 

FITC Armenian Hamster IgG Isotype Ctrl Antikoru 

400905 

Biolegend, ABD 

PE Anti-Mouse CD154 Antikoru 106506 Biolegend, ABD 

PE Armenian Hamster IgG Isotype Ctrl Antikoru 400907 Biolegend, ABD 

APC Anti-Mouse CD62L Antikoru 104412 Biolegend, ABD 

APC Rat IgG2a, κ Isotype Ctrl Antikoru 400511 Biolegend, ABD 

FITC Anti-Mouse CD3 Antikoru 100204 Biolegend, ABD 

LEGEND-MAX™ Mouse IL-2 ELISA Kit with Pre-

Coated Plates 431007 

Biolegend, ABD 

LEGEND-MAX™ Mouse TNF-α ELISA Kit with Pre-

Coated Plates 430907 

Biolegend, ABD 

LEGEND-MAX™ Mouse IFN-γ ELISA Kit with Pre-

Coated Plates 430807 

Biolegend, ABD 
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3.2. Cihazlar 

Tez kapsamında kullanılan cihazlar Tablo 3.7.’de sunulmaktadır. 

Tablo 3. 7. Tez kapsamında kullanılan cihazların isim ve modelleri. 

Cihazın Adı / Modeli Üretici Firma/Ülke 

Akış Sitometri (FACS Canto II) Becton Dickinson, ABD 

Akış Sitometri (FACS Diva) Becton Dickinson, ABD 

Çok noktalı manyetik karıştırıcı (Multipoint HP) Variomag, Almanya 

Çok noktalı ısıtıcılı manyetik karıştırıcı (IKA RT5) IKA, Çin 

Diferansiyel taramalı kalorimetre (Pyris I) PerkinElmer, ABD 

Elektroforez tankı (Novex® Mini-Cell) İnvitrogen, ABD 

Etüv Mammert, Almanya 

Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (Spectrum 

Two) (FT-IR) 

PerkinElmer, ABD 

Hassas terazi Mettler, İsviçre 

Işık mikroskobu Leica, Almanya 

Kodak Gel Logic 200 Görüntüleme Sistemi Kodak, ABD 

Liyofilizatör Labconco, ABD 

Mikroplaka okuyucu Molecular Devices, ABD 

Nanosight NS300 cihazı Malvern, İngiltere 

Partikül büyüklüğü ölçüm cihazı (Nano ZS) Malvern, İngiltere 

pH metre Hanna, ABD 

Taramalı elektron mikroskobu (FEI QUANTA 200 FEG 

ESEM) 

FEI, ABD 

TEER ölçüm cihazı (Millicell-ERS Volt-ohm metre, 

Millipore) 

Merck, Almanya 

Termostatlı su banyosu Mammert, Almanya 
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Tablo 3.7. Tez kapsamında kullanılan cihazların isim ve modelleri. (Devam) 

Ultra saf su sistemi (Milli-Q) Millipore, ABD 

Ultrasantrifüj Hettich, Almanya 

Ultrasantrifüj (Hettich EBA 21) Hettich, Almanya 

Vorteks IKA, Çin 

Dikey akışlı 2B kabin (BHG 2004) Faster, İtalya 

Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (1100 Series) HP Agilent, Almanya 
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3.3. Yöntem 

3.3.1. Siklodekstrin Polimerlerin Sentezlenmesi, Saflaştırılması ve 

Karakterizasyonu 

CycloLab firmasından Dr. Milo Malanga ile iş birliğine gidilmiştir. Sekiz farklı 

CD türev ve polimeri ile çalışmalar yapılmıştır. Çalışmalar sırasında bir sonraki iş 

paketlerinde kullanılması öngörülen 3 CD polimerin sentez ve karakterizasyon 

çalışmaları Dr. Milo Malanga ve ekibi tarafından gerçekleştirilmiştir. Sentez 

yöntemleri Şekil 3.1.-3.3. ile sunulmaktadır. Sentezlenen bu polimerler Proton 

Nükleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (1H-NMR), Kızılötesi Spektroskopisi 

(IR) ve Polarizasyon Transferi ile Bozulmadan İyileştirme (DEPT) yöntemleri ile 

karakterize edilmiştir.  

NMR spektroskopisi kimya alanında moleküllerin yapı tayininde kullanılan 

yöntemlerden biridir. NMR spektroskopisi, kuvvetli bir manyetik alan içerisine 

yerleştirilen bir molekülde bulunan bazı atom çekirdeklerinin radyo frekansı 

alanındaki elektromanyetik ışınları absorblaması üzerine kurulmuş bir yapı aydınlatma 

yöntemidir. Bir molekülde hidrojen (1H) içeren grupların sayıları yanında, bu gruba 

komşu olan gruplar da tespit edilebilmektedir. NMR spektroskopisi, atom çekirdeğinin 

manyetik karakterine bağlı olarak, molekülün iskeleti hakkında bilgi verir. 

DEPT analizi, moleküldeki karbon atomlarının oranını, bunların C, CH, CH2 

veya CH3 olup olmadığını belirlemek için kullanılır [186]. DEPT polarizasyonu 

uyarılmış bir çekirdekten diğerine, en yaygın olarak 1H → 13C, aktaran çift rezonanslı 

bir titreşim programıdır. Heteronükleer tek kuantum tutarlılık spektroskopisi (HSQC) 

ise 2 boyutlu spektral analiz sunan, bir aksiste 1H diğerinde 13C, organik moleküllerin 

yapı tayininde kullanılan NMR spektroskopisidir. 

CD2 polimerinin sentezi, Thomsen H. vd. tarafından yayınlanan bir yayında 

rodamin etiketli QA polimerinin sentezi temel alınarak yapılmıştır. Bu sentezde, 

kısaca, tek adımlı kopolimerizasyon reaksiyonu sonucu nötral polimer sentezi 

gerçekleştirilmiştir. Sonrasında bu nötral polimerden pozitif yüklü türev, alkali 

koşullarda alkilleyici ajan olarak glisidiltrimetilamonyum klorür kullanılarak elde 

edilmiştir. Yan zincirler ve CD kavitesi arasındaki ortalama molar oranı 1H-NMR ve 

C-NMR yöntemi olan DEPT ile belirlenmiştir. Rodamin işaretli nötral, aniyonik ve 

katyonik β-CD polimerlerin; Staphylococcus epidermidis biyofilmlerine penetrasyonu 
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araştırılmıştır. Katyonik olan türevin diğer polimerlere kıyasla biyofilme daha iyi 

penetre olduğu bulunmuştur [187]. İçerdiği siklodekstrin oranının %60 olduğu tahmin 

edilmektedir. Beyaz kristalize formdadır. Şekil 3.1.’de CD2 polimerinin sentez 

basamaklarını içeren yöntem sunulmaktadır. 

 

 

Şekil 3. 1. CD2 (QA(BCD)PS.HCl) türevinin sentez basamakları. (OK, oda koşulları 

altında sentezin gerçekleştirildiğini göstermektedir.) 

Siklodekstrin polimerlerinin epiklorohidrin ile dallanması, azidadlı yapının var 

olan karakterizasyon problemini önlemesi sebebi ile tercih edilmiştir. CD7 polimeri 

sentezinde; sentezin son adımında azid grupları amino grubuna, Pd/C katalizörlüğünde 

hidrazin (N2H4) ile muamele edilerek indirgenmiştir [139]. Sistemden su ve metanol 

geri akışı sağlanmıştır. Siklodekstrin içeriğinin %60 olduğu tahmin edilmektedir. 
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Sarımsı renge sahiptir. Şekil 3.2.’de CD7 polimerine ait monomerden başlayan sentez 

yöntemi verilmektedir. 

 

 

Şekil 3. 2. CD7 türevinin sentez aşamaları. 

CD8 polimerini sentezlemek için polimerin türevlendirilmesi yoluna 

gidilmiştir. Siklodekstrin halkasına bağlı olan azotlu grup üzerinden yapılan bu 

işlemde, başlangıç maddesi olan CD polimeri 1H-pirazol-1-karboksamidin-HCl ile 

DIPEA (N, N-diizopropil-etilamin) ve DMSO (dimetilsülfoksit) varlığında reaksiyona 

girmiştir ve ilgili polimer (CD8) elde edilmiştir [188]. Bu çalışmada CD polimerlerin 

fosforil gruplarına seçici bağlanması nedeniyle DNA’yı lipozomal ve nano sistemler 

içerisinde taşımak için uygun olduğu belirtilmiştir. Özellikle katyonik türevlerin 

ilaçlar ile kovalan etkileşimler kurarak, bu ilaçların hücresel bariyerleri geçmesini 

sağladıkları vurgulanmıştır. Ayrıca peptitlerin lizin ve arjinin grupları ile polimerin 

etkileşimde bulundukları belirtilmiştir. CD8 polimerinde siklodekstrin içeriğinin %60 

olduğu tahmin edilmektedir. Beyaz-sarı renge sahiptir. Şekil 3.3.’te CD8 polimerine 

ait sentez yöntemi verilmiştir. 
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Şekil 3. 3. CD8 polimerinin sentez aşamaları. 

Üç polimere ait bazı kimyasal özellikler Tablo 3.8. ile sunulmaktadır. Bu 

tabloda CD polimerlere ait ortalama sübstitüsyon derecesi (SD1); ortalama molekül 

ağırlığı (MA2) (g/mol); çapraz bağlanma oranı (ÇBO3) (mol epiklorohidrin /mol CD); 

katyonik yoğunluk (KY4) (her bir siklodekstrin birimine denk gelen katyonik grup 

sayısı) verileri sunulmaktadır. 

Tablo 3. 8. CD polimerlerin kimyasal özellikleri. Ortalama sübstitüsyon derecesi 

(SD1); ortalama molekül ağırlığı (MA2) (g/mol); çapraz bağlanma oranı (ÇBO3) (mol 

epiklorohidrin /mol CD); katyonik yoğunluk (KY4) verileri tabloda yer almaktadır.  

Kısaltmalar Siklodekstrin 

polimerleri 

SD1 MA2 ÇBO3 KY4 

CD2 Kuaterner-amonyum-βCD 

çözünür polimer, 

epiklorohidrin ile çapraz 

bağlanmış 

2.2 40.000 11 2.2 

CD7 Çözünür amino-Beta-CD 

polimer, epiklorohidrin 

HCl ile çapraz bağlanmış 

1 25.000 10 1 

 

CD8 

Çözünür guanidino-Beta-

CD polimer, 

epiklorohidrin HCl ile 

çapraz bağlanmış 

 

1 

 

26.000 

 

10 

 

1 

Tablo 3.8. değerlendirildiğinde CD2 polimerinin katyonik gruplarının diğer 

polimerlere göre 2,2 kat daha fazla olduğu görülmektedir. Ayrıca CD2'nin moleküler 
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ağırlığı, CD7 ve CD8'e göre %60 daha fazladır. CD7 ve CD8, moleküler ağırlık, çapraz 

bağlanma oranı ve katyonik yoğunluk açısından benzer özelliklere sahiptir. 

3.3.2. 5-FU ve IL-2 Yüklü CD Nanoplekslerin Hazırlanması 

Tez çalışmalarına öncelikle 5-FU konjuge CD polimerleri ile başlanması 

planlanmıştır. Bu kapsamda, etkin maddeler ile çalışmaya başlamadan önce Dr. 

Nielsen tarafından sentezlenen CD polimerlerin nanopleks oluşturma etkinliklerini 

belirlemek ve en uygun CD polimeri seçmek amacıyla ön formülasyon çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Ön formülasyon çalışmalarında maliyeti azaltmak ve alımı yapılan 

yüksek maliyetli IL-2’yi ekonomik kullanabilmek adına, daha önce kitosan 

nanopartiküllerin yük etkileşimi ile hazırlanmasında da yaygın şekilde kullanılan, 

negatif yüzey yüküne sahip olan ve iyonotropik jelasyon mekanizması ile nanopartikül 

oluşturan model bir molekülün sodyum tripolifosfatın, STPP kullanımı planlanmıştır. 

Sentezlenen 5 farklı polikatyonik (PC) CD türevi ile STPP arasında yük etkileşimine 

dayalı nanopleks sistemleri literatür temel alınarak hazırlanmıştır [189, 190]. 

Nanopleks oluşum mekanizması polianyon yapıdaki molekülün (STPP veya IL-2) 

negatif grupları ile CD polimerlerin pozitif yüklü amino grupları arasındaki etkileşim 

temeline dayanır [191]. 

Literatürde nanoplekslerin, etkin maddenin yanı sıra gen taşınmasında da 

kullanılan ve farklı hazırlama yöntemleri ile oluşturulan sistemler olduğu 

görülmektedir. Nanopleks hazırlama genel olarak ekleme, vorteks ile karıştırma, oda 

ısısında inkübasyon gibi basamakları içermektedir ve bu basamakların literatürde 

çeşitli çalışmalarda farklı sürelerde uygulandığı görülmektedir. Nanoplekslerin 

değerlendirilmesinde özellikle önem taşıyan ve literatürde gen taşıyan sistemlerde N/P 

oranı, etkin madde taşıyan sistemlerde ise +/- oranı olarak geçen nanopleks sisteminde 

yer alan farklı yüklerin birbirine oranı, polimer bazlı nanopleks sistemleri açısından 

çok önemli bir fizikokimyasal parametredir. Etkin madde taşıyan nanoplekslerdeki +/- 

yük oranı, bilimsel kaynaklarda molar oran veya ağırlık oranı olarak tanımlanmaktadır 

[180, 181]. 

Ön formülasyon çalışmalarında parametrelerin optimize edilmesi amacıyla 33 

faktöriyel tasarım çalışmaları yapılmış ve Dr. Nielsen tarafından sentezlenen CD’ler 

ile hazırlanan nanopleksler partikül büyüklüğü ve dağılımı, yüzey yük değerleri 



55 
 

incelenerek uygun hazırlama yöntemi (+/- oranı, ideal karıştırma, vorteksleme ve 

inkübasyon süreleri) ve CD türevleri belirlenmiştir.  Ancak, tez kapsamında, tek bir 5-

FU konjuge CD polimere bağlı kalmama ve farklı CD polimerlerin etkinliklerinin 

belirlenmesi isteği, yeni bir partner ile çalışma ihtiyacı gerektirmiştir. Bu sebeple, 

CycloLab’ tan sekiz farklı CD türev ve polimeri alınmış ve çalışmalara 3 CD polimeri 

(CD2, CD7 ve CD8) ile devam edilmiştir. Tüm polimerler 1’er mg tartılıp ayrı ayrı 

ultra saf suda (1 mL) çözündürülmüş ve ardından nanopleks formülasyonlarının yüzey 

yükünün bir göstergesi olan zeta potansiyel değeri ise mV cinsinden Malvern Zetasizer 

Nano ZS cihazı ile 173° açı ve 25°C sıcaklıkta belirlenmiştir. Bütün ölçümler her bir 

örnek için 3 tekrar olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. 

Yeni CD polimerleri ile ilk polimerlerle yapılan çalışma sonuçları göz önünde 

bulundurularak nanopleksler hazırlanmıştır. Bu amaçla, 1 mg STPP 20 mL suda 

çözündürülmüş ve bu çözeltiden 1 mL alınarak, önceden çözündürülmüş olan 1 mg 

CD ve 1 mL su karışımına eklenmiştir. CD türevlerinden net pozitif yüzey yüküne 

sahip olanlar ile hazırlanan nanopleks formülasyonlarına ait partikül büyüklüğü (PB), 

zeta potansiyel (ZP) ve PDI değerleri ölçülmüştür.  

Literatürdeki çalışmalara bakıldığında nanopleks yapıların yüksek hacimlerde 

de hazırlandığı görülmüştür [180, 181]. Bu bilgiye dayanarak, daha ideal partikül 

büyüklüğüne sahip nanopleksler hazırlamak için formülasyon hacmi 2 mL’den 4 

mL’ye, iki kat arttırılmıştır. Ayrıca nanopleks hazırlama yöntemi olarak CD çözeltisi 

üzerine STPP çözeltisi damla damla ilave ederek 30 dakika, 600 rpm’de karıştırılmış 

ve ardından 0,45 μm’lik filtreler ile filtre edilmiştir. 

STPP’nin molekül ağırlığının (MA: 367,86 g/mol), IL-2’nin molekül 

ağırlığından (MA: 17,2 kDa) daha küçük olması sebebiyle geniş polidispersite 

değerlerinin oluşmuş olabileceği düşünülmüş ve ön formülasyon çalışmaları negatif 

yüzey yüküne ve daha küçük yapıya sahip olan kemoterapötik madde 5-FU 

(MA:130,77 g/mol) ile tekrarlanmıştır. Ayrıca hazırlanan bu nanoplekslere 

filtrasyonun etkisini gözlemleyebilmek için, nanopleksler 0,45 μm’lik filtrelerden 

geçirilmiş ve PB, ZP ile PDI değerleri belirlenmiştir. 

Bu aşamada, 5-FU’nun yanı sıra tez kapsamında kullanılan ikinci etkin madde 

olan IL-2 ile nanopleks formülasyonları hazırlanmıştır. Literatür temel alınarak iki 

farklı +/- ağırlık oranında nanopleksler hazırlanmıştır [85]. Bu amaçla düşük IL-2:CD 



56 
 

oranı (1:50000) içeren nanopleks hazırlamak için 4 mg CD ile 0,08 µg IL-2 ve yüksek 

IL-2:CD oranı (1:25000) içeren nanopleks hazırlamak için 4 mg CD ve 0,16 μg IL-2 

kullanılmıştır. Hazırlanan CD:IL-2 nanoplekslere ait partikül büyüklüğü dağılımı, zeta 

potansiyel ve polidispersite indeksi değerleri ölçülmüştür. Benzer şekilde filtrasyon 

sonrasında da bu değerler tekrar ölçülerek filtrasyonun etkisi değerlendirilmiştir.  

Elde edilen bu sonuçlar da göz önüne alınarak, literatür temelinde polimer: ilaç 

oranları belirlenmiştir [57, 85]. Sonrasında CD nanopleksleri, temel kompleksleştirme 

prosedürleriyle hazırlanmıştır [192, 193]. İki farklı aktif madde taşıyan nanopleks 

formülasyonları, 10:1 (a/a) CD:5-FU oranı ve 25.000:1 (a/a) CD:IL-2 oranı ile 

hazırlanmıştır. İlk önce; 5-FU stok çözeltisi ultra saf su (0,4 mg/mL) içinde 600 rpm'de 

1 saat karıştırılmıştır. Daha sonra 4 mg CD, 1 saat boyunca 600 rpm'de 984 μL ultra 

saf su içinde çözündürülmüştür. CD solüsyonuna 1 mL 5-FU stok solüsyonu ilave 

edilmiş ve 600 rpm'de 30 dakika karıştırılmıştır. 16 µL (10 µg/mL IL-2) IL-2 çözeltisi, 

600 rpm'de 30 dakika karıştırılarak nanoplekslere ilave edilmiştir. Hazırlanan 

nanoplekslerin pH değerleri pH metre (Hanna Instruments, HI3220) ile ölçülmüş ve 

stabilite çalışmalarında değerlendirilmiştir. Hedeflenen 5-FU ve IL-2 yüklü CD 

nanopleksin yapısı Şekil 3.4.’te sunulmaktadır. 
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Şekil 3. 4. Tez kapsamında hazırlanması hedeflenen 5-FU ve IL-2 yüklü CD 

nanopleksin şematik gösterimi. 
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3.3.3. 5-FU ve IL-2 Yüklü Siklodekstrin Nanoplekslerin 

Karakterizasyonu 

a. Partikül Büyüklüğü Dağılımı ve Yüzey Yükü Tayini 

Nanopleks formülasyonlarının ortalama partikül büyüklüğü (nm) ve 

polidispersite indeksi, tek kullanımlık kapiler hücreler kullanılarak 173°'lik bir saçılma 

açısında dinamik ışık saçılımı (DLS) tekniği (Malvern Zetasizer Nano ZS Serisi, 

Birleşik Krallık) ile belirlenmiştir. DLS tekniğinin temelinde, seyreltik bir çözelti 

içerisindeki küçük parçacıklardan saçılan ışığın şiddetinin ve değişiminin ölçülmesi 

vardır. Yöntem mikro ve nano düzeyinde parçacıkların büyüklük dağılımlarının 

belirlenmesi için kullanılmaktadır. 

Zeta potansiyel ise, kolloidal dağılımlarda parçacıklar arasındaki itme ve 

çekme kuvvetlerine dayanan yüzey yükü değeridir. Nanosistemlerin fiziksel stabilitesi 

ve biyolojik membranlarla etkileşiminde önemli bir parametredir. Nanoplekslerin zeta 

potansiyeli (mV), tek kullanımlık kapiler hücreler kullanılarak 12,8°'lik bir saçılma 

açısında partikül büyüklüğü ölçüm cihazı (Malvern Zetasizer Nano ZS Series, UK) ile 

belirlenmiştir. Ölçümler her bir formülasyon için 3’er kez yapılmış ve ortalama ± 

standart sapma olarak ifade edilmiştir. 

Nanoplekslerin partikül büyüklüğü ve dağılımı ayrıca Nanopartikül İzleme 

Analizi (NTA) ile de ölçülmüştür. Bu analizde, aynı anda birçok partikül cihazın 

okuma alanından geçerken akış boyunca video ile izlenebilir ve bu süreç kaydedilerek 

partikül boyut ve konsantrasyonunu değerlendirilmektedir. DLS analizi ile elde edilen 

sonuçları doğrulamak için NTA analizi gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan nanopleksler 

1/1000 oranında seyreltilerek NanoSight NS300 cihazında analiz edilmiştir. 

b. Morfolojik Özelliklerin Belirlenmesi 

5-FU ve IL-2 yüklü nanoplekslerin morfolojisi, Taramalı Elektron Mikroskobu 

(SEM) ile belirlenmiştir. Bu amaçla, taze hazırlanmış sıvı numuneler ve liyofilize 

edilmiş örnekler Gatan 682 Precision Etch and Coating System (PECS) ile kurutularak 

10 nm kalınlığında altın/paladyum tabakası ile kaplanmıştır. Görüntüleme, FEI 

QUANTA 200 FEG ESEM cihazı ve Everhardt-Thornley SED dedektörü kullanılarak 

yapılmıştır. Bu analiz, Bilkent Üniversitesi Ulusal Nanoteknoloji Araştırma Merkezi 

(UNAM)’da gerçekleştirilmiştir. 
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c. FT-IR ve DSC Analizi 

İlaç ile katı fazdaki nanopleks yapısı arasındaki etkileşim Fourier Dönüşümü 

Kızılötesi Spektroskopisi (FT-IR) ve Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) ile 

değerlendirilmiştir. 5-FU, CD polimerleri ve 5-FU yüklü CD nanoplekslerinin FT-IR 

spektrumları, elmas-ATR ünitesi ile donatılmış bir Perkin Elmer Spectrum Two 

spektrometresi ile 4000 ila 400 cm-1 arasında elde edilmiştir. İlaç-polimer 

etkileşimlerinin belirlenmesi, nanopleks ile ilaç arasındaki bağların titreşimine 

dayanmaktadır. 

DSC analizinde numuneler ısıtılırken soğurulan enerji miktarı ölçülür ve bu 

analizde elde edilen termogramlar nano boyutlu sistemlerin karakterizasyonunda 

serbest ilaç varlığını/yokluğunu belirlemek için kullanılmaktadır. 5-FU, CD 

polimerleri ve 5-FU yüklü CD nanopleks formülasyonlarının termal davranışını analiz 

etmek için DSC gerçekleştirilmiştir. Analiz, 20 mL/dk gaz akış hızında Perkin Elmer 

Pyris I kullanılarak dinamik N2 (g) altında, 20°C'den 300°C'ye 10°C/dk hızında 

gerçekleştirilmiştir.  

Her iki analiz de Hacettepe Üniversitesi Fen Fakültesi Polimer Kimyası ABD 

laboratuvarlarında Prof. Fr. Murat ŞEN ve ekibi ile tamamlanmıştır. 

d. CD Polimer ve IL-2 Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

In vivo çalışmalarda kullanılacak güvenli ve etkili bir nano boyutlu sistemin 

hazırlandığını kanıtlayabilmek için, nanoplekste bulunması gereken güvenli 

konsantrasyonda CD polimer ve etkili dozu sağlayacak IL-2 miktarını belirlemek için 

bir ön çalışma gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmaya, 6-8 haftalık sağlıklı erkek CD1 

farelerden diseksiyon işlemiyle dalak çıkartılarak başlanmıştır. 40 μm por açıklığına 

sahip hücre filtresi içerisinde dalak parçalanmış ve tüm parçalar toplanmıştır. Hücreler, 

Histopaque – 1077 (1,077 g/mL) ayırma tamponu aracılığı ile santrifüj edilerek 

periferik kandaki PBMC fazının alındığı proseste olduğu gibi toplanmıştır. Histopaque 

1077'nin PBMC fazına tekabül eden yerdeki hücre popülasyonu, fareler için 

splenositler olarak geçmektedir. Hücreler aCD3 (TCR üzerinden uyarımı sağlamak 

için CD3 yüzey molekülün antikoru) ile ilk uyarımı sağlamak amacıyla muamele 

edilmiştir. Sonrasında hücreler iki gruba; polimer (polimer grubu da 3’e ayrılarak) ve 

IL-2 ile muamele edilecekler olarak ayrılmıştır. CD2, CD7 veya CD8 polimeri 0,015- 
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0,031- 0,062- 0,125 ve 0,25 mg/mL konsantrasyonda olacak şekilde hücrelere 

eklenmiştir. IL-2 konsantrasyonları ise, 0 (Kontrol grubu, IL-2 çözeltisi eklenmeyen 

grup)- 1,25- 2,5- 10- 20 Ünite olarak belirlenmiştir. Hücreler polimer veya IL-2 

çözeltisi ile küvete koyulup karıştırıldıktan sonra kuyucuklara, kuyucuk başına 

100.000 hücre olacak şekilde (96 kuyucuklu U taban plakaya) ekilmiştir. Bu karıştırma 

sırasında hücreler ayrıca CFSE çoğalma boyası ile işaretlenmiştir. Hücreler bu ekim 

işleminden 72 saat sonra akış sitometrisinde PI boyama ile analiz edilmiştir [194]. 

Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Kanser Enstitüsü Temel Onkoloji ABD 

laboratuvarlarında, Prof. Dr. Güneş ESENDAĞLI ve ekibi ile gerçekleştirilmiştir. 

e. 5-FU ve IL-2 Yüklü CD Nanoplekslerin Kısa Süreli Stabilite Çalışması 

Saklama Stabilitesi: 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanopleks formülasyonları bir 

hafta boyunca +4°C'de ultra saf suda saklanmıştır. Stabilite, ortalama partikül 

büyüklüğü (nm), PDI ve zeta potansiyeli (mV) değerlerindeki (n= 3 ± SS) değişiklikler 

açısından değerlendirilmiştir. Bu değerler, Malvern Zetasizer Nano ZS cihazı ile 0, 1, 

4 ve 7. günlerde kaydedilmiştir. 

Liyofilizasyonun Nanoplekslerin Yapısal Bütünlüğü Üzerindeki Etkisi: Bu 

amaçla, 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanopleks formülasyonları 48 saat boyunca liyofilize 

edilmiştir (HETO PowerDry PL3000 dondurarak kurutucu, Thermo Fisher Scientific). 

Bu sürenin sonunda, toz numuneler 2 mL (nihai formülasyon hacmi) ultra saf su içinde 

liyofilizasyondan önceki hacme eşit olacak şekilde dağıtılmıştır. Ortalama partikül 

büyüklüğü (nm), PDI ve zeta potansiyeli (mV) değerleri liyofilizasyondan önce ve 

sonra ölçülmüştür. 

Farklı Biyolojik Sıvılarda Nanoplekslerin Bütünlüğü: Farklı biyolojik 

sıvıların CD nanoplekslerinin fiziksel stabilitesi üzerindeki etkisini belirlemek için, 

tüm formülasyonlar simüle edilmiş mide sıvısı (SGF) pH 1.2'de ve simüle edilmiş 

intestinal sıvıda (pH 6.8) 2 saat süreyle; pH 6 simüle edilmiş kolonik sıvı (SCoF 

tokluk) 8 saat süreyle; PBS pH 7.4 ve hücre kültürü ortamı (%10 FBS ile DMEM, 100 

U/mL Penisilin-Streptomisin) 24 saat boyunca inkübe edilmiştir [195]. Bu biyolojik 

sıvılar, Avrupa Farmakopesi (EP) 8.0 (1) ve literatüre [196] dayalı olarak 

hazırlanmıştır. CD nanopleks formülasyonları uygun ortam ile 1:10 (h/h) oranında 

seyreltilmiş ve 37 °C'de inkübe edilmiştir. CD nanoplekslerinin ortalama partikül 
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büyüklüğü (nm), PDI ve zeta potansiyeli (mV), inkübasyondan önce ve sonra 

ölçülmüştür. 

Avrupa Farmakopesi (EP) 8.0 (1) monografı doğrultusunda SGF pH 1,2 için; 

2 gram sodyum klorür tartılır ve bir miktar suda çözündürülerek üzerine 80 mL 1 M 

hidroklorik asit eklenir. Ardından hacim ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlanır. SIF 

pH 6,8 için; 77 mL 0,2 M sodyum hidroksit alınarak 250 mL su ve 6,8 gram kalsiyum 

dihidrojen fosfat ile karıştırılır. Hacim 1000 mL’ye ultra saf su ile tamamlanır. SCoF 

pH 6 için ise (literatür); 0,2 gram potasyum klorür, 8 gram sodyum klorür, 0,24 gram 

potasyum fosfat monobazik ve 1,44 gram sodyum fosfat dibazik tartılır ve bir miktar 

ultra saf suda çözündürülür. Son olarak hacim 1000 mL’ye ultra saf su ile tamamlanır. 

Tezde yürütülen çalışmalar kapsamında bu oranlar korunarak gerekli tuz-baz-

asit vb. miktarlar 100 mL için hesaplanmış ve çözeltilerin pH ayarları hidroklorik asit 

ile pH-metrede ölçülerek gerçekleştirilmiştir. 

f. IL-2’nin Biyolojik Aktivitesinin Belirlenmesi 

In vivo çalışmalarda uygulanmak üzere etkili bir nano boyutlu sistemin 

hazırlandığını kanıtlayabilmek amacıyla, nanoplekste bulunan IL-2’nin biyolojik 

aktivitesinin nanopleks yapısı oluşurken kayba uğramadığını ya da bozunduğunu 

görebilmek için bu çalışma gerçekleştirilmiştir. 6-8 haftalık sağlıklı erkek CD1 

farelerden diseksiyon işlemiyle dalak çıkartılmıştır. 40 μm por açıklığına sahip cell 

strainer (hücre filtresi) içerisinde dalak parçalanmış ve tüm parçalar toplanmıştır. 

Hücreler, Histopaque – 1077 (1,077 g/mL) ayırma tamponu aracılığı ile santrifüj 

edilerek periferik kandaki PBMC fazının alındığı proseste olduğu gibi toplanmıştır. 

Histopaque 1077'nin PBMC fazına tekabül eden yerdeki hücre popülasyonu, fareler 

için splenositler olarak geçmektedir. Hücreler aCD3 (TCR üzerinden uyarımı 

sağlamak için CD3 yüzey molekülün antikoru) ile ilk uyarımı sağlamak amacıyla 

muamele edilmiştir. Hücreler CD2 polimeri, CD7 polimeri, CD8 polimeri, IL-2 yüklü 

CD2 nanopleks, IL-2 yüklü CD7 nanopleks, IL-2 yüklü CD8 nanopleks veya serbest 

IL-2 ile birlikte küvete koyulup karıştırıldıktan sonra kuyucuklara, kuyucuk başına 

100.000 hücre olacak şekilde (96 kuyucuklu U taban plakaya) ekilmiştir. Bu karıştırma 

sırasında hücreler ayrıca CFSE çoğalma boyası ile işaretlenmiştir. Hücreler bu ekim 

işleminden 72 saat sonra akış sitometrisinde PI boyama ile analiz edilmiştir [194].  
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Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Kanser Enstitüsü Temel Onkoloji ABD 

laboratuvarlarında, Prof. Dr. Güneş ESENDAĞLI ve ekibi ile gerçekleştirilmiştir. 

g. Nanopleks Yapısındaki IL-2’nin Yapısal Bütünlüğünün Belirlenmesi 

Elektroforez, yüklü moleküllerin bir elektriksel alandaki hareketlerinin 

izlenerek ayırma ve saflaştırma işlemlerinin yapıldığı tekniktir. Sodyum dodesil sülfat 

poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yönteminde ise, SDS her molekülü 

homojen bir şekilde negatif yükle kaplayarak ayrışmanın sadece molekül ağırlığı 

üzerinden olmasını sağlamaktadır. IL-2 içeren nano boyutlu sistemlerde, IL-2’nin 

yapısal özelliklerini belirlemede SDS-PAGE analizi sıklıkla uygulanmaktadır. IL-2 

yüklü CD nanopleks formülasyonlarında kapsüllenmiş IL-2'nin bütünlüğünü saptamak 

için, denatüre edici olmayan SDS-PAGE analizi yapılmıştır. (Deneme çalışmalarında 

5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerle analiz gerçekleştirildiğinde 5-FU’dan 

kaynaklanan jel bantlarında kirlilikler gözlenmiştir. Bu nedenle sonraki analizde IL-2 

yüklü CD nanopleksler ile çalışılmıştır.) Numuneler, 2X Laemmli Numune yükleme 

tamponu [65.8 mM Tris-HCl, pH 6.8, %26,3 (a/h) gliserol, %2,1 SDS, %0.01 

bromofenol mavisi] ile 1:1 oranında seyreltilmiştir. Her numuneden 25 μL alınarak 

%4−12 Bis-Tris akrilamid gradyan protein jeline (NuPAGE, Invitrogen) yüklenmiştir. 

Numunelerin bağıl moleküler ağırlıklarını belirlemek için Precision Plus Dual Color 

moleküler ağırlık standardı (Biorad) kullanılmıştır. Örnekler, 2 saat boyunca 100 V'de 

Tris-Glisin Yürüyen Tamponunda (25 mM Tris, 192 mM Glisin, %0,1 SDS, pH 8.3) 

yürütülmüştür. Jeller, protein bantlarını görselleştirmek için Bio-Safe Coomassie Stain 

(Biorad) ile 2 saat boyunca boyanmıştır. Jel görüntüleri, Kodak Gel Logic 200 

Görüntüleme Sistemi ve Kodak Moleküler Görüntüleme Yazılımı sürüm 4.0 

kullanılarak çekilmiştir [197]. Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

Biyokimya ABD laboratuvarında Prof. Dr. Ayşe ERCAN ile gerçekleştirilmiştir. 

SDS-PAGE analizi proteinin primer yapısı hakkında bilgi verdiği için, tez 

kapsamında nanopleks içerisindeki IL-2’nin yapısal bütünlüğü dairesel dikroizm 

yöntemi ile de araştırılmıştır. Dairesel dikroizm, proteinin sekonder yapısı hakkında 

bilgi verir ve konformasyonundaki değişikliği gösterir. UV spektroskopisi ile benzer 

temele ve gereksinimlere sahiptir [198]. Serbest IL-2 çözeltisi ve IL-2 yüklü CD 

nanoplekslerden salınan IL-2 bu çalışma kapsamında analiz edilmiştir. Ek olarak, 
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yakın UV spektroskopisi (>250 nm) proteinlerin tersiyer yapısı hakkında bilgi 

verebildiğinden ek çalışma olarak IL-2’nin bütünlüğü UV spektroskopisi ile de 

araştırılmıştır. Nanopleks yapısına eklediğimiz konsantrasyondaki IL-2 miktarını 

içeren ultra saf su çözeltisi, spesifik dalga boyunu belirlemek ve literatürle doğrulamak 

adına 0-400 nm aralığında analiz edilmiştir. UV spektrumunda herhangi bir dalga 

boyunda pik, miktarın deteksiyon limitinden düşük olması sebebiyle gözlenmemiştir. 

h. 5-FU’nun Miktar Tayini Analiz Yöntemi ve Validasyonu 

Bu tez çalışmasında kullanılan antikanser ilaç 5-FU’nun in vitro miktar tayini 

ve validasyonu ters faz Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) yöntemi ile 

yapılmıştır [199]. Yöntemin özellikleri aşağıdaki gibidir; 

 

✓ Sabit faz: C-18 Oktadesil silika (ODS) kolon 

✓ Mobil faz: Su: Asetonitril (90:10 h/h) 

✓ Mobil faz akış hızı: 1 mL/dak. 

✓ Enjeksiyon hacmi: 50 μL 

✓ Dedektör: Diodearray (DAD) dedektör  

✓ Dalga boyu: 266 nm 

✓ Kolon sıcaklığı: 250C 

✓ Mobil faz sıcaklığı: 18-200C (analizlerde bu değerin önemi görülmüştür). 

Analitik yöntem validasyonunda 5-FU için kullanılan yöntemin doğrusallık, 

doğruluk, kesinlik, duyarlılık ve özgüllük parametreleri incelenmiştir.  

Doğrusallık/Kalibrasyon 

5-FU’nun kalibrasyon denkleminin belirlenmesi için 200 μg/mL’lik 5 mL stok 

çözeltisi hazırlanmıştır. Bunun için 2 mg 5-FU, 10 mL mobil faz içinde 

çözündürülmüştür. Bu stok çözeltiden hareketle 100 μg/mL, 50 μg/mL, 25 μg/mL, 10 

μg/mL, 5 μg/mL, 1 μg/mL ve 0,5 μg/mL’lik olacak şekilde mobil faz ile yedi dilüsyon 

yapılmıştır. Yukarıda belirtilen HPLC yöntemine göre farklı konsantrasyondaki 5-

F’'nun çözeltilerinin analizi yapılmış ve elde edilen veriler sonucunda kalibrasyon 

doğrusu çizilerek, kalibrasyon denklemi bulunmuş ve korelasyon katsayısı 

hesaplanmıştır. 
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Doğruluk 

Kullanılan analitik yöntemin doğruluğunu göstermek amacıyla, kalibrasyon 

sınırları içerisinde bulunan, 4 farklı konsantrasyonda olmak üzere (1, 5, 25, 50 μg/mL) 

6 seri çözelti hazırlanarak HPLC analizi yapılmıştır. Analiz sonucu bulunan ve 

hazırlanan konsantrasyonlardan geri kazanımlar hesaplanmış ve geri kazanımların 

ortalaması (X), standart sapması (SS) ve % varyasyon katsayısı (VK) hesaplanmıştır. 

Kesinlik 

Bir analitik yöntemin kesinliği, art arda istatistiksel açıdan anlamlı sayıda, aynı 

konsantrasyonda örneğin analitik yöntem kullanılarak ölçülen konsantrasyonlarının 

ortalama (X), standart sapma (SS) ve % varyasyon katsayısı (VK) hesaplanması ile 

değerlendirilmektedir. Bu nedenle; tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik ve gün 

içi-günler arası farklılık incelenmiştir. 

Tekrar edilebilirlik: Tekrar edilebilirlik parametresi için, kalibrasyon 

çalışmaları için hazırlanmış farklı 5-FU konsantrasyonlarından bir tanesi (50 µg/mL) 

seçilerek 6 kez art arda HPLC analizi yapılmıştır. HPLC analizi ile elde edilen 

konsantrasyon değerlerinin ortalama (X), standart sapma (SS) ve % varyasyon 

katsayısı (VK) hesaplanmıştır. 

Tekrar elde edilebilirlik: Tekrar elde edilebilirlik parametresinin 

değerlendirilmesi amacıyla, stoktan (200 μg/mL) hareketle seyreltme ile elde edilen 6 

adet aynı konsantrasyonda (50 μg/mL) hazırlanan çözeltinin HPLC analizi 

gerçekleştirilmiştir. HPLC analizi ile elde edilen konsantrasyon değerlerinin ortalama 

(X), standart sapma (SS) ve % varyasyon katsayısı (VK) değerleri hesaplanmıştır. 

Günler arası farklılık: Günler arası farklılık parametresinin değerlendirilmesi 

için aynı konsantrasyondan (50 µg/mL) 3 gün art arda, 5-FU’nun mobil faz ile 

hazırlanan çözeltilerinin HPLC ile analizi yapılarak, elde edilen konsantrasyon 

değerlerinin ortalama (X), standart sapma (SS) ve % varyasyon katsayısı (VK) 

değerleri hesaplanmıştır. 

Gün içi farklılık: Bu farklılık parametresinin değerlendirilmesi için tek bir 

konsantrasyondan bir örnek hazırlanarak (10 µg/mL) 4 saat ara ile gün içinde 3 kez (0. 

saat, 4. saat ve 8. saat) aynı örnekten enjeksiyon yapılarak, HPLC ile analizi yapılmış, 
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elde edilen konsantrasyon değerlerinin ortalama (X), standart sapma (SS) ve % 

varyasyon katsayısı (VK) değerleri hesaplanmıştır. 

Duyarlılık 

Analiz yönteminin duyarlılığının belirlenmesi için gözlenebilirlik sınırı (LOD) 

ve alt tayin sınırı (LOQ) değerleri saptanmıştır. Gözlenebilirlik sınırı, analitik 

yöntemde kullanılan cihazın saptayabildiği en düşük konsantrasyonu ifade eder. Alt 

tayin sınırı ise doğru ve tekrar edilebilen en düşük derişimdir. 

LOD ve LOQ değerlerinin hesaplanmasında, kalibrasyondaki minimum 

konsantrasyon değeri (0,5 μg/mL) seçilmiştir. Bu konsantrasyondaki HPLC 

spektrumunda, 5-FU pikinden önce ve sonra düzgün çıkan bölgeler tespit edilmiştir. 

Sinyal/Gürültü (S/G= Signal/Noise) oranına göre LOD ve LOQ değerleri saptanmıştır. 

S/G oranı 3 olan konsantrasyon gözlenebilirlik sınırını, S/G oranı 10 olan 

konsantrasyon ise alt tayin sınırını vermektedir. 

Özgüllük 

İlerleyen dönemde nanopleks hazırlamada kullanılacak olan ve 5-FU ile 

konjuge edilmesine karar verilen CD polimerlerinin mobil fazda çözünmesi sağlanmış 

ve 5-FU ile kromatogramdaki yerlerinin tayini, olası girişim durumu 

değerlendirilmiştir. 

ı. IL-2’nin Miktar Tayininin Analitik Yöntemi ve Validasyonu 

IL-2 miktarının belirlenmesinde Fare IL-2 ELISA kiti (E-EL-M0042) 

kullanılmıştır. Bu amaçla alınan kitin doğrusallık/kalibrasyon parametresi için 

çalışılması el kitabında önerilmektedir. Öncelikle 1000 pg/mL’lik standart IL-2 

çözeltisinden hareketle 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 0 pg/mL IL-2 içeren 

çözeltiler hazırlanmış ve 3 tekrarlı olarak 100 μL/kuyucuk olacak şekilde plakaya 

eklenmiştir. Ardından, 90 dakika 37 °C’de inkübe edilmiştir. Bu süre sonunda 

kuyucukların üzerindeki ortam uzaklaştırılmış ve 100 μL Biyotinlenmiş Deteksiyon 

Antikoru her bir kuyucuğa eklenmiştir. Sonrasında ise 1 saat 37 °C’de inkübe 

edilmiştir. Bir saat sonunda kuyucukların üzerindeki ortam uzaklaştırılmış ve yıkama 

tamponu ile hücreler 3 kez yıkanmıştır. Bu aşamada, HRP Konjugasyon Çalışma 
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Solüsyonundan 100’er μL kuyucuklara eklenmiş ve plaka 30 dakika 37 °C’de inkübe 

edilmiştir. 30 dakika sonra üzerindeki ortam alınmış, yıkama tamponu ile kuyucuklar 

yıkanmış ve her kuyucuğa 90 μL Substrat Ajanı eklenmiştir. Plaka 15 dakika 37 °C’de 

inkübe edilmiştir ve ışıktan korunmuştur. İnkübasyon sonunda 50 μL durdurma 

çözeltisi kuyucuklara eklenmiş ve 450 nm’de mikroplaka okuyucuda analiz edilmiştir. 

Bu okuma sonrasında IL-2 miktarını belirleyebilmek için kalibrasyon doğrusu 

oluşturulmuştur. 

i. Yükleme Etkinliğinin Belirlenmesi 

5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslere yüklenen ilaç miktarının 

belirlenmesinde, 5-FU için HPLC yöntemi, IL-2 için ise ELISA kiti kullanılmıştır. 

Yüklenen 5-FU miktarı, doğrulanmış bir ters fazlı yüksek basınçlı sıvı kromatografisi 

(HPLC) yöntemiyle (Agilent 1100 HPLC Sistemi) dolaylı olarak belirlenmiştir.  

Bu amaçla, yüklenmeyen serbest ilaç, Millipore Ultrafree-MC 100.000 

Nominal Moleküler Ağırlık Limiti filtreleri ile 3500 rpm'de 10 dakika santrifüj 

edilerek nanopleks formülasyonlarından uzaklaştırılmıştır [200]. HPLC yöntemi, ters 

fazlı C18 Purospher® STAR analitik kolonunda (250 mm x 4.6 mm, 5um) 

gerçekleştirilmiştir. Su: asetonitrilden (90:10 h/h) oluşan mobil faz 1,00 mL/dakika 

akış hızında kolona verilmiştir. Analiz için 50 μL'lik numune enjekte edilmiş ve 5-FU 

miktarı 266 nm dalga boyunda diyot dizisi tespiti (DAD) dedektörü ile belirlenmiştir 

[199]. Tüm hesaplamalar Eşitlik 3.1. kullanılarak yapılmıştır. 

 

% Yükleme Etkinliği =
Toplam İlaç Miktarı − Yüklenmeyen İlaç Miktarı

Toplam İlaç Miktarı
 × 100 

(Eşitlik 3. 1.) 

CD nanoplekslerine yüklenen IL-2 miktarı, IL-2 ELISA kiti kullanılarak 

belirlenmiştir. Yüklenmeyen IL-2, santrifüjlü filtre kullanılarak uzaklaştırılmıştır. 

Elde edilen örnek üzerinden seyreltme uygulanarak (kitin deteksiyon alanında 

ölçümün gerçekleştirilebilmesi için 200 kat seyreltme uygulanmıştır), numuneler IL-2 

ELISA kitinde bulunan plakaya 100 μL/kuyucuk olacak şekilde eklenmiştir. Bu 

aşamadan sonra “IL-2’nin Miktar Tayininin Analitik Yöntemi ve Validasyonu” başlığı 
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altında sunulan adımlar uygulanmıştır. Elde edilen miktar ve toplam ilaç miktarı 

üzerinden tüm hesaplamalar Eşitlik 3.1. kullanılarak yapılmıştır. 

j. In vitro İlaç Salım Çalışmaları 

In vitro ilaç salım çalışmaları, hazırlanan formülasyonların kalitelerini ve in 

vivo uygulamada ilacın uygulama ortamına geçişini değerlendirmek için yapılan 

çalışmalardan biridir. 5-FU'nun CD nanoplekslerden salım profili, 37°C'de sink 

koşullarda ve 120 rpm’de yatay çalkalayıcıda diyaliz membran tekniği ile 

gerçekleştirilmiştir. Kullanılan diyaliz membran 14.000 kDa moleküler ağırlık sınırı 

değerine sahiptir. İlk olarak, diyaliz membrana aşağıda belirtilen aşamalar 

uygulanarak salım işlemine hazırlanmıştır: 

✓ Ultra saf su ile 3-4 saat boyunca yıkama 

✓ 80 °C %3 (a/h) sodyum sülfit içeren ultra saf su ile 1 dakika yıkama 

✓ 60 °C ultra saf su ile 2 dakika yıkama 

✓ %2 (h/h) sülfirik asit içeren 50 °C ultra saf su ile 1 dakika yıkama. 

Bu işlemler sonrasında, diyaliz membrana 1 mL nanopleks formülasyonu 

eklenmiş ve 9 mL salım ortamına aktarılmıştır. İlk salım ortamı, intravenöz 

uygulamada fizyolojik koşulları sağlamaya yönelik olarak %0,2 Tween 80 içeren 

PBS'dir (pH 7,4). Ek olarak, nanoplekslerin oral kullanımını değerlendirmek için salım 

çalışmaları (0-2 saat) pH 1,2 simüle edilmiş mide sıvısı (SGF), ardından (2-4 saat) pH 

6,8 simüle edilmiş bağırsak sıvısı ve pH 6 tokluk durumunda simüle edilmiş kolonik 

sıvı (SCoF) (4-24 saat) ile yürütülmüştür [195]. Çalkalayıcılı su banyosunda kurulan 

düzende belirli zaman aralıklarında (0,5/ 1/ 2/ 3/ 4/ 8/ 12 ve 24 saat) 500 µL numune 

alınmış ve aynı miktarda taze tampon ya da simüle sıvı salım ortamına eklenmiştir 

[57]. Ancak, oral uygulama çalışmaları kapsamındaki salım deneyinde diyaliz torbası 

2 saat ve 4 saat sonunda bir sonraki simüle edilmiş ortama aktarılmıştır. Bu aşamalar 

sonrasında yukarıda açıklanan diğer işlemler aynı şekilde uygulanmıştır. Alınan 

numunelerdeki 5-FU miktarı valide edilmiş HPLC yöntemi ile belirlenerek salınan 

kümülatif 5-FU miktarı hesaplanmıştır. 

5-FU ve IL-2 yüklü nanoplekslerden IL-2'nin salım çalışmaları, yukarıda 5-FU 

için tarif edilen salım ortamları ile gerçekleştirilmiştir. Ancak 5-FU salımında 

kullanılan diyaliz membranın sınır değerinden (14.000 kDa), IL-2’nin molekül 
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ağırlığının büyük olması sebebiyle salımda diyaliz membran IL-2 salımını belirlemek 

amacıyla kullanılmamıştır. Literatür temel alınarak salım çalışmaları santrifüj 

tüplerinde gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, 100 μL'lik nanopleksler 900 μL'lik salım 

ortamında dağıtılmış ve numuneler, bir çalkalayıcı su banyosunda belirli zaman 

aralıklarında (0,5/1/2/3/4/8/12 ve 24 saat) toplanmıştır. Her zaman aralığı için, salım 

ortamı oda sıcaklığında 10.000 rpm'de 10 dakika santrifüjlenmiş ve daha sonra 100 µL 

süpernatan alınarak salım ortamına taze tampon ya da simüle sıvı eklenmiştir [113, 

117]. Simüle sıvılarda yapılan çalışmalarda 2 saat ve 4 saat sonunda santrifüj 

edildikten sonra 0,5 mL mevcut ortam alınmış ve aynı hacimde sonraki simüle sıvı 

tüplere eklenmiştir. Alınan örneklerdeki IL-2 miktarı IL-2 ELISA kiti ile belirlenmiş 

ve kümülatif salınan IL-2 miktarı hesaplanmıştır. 

3.3.4. Hücre Kültürü Çalışmaları 

a. Güvenlilik Çalışması 

1-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-3,5-difenilformazan (MTT) sitotoksisite testi ve 

L929 sağlıklı fare fibroblast hücreleri, memelilerle doğrudan veya dolaylı olarak temas 

edecek polimerik malzemelerin toksisitesinin in vitro belirlenmesi için ABD 

Farmakopesi (USP) 37 ve ISO 10993-5: 2009 tarafından önerilen yöntem ve hücre 

dizisidir.  

Bu amaçla L929 hücreleri, 100 μL DMEM'de (%10 fetal sığır serumu (FBS), 

penisilin (100 ünite/mL) ve streptomisin (100 mg/mL) içerir) 5.000 hücre/kuyucuk 

olacak şekilde 96 kuyucuklu hücre plakalarına ekilmiştir. 24 saat sonra, kuyucuklara 

farklı konsantrasyonlarda herhangi bir etkin madde içermeyen CD polimer çözeltileri 

(0,007- 0,015- 0,031- 0,062 mg/mL) ilave edilmiştir. Hücreler 24, 48 ve 72 saat inkübe 

edildikten sonra hücre canlılığı çalışması suda çözünür tetrazolyum tuzu (WST-1) testi 

ile belirlenmiştir. Bu aşamada her kuyucuğa 100 µL WST-1 çözeltisi (1:10 WST-1: 

DMEM) eklenmiş ve sonrasında ölçümler Eşitlik 3.2.'de (n = 3, ± SS) verildiği gibi 

450 nm'de mikroplaka okuyucuda yapılmıştır. 

 

% Hücre Canlılığı=
Tedavi Uygulanan Hücrelerin Ortalama Absorbansı

Tedavi Uygulanmayan Hücrelerin Ortalama Absorbansı
 ×100 

                                                                                                                 (Eşitlik 3. 2.)          
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           Laktat dehidrojenaz (LDH) enzimi normalde sitozolde bulunan ve hücre zarı 

hasarı durumunda hızla dış ortama nüfuz eden bir enzimdir [201]. Enzim, laktatı 

pirüvata oksitler ve pirüvat ortama eklenen tetrazolyum tuzu ile reaksiyona girer. 

Kültür ortamındaki (süpernatandaki) formazan miktarındaki artış, parçalanmış hücre 

sayısındaki artışla doğrudan ilişkilidir. WST-1 deneyinin yürütüldüğü plakalarda 

hücreler üzerindeki kültür ortamı alınmış, LDH deneyi bu kültür ortamı ile 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmada negatif kontrol grubu olarak, hücre ve kültür ortamı 

içeren kuyucuğun verisi; pozitif kontrol grubu olarak ise hücre ve %1’lik Triton X-

100 çözeltisi içeren kuyucuğun verisi kullanılmıştır. Optik yoğunluk, Eşitlik 3.3.'te 

verildiği gibi 500 nm'de mikroplaka okuyucu ile ölçülmüştür. 

Sitotoksisite (%)=
Test örneği - Negatif kontrol

Pozitif kontrol - Negatif kontrol
x 100       

                                                                                                               (Eşitlik 3.3.) 

b. Antikanser Etkinlik Çalışması 

İlk olarak, CT26 hücreleri 100 μL DMEM'de 5.000 hücre/kuyucuk ile 96 

kuyucuklu hücre plakalarına ekilmiştir. 24 saat sonra, on bir farklı konsantrasyonda 

(0,25-0,5-1-2,5-5-10-25-50-100-200 ve 400 μM) 5-FU çözeltisi ilave edilmiştir. 

Hücreler 24 ve 48 saat inkübe edilmiş, ardından hücre canlılığı yukarıda tarif edildiği 

gibi ölçülmüştür. Bu aşamada, sadece DMEM ile tedavi edilen hücreler %100 canlı 

olarak kabul edilmiştir. 5-FU'nun IC50 değeri Graphpad Prism 6'da hesaplanmıştır. 

Yukarıda açıklanan işleme göre, hesaplanan IC50 değerinde 5-FU miktarı 

içeren, 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanopleksleri, 5-FU çözeltisi ve 5-FU+IL-2 

çözeltisinin etkinliğini belirlemek için kuyucuklara uygulanmıştır. Ayrıca, CD 

nanoplekslerinin içindeki CD polimerlerinin miktarı hesaplanarak, kontrol grubu 

olarak bu konsantrasyonda hazırlanan CD çözeltileri kuyucuklara eklenmiştir. Son 

olarak, hücre canlılığı Eşitlik 3.2.’de belirtildiği gibi 24. ve 48. saatler için 

hesaplanmıştır. 

c. Hücre Proliferasyonu ve Gerçek Zamanlı Hücre Canlılığı Analizi 

Adherent hücrelerin deneyin başlangıcından itibaren zaman içinde sürekli 

olarak hücre büyümesini analiz etmek için xCELLigence-RTCA kullanılmıştır. 
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Hücrelere herhangi bir müdahale edilmesine (örneğin reaktiflerin eklenmesi) gerek 

olmadan her kuyucuğun dibindeki altın elektrotlarla dibe yapılan elektrik empedansını 

ölçerek sistem çalışmaktadır.  

5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin CT26 hücrelerinde antikanser 

etkinliğinin belirlenmesinde, doz bağımlı gerçek zamanlı hücre proliferasyonu 

üzerindeki etkisi değerlendirilmiştir. Bu amaçla öncelikle kolon kanseri hücreleri her 

bir kuyucuğa 200 μL içerisinde 5000 hücre/kuyucuk olacak de eklenmiştir. Gerçek 

zamanlı olarak hücrelerden 30 dakikada bir tabana yaptıkları impedansına ait veri 

“hücre indeksi” olarak kaydedilmiştir. Bu değer 1’in üzerine çıktığında, 21. saat, CD 

çözeltileri, 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanopleksler, 5-FU çözelti ve 5-FU+IL-2 

çözeltileri hedeflenen dozda 5-FU içerecek şekilde (polimer çözeltileri de 

nanopleksteki konsantrasyonda polimer içerecektir) uygulanmıştır. Uygulama sonrası 

bir hafta süre ile hücresel indeksler kaydedilmiş ve uygulamaya bağımlı hücresel 

proliferasyon değerlendirilmiştir. Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Histoloji ve Embriyoloji ABD laboratuvarlarında, Prof. Dr. Petek KORKUSUZ ve 

ekibi ile gerçekleştirilmiştir. 

d. 3B In Vitro Tümör Modeli 

CT26 hücreleri ile 3B tümör modeli geliştirilebilmesi için yuvarlak tabanlı 96 

kuyucuklu plakalar Poli-HEMA çözeltisi ile kaplanmıştır. Poli-HEMA 1,2 g 40 mL 

(%95’lik) etanolde çözündürülmüştür, her kuyucuğa 50 μL eklenmiştir. Gece boyunca 

bekletilen plakalara, hücre ekim ortamı %3 h/h oranında Matrigel® içerecek şekilde 

200 μL içerisinde 5000 hücre/kuyucuk olarak ekim yapılmıştır. Ardından plakalar 

santrifüjlenmiştir. Santrifüjleme işlemi 10.000 rpm’de 10 dakika uygulanmıştır. Her 

iki günde, besi yeri değiştirilmiştir. 3. günde sferoid yapısı oluştuğu görülmüş, ancak 

gelişimin devam etmesi için 5. günde formülasyonların etkinliğinin 

değerlendirilmesine geçilmiştir [202-205].  

Bu değerlendirmenin ilk adımında, sferoidlere formülasyonlar uygulandıktan 

sonra ve uygulama sonrası 24., 48. ve 72. saatlerde ışık mikroskobu ile görüntüleri 

alınmıştır. 72 saat sonunda ise pipetajla dağıtılan 3B sferoidi oluşturan hücrelerde 

WST-1 analizi ile canlılık ölçülmüştür. 
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e. Hücrelerde İmmünositokimyasal İnceleme 

CD44, P-glikoprotein 1 olarak da adlandırılan bir transmembran 

glikoproteinidir. Serumda yüksek çözünür CD44 seviyeleri, kolon ve mide kanseri 

dahil olmak üzere çeşitli kanserlerde tümör yükünün ve metastazın bir göstergesidir 

[206]. 

3B in vitro tümör modeli ile oluşturulan sferoidlere uygulanan formülasyonlar 

sonrasında, CD44 ve IL-2 için indirekt immünofloresan yöntemi ile işaretlenerek 

sferoidlerin immünojenik özelliklerinin tayini gerçekleştirilmiştir [207]. Bu amaçla, 

sferoidlere CD çözeltileri, 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanopleksler, 5-FU çözeltisi, 5-

FU+IL-2 çözeltisi ve kontrol grubu olarak DMEM kültür ortamı uygulanmıştır (n=6). 

48 saat inkübasyon sorasında, sferoidler üzerindeki besi yeri uzaklaştırılmış ve 

hücreler PBS ile yıkanmıştır. Kuyucuklu lamlara aktarılan sferoidler 30 dakika süreyle 

%4 paraformaldehit ile fikse edilmiştir. PBS ile yıkanan sferoidler permeabilizasyon 

için %0,2 Triton X-100 ile 10 dakika inkübe edilmiştir. Non-spesifik serum blokajı 

için 1 gece boyunca +4C°’de tavşan serumu (#catR9133, Normal Rabbit serum, 

Sigma-Aldrich) ile inkübe edilmiştir. Optimal dilüsyondaki (1/100) anti-fare CD44 

(#catab189524, Recombinant Anti-CD44 antibody, Abcam) ve (1/100) IL-2 

(#catab80681 Anti-IL-2 antibody) primer antikorları ile nemli ortamda inkübe 

edilmiştir (1 saat, RT). Sekonder antikor Alexa flour 488 (#cat ab150077, Goat Anti-

Rabbit IgG H&L Alexa Fluor® 488, Abcam) ile 30 dakika inkübasyonu DAPI ile 

çekirdek boyanması takip etmiştir. Negatif kontrol olarak primer antikorun 

damlatılmadığı örnekler kullanılmıştır. Solmayan kapama medyumu (#F4680, Sigma, 

Almanya) ile kapatılan örnekler karşılaştırmalı olarak dijital kamera ataşmanlı floresan 

mikroskobu (DM6B, Leica, Almanya) altında 495 nm eksitasyon ve 519 nm emisyon 

dalga boyunda değerlendirilmiştir. 

Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji 

ABD laboratuvarlarında, Prof. Dr. Petek KORKUSUZ ve ekibi ile gerçekleştirilmiştir. 

f. Sferoidlerin Plastik Bloklarda Işık Mikroskobu ile İncelenmesi 

Tümör hücrelerindeki morfolojik değişikliklerin incelenmesi amacı ile deney 

ve kontrol gruplarına ait sferoidler besi yeri uzaklaştırıldıktan sonra PBS ile 

yıkanmıştır (n=4). Her sferoide 2 mL gluteraldehit eklenerek buz üzerinde 1 saat 
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fiksasyon sağlandıktan sonra PBS ile yıkama sonrası 30 dakika süreyle karanlıkta 

ozmiyum tetroksit ile post-fiksasyon yapılmıştır. Agara gömülen sferoidler dereceli 

alkollerde dehidratasyon ve propilen oksit ile şeffaflandırma yapıldıktan sonra plastik 

bloklara gömülmüştür. Bir mikrometre kalınlığındaki yarı ince kesitler metilen mavisi-

azur II ile boyandıktan sonra ışık mikroskobu (DM6B, Leica, Almanya) altında 

apoptotik değişiklikler açısından kalitatif olarak değerlendirilmiştir. Bu çalışma, 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji ABD 

laboratuvarlarında, Prof. Dr. Petek KORKUSUZ ve ekibi ile gerçekleştirilmiştir. 

g. Kanser Nodüllerinde In Vitro Olarak TUNEL ile Apoptoz Tayini 

TUNEL, (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end 

labeling), hücre ve dokularda apoptozun varlığını DNA seviyesinde gösteren kalitatif 

bir yöntemdir. Bu yöntem, apoptoz sırasında oluşan DNA kırıklarını histokimyasal 

olarak tespit eder. Kırık DNA zincirinde yer alan serbest 3’-OH uçları 

deoksinükleotidil transferaz (TdT) enzimi ile işaretlenir. Floresanla konjuge olan bu 

hücreler mikroskop altında incelenir. 

3B tümör modeli ile oluşturulan ve 5-FU ile IL-2 yüklü CD nanopleks 

uygulanan sferoidlerin apoptotik özellikleri TUNEL kiti ile tayin edilmiştir. Bu amaçla 

yukarıda anlatıldığı gibi CT26 hücrelerinden 3B sferoidler hazırlanmıştır. Ardından 

sferoidler 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanopleksler, 5-FU çözeltisi, IL-2 çözeltisi ve 

DMEM ile 48 saat inkübe edilmişlerdir.  İnkübasyon sonrası sferoidlerin üzerindeki 

besi yeri uzaklaştırılarak hücreler PBS ile üç kez yıkanmıştır. 100 μL içerisinde PBS 

ile hücreler temiz 96-kuyucuklu hücre plakasına alınmıştır. Sonrasında %4 

paraformaldehit çözeltisi 100 μL/kuyucuk olacak şekilde eklenmiştir. Hücreler 60 

dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Bu süre sonunda PBS ile yıkanan hücrelere, 

100 μL/kuyucuk permeabilizasyon çözeltisi (%0,1 sodyum sitrat içerisinde %0,1 

Triton X-100) eklenerek 2 dakika buz üzerinde inkübe edilmiştir. Sonrasında PBS ile 

hücreler yıkanmış ve 50 μL/kuyucuk olacak şekilde TUNEL reaksiyon karışımı 

eklenmiştir. TUNEL kiti olarak, Fluoresin konjuge dUTP içeren ve apoptotik hücreyi 

doğrudan etiketleme temeline dayanan ticari temin edilen kit (Roche 11684795910 In 

Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein) kullanılmıştır. Hücreler 60 dakika 
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karanlıkta 37°C’de inkübe edilmiştir. Son olarak PBS ile yıkanan hücreler ışık 

mikroskobu altında incelenmiştir. 

3.3.5. In vivo Antitümöral Çalışmalar ve Dokularda Histopatololojik ve 

İmmünolojik Yanıtın Belirlenmesi 

a. Güvenlilik Çalışması 

5-FU’in sağlıklı hücreler ve kanser hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi 

bilinmektedir. Formülasyonumuzda buluanan CD polimerlerin canlı organizmada 

toksisiteye neden olup olmadığı belirlenmiştir. Bu amaçla CD2, CD7 ve CD8 

polimerleri ile IL-2 yüklü nanopleksler hazırlanmış ve kontrol grubu olarak serum 

fizyolojik (SF) kullanılmıştır. Her bir deney grubu için 5 hayvan kullanılmıştır. 100 

μL hacim içerisinde 5000 U IL-2 ve 3,9 mg CD olacak şekilde IL-2 yüklü nanopleksler 

hazırlanmış ve tek doz iv. olarak enjekte edilmiştir. Enjeksiyondan 24 saat sonra 

hayvanlardan kan alınmıştır. Alınan kan 2000 rpm’de, 10 dakika santrifüj edilerek 

serum elde edilmiştir. Serum örneklerinde alkalin fosfataz ve alanin aminotransferaz 

gibi değişkenler ölçülerek toksisitenin olup olmadığı belirlenmiştir. 

Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama Merkezi’nde 

(HÜDHAM) H. Ü. Kanser Enstitüsü Temel Onkoloji ABD öğretim üyesi Prof. Dr. 

Güneş ESENDAĞLI ve ekibi ile gerçekleştirilmiştir. 

 b. Antitümör Etkinlik Çalışması 

Yapılan güvenlilik çalışmaları sonrasında belirlenen CD polimer ya da 

polimerleri ile antitümör etkinlik değerlendirilmiştir. İlk olarak farelere 2x106 CT26 

kolon hücresi, 100 μL (1mg/ml; 1:10) Matrigel ® içerisinde olacak şekilde hücre 

süspansiyonu hazırlanmıştır. Abdominal bölge ∼1cm’lik insizyonel kesi alanı 

oluşturularak çekum çıkarılmıştır. Çekum üzerinde insizyonel çizikler oluşturularak 

abdominal bölgeye tekrar yerleştirilmiştir. Abdominal bölgeye yerleştirilen çekum 

üzerine hazırlanan hücre süspansiyonu inoküle edilmiştir. Daha sonra, abdominal 

insizyon bölgesi absorbe edilebilen 5/0 monofilament ile cerrahi sütür kullanılarak 

kapatılmıştır. Sütür alanı batikonla temizlenerek hayvanlar anestezinin etkisinden 

çıkana kadar gözlenmiştir. Cerrahi operasyon sonrasında farelerde oluşabilecek 

dehidratasyonu önlemek amacıyla 0,5 mL steril %0,9 NaCl subkutan (sc) olarak 
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enjekte edilmiştir. Tümör gelişim süreci izlenerek hücre inokülasyonu sonrası 12. 

günde farelere iv. olarak formülasyonlar uygulanmaya başlanmıştır. Formülasyonlar 

haftada 2 kez olmak üzere toplam 4 enjeksiyon yapılmıştır. 

Tedavi grupları olarak 5-FU çözeltisi, 5-FU + IL-2 çözeltisi ile 5-FU ve IL-2 

yüklü CD nanopleksler uygulanmıştır. Kontrol grubu olarak ise farelere sadece pH 7.4 

PBS verilmiştir. Nanopleks grubunda 9, diğer gruplarda 8’er hayvan olmak üzere 

toplam 33 fare ile çalışmalar yürütülmüştür. Tüm gruplara 100 μL hacimde ilgili 

çözelti ya da formülasyon PBS içerisinde iv. olarak enjekte edilmiştir. Bu amaçla, 100 

μL içerisinde gruplara göre; 3,9 mg CD polimeri, 5000 U IL-2 ve 1,3 mg 5-FU (65 

mg/kg doza göre 20 g farede uygulanabilecek dozdur) bulunmaktadır.  

Farelerin vücut ağırlığı ilk günden itibaren her aşamada (haftada 2 kez); tümör 

oluşumu, enjeksiyon zamanları ve tedavi sonlandırmada takip edilmiştir. İki hafta 

boyunca uygulanan tedavi sonrasında fareler sakrifiye edilmiştir. Eter yardımıyla hafif 

bayıltılan hayvanlardan kan alındıktan sonra sakrifikasyon işlemi yapılmıştır. Daha 

sonrasında dalak, mezenterik lenf nodu ve tümör dokuları çıkarılarak %10 FBS içeren 

RPMI besi yerine alınmıştır. Dokular ilk olarak bistüri yardımıyla küçük parçalara 

ayrılarak mekanik parçalama yapılmıştır. Daha sonra kollajenaz (100 U/mL), DNaseI 

(200 U/mL) ve %10 FBS-RPMI besi yeri karışımının içerisinde 37°C su banyosunda 

1 saat inkübasyona bırakılarak enzimatik parçalama sağlanmıştır. Parçalama işleminin 

ardından 40 mikrometrelik (µm) steril süzgeçten geçirilerek dokuya infiltre olmuş 

immün hücrelerin elde edilmesi sağlanmıştır. İzole edilen hücrelerden miyeloid (anti-

fare-CD45, CD11b, Ly6G ve Ly6C) ve T (anti-fare-CD45, CD3, CD4, CD8, CD44, 

CD28, CD69 ve CD62L) hücrelerinin fenotipik özellikleri akım sitometri (FACS 

Canto II, BD) cihazıyla incelenmiştir. Ayrıca hayvanlardan kan alınmıştır ve 2000 

rpmde 10 dakika santrifüj edilerek serum elde edilmiştir. Serumlar -80°C’de 

saklanmıştır. Elde edilen serumlardan T hücresi ile ilişkili sitokinler akım sitometri 

(FACS Canto II, BD) cihazıyla ölçülmüştür. Nanopleks formülasyonlarının 

antitümöral, metastatik ve immünolojik etkileri elde edilen sonuçların analizi FACS 

Diva (BD, ABD) yazılımı ile yapılarak değerlendirilmiştir. 

Hayvanlardan alınan kan, dalak, lenf düğümü ve tümör dokusu örnekleri 

histopatolojik ve immünolojik olarak değerlendirilmiştir. Bu çalışmalar, Hacettepe 

Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama Merkezi’nde (HÜDHAM) H. Ü. Kanser 



75 
 

Enstitüsü Temel Onkoloji ABD öğretim üyesi Prof. Dr. Güneş ESENDAĞLI ve ekibi 

ile gerçekleştirilmiştir. 

c. In Vivo Tümör Modelinden Alınan Örneklerin Histopatolojik İncelemesi 

PBS, 5FU çözeltisi, 5FU+IL2 çözeltisi ve 5FU/IL2/CD nanopleks 

formülasyonları uygulanmış olan in vivo hayvan modeline ait kolorektal kanser 

dokusu ile karaciğer ve akciğer örnekleri %10’luk formaldehit solüsyonu ile fikse 

edilerek doku takip cihazında takip edilmiş ve parafine gömülmüştür. Kızaklı 

mikrotom cihazı (Leica SM2000R, Almanya) ile yaklaşık 3-5 μm kalınlığında seri 

kesitler alındıktan sonra örnekler, deparafinizasyon için etüvde bir gece süre ile 

bekletilmiştir. Histolojik değerlendirme için rutin Hematoksilen&Eozin boyaması 

yapılmıştır. Tümör dokuları, karaciğer ve akciğerdeki odaklar dijital kamera ataşmanlı 

ışık mikroskobunda (Leica DM6B, Almanya) değerlendirilmiştir. Her kesitte toplam 

mikroskobik tümör odağı sayısı hesaplandıktan sonra her odağın en (a) ve boyu (b) 

μm cinsinden LASX programı ile ölçülmüştür. Yapılan en ve boy ölçümlerinden 

p=a/2xb/2 formülü ile her örnek için karaciğerdeki toplam odak alanı hesaplanmıştır 

[208-212]. 

Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji 

ABD laboratuvarlarında, Prof. Dr. Petek KORKUSUZ ve ekibi ile gerçekleştirilmiştir. 

3.3.6. İstatistiksel Analiz 

Tüm istatistiksel analizler GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, ABD) 

kullanılarak Student t-testi ve ANOVA testi, tekrar sayısının düşük olduğu 

çalışmalarda ise Mann-Whitney U testi ve Kruskal-Wallis ile yapılmıştır. p<0,05 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark olarak kabul edilmiştir.  

In vivo tümör modelinden alınan örneklerden elde edilen histopatolojik veriler 

normal dağılım göstermediği için Kruskal-Wallis ile çoklu ve post-hoc Bonferroni 

testi ile ikili karşılaştırma yapılmıştır. Veriler %95’lik güven aralığında 

değerlendirilmiştir.   
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3. BULGULAR 

4.1.  Siklodekstrin Polimerlerin Sentezlenmesi, Saflaştırılması ve 

Karakterizasyonu 

Sentezlenen farklı CD türevlerinden ön formülasyon çalışmalarında 

kullanılacak türevlerin belirlenmesi amacıyla, ilk olarak CD türevlerinin yüzey yükü 

tayini yapılmıştır. Bu amaçla CD türevlerinden 1’er mg tartılarak 1 mL ultra saf su 

içinde manyetik karıştırıcı varlığında, oda sıcaklığında çözündürülmüştür. Suda 

çözünen türevlerin yüzey yükü tayini zeta potansiyel ölçümü ile belirlenmiştir. 

Tamamen yüzey yüklerinin elektrostatik etkileşimine dayalı olarak oluşan nanopleks 

yapısının oluşumunu sonraki çalışmalarda da doğrulayabilmek adına etkin maddelerin 

yüzey yükleri hakkında fikir edinmek oldukça önemlidir. Malvern Zetasizer cihazı 

kullanılarak 12° açı ve 25°C sıcaklıkta, üç tekrar şeklinde gerçekleştirilen ölçümlerde 

elde edilen bulgular Tablo 4.1. ile verilmiştir. 

Tablo 4. 1. Nanopleks yapıyı oluşturmak için kullanılan CD türev ve polimerlerin 

sudaki zeta potansiyel değerleri (mV) (n=3, ±SS). 

CD Türevleri Polimerler 
Zeta Potansiyel 

(mV) ±SS 

CD1 QABCD 4.42 ± 1.8 

CD2 QA(BCD)PS.HCl 33.3 ± 0.6 

CD3 (GUA)1-BCD 0.8 ± 1 

CD4 (GUA)7-BCD 56.4 ± 0.4 

CD5 Heptakis(6-deoksi-6-amino) BCD 

Heptahidroklorür 
21.4 ± 0.5 

CD6 6-monodeoksi-6-monoamino-BCD (serbest baz) -27.4 ± 8 

CD7 ((NH2)1-BCD)PS.HCl 22.2 ± 2.3 

CD8 ((GUA)1-BCD)PS.HCl 34.2 ± 0.8 

 

Tablo 4.1.’de sunulduğu üzere CD1, CD3 ve CD6 yapılarının nötral veya 

negatif yüzey yüküne sahip olmaları sebebiyle, nanopleks oluşum mekanizması olan, 

yük etkileşimini oluşturamayacakları sonucuna varılmıştır. Ayrıca bu üç CD türevi 

gibi CD4 ve CD5 yapıları da monomer CD türevleridir. Bu nedenle pozitif yüzey 
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yüküne sahip olan CD2, CD7 ve CD8 polimerleri ile ön formülasyon çalışmalarının 

yapılmasına karar verilmiştir. 

Bu tez çalışmasında kullanılan, Dr. Milo Malanga tarafından sentezlenen ön 

formülasyon ve formülasyon çalışmalarında kullanılan 3 CD polimerinin moleküler 

ve kimyasal yapıları Tablo 4.2.’de sunulmuştur. Çalışmada kolaylık sağlaması için 

polimerler CD2, CD7 ve CD8 olarak numaralandırılmıştır. 
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Tablo 4. 2. Tez kapsamında kullanılan CD polimerlerinin moleküler ve kimyasal 

yapıları. 

CD 

Polimerler 
Moleküler Yapı Kimyasal Yapı 

CD2 

 

Kuaterner-amonyum-

βCD çözünür 

polimer, 

epiklorohidrin ile 

çapraz bağlanmış 

Çözünürlük: su>30 g 

(/100 cm3, 25°C) 

Yüzey yükü: 

33.3±0.6 mV (suda) 

CD7 

 

Çözünür amino-

Beta-CD polimer, 

epiklorohidrin HCl 

ile çapraz bağlanmış 

Çözünürlük: Suda 

çözünür (100 cm3, 

25°C) 

Yüzey yükü: 

22.2±2.3 mV (suda) 

CD8 

 

Çözünür guanidino-

Beta-CD polimer, 

epiklorohidrin HCl 

ile çapraz bağlanmış 

Çözünürlük: Suda 

çözünür 

(100 cm3, 25°C) 

Yüzey yükü: 34.2± 

0.8 mV (suda) 

Nanoplekslerin oluşması ancak farklı yüzey yüklerinin etkileşiminin varlığında 

mümkündür. CycloLab tarafından sentezlenen pozitif yüzey yüküne sahip CD 

polimerlerinin (CD2, CD7 ve CD8) yapısal analizlerinin sonuçları sırasıyla Şekil 4.1. 

– 4.6.’da sunulmaktadır. 
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Şekil 4. 1. CD2 polimerine ait 1H-NMR bulguları (D2O, 298 K, 600 MHz). 

Bir βCD bazlı dallanmış yapıdaki polimerin 1H-NMR spektrumu, polimer 

içindeki CD içeriğinin belirlenmesine olanak sağlamaktadır. Bununla birlikte, 1D 

NMR deneyleriyle çıkarılabilen yapısal bilgi sınırlıdır. CD2’nin 1H-NMR spektrumu, 

dört farklı geniş sinyal bölgesi gösterir (Şekil 4.1.). Piklerin genişliği, başarılı bir 

polimerizasyon gerçekleştirildiğinin bir göstergesidir. 3.0-3.5 ppm arasındaki keskin 

tepe, kuaterner amonyum gruplarının (-CH2-CHOH-CH2-N(CH3)3) metil ünitesine; 

4,5 ppm'deki küçük frekans, kuaterner amonyum parçalarının (-CH2-CHOH-CH2-

N(CH3)3) metin birimine; 5-5,5 ppm arasındaki CD’nin anomerik bölgesine karşılık 

gelmektedir. Anomer şeker kimyasındaki bir ifade olup α- ve β- konfigürasyon 

farklılığına sahip izomerler için kullanılmaktadır. Glikoz ünitesindeki 1 numaralı 

karbon atomundaki -OH grubu ile 6 numaralı karbon atomundaki -OH grubunun trans 

yapıda olması sonucunda α- izomer ya da anomeri, cis yapıda olması sonucunda β- 

izomeri oluşmaktadır. Anomerler birbiri ile denge halinde bulunmaktadır. 3.0-4.5 ppm 

arasındaki geniş tepe yapının diğer tüm rezonanslarının örtüşmesinin sonucudur.  
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Şekil 4. 2. CD2 polimerinin DEPT tarafından düzenlenmiş HSQC spektrumu (a) (D2O, 

298 K, 600 MHz). Spektrumun genişletilmiş hali (b). 

Şekil 4.2.(a)'da, CD2'nin DEPT tarafından düzenlenmiş HSQC spektrumu 

gösterilmektedir. 2B spektrumlar arasında, DEPT tarafından düzenlenen HSQC, 

polimeri oluşturan yapısal motiflerin tanımlanması/doğrulanması için kullanılan bir 

yöntemdir. Spektrum, dört ayrı çapraz pik grubuna bölünmüştür. ~ 5.0-5,2 ppm / 100 

ppm bölgesi anomerik çapraz pik grubunu; 3,2 ppm / 54 ppm bölgesi kuaterner 

amonyum gruplarının metil birimlerini; 4,5 ppm / 64 ppm bölgesi kuaterner amonyum 

kısımlarının metin birimini ve 3.4-4-5 ppm/ 55-90 ppm bölgesi kalan tüm çapraz 

pikleri göstermektedir. 

Şekil 4.2.(b)'de, CD2'nin DEPT tarafından düzenlenen HSQC spektrumunun 

büyütülmüş hali gösterilmektedir. Metilen birimi çapraz pikleri, değerlendirme için iyi 

bir başlangıç noktasıdır. CD'nin birincil tarafındaki sübstitüe edilmemiş metilen 



81 
 

birimleri tipik olarak 60 ppm'de (CD-C6-OH) rezonansa girer. CD'nin birincil yan 

metilen birimlerinin alkil grubu ile sübstitüsyonu, 65-70 ppm (CD-CH2-CHOH-R) 

arasında daha yüksek alanda frekansların kaymasına neden olur. ~67 ppm ve ~72 

ppm'deki iki yaygın metilen çapraz tepe seti, çapraz bağlama maddesinin protonlarını 

ifade eder. ~67 ppm'deki çapraz tepeler, propilen glikolünkilere benzer, bağlayıcının 

distal (CD'ye göre) metilen birimlerine (yapısal motif: CD-CH2-CHOH-CH2-O-

CH2CHO-CH2-); ~72 ppm'deki dağınık çapraz tepeler ise HPβCD monomerininkilere 

benzer şekilde bağlayıcının/sübstitüe edicinin yakın (CD'ye göre) metilen birimlerine 

(yapısal motif: CD-CH2-CHOH-R) karşılık gelmektedir [213]. Protonlanmış nitrojene 

(-CH2-N(CH3)3) bitişik olan metilen birimi, daha yüksek kimyasal kaymada (3,8 ppm 

/ 58 ppm) rezonansa girmektedir. 

                    

Şekil 4. 3. CD7’nin 1H-NMR spektrumu (D2O, 298 K, 600 MHz). 

CD7'nin 1H-NMR spektrumu (Şekil 4.3.) iki farklı geniş sinyal bölgesini 

göstermektedir. Piklerin genişliği, başarılı bir polimerizasyonun göstergesidir. Daha 

yüksek frekanslardaki bölge, 5,0-5,5 ppm, CD'nin anomerik bölgesine karşılık 

gelmektedir; 3,0-4,5 ppm arasındaki geniş tepe, yapının diğer tüm rezonanslarının 

örtüşmesinin sonucunda oluşmuştur. 
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Şekil 4. 4. CD7 polimerine ait DEPT tarafından düzenlenmiş HSQC spektrumu (a) 

(D2O, 298 K, 600 MHz). Spektrumun genişletilmiş hali (b). 

Şekil 4.4.(a)’da sunulan 2B spektrum, iki izole edilmiş çapraz tepe kümesine 

bölünmüştür. Anomerik çapraz tepeler kümesi ~ 5,0-5,2 ppm/ 100 ppm ve kalan tüm 

çapraz tepeler 3,4-5 ppm/ 40-90 ppm arasındadır. Şekil 4.4.(b)’de genişletilmiş 

spektrumda, başlangıç maddesi olan Poli-(N3)1-βCD'nin analog spektrumundan en 
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önemli fark, amonyum parçasına bitişik metilen biriminin kaymasıdır. Azido 

grubunun indirgenmesinden sonra, çapraz tepe ~50 ppm'den ~40 ppm'ye (CD-CH2-

NH3
+) taşınmış, böylece reaksiyonun gerçekleştirildiği açık bir şekilde kanıtlanmıştır. 

Azidlenmiş öncüye benzer şekilde, Poli-(NH3
+)1-βCD'nin DEPT tarafından 

düzenlenmiş HSQC spektrumunda, CD'nin birincil tarafındaki sübstitüe edilmemiş 

metilen birimlerini tipik olarak 60 ppm'de rezonat (CD-CH2-OH) tanımlamak 

mümkündür. CD'nin birincil yan metilen birimlerinin alkil grubu ile sübstitüsyonu, 65-

70 ppm (CD-CH2-OR) arasında daha yüksek alanda frekansların kaymasına neden 

olur. ~62 ppm ve ~72 ppm'de kalan iki dağınık metilen çapraz pik seti, çapraz bağlama 

maddesinin protonlarına karşılık gelir. ~ 62 ppm'deki çapraz tepeler, propilen 

glikolünkilere benzer, bağlayıcının distal (CD'ye göre) metilen birimlerine (yapısal 

motif: R-CH2CHOH-CH2O-CH2CHOCH2-); ~72 ppm'deki dağınık çapraz tepeler, bu 

frekanslar HPβCD monomerininkilere benzer bağlayıcının/sübstitüe edicinin 

proksimal (CD'ye göre) metilen birimlerine (yapısal motif: CD-CH2-OCH2CHOH-R) 

karşılık gelmektedir. Polimeri oluşturan metin birimlerinin tam ataması, tipik olarak 

80 ppm'de rezonansa giren CD'nin C4 frekanslarının beklentisiyle tanımlanması daha 

zordur. CD-C2'de OH gruplarının alkil gruplarıyla ikame, daha yüksek ppm'de, 

genellikle 75-80 ppm (CD-C2) arasında kaymaya neden olur. CD-C5'e ve sübstitüe 

edilmemiş CD-C3'e karşılık gelen frekanslar/arabozanlar, kısmen örtüştüklerinden 

monomerik CD ile bile atanması en zor olanlardır. Bir βCD bazlı dallanmış polimerin 

özel durumunda, sinyalin kısmi örtüşmesi ve yayılması, analizi daha da zorlaştırır. 

Bununla birlikte, metin birimi çapraz tepeleri arasında, daha yüksek frekanslarda (4.0-

4.015 ppm) rezonansa girenler, proksimal (CD'ye göre) yapısal motife karşılık gelir: 

CD-CH2-OCH2CHOH-R. 
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Şekil 4. 5. CD8 polimerine ait 1H-NMR spektrumu (D2O, 298 K, 600 MHz). 

Şekil 4.5.’teki spektrumda daha yüksek frekanslardaki bölge, CD'nin anomerik 

bölgesine 5,0-5,5 ppm karşılık gelirken 3.0-4.5 ppm arasındaki geniş tepe, yapının 

diğer tüm rezonanslarının örtüşmesinin sonucudur. 
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Şekil 4. 6. CD8 polimerine ait DEPT tarafından düzenlenmiş HSQC spektrumu (a) 

(D2O, 298 K, 600 MHz). Spektrumun genişletilmiş hali (b). 

Şekil 4.6.(a)’da sunulan 2B spektrum, iki izole edilmiş çapraz tepe kümesine 

bölünmüştür. Anomerik çapraz tepeler kümesi 5,0-5,2 ppm/ 100 ppm ve kalan tüm 

çapraz tepeler 3,4-5 ppm/ 45-90 ppm arasındadır. Şekil 4.4.(b)’de başlangıç maddesi 

Poli-(NH3
+)1-βCD'nin analog spektrumuyla en önemli fark, guanidino parçasına 

bitişik metilen biriminin kaymasıdır. Amino grubunun dönüştürülmesinden sonra, 

çapraz tepe ~40 ppm'den ~45 ppm'ye (CD-C6-Gua) taşınmış, böylece reaksiyonun 

gerçekleştirildiği açık bir şekilde kanıtlanmıştır. Başlangıç maddesine benzer şekilde, 

Poli-(Gua)1-βCD'nin DEPT tarafından düzenlenmiş HSQC spektrumunda, CD'nin 

birincil tarafında tipik olarak 60 ppm'de rezonansa giren sübstitüe edilmemiş metilen 

birimlerini de tanımlamak mümkündür (CD-C6-OH). CD'nin birincil yan metilen 

birimlerinin alkil grubu ile sübstitüsyonu, 65-70 ppm (CD-CH2-OR) arasında daha 

yüksek alanda frekansların kaymasına neden olur. 
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~62 ppm ve ~72 ppm'de kalan iki dağınık metilen çapraz pik seti, çapraz 

bağlama maddesinin protonlarına karşılık gelir. ~ 62 ppm'deki çapraz tepeler, propilen 

glikolünkilere benzer, bağlayıcının distal (CD'ye göre) metilen birimlerine (yapısal 

motif: R-CH2CHOH-CH2O-CH2CHOCH2-); ~72 ppm'deki dağınık çapraz tepeler, bu 

frekanslar HPβCD monomerininkilere benzer bağlayıcı/sübstitüe edicinin yakın 

(CD'ye göre) metilen birimlerine (yapısal motif: CD-CH2CHOH-R) karşılık 

gelmektedir. Polimeri oluşturan metin birimlerinin, tipik olarak 80 ppm'de rezonansa 

giren CD'nin C4 frekanslarının beklentisiyle tanımlanması daha zordur. CD-C2'de OH 

gruplarının alkil gruplarıyla sübstitüsyonu, daha yüksek ppm'de, genellikle 75-80 ppm 

(CD-C2) arasında kaymaya neden olur. CD-C5'e ve sübstitüe edilmemiş CD-C3'e 

karşılık gelen frekanslar/arabozanlar, kısmen örtüştüklerinden monomerik CD ile bile 

atanması en zor olanlardır. Bir βCD bazlı dallanmış polimerin özel durumunda, 

sinyalin kısmi örtüşmesi ve yayılması, görevi daha da zorlaştırır. Bununla birlikte, 

metin birimi çapraz tepeleri arasında, daha yüksek frekanslarda (4.0-4.015 ppm) 

rezonansa girenler, proksimal (CD'ye göre) yapısal motife karşılık gelir: CD-

CH2CHOH-R. 

4.2.  5-FU ve IL-2 Yüklü CD Nanoplekslerin Hazırlanması ve 

Karakterizasyonu 

4.2.1. Partikül Büyüklüğü ve Dağılımı ile Yüzey Yükü Tayini 

Bu çalışmalar Dr. Nielsen tarafından sentezlenen türevlerle başlamıştır. 

Faktöriyel tasarım çalışmaları gerçekleştirilen bu türevlerden elde edilen nanopleksler 

200-300 nm aralığında partikül büyüklüğüne, geniş polidisperite indeksi değerlerine 

ve çoğunlukla negatif ya da nötral yüzey yüküne sahip olmuştur. Bu türevlerden elde 

edilen nanopleks kritik kalite parametrelerinin (ortalama partikül büyüklüğü, PDI ve 

yüzey yükü) istenilen düzeyde olmaması, elde edilen nanoplekslerin partikül 

büyüklüğünün çok yüksek ve polidispersitelerinin çok geniş olması sebebi ile tez 

çıktılarına ulaşabilmek için farklı CD polimerler ile çalışma ihtiyacı oluşmuş ve 

CycloLab ile iş birliği yapılmıştır.  

CycloLab‘da sentezlenen farklı CD türevlerinden ön formülasyon 

çalışmalarında kullanılacak türevlerin belirlenmesi amacıyla, ilk olarak CD 

türevlerinin yüzey yükü tayini yapılmıştır (Tablo 4.1.). Tabloda görüldüğü gibi, CD1, 
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CD3 ve CD6’nın nötral ve negatif yüzey yüküne sahip olmaları; CD4 ve CD5 türevleri 

ise pozitif yüzey yüküne sahip monomerik yapıda CD türevleri olmaları sebebiyle 

ilerleyen çalışmalarda kullanılamayacağı belirlenmiştir. Zeta potansiyel değerlerine 

göre, net pozitif yüzey yüküne sahip olan CD polimerleri (CD2, CD7 ve CD8) ile ön 

formülasyon ve formülasyon çalışmalarının yapılmasına karar verilmiştir. Çünkü tez 

kapsamında hedeflenen sistem; nanoplekslerin oluşması ancak farklı yüzey yüklerinin 

etkileşimi varlığında mümkündür.  

Daha önce de belirtildiği gibi, ön formülasyon çalışmalarında etkin madde IL-

2’yi negatif yüzey yüküne sahip olması açısından taklit etmesi amacıyla, model 

molekül olarak sodyum tripolifosfat (STPP) kullanılmıştır. Literatür bilgisine 

dayanarak, 5-FU ve IL-2’nin negatif yüzey yüküne sahip olduğu bilinmektedir [214]. 

5-FU ile katyonik kitosan ve sodyum tripolifosfat ile katyonik kitosan arasında iyonik 

jelasyon yöntemiyle nanopartiküler sistemlerin hazırlandığı farklı çalışmalar 

bulunmaktadır [191, 200]. Tüm bu bilgiler ışığında bir ön değerlendirme olabilmesi 

için ve tez kapsamında temin edilen etkin maddelerin yüzey yükünden emin olmak 

amacıyla 5-FU, IL-2 ve STPP suda çözülerek zeta potansiyel ölçümleri yapılmıştır. 

Tamamen yüzey yüklerinin elektrostatik etkileşimine dayalı olarak oluşan nanopleks 

yapısının oluşumunu sonraki çalışmalarda da doğrulayabilmek adına etkin maddelerin 

yüzey yükleri hakkında fikir edinmek oldukça önemlidir. Zeta potansiyel ölçümleri 

sonucunda literatür bilgisi ile uyumlu veriler elde edilmiştir. Ayrıca, hazırlanan 

nanopleks formülasyonları ultra saf su içinde olduğundan, ultra saf su için de zeta 

potansiyel ölçümü yapılmış ve sonuç (-)1.46 ± 1.07 mV olarak kaydedilmiştir. 

Çalışmalarda kullanılan etkin maddeler ve model yapı olan STPP’ye ait zeta 

potansiyel (ZP) değerleri Tablo 4.3. ile verilmiştir. 

Tablo 4. 3. Nanopleks yapısını oluşturmak için kullanılan ve negatif yüzey yüküne 

sahip maddelerin sudaki zeta potansiyel değerleri (mV) (n=3, ±SS). 

Etkin Maddeler Zeta Potansiyel (mV) 

5-Florourasil (5-FU) -17.9 ± 0.4 

İnterlökin-2 (IL-2) -22.0 ± 2.5 

Sodyum tripolifosfat (STPP) -53.1 ± 1.8 

Nanopleksler, yapısal oluşumu elektrostatik etkileşime dayanan ve iki zıt yüklü 

yapının karıştırılması ile kendiliğinden oluşan nanopartiküler yapılardır [215, 216]. 
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Elde edilen zeta potansiyel sonuçları ile tez kapsamında kullanılacak nanopleks 

yapısının, 5-FU konjuge pozitif yüklü CD polimer ve negatif yüzey yüküne sahip IL-

2 ile oluşturulabilmesinin mümkün olduğu gösterilmiştir.  

Tez kapsamında gerçekleştirilen Dr. Nielsen tarafından sentezlenen CD 

türevleri ile gerçekleştirilen ilk çalışma sonuçları göz önünde bulundurularak CD2, 

CD7 ve CD8 polimerleri ile nanopleksler hazırlanmıştır. Bu amaçla, 1 mg STPP 20 

mL suda çözündürülmüş ve bu çözeltiden 1 mL alınarak, önceden çözündürülmüş olan 

1 mg CD ve 1 mL su karışımına eklenmiş 600 rpm’de 30 dakika karıştırılmıştır. Elde 

edilen partikül büyüklüğü dağılımı ve yüzey yükü değerleri Tablo 4.4. ile sunulmuştur. 

Tablo 4. 4. CD polimerleri ile STPP nanoplekslerinin partikül büyüklüğü dağılımı ve 

yüzey yükü değerleri (n=3, ± SS). 

 

Literatürdeki çalışmalara bakıldığında nanopleks yapıların yüksek hacimlerde 

de hazırlandığı görülmüş ve formülasyon hacmi 2 mL’den 4 mL’ye, iki kat 

arttırılmıştır. Ayrıca nanopleks hazırlama yöntemi olarak CD çözeltisi üzerine STPP 

çözeltisi damla damla ilave ederek 30 dakika, 600 rpm’de karıştırılmış ve ardından 

0,45 μm’lik filtreler ile filtre edilmiştir. Elde edilen nanoplekslere ait sonuçlara 

bakıldığında hacim artışının partikül büyüklüğünde CD2 nanoplekslerinde küçülmeye 

neden olduğu ancak CD7 ve CD8 nanoplekslerinde artışa yol açtığı gözlenmiştir 

(Tablo 4.5.). Sonuç olarak, 100-250 nm aralığında partikül büyüklüğüne sahip 

nanopleksler hazırlanmıştır. 

 

 

 

 

CD Polimer 

Tipi 
PB (nm) ± SS PDI ± SS   ZP (mV) ± SS 

CD2 187 ± 5.5 0.3 ± 0.04 24.9 ± 0.1 

CD7 128 ± 10 0.4 ± 0.04 10.2 ± 0.9 

CD8 169 ± 78 0.4 ± 0.1 7.2 ± 0.8 
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Tablo 4. 5. STPP ile hazırlanan nanoplekslerinin hacim arttırılması sonucu belirlenen 

partikül büyüklüğü ve dağılımı ile zeta potansiyel değerleri (n=3, ±SS).  

CD Polimer 

Tipi 
PB (nm) ± SS PDI ± SS   ZP (mV) ± SS 

CD2 116 ± 12 0.5 ± 0.02 8.9 ± 0.3 

CD7 235 ± 2.8 0.38 ± 0.01 -0.9 ± 0.2 

CD8 238 ± 35.6 0.5 ± 0.03 2.7 ± 0.01 

 

Nanopleks hazırlamada kullanılan etkin maddenin molekül ağırlığının 

azalması partikül büyüklüğünü doğrudan etkilemektedir. 5-FU’nun yanı sıra tez 

kapsamında kullanılan ikinci etkin madde olan IL-2 ile nanopleks formülasyonları 

hazırlanmıştır. Literatür temel alınarak iki farklı konsantrasyonda (0,08 μg ve 0,16 μg) 

IL-2 içeren nanoplekslere ait PB, PDI ve ZP değerleri Tablo 4.6.’da verilmektedir. 

Yüksek ve düşük IL-2:CD oranı olarak geçen bu oranlar 1:50.000 ve 1:25.000‘dir. 

Tablo 4. 6. Farklı IL-2 miktarları ile hazırlanan CD nanopleks formülasyonlarına ait 

partikül büyüklüğü (nm), PDI ve zeta potansiyel (mV) değerleri (n=3, ±SS). 

CD 

Polimer 

Tipi 

 Yüksek IL-2:CD oranı içeren 

nanopleks formülasyonu 
Düşük IL-2:CD oranı içeren 

nanopleks formülasyonu 

 
 PB (nm)  

± SS 
PDI ± SS 

  ZP (mV) 

± SS 

PB (nm) 

 ± SS 
PDI ± SS 

  ZP (mV) 

± SS 

CD2 
Filtrasyon 

öncesi 
309 ± 86 0.4 ± 0.03 32 ± 2.5 79 ± 9.4 0.44 ± 0.02 34.5 ± 2.7 

 Filtrasyon 

sonrası 
132 ± 5.5 0.5 ± 0.03  31 ± 1.7 65 ± 4.5 0.48 ± 0.01 26.8 ± 0.5 

CD7 
Filtrasyon 

öncesi 
280 ± 25 0.4 ± 0.1 18 ± 2.1 60 ± 4.5 0.42 ± 0.1 19.3 ± 3.4 

 
Filtrasyon 

sonrası 
262 ± 7 0.3 ± 0.2 20 ± 1.3 48 ± 7.1 0.37 ± 0.1 17.8 ± 1.8 

CD8 
Filtrasyon 

öncesi 
252 ± 40 0.4 ± 0.06  32 ± 3.1 230 ± 74 0.48 ± 0.1 34.2 ± 4.7 

 Filtrasyon 

sonrası 
241 ± 25 0.7 ± 0.2  35 ± 1.5 95 ± 7 0.9 ± 0.06 28.7 ± 3.6 

Bu sonuçlar göz önüne alındığında; filtre por açıklığını aşan partikül boyutu 

gözlenmemiştir (Tablo 4.6.). Sonuç olarak, CycloLab tarafından bu 3 CD polimerinin 

5-FU ile konjugasyonlarının yapılması talep edilmiş ve çalışmalara başlanmıştır.  
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Her iki etkin maddeyi içeren 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin 

hazırlanmasında öncelikle; 0,4 mg/mL olacak şekilde ultra saf su içinde 5-FU stok 

çözeltisi hazırlanmış, 1 saat 600 rpm’de karıştırılmıştır. Sonrasında 4 mg CD tartılmış 

ve 984 μL ultra saf su içinde 1 saat 600 rpm’de çözünmesi sağlanmıştır. Hazırlanan 5-

FU stok çözeltisinden 1 mL, CD çözeltisine eklenmiş ve 30 dakika 600 rpm’de 

karıştırılmıştır. Bu ikili sistemin üzerine, öncesinde stok olarak hazırlanan IL-2 

çözeltisinden, 16 μL (=0,16 μg) eklenmiş ve 30 dakika 600 rpm’de karıştırılarak 

nanopleksler hazırlanmıştır. Nanoplekslere ait PB, PDI ve ZP ile partikül stabilitesini 

etkileyen parametrelerden olan pH değerleri Tablo 4.7. ile sunulmaktadır. 

Tablo 4. 7. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin partikül büyüklüğü dağılımı, yüzey 

yükü ve pH değerleri (n=3, ±SS). 

CD Polimer 

Tipi 

PB (nm) PDI ZP (mV) pH 

CD2 68,4±12,3 0,5±0,02 25,7±1,8 6,5 

CD7 43,4±15,4 0,6±0,4 14,2±1,8 5,5 

CD8 91,3±14,7 0,7±0,2 27±2,3 7 

Bu sonuçlar ışığında, iki etkin maddeyi taşıyan nanopleks yapısının CD2, CD7 

ve CD8 polimerleri ile 100 nm’nin altında ortalama partikül büyüklüğü elde edilmiş 

ve nötrale yakın pH değerleri ölçülmüştür. 

5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin liyofilizasyon işlemi sonrası dağılımları 

ve bu kapsamda saklama koşullarının partikül büyüklüğü ve dağılımı ile yüzey yüküne 

etkisi değerlendirilmiştir. Hazırlanan nanoplekslerin bu parametrelerinin Malvern 

Zetasizer Nano ZS cihazı ile ölçümleri yapılmıştır. Ardından HETO PowerDry 

PL3000 liyofilizatörü ile 48 saat süresince liyofilizasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Liyofilize haldeki örnekler bu süre sonunda alınarak, liyofilizasyon öncesindeki 

hacmine eşit hacimde ultra saf su içinde dağıtılmış ve ardından Malvern Zetasizer 

Nano ZS cihazı ile partikül büyüklüğü ve dağılımı ile zeta potansiyel değerleri 

ölçülmüştür. Elde edilen veriler Tablo 4.8.’de gösterilmiştir. 
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Tablo 4. 8. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin liyofilizasyon öncesi ve sonrası 

partikül büyüklüğü dağılımı ve yüzey yükü değerleri (n=3, ±SS) (*t-test, p<0,05 

liyofilizasyon öncesi sonuçlarına göre) (Koyu karakter ile yazılan sonuç, istatistiksel 

farkın tespit edildiği sonuçtur). 

 Liyofilizasyon Öncesi Liyofilizasyon Sonrası 

CD 

Polimer 

Tipi 

PB (nm) ± 

SS 
PDI ± SS 

  ZP 

(mV) ± 

SS 

PB (nm)   

± SS 
PDI ± SS 

  ZP (mV) 

± SS 

CD2 68,4±12,3 0,48±0,02 25,7±1,8 63,9±9,7 0,52±0,07 30,2±1,7 

CD7 43,5±15,4 0,58±0,3 14,2±1,8 133,1±29,6* 0,73±0,3* 18,3±2,8 

CD8 91,2±14,7 0,73±0,2 27±2,3 129,8±22,3 0,77±0,1 22,03±6 

Hazırlanan ilaç yüklü nanopleksler, liyofilizasyon işlemi sonrası suda disperse 

edildiklerinde, 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanoplekslerin partikül büyüklüğü ve dağılımı 

değerlerinde istatistiksel fark belirlenmiştir (*t-test, p<0,05). CD2 ve CD8 polimerleri 

ile hazırlanan 5-FU ve IL-2 yüklü nanoplekslerde ise liyofilizasyon sonrası oluşan fark 

istatistiksel olarak anlamlı değildir (p>0,05). 

DLS ile elde edilen sonuçlara ek olarak nanoplekslerin karakterizasyonu için 

ayrıca Nanopartikül İzleme Analizi (NTA) ile Nanosight NS300 cihazında partikül 

boyutu ölçümü yapılmış ve elde edilen bulgular Şekil 4.7.'de gösterilmektedir. 

Grafiklere bakıldığında, CD2'nin (62 nm) aksine, CD7 ve CD8'de tepe noktalarına 

denk gelen ikinci bir komşu tepe noktası vardır ve CD7 için ilk tepe noktası 58 nm'de 

ve ikincisi 75 nm'dedir. CD8 nanoplekslerinde ise 73 nm'de bir ilk tepeyi 95 nm'de 

ikinci bir tepe takip etmiştir. 

CD2 nanoplekslerinin yaklaşık 50 ile 70 nm aralığında bir dağılım göstererek 

ölçülen nanoplekslerin ortalama partikül büyüklüğü 62 nm olarak kaydedilmiştir. 

Nanopleksler dar bir dağılım göstermiştir. CD7 nanopleksleri yaklaşık 40 ile 90 nm 

aralığında partikül büyüklüğü dağılımına sahiptir. CD2 nanoplekslerine göre daha 

büyük nanopleksler elde edilmiştir. CD7 nanopleksleri daha geniş bir aralıkta dağılım 

sergilemiştir. CD8 nanopleksleri ise yaklaşık 25-125 nm aralığında bir dağılıma 

sahiptir. CD2 ve CD7 nanoplekslerine göre daha büyük olan CD8 nanopleksler aynı 

zamanda daha geniş dağılıma da sahiptirler. 

NTA grafikleri, zıt yüklü moleküllerin yüzey yük etkileşimi ile oluşan 

nanoplekslerin geniş PDI değerlerini açıklamakta ve elde edilen sonuçlar DLS 

sonuçları ile uyumludur. 
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Şekil 4. 7. Nanoplekslerin NTA analizi ile partikül büyüklüğü sonuçları; CD2 

nanopleksler (a), CD7 nanopleksler (b), CD8 nanopleksler (c). 

4.2.2. Morfolojik Özelliklerin Belirlenmesi 

5-FU ve IL-2 yüklü nanoplekslerin SEM (Tarama Elektron Mikroskobu) ile 

görüntülenmesinde taze hazırlanan sıvı örnekler ve liyofilize toz örnekler kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan nanoplekslerin görüntüleri Şekil 4.8.-4.10.’da 
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sunulmuştur. CD2 nanoplekslerine ait elde edilen görüntüler Şekil 4.8.’de yer 

almaktadır. Bu görüntülerde düzgün küresel formalara sahip nanopleks yapıları 

görülmektedir. 

 

 

Şekil 4. 8. 5-FU ve IL-2 yüklü CD2 nanoplekslerin SEM görüntüsü (Ölçek: 500 nm). 

5-FU ve IL-2 yüklü CD2 nanoplekslerin elde edilen SEM görüntülerinde 

yaklaşık 100 nm partikül büyüklüğüne sahip oldukları belirlenmiştir. Elde edilen bu 

görüntüler DLS ve NTA sonuçlarını desteklemektedir. Liyofilize toz örnek jelleşmiş 

yapıda olduğu için örneğin görüntüsü kaydedilememiştir. 
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Şekil 4. 9. 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanoplekslerin SEM görüntüsü (Ölçek: 500 nm, 

2 μm). 

5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanoplekslerin elde edilen SEM görüntülerinde 100-

150 nm aralığında partikül büyüklüğüne sahip oldukları belirlenmiştir (Şekil 4.9.). Bu 

sonuçlar DLS ve NTA analizi sonuçlarını destekler niteliktedir. Bu nanoplekslere ait 

ikinci görüntüde, liyofilize toz nanoplekslerin partikül büyüklüğü analizi sonucu 

verilmiştir. Nanoplekslerin kümeleşmiş halde bulundukları görülmüştür. 
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Şekil 4. 10. 5-FU ve IL-2 yüklü CD8 nanoplekslerin SEM görüntüsü (Ölçek: 5 μm, 20 

μm). 

5-FU ve IL-2 yüklü CD8 nanoplekslerinin elde edilen SEM görüntülerinde 

yaklaşık 300 nm partikül büyüklüğüne sahip oldukları gözlenmiştir (Şekil 4.10.). 

Malvern Zetasizer Nano ZS cihazında ölçülen değerler ile (Tablo 4.8.’de sunulduğu 

üzere) geniş bir PDI değerine sahip bu nanoplekslere ait 100 ve 200 nm gibi farklı 

boyutlar görüntülenmiştir. NTA analizi ile elde edilen sonuçlarda da bu boyutlar elde 

edilmiştir. CD8 nanopleksler için, SEM analizi ve DLS ile NTA analizi sonuçları 
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birbirini desteklememektedir. SEM analizi için hazırlanan örnekte CD8 

nanoplekslerinin analiz sürecine kadar agrege olduğu düşünülmüştür. Bu 

nanoplekslere ait ikinci görüntü, liyofilize toz nanoplekslere aittir. Nanoplekslerin toz 

kümeleri şeklinde bulundukları belirlenmiştir.  

4.2.3. FTIR ve DSC Analizi 

Fourier Dönüşümlü Kızılötesi (FTIR) spektroskopisi, yapısal analize izin veren 

bir tekniktir ve bu çalışmada farklı CD polimerleri ile ilaç arasındaki olası kimyasal 

etkileşimleri gözlemlemek üzere kullanılmıştır. 

5-FU, CD polimerleri ve 5FU/IL2/CD nanopleks formülasyonlarının FTIR 

spektrumları Şekil 4.11.'de verilmiştir. 5- FU spektrumu, 771 cm-1 (CF=CH 

titreşimleri), 1345 cm-1'de (piridin titreşimleri), 1400-1600 cm-1 (C=C ve C=N 

titreşimleri), 1720 cm-1 (C=O germe) ve 2900-3100 cm-1 (N-H germe) karakteristik 

bantlar içerir. Tüm nanopleks formülasyonlarında, bu karakteristik 5-FU bantlarının 

tamamı gözlenmemiştir, CD2 polimeri için çok düşük yoğunlukta görüldüğü 

söylenebilmektedir. Tüm CD polimer ve nanopleks spektrumları, O-H gerilmesini 

gösteren 3200-3600 cm-1'de bir geniş banda sahiptir. Ayrıca, 1050-1085 cm-1'lik bir 

bant, CD polimerlerinin ve nanoplekslerin amid gruplarının C-O gerilmesini ve 1600-

1700 cm-1 bantlarını gösterir.  
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Şekil 4. 11. 5-FU, CD polimerleri ve CD2 (a), CD7 (b) ve CD8 (c) için 5FU/IL2/CD 

nanoplekslerinin FTIR spektrumları. Spektrumlar 400 ve 4000 cm¯¹ dalga boyları 

aralığında elde edilmiştir. 

Dalga boyu (cm-1)

 

Dalga boyu (cm-1)

 

Dalga boyu (cm-1)
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Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), olası etkileşimleri ve 

nanoplekslerdeki serbest ilacın varlığını daha fazla aydınlatmak için model ilacın, CD 

polimerlerinin ve ilaç yüklü CD nanoplekslerinin termal davranışını analiz etmek için 

kullanılmıştır. 

CD nanopleks formülasyonlarının termal davranışını değerlendirmek için, 

serbest 5-FU, CD polimerleri ve 5FU/IL2/CD nanoplekslerinin DSC analizi 

yapılmıştır. Moleküllerin erime veya kaynama noktalarında DSC termogramları ve 

endotermik pikler gözlenmektedir. Nanopartiküler sistemlerin oluşumu ile aktif 

maddenin tepe noktası kaybolmaktadır. Bu analizde, CD polimerlerinde veya 

nanoplekslerinde erime piki gözlenmemiştir. 5-FU'nun erime piki 284 °C'de literatüre 

uygun olarak elde edilmiştir [217, 218]. Şekil 4.12.’de verildiği gibi, tüm 

nanoplekslerin DSC termogramları polimere göre değişmemiş ve bu termogramlarda 

5-FU’ya ait pik kaydedilmemiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



99 
 

 

 

 

Şekil 4. 12. 5-FU, CD polimerleri ve 5FU/IL2/CD nanoplekslerinin DSC 

termogramları. Termogramlar 10°C/dk artırılarak elde edilmiştir. 
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4.2.4. CD Polimer ve IL-2 Konsantrasyonunun Belirlenmesi  

Kültüre edilen splenosit hücrelerinde polimer ve IL-2 çözeltilerinin 

konsantrasyona bağlı hücre canlılığı üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. Sonuçlar 

Şekil 4.13. ve 4.14. ile sunulmaktadır. 

 

Şekil 4. 13. Splenositlerde farklı polimer konsantrasyonlarının hücre canlılığı üzerine 

etkileri (n=3, ±SS). 
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Şekil 4. 14. Splenositlerde farklı IL-2 konsantrasyonlarının hücre çoğalması üzerine 

etkileri (n=3, ±SS). 

Elde edilen bu veriler doğrultusunda, her üç polimer içinde %70 ve üzeri hücre 

canlılığının sağlandığı 0,015 mg/mL konsantrasyonda polimerin güvenli olduğu 

belirlenmiştir. IL-2 miktarının ise uyarım sağlayabilmesi için 20 Ünite biriminde (=4 

ng IL-2) olması gerektiği tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak, formülasyonun 1 mL’sinde 0,5 mg CD polimeri ve 640 U IL-2 

(=128 ng, stoğumuzdan 12,8 μL) içermesi güvenlilik ve etkinlik sağlanması için 

gerekli olmuştur. Bu yeni oranlarda polimer ve ilaç içeren nanopleksler hazırlanmıştır.  

Nanopleks formülasyonu 1 mL’de 0,5 mg CD polimeri, 0,5 mg 5-FU ve 640 U 

IL-2 (=128 ng, stoğundan 12,8 μL) içerecek şekilde hazırlanmıştır. Bölüm 3.3.2.’de 

belirtilen hazırlama yöntemi esas alınmıştır. Kısaca; 1 mg/mL olacak şekilde ultra saf 

su içinde 5-FU stok çözeltisi hazırlanmış, 1 saat 600 rpm’de karıştırılmıştır. 

Sonrasında 1 mg CD tartılmış ve 974 μL ultra saf su içinde 1 saat 600 rpm’de 

çözünmesi sağlanmıştır. Hazırlanan 5-FU stok çözeltisinden 0,5 mL alınıp, 0,487 mL 

CD çözeltisine eklenmiş ve 30 dakika 600 rpm’de karıştırılmıştır. Bu ikili sistemin 

üzerine, öncesinde stok olarak hazırlanan IL-2 çözeltisinden, 12,8 μL (=0,128 μg) 

eklenmiş ve 30 dakika 600 rpm’de karıştırılarak nanopleksler hazırlanmıştır. 

IL-2 Miktarı (Ünite) 
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Nanoplekslere ait PB, PDI ve ZP değerleri belirlenmiştir. Elde edilen veriler Tablo 

4.9.’da sunulmaktadır. 

Tablo 4. 9. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin partikül büyüklüğü ile dağılımı ve 

zeta potansiyel değerleri (n=3, ±SS). 

CD Polimer Tipi PB (nm)  PDI ZP (mV) 

CD2 96,3 ±9,14 0,6 ± 0,03 26,6 ± 8,4 

CD7 101,6 ±8,2 0,6 ± 0,07 18,3 ± 1,34 

CD8 107,2±23 0,8 ± 0,05 17,8 ± 0,49 

Elde edilen bu verilerle hedeflenen partikül büyüklüğü değerinden (nanopleks 

tanımlamalarında belirtilen 100 nm değeri) uzaklaşılmamıştır. Daha az miktarda 

polimer kullanılmasına rağmen katyonik yüzey yüküne sahip nanopleksler başarıyla 

hazırlanabilmiştir. Elde edilen bu nanoplekslerde 5-FU’nun yükleme etkinliği 

ortalama ~ %30 olarak ölçülürken IL-2’nin yüklenme oranı ortalama %99,9 olarak 

belirlenmiştir.  

4.2.5. 5-FU ve IL-2 Yüklü CD Nanoplekslerin Kısa Süreli Stabilite 

Çalışması 

Tez kapsamında hazırlanan nanoplekslerin kolon kanseri tedavisinde 

kullanılması amaçlanmıştır. Bu kapsamda antikanser etkinlik çalışmalarının, kolon 

kanseri indüklenmiş farelerde oral ve/veya parenteral uygulama ile belirlenmesi 

planlanmıştır. Oral uygulama sonrasında nanoplekslerin gastrointestinal kanal 

boyunca maruz kalacağı farklı pH’daki içeriklerdeki ve parenteral uygulama 

sonrasında kan pH’sındaki stabilitesi in vitro olarak simüle sıvılarda incelenmiştir. 

Oral uygulama ortamlarının in vitroda oluşturulması amacıyla, simüle gastrik 

sıvı (SGF) pH 1.2, simüle intestinal sıvı (SIF) pH 6.8 ve simüle kolon sıvısı (SCoF) 

pH 6 ve 7.8 kullanılmıştır. Bu sıvılar Avrupa Farmakopesi (EP) 8.0 (1) ve literatür 

bilgileri esas alınarak hazırlanmıştır. Hazırlanan sıvıların pH’ları tekrar ölçülmüş ve 

pH ayarı yapılmıştır. 

Parenteral uygulamanın in vitroda taklit edilebilmesi için pH 7.4 PBS 

kullanılmıştır. Oral ve parenteral uygulama ortamları, aynı zamanda nanoplekslerden 

etkin maddelerin salımını değerlendirmede kullanılmıştır. SGF (pH 1.2) ve SIF (pH 
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6.8)’de 2 saat olmak üzere ve SCoF açlık (pH 7.8), SCoF tokluk (pH 6) ve PBS (pH 

7.4)’de 8 saat boyunca; DMEM’de 24 saat süresince 1:10 (h:h) oranında bu ortamlar 

ile seyreltilen nanopleks formülasyonları 37°C’de inkübe edilmiştir. Nanopleksler 

suda ise +4 °C’de 1 hafta saklanmıştır. 

Başlangıçta ve inkübasyon sonucunda nanopleks formülasyonlarının partikül 

büyüklüğü, PDI ve ZP değerleri belirlenmiş ve bulgular istatistiksel olarak 

değerlendirilmiştir. Elde edilen veriler Tablo 4.10. ile sunulmuş ve değerler arasındaki 

istatistiksel analiz ANOVA testi ile gerçekleştirilmiştir (n=3, ±SS). 

Tablo 4. 10. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin farklı simüle sıvılarda stabilite 

çalışması sonucu elde edilen partikül büyüklüğü dağılımı-nm (a) ile zeta potansiyel-

mV (b) değerleri (n=3, ±SS) (*p<0,05 Başlangıç (baş.) değerine göre istatistiksel farkı 

belirtir) (Koyu yazılanlar istatistiksel olarak farkın anlamlı olduğunu belirtir). 

CD 

 

 

ORTAM 

PB (nm) PDI ZP (mV) 

Baş. 
İnkübasyon 

sonrası 
Baş. 

İnkübasyon 

sonrası 
Baş. 

İnkübasyon 

sonrası 

 

 

 

CD2 

SGF  

 

 

89.1 ± 

3.5 

49 ± 0.4*  

 

 

0.46 ± 

0.03 

0.48 ± 0.04  

 

 

27.7±0.3 

4.8 ± 0.2* 

SIF 89 ± 2.7 0.47 ± 0.006 9 ± 0.7* 

SCoF 90.1 ± 2.2 0.41 ± 0.07 8.7 ± 0.5* 

PBS 79.6 ± 0.9 0.41 ± 0.05 4.8 ± 0.6* 

DMEM 47.8 ± 2.9* 0.41 ± 0.02 29.1 ± 1.55 

Su 74.2 ± 8.5 0.49 ± 0.03 27.7 ± 0.5 

 

 

 

CD7 

SGF  

 

 

38.6 ± 

3.6 

 

 

199.7 ± 

18.5* 

 

 

 

0.44 ± 

0.14 

 

0.26 ± 0.01  

 

 

10.9±2.4 

2.2 ± 0.6* 

SIF 41.49 ± 6.6 0.65 ± 0.12 3 ± 2.1* 

SCoF 53.2 ± 7 0.78 ± 0.14* -1.14 ± 0.05*  

PBS 34.06 ± 8 0.13 ± 0.02 -1.53 ± 0.01* 

DMEM 17.2 ± 3* 0.2 ± 0.09* -18.4 ±1.48* 

Su 50.05 ± 9.6 0.47 ± 0.2 19 ± 2.1* 

 

 

 

CD8 

SGF  

 

 

85.2 ± 

17.7 

130.8 ± 

41.8* 

 

 

 

0.96 ± 

0.03 

 

0.35 ± 0.06*   

 

 

25.7±2.8 

 

1.9 ± 0.4* 

SIF 41.5 ± 6.6 0.44 ± 0.07* 1.5 ± 0.6* 

SCoF 53.2 ± 7 0.63 ± 0.17* 1.02 ± 0.06* 

PBS 34.1 ± 8* 0.14 ± 0.02* -1.39 ± 0.1* 

DMEM 36.9 ± 4* 0.46 ± 0.38* -21 ± 0.5* 

Su 67.6 ± 6.6 0.89 ± 0.12 26.8 ± 1.2 
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Hazırlanan nanoplekslerin pH değerleri Tablo 4.7.’de yer aldığı üzere, nötrale 

yakın ölçülmüştür. SGF olarak belirtilen simüle gastrik sıvının pH’sı 1.2’dir. 

Nanopartiküler sistemlerin farklı sıvılar içerisinde partikül büyüklüğü ve dağılımı, 

yüzey yükü değerlerinin stabil kalabilmesi için, bu sıvı ortam pH’sının nanopartiküler 

sistemin pH’sına yakın olması gerekliliği literatürde belirtilmektedir [219]. Su ve 

PBS'nin pH değerleri nötre yakındır, sonuç olarak CD2 ve CD7 nanoplekslerinin bu 

ortamlarda stabil olduğu bulunmuştur. Öte yandan, nanopartiküllerle ilgili literatüre 

benzer şekilde, CD nanoplekslerinde simüle edilmiş sıvılarda zıt yüke dönüşen zeta 

potansiyel değerleri gözlenmiştir [220]. 

Nanoplekslerin suda saklama stabilitesi 1 aylık periyodu kapsayacak şekilde 

planlanmıştır. Ancak 1 ayın sonunda takip edilen örneklerde mor-siyah agregat 

oluşumları gözlenmiştir. Bu sebeple uzun süreli saklama stabilitesi çalışmaları 

gerçekleştirilmemiştir. 

4.2.6. IL-2’nin Biyolojik Aktivitesinin Belirlenmesi 

In vivo için belirlenen yeni oranlar ile IL-2 yüklü CD nanopleksler 

hazırlanmıştır. IL-2 çözeltisi, polimer çözeltisi ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin 

splenositleri uyarabilme aktiviteleri değerlendirilmiştir. Burada amaç nanopleks 

oluşurken IL-2’nin aktivitesinin kaybolmadığını ve dolaylı olarak yapısal olarak da 

değişmediğini göstermektir. Sonuçlar Şekil 4.15.‘te sunulmuştur. 
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Şekil 4. 15. Splenosit hücre canlılığına CD polimerlerin ve tek başına IL-2 ile CD 

nanoplekslerden salınan IL-2’nin doz bağımlı etkisi; CD2 polimeri (A), CD7 polimeri 

(B), CD8 polimeri (C). 

Tek başına IL-2 

CD2 (Boş polimer) 

CD2 (Nanopleks) 

Tek başına IL-2 

CD7 (Boş polimer) 

CD7 (Nanopleks) 

Tek başına IL-2 

CD8 (Boş polimer) 

CD8 (Nanopleks) 
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Bu veriler ışığında CD2 ve CD8 nanoplekslerden salınan IL-2’nin tek başına 

IL-2 ile benzer/aynı oranda splenositlerde proliferasyona neden olduğu, anlamlı bir 

değişme olmadığı görülmüştür (p>0,05). CD7 türevi ile hazırlanan nanoplekste ise 

hücre proliferasyonunda IL-2 çözeltisine göre anlamlı bir azalma olmuş; ancak 

splenosit hücrelerinin %50’sinden fazlasının yaşıyor olması ve IL2 yüklü CD7 

nanopleks ile CD7 çözeltisi arasındaki hücre proliferasyonu farkının anlamlı (p<0,05) 

olması nedeniyle IL-2’nin tüm CD nanoplekslerde biyolojik aktivitesini koruduğu 

düşünülmektedir. Bu durum, dolaylı olarak ise IL-2’nin moleküler yapısının 

değişmediğini göstermektedir. 

4.2.7. Nanopleks Yapısındaki IL-2’nin Yapısal Bütünlüğünün 

Belirlenmesi 

CD nanopleks formülasyonlarında bulunan IL-2’nin yapısal bütünlüğünün 

formülasyon hazırlama aşamalarından etkilenip etkilenmediğini belirlemek için SDS-

PAGE analizi yapılmıştır. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerle yapılan çalışmada 

5-FU kaynaklı jelde kirlilikler tespit edildiği için çalışma sadece IL-2’nin yüklendiği 

CD nanoplekslerle gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan nanopleksler liyofilize edilmiş ve 

sonrasında suda disperse edilmiştir. Vortekslenerek IL-2 yüklü CD nanoplekslerden 

salınan IL-2 örnekleri ve IL-2 standardının yapısı SDS-PAGE analizi ile 

karşılaştırılmıştır. Şekil 4.16.’da belirtildiği gibi, CD2, CD7 ve CD8 ile hazırlanan 

nanopleks formülasyonlarından salınan IL-2’nin, IL-2 standardı ile aynı molekül 

ağırlığına (51-52 kDa) sahip olduğu ve nanoplekslerin hazırlanma ve oluşum 

sürecinin, IL-2'nin yapısal bütünlüğünü etkilemediği belirlenmiştir. 
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Şekil 4. 16. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerindeki IL-2’nin yapısal bütünlüğünü 

belirlemek için doğal koşullar altında SDS-PAGE analizi sonuçları. Jele beş çözelti 

yüklenmiştir; Hat M, Precision Plus Çift Renkli moleküler ağırlık işaretçisi; Hat 1, IL-

2 standardı; Hat 2, CD2 nanopleksi; Hat 3, CD7 nanopleksi; Hat 4, CD8 nanopleksi. 

Yapısal bütünlüğü doğrulamak adına ek çalışma olarak tez kapsamında 

Dairesel Dikroizm (Circular dichroism-CD) çalışması gerçekleştirilmiş ancak 

nanopleks içerisindeki IL-2 miktarı çok düşük olduğu için analiz sonucu veri elde 

edilememiştir. 

4.2.8. 5-FU’nun Miktar Tayini Analiz Yöntemi ve Validasyonu 

Analitik yöntem validasyonunda 5-FU için kullanılan yöntemin doğrusallık, 

doğruluk, kesinlik, duyarlılık ve özgüllük parametreleri incelenmiştir. 5-FU’nun 

miktar tayini için kullanılan analitik yöntem ters faz HPLC yöntemi olup, sabit faz 

olarak C18 Oktadesil silika kolon ve mobil faz olarak Su: Asetonitril (90:10) (h/h) 

kullanılmıştır. Bu yöntemle 266 nm’de DAD dedektörü ile gerçekleştirilen deteksiyon 

sonucu, 5-FU’ya ait pik 4,45. dakikada saf olarak elde edilmiştir (Şekil 4.17.). Ancak 

bu pik analiz süresince ısı değişimi ile 1 dakika oynayabilmektedir. 
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Şekil 4. 17. 5-Florourasile ait HPLC kromotogramı. 

Doğrusallık/Kalibrasyon 

5-FU’nun kalibrasyon doğrusunun belirlenmesi amacıyla yedi farklı 

konsantrasyonda çözeltisi hazırlanmış ve HPLC’de analiz edilmiştir. Ölçülen 5-FU 

miktarına karşı eğri altında kalan alanın grafiği çizilerek doğrusal regresyon formülü 

ve korelasyon katsayısı hesaplanmıştır. Elde edilen kalibrasyon doğrusu ve denklemi 

Şekil 4.18. ile gösterilmiştir. 

 

Şekil 4. 18. 5-Florourasile ait kalibrasyon doğrusu ve denklemi. 
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Elde edilen bulgularla, belirtilen konsantrasyon aralığında, HPLC ile analiz 

sonucu olan pik alanı arasında doğrusal ilişki saptanmıştır. Elde edilen kalibrasyon 

doğrusunun r2 değeri 0,9999 olarak bulunmuştur. 

Doğruluk 

Yapılan analiz sonucu elde edilen geri kazanım ortalaması, standart sapma ve 

varyasyon katsayıları Tablo 4.11. ile sunulmuştur. Varyasyon katsayısı (VK) her bir 

konsantrasyon için %2’den küçük çıkmıştır. Bu sonuç analitik yöntemin doğruluğunu 

göstermiştir. 

Tablo 4. 11. 5-Florourasilin doğruluk değerleri ve varyasyon katsayıları (n=6). 

ÖRNEK 1 μg/mL 5 μg/mL 25 μg/mL 50 μg/mL 

1 101,9 97 96,7 99,5 

2 101,9 97,8 98,8 98,9 

3 102,4 100 98,08 100,3 

4 101,1 99,2 96,8 98,2 

5 100,8 100,3 100 98,1 

6 97 98,6 97,3 96,6 

Ortalama 100,85 98,81 97,79 98,6 

±SS 1,97 1,27 1,21 1,26 

%VK 1,95 1,29 1,24 1,28 

 

Kesinlik 

Tekrar edilebilirlik: 5-FU konsantrasyonlarından 50 µg/mL seçilerek 6 kez art 

arda HPLC analizi yapılmıştır.  

Tekrar elde edilebilirlik: 5-FU stoğundan (200 μg/mL) hareketle seyreltme ile 

elde edilen 6 adet 50 μg/mL konsantrasyonunda hazırlanan çözeltinin HPLC analizi 

gerçekleştirilmiştir. 

Yapılan analiz sonucu elde edilen veriler Tablo 4.12.’de sunulmaktadır. Bu 

sonuçlarda varyasyon katsayısı her iki analiz için %2’den küçük bulunmuştur. Bu 

bulgulara göre, HPLC yöntemi tekrar edilebilir ve tekrar elde edilebilir sonuçlar 

vermektedir. 
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Tablo 4. 12. 5-Florourasile ait tekrar edebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik değerleri 

ve varyasyon katsayıları. 

ÖRNEK Tekrar Edilebilirlik 

(μg/mL) 

Tekrar Elde Edilebilirlik 

(μg/mL) 

1 49,78 48,34 

2 49,45 48,21 

3 50,17 49,68 

4 49,12 49,49 

5 49,06 49,81 

6 48,34 48,76 

Ortalama 49,37 49,0 

±SS 0,62 0,7 

%VK 1,27 1,47 

Günler arası farklılık: Günler arası farklılık parametresinin değerlendirilmesi 

için aynı konsantrasyondan (50 µg/mL) 3 gün art arda ölçümler yapılmıştır. Sonuçlar 

Tablo 4.13. ile sunulmaktadır. 

Tablo 4. 13. Mobil faz ile hazırlanan 5-Florourasile ait günler arası farklılık değerleri. 

GÜNLER 1 

μg/mL 

10 

μg/mL 

25 

μg/mL 

50 

μg/mL 

1. GÜN 0,85 9,49 24,33 47,69 

2. GÜN 0,85 8,88 21,26 45,43 

3. GÜN 0,89 8,65 21,75 42,8 

Ortalama 0,865 9,01 22,44 45,31 

±SS 0,03 0,43 1,64 2,71 

% VK 3,4 4,77 7,34 5,98 

Tablo 4.13. ile sunulan sonuçlarda, günler arası farklılık için varyasyon 

katsayısının %2’nin üzerinde olduğu görülmüştür. Bu çalışmalarda farklı günlerde ve 

farklı konsantrasyonlarda örnekler mobil fazda çözünerek hazırlanmıştır. Bu nedenle 

mobil fazda yer alan asetonitrilin, 5-FU’nun yapısında bir bozunmaya neden 

olabileceği düşünülerek aynı çalışma, 5-FU suda çözünen bir ilaç olduğu için ultra saf 

suda çözündürülerek tekrar edilmiştir ve elde edilen bulgular Tablo 4.14.’te 

sunulmuştur. 
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Tablo 4. 14. Ultra saf su ile hazırlanan 5-Florourasile ait günler arası farklılık 

değerleri. 

GÜNLER 10 (μg/mL) 25 (μg/mL) 50 (μg/mL) 

1. GÜN 7,93 20,67 44,66 

2. GÜN 8,25 22,46 45,67 

3. GÜN 7,72 20,47 42,72 

Ortalama 796 21,2 44,35 

±SS 0,26 1,09 1,49 

%VK 3,35 5,15 3,38 

Tablo 4.14. ile gösterilen sonuçlara göre 5-FU’nun ultra saf su ile hazırlanan 

stok çözeltisinde yapılan analizde de varyasyon katsayısının %2’nin üzerinde olduğu 

gözlenmiştir. Literatürde 5-FU yapısının kısa sürede bozunduğu belirtilmektedir [32]. 

Bu durum, analiz süresince 5-FU’nun miktarının günden güne önemli derecede 

azalması ile de yaptığımız çalışmalarda gözlenmiştir. Bu nedenle, 5-FU’nun 

çalışmalar sırasında örnek hazırlama süresince ve analizlerde, taze olarak hazırlanıp 

kullanılmasına ve gün içi farklılığın incelenmesine karar verilmiştir. 

Gün içi farklılık: Bu farklılık parametresinin değerlendirilmesi için tek bir 

konsantrasyondan bir örnek hazırlanarak (10 µg/mL) 4 saat ara ile gün içinde 3 kez (0. 

saat, 4. saat ve 8. saat) aynı örnekten enjeksiyon yapılarak, HPLC ile analizi yapılmış, 

elde edilen veriler Tablo 4.15.’te sunulmaktadır. 

Tablo 4. 15. 5-Florourasile ait gün içi farklılık değerleri ve varyasyon katsayıları. 

ÖRNEK GÜN İÇİ FARK 

0.saat 9,12 

4. saat  9,09 

8.saat 9,09 

Ortalama 9,1 

±SS 0,017 

%VK 0,19 

 

Tablo 4.15. ile verilen bulgulara göre 5-FU’nun 8 saatlik süre boyunca yapılan 

analizlerinde varyasyon katsayısı %2’den küçük bulunmuştur. Bu sonuç ilacın gün 

içerisinde bozunmadan stabil kaldığını göstermektedir. Bu veriler doğrultusunda, 
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çalışmaların devamında hep taze hazırlanan nanopleksler kullanılmış, miktar tayini ve 

etkinlik analizleri nanoplekslerin hazırlaması sonrasında o gün içerisinde 

gerçekleştirilmiştir. 

Duyarlılık 

Analiz yönteminin duyarlılığının belirlenmesi için gözlenebilirlik sınırı (LOD) 

ve alt tayin sınırı (LOQ) değerleri saptanmıştır. Gözlenebilirlik sınırı, analitik 

yöntemde kullanılan cihazın saptayabildiği en düşük konsantrasyonu ifade etmektedir. 

Alt tayin sınırı ise doğru ve tekrar edilebilen en düşük derişimdir. S/G oranı 3 olan 

konsantrasyon gözlenebilirlik sınırını, S/G oranı 10 olan konsantrasyon ise alt tayin 

sınırını vermektedir. Yöntemin duyarlılığı için gözlenebilirlik sınırı 0,009 μg/mL ve 

alt tayin sınırı 0,03 μg/mL olarak tayin edilmiştir.  

LOD ve LOQ değerleri kalibrasyon doğrusunda yer alan en küçük 

konsantrasyon değerinden, 0,5 μg/mL’den, düşük bulunmuştur. Bu veriler seçilen 

analitik yöntemin çalışmamızın amacına uygun duyarlılığa sahip olduğunu 

göstermiştir. 

Özgüllük 

Nanopleks hazırlamada kullanılacak olan CD2, CD7 ve CD8 polimerlerinin 

mobil fazda çözünmesi sağlanmış ve 5-FU ile kromotagramdaki yerlerinin tayini, olası 

girişim durumu değerlendirilmiştir. Elde edilen kromatogramlar Şekil 4.19. ile 

sunulmuştur. 

 

 

Şekil 4. 19. CD polimerlerin tek başlarına ve 5-FU ile birlikte mobil fazdaki 

kromatogramları. 
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Şekil 4. 19. CD polimerlerin tek başlarına ve 5-FU ile birlikte mobil fazdaki 

kromatogramları. (Devam) 
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Uygulanan bu HPLC yönteminde, ilerleyen dönemde nanopleks hazırlamada 

kullanılmasına ve 5-FU ile konjuge edilmesine karar verilen CD polimerlerinin 5-FU 

piki ile girişim yapmadığı gözlenmiş ve yöntemin ilaç için özgül olduğu sonucuna 

varılmıştır. 

4.2.9. IL-2’nin Miktar Tayini Analiz Yöntemi ve Validasyonu 

IL-2 miktar tayini Fare IL-2 ELISA Kiti ile yapılmıştır. Kitte bulunan el 

kitabında belirtilen adımlarla gerçekleştirilen çalışmalar sonucunda öncelikle 

standartlarla analiz yapılmıştır. Standartlarla yapılan analizler sonucunda elde edilen 

verilerle kalibrasyon doğrusu oluşturulmuştur. Bu doğrunun denklemi Eşitlik 4.1.’de 

sunulmuştur. 

 

y(A)=0.0172x+0.155    (r²=0,96) 

                                                                                                        (Eşitlik 4.1.) 

4.2.10. Yükleme Etkinliğinin Belirlenmesi 

5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslere yüklenen 5-FU miktarı ile sadece 5-

FU’nun yüklendiği nanosistemlere yüklenen 5-FU miktarının belirlenmesinde indirekt 

tayin yöntemi kullanılmıştır. Ayrıca 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslere yüklenen 

miktar, bu yöntemle belirlenmiştir. Bu amaçla hazırlanan nanopleks 

formülasyonlarından serbest ilaç (yüklenmeyen 5-FU), Millipore Ultrafree-MC 

100000 NMWL filtreler ile 3500 rpm’de 10 dakika santrifüj edilerek uzaklaştırılmıştır. 

Elde edilen yükleme etkinliği değerleri Tablo 4.16.’da verilmiştir. 

Tablo 4. 16. Nanoplekslere ait 5-FU % yükleme etkinliği (%YE) değerleri (n=3, ±SS). 

POLİMER 5-FU Yüklü CD Nanosistem 

%YE ±SS 

5-FU ve IL-2 Yüklü CD Nanopleks 

%YE ±SS 

CD2 29,3 ± 7,3 39,8 ± 6,1 

CD7 29,8 ± 5,1 43,5 ± 2,6 

CD8 33,4 ± 4,5 41 ± 5,0 

5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerde 5-FU’nun yükleme etkinliği yaklaşık 

olarak %40 iken, sadece 5-FU’nun yüklendiği CD nanosistemde bu değer yaklaşık 
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%30’dur. IL-2’nin de yüklenmesi ile hazırlanan nanoplekslerde, IL-2’nin varlığı 5-

FU’nun yükleme etkinliğini azaltıcı etkide bulunmamış, aksine olumlu katkıda 

bulunmuştur. Bunun sebebi olarak, CD polimeri ile 5-FU arasındaki yük etkileşiminin 

IL-2 varlığında arttığı söylenebilmektedir. 

5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslere yüklenen IL-2 miktarı ile sadece IL-

2’nin yüklendiği nanoplekslere yüklenen IL-2 miktarı indirekt yöntemle ELISA kiti 

kullanılarak belirlenmiştir. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslere ait elde edilen 

yükleme etkinliği değerleri aynı yöntemle belirlenmiştir. Bu amaçla, hazırlanan 

nanopleks formülasyonları, serbest IL-2’yi uzaklaştırmak amacıyla Millipore 

Ultrafree-MC 100000 NMWL filtreler ile 3500 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. 

Filtrenin moleküler ağırlık cut-off değeri dikkate alınarak IL-2 için de uygun olduğu 

görüldüğü için bu yöntemle serbest ilacı ayırma çalışması gerçekleştirilmiştir. Filtre 

altından örnek alınarak ticari olarak temin edilmiş IL-2 ELISA kiti ile analiz edilmiştir.  

Tablo 4. 17. Nanoplekslere ait IL-2 % yükleme etkinliği (%YE) değerleri (n=3, ±SS). 

POLİMER IL-2 Yüklü CD Nanopleks 

%YE ±SS 

5-FU ve IL-2 Yüklü CD Nanopleks 

%YE ±SS 

CD2 99,89 ± 0,01 99,8 ± 0,02 

CD7 99,93 ± 0,03 99,9 ± 0,06 

CD8       99,9 ± 0,01 99,8 ± 0,01 

Tablo 4.17.’deki verilerin ışığında, IL-2’nin yüklenmesinde 5-FU’nun olumsuz 

bir etkisi gözlenmemiş, 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerle IL-2 yüklü 

nanoplekslere yaklaşık aynı miktarda IL-2 yüklenebilmiştir. 

4.2.11. In vitro İlaç Salım Çalışmaları 

5-FU ve IL-2 yüklü nanoplekslerden 5-FU’nun salım çalışmaları 37°C’de 120 

rpm’de diyaliz membran tekniği ile sink koşul altında gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla 

hazırlanan nanopleks dispersiyonu diyaliz membrana yerleştirilmiş ve 10 mL salım 

ortamına konulmuştur. Çalkalayıcılı su banyosunda kurulan düzende 24 saat boyunca 

belirli zaman aralıklarında 500 μL örnek alınmış ve salım ortamına aynı miktarda taze 

ortam ilave edilmiştir. Alınan örneklerdeki 5-FU miktarı valide edilen HPLC metodu 
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ile tayin edilmiş ve % kümülatif salınan 5-FU miktarı hesaplanmıştır. Verilerden elde 

edilen salım grafikleri Şekil 4.20.-4.24. ile gösterilmiştir. 
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Şekil 4. 20. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden PBS (pH=7.4) ortamında zamana 

karşı 5-FU’nun % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). * ile işaretli grafikte ilk iki saate 

ait veri sunulmaktadır. 

 

* 
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Şekil 4. 21. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden simüle sıvılarda-açlık zamana 

karşı 5-FU’nun % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). 
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Şekil 4. 22. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden simüle sıvılarda-tokluk zamana 

karşı 5-FU’nun % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). 

Sonuç olarak, 5-FU salımının tüm nanopleks sistemlerinden ortalama olarak 

%90 oranında gerçekleştiği 12 saat sonunda belirlenmiştir. Özellikle ilk 4 saatte 

salımın hızlı ve artan miktarlarda olduğu 8 ile 12. saatten itibaren ise bu artışın azaldığı 

gözlenmiştir. 
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5-FU ve IL-2 yüklü nanoplekslerden IL-2’nin salım çalışmaları 37°C’de 120 

rpm’de %0,2 Tween 80 içeren PBS (pH=7.4)’te ve simüle sıvılarda yapılmıştır.  

Nanopleksler 1 mL salım ortamında disperse edilmiş ve çalkalayıcılı su banyosunda 

kurulan düzende 24 saat boyunca belirli zaman aralıklarında örnekler toplanmıştır. 

Salım tüpleri 10 dakika oda sıcaklığında 10.000 rpm’de santrifüjlenmiştir. 

Süpernatandan 100 μL alınıp, salım ortamına taze ortam eklenerek her zaman aralığı 

için bu işlem tekrarlanmıştır. Alınan örneklerdeki IL-2 miktarı, IL-2 ELISA kiti ile 

tayin edilmiş ve % kümülatif salınan IL-2 miktarı hesaplanmıştır. 
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Şekil 4. 23. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden PBS (pH=7.4) ortamında zamana 

karşı IL-2’nin % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). 
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Şekil 4. 24. 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerden simüle sıvıda zamana karşı IL-

2’nin % kümülatif salım grafiği (n=3, ± SS). 

İlk bir saat içerisinde nanopleks sistemindeki IL-2’nin %63’ten fazlasının 

salındığı görülmektedir. Her iki salım ortamında 24 saat sonunda IL-2 salımının tüm 

nanopleks sistemlerinden %90 oranında tamamlandığı belirlenmiştir. 

3.3. Hücre Kültürü Çalışmaları 

4.3.1. Güvenlilik Çalışması 

Hücre kültürü çalışmaları kapsamında ilk olarak boş CD polimerlerin farklı 

konsantrasyonlarının güvenlilikleri L929 fibroblast hücrelerinde WST-1 yöntemiyle 

belirlenmiştir. Elde edilen bulgular Şekil 4.25. ile gösterilmiştir.  
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Şekil 4. 25. CD polimerlerinin L929 hücrelerinde konsantrasyona bağlı olarak hücre 

canlılığına etkisi; CD2 (A), CD7 (B), CD8 (C). (n=3, ±SS) 

Şekil 4.25. ile gösterilen sonuçlara göre her üç CD polimer türevinin de L929 

hücrelerinde güvenli olduğu söylenebilir. Dört farklı konsantrasyonun test edildiği 

çalışmada, en yüksek polimer dozlarında bile (1/8 h:h), hücre canlılığının %70'in 
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üzerinde olduğu belirlenmiştir. ISO 10993-5'e (2009) göre, in vitro sitotoksiste 

testinde güvenli olarak kabul edilebilir minimum hücre yaşayabilirliği sınırı %70’tir 

[221].  

Polimerlere ait güvenlilik sonuçlarında istatistiksel değerlendirme 

yapıldığında, polimerlerin kendi içinde farklı konsantrasyonları arasında fark olmadığı 

görülmüştür (p>0,05, ANOVA testi). CD2 polimerinin, 0,25- 0,125- 0,062 mg/mL 

konsantrasyonlarda CD7, CD8 ve kontrol gruplarından farklı olduğu belirlenmiş, 

ancak 0,031 mg/mL’de ise fark gözlenmemiştir. 

Gerçekleştirilen LDH deneyine ait sonuçlar ise Şekil 4.26.’da sunulmaktadır. 

Laktat dehidrojenaz (LDH) enziminin belirlenmesi, hücre sitoplazmik membran 

hasarının değerlendirilmesinde sıklıkla tercih edilen bir yöntemdir. Hücre zarı 

bileşenleri ile etkileşime girdiği bilinen siklodekstrin gibi moleküllerin toksisitelerinin 

değerlendirilmesi için de LDH enziminin belirlenmesi yöntemi uygulanmaktadır. 

Hücre zarının hasar görmesi durumunda sitoplazmadan hücre kültürü ortamına LDH 

salınır. Çalışmamızda, üç farklı boş CD polimerinin dört farklı konsantrasyonda 

uygulandığında L929 hücrelerinden salınan LDH miktarı ticari bir kit ile 

belirlenmiştir. Şekil 4.26’ya göre, boş CD polimerleri ile muamele edilen hücrelerden 

salınan LDH miktarının, sadece DMEM ile muamele edilen hücrelerden salınan LDH 

miktarı kadar olduğu gözlenmiştir. Pozitif kontrol olarak Triton-X 100 kullanılmış ve 

bu grupta hücrelerden salınan LDH miktarı kontrol grubuna göre 3 kat artmıştır. 
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Şekil 4. 26. Farklı konsantrasyonlarda CD polimerlerinin L929 hücrelerindeki LDH 

aktivitesi; CD2 (A), CD7 (B) ve CD8 (C). Kültür ortamı ile muamele edilen hücreler 

Kontrol grubunu oluşturmaktadır. %1 (h/h) Triton-X uygulanan grup ise pozitif 

kontrol grubudur (n=3, ±SS). 
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4.3.2. Antikanser Etkinlik Çalışması 

Hücre kültürü çalışmalarında kullanılması gereken etkin dozun belirlenmesi 

için 5-FU’nun hücre proliferasyonunda %50 azalmaya neden olan konsantrasyon 

olarak tanımlanan IC50 değeri belirlenmiştir. Bu amaçla CT26 ve HT29 kolon kanseri 

hücre hatları hücre kültürü ortamında inkübe edilmiştir. Hücreler yeterli sayıya 

ulaştıktan sonra 2 mL tripsin/EDTA (5x) solüsyonu ile kaldırılmış ve sayım işlemi 

yapılmıştır. Uygun sayıda hücre içeren solüsyon hazırlanarak hücreler 96 kuyucuklu 

hücre plakalarına hücre sayısı 5000 (100 μL DMEM) olacak şekilde kuyucuklara 

ekilmiştir. Gece boyunca hücrelerin yüzeye tutunması sağlanmış ve ardından 5-

FU’nun ultra saf su içindeki stok solüsyonundan yedi farklı konsantrasyonda (2,5-5-

10-25-50-100 ve 200 μM dozda) 5-FU çözeltisi içeren besi yeri hazırlanmıştır. 

Hücreler üzerindeki besi yeri uzaklaştırılmış ve hücreler farklı konsantrasyonlardaki 

5-FU çözeltisi ile 24 ve 48 saat boyunca inkübe edilmişlerdir ve ardından 5-FU’nun 

IC50 değeri belirlenmiştir (Tablo 4.18.).  

Tablo 4. 18. 5-Flurourasilin fare ve insan kolon karsinoma hücrelerindeki IC50 

değerleri (n=3, ±SS). 

HÜCRE Zaman (saat) IC50 (μM) 

CT26 24 91,6 
 

48 0,027 

HT29 24 23,98 
 

48 12,68 

Tablo 4.18. ile elde edilen IC50 değerleri sunulmaktadır. Artan inkübasyon 

süresinde her iki hücre tipinde 5-FU’nun hücre büyümesi inhibisyonunda etkinliğinin 

arttığı görülmüştür. Sonrasında hazırlanacak 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin 

etkinliği ile bu değerler baz alınarak değerlendirilecektir. 

5-FU ve IL-2 yüklü nanoplekslerin CT26 hücrelerinde etkinlik çalışması (2B) 

kapsamında hücreler 100 μL DMEM içerisinde 5000 hücre/kuyu olacak şekilde 96 

kuyucuklu hücre plakalarına ekilmiştir. 24 saatlik inkübasyon sonrasında kuyucuklara 

5-FU çözeltisi 91,6 μM konsantrasyonda uygulanmıştır. Hücreler 24 ve 48 saat inkübe 

edilerek hücre canlılığı çalışması WST-1 testi ile belirlenmiştir (n=3). 
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Şekil 4. 27. Hazırlanan nanopleksler ile polimer ve ilaç çözeltilerinin 24 (a) ve 48 (b) 

saat sonunda CT26 hücrelerinde antikanser etkinliği (n=3, ±SS). *p<0,05: 5-FU+IL-2 

ile inkübe edilen gruba göre.  
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Polimer çözeltileri ve CD nanoplekslerinin, 5-FU’nun IC50 değerinin aynı 

konsantrasyonuna göre seyreltildiği çalışmanın sonuçları Şekil 4.27.'de verilmiştir. 5-

FU ve IL-2 yüklü CD2 nanopleksi 24 ve 48 saat sonunda 5-FU+IL-2 çözeltisinden 

daha yüksek sitotoksik etkiye sahiptir (p<0,05).  Ek olarak aynı nanopleks 48 saatte 5-

FU’dan daha yüksek sitotoksik etkiye sahiptir (p<0,05). Öte yandan, CD2 polimer 

çözeltisi tek başına CT26 hücreleri üzerinde toksik etkiye sahiptir. 5-FU ve IL-2'nin 

nanopleks içinde CD7 polimeri ile verilmesi, CT26 hücrelerinin canlılığını 5-FU 

çözeltisinden daha fazla azaltmıştır. Ancak bu durum CD8 nanopleksleri için geçerli 

olmamıştır. Polimerin ek sitotoksik etkisi ile CD2 nanoplekslerinde 5-FU çözeltisinin 

antikanser etkisinin aşıldığı gözlenmiştir. 

3.3.3. Hücre Proliferasyonu ve Gerçek Zamanlı Hücre Canlılığı Analizi 

Kontrol grubu ile formülasyon grupları arasında proliferasyon açısından 

normalizasyon zamanı (21. saat) ile 200. saat aralığında proliferasyon profiline göre 

belirli saatlerde hücre indeksi alınarak istatistiksel analiz yapılmıştır. Şekil 4.28.’de 

deneyin başlangıcından sonuna kadar oluşan hücre indeksi grafiği sunulmaktadır. 

Buna göre kontrol grubuna ait hücre indeksinin formülasyon uygulanan gruplara göre 

yüksek olduğu saptanmıştır.  

 

Şekil 4. 28. CT26 hücrelerine ait deney sonundaki analizin normalize hücre indeksi 

grafiği. 

Analizde 24., 48. ve 72. saat sonuçları her polimer ve nanopleks grubunu 

içerecek şekilde kontrol grupları ile karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. Elde 

edilen sonuçlar Şekil 4.29.’da sunulmuştur. 
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Şekil 4. 29. CT26 hücrelerine ait polimer gruplarına göre 24., 48. ve 72. saat hücre 

indeksi grafikleri; CD2 (a), CD7 (b), CD8 (c).  
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48. saat verilerinde tüm nanoplekslerin kontrolle aralarındaki fark anlamlı iken, 

5-FU içeren çözeltilerle karşılaştırıldığında anlamlı fark gözlenmemiştir (Şekil 4.29.). 

72. saat verilerinde de aynı durum devam etmiştir (p<0,05). 5-FU ve IL-2 yüklü CD 

nanopleksler kendi arasında karşılaştırıldığında aradaki farkın istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı bulunmuştur (Şekil 4.30.). 
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Şekil 4. 30. CT26 hücrelerine ait nanopleks gruplarını içeren hücre indeksi grafiği. 

Formülasyon gruplarının duplikasyon zamanına etkisi değerlendirildiğinde 

Şekil 4.31.’deki sonuçlar ortaya çıkmıştır. 

 

Şekil 4. 31. CT26 hücrelerine ait duplikasyon zamanı grafiği (*p<0,05, 5FU ve 

5FU+IL2 çözeltisi uygulanan grupla karşılaştırıldığında). 

CD nanopleks uygulanan tüm gruplarda hücre duplikasyon zamanının kontrol 

grubuna göre uzamış olduğu saptanmıştır (Şekil 4.31.). Kontrole göre 5-FU çözeltisi 
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ve 5-FU+IL-2 çözeltisinde yaklaşık 4 saatlik uzama gözlenmiştir. CD7 çözeltisinde 2 

saatlik uzama gerçekleşirken 5-FU ve IL2 yüklü CD7 nanoplekste bu süre 9 saate 

yaklaşmıştır. 5-FU çözeltisi ve 5-FU+IL-2 çözeltisi uygulanan gruplarla 

karşılaştırıldığında ise duplikasyon zamanında 5FU/IL2/CD2 nanopleks, 

5FU/IL2/CD7 nanopleks, 5FU/IL2/CD8 nanopleks, CD2 çözeltisi ve CD8 çözeltisi 

uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğu belirlenmiştir 

(p<0,05).   

3.3.4. 3B In Vitro Tümör Modeli 

CT26 hücreleri ile 3B tümör modeli geliştirilebilmesinde Poly-HEMA çözeltisi 

ile kaplanan hücre plakalarına Matrigel içerisinde ve 200 μL’de 5000 hücre/kuyucuk 

olacak hücre ekimi yapılmıştır. Ardından plakalar santrifüjlenmiş ve her iki günde bir, 

besi yeri değiştirilmiştir. 5. günde oluşan tümör modeline ait mikroskop görüntüsü 

Şekil 4.32.’te sunulmaktadır. 

 

 

Şekil 4. 32. CT26 fare kolon kanseri hücreleri ile oluşturulan 3B küresel tümörün 

mikroskobik görüntüsü.  

Beşinci günde oluşmuş olan 3B tümörlerin her bir grup için 1’er örnek 

seçilerek görselleri alınmıştır. Sonrasında 2B hücre kültüründe 5-FU için belirlenen 

IC50 değerinin 2 katı kadar 5-FU içeren ve orantısal olarak eşit miktarda CD polimeri 

ve IL-2 içeren CD çözeltileri, 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanopleksler, 5-FU çözeltisi, 5-

FU+IL-2 çözeltisi kuyucuklara uygulanmıştır. Kontrol grubuna ait kuyucuklara 

DMEM hücre kültürü ortamı eklenmiştir. Uygulanan bu tedavi sonrasında başlangıçta 

belirlenen kuyucukların 24., 48. ve 72. saatte görselleri kaydedilmiştir. Kaydedilen 
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görseller Şekil 4.33.’te sunulmaktadır. 72 saat sonunda pipetajla dağıtılan hücrelerde 

canlılık WST-1 analizi ile belirlenmiştir. Sonuçlar Şekil 4.34.’te verilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 33. 3B tümör modelinde nanopleks veya diğer tedavilerin uygulama öncesi ve 

uygulama sonrası 24., 48. ve 72. saate ait mikroskop görüntüleri. 
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Şekil 4. 33. 3B tümör modelinde nanopleks veya diğer tedavilerin uygulama öncesi ve 

uygulama sonrası 24., 48. ve 72. saate ait mikroskop görüntüleri. (Devam) 
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Şekil 4. 33. 3B tümör modelinde nanopleks veya diğer tedavilerin uygulama öncesi ve 

uygulama sonrası 24., 48. ve 72. saate ait mikroskop görüntüleri. (Devam) 

Elde edilen görüntülerde, CD polimer ve DMEM eklenen gruplarda sferoid 

boyutunda 40-80 μm büyüme kaydedilmiştir. 5-FU çözeltisi ve 5-FU+IL-2 çözeltisi 

uygulanan gruplarda ise sferoid boyutunun değişmediği belirlenmiştir. 5-FU ve IL-2 

yüklü CD nanoplekslerin eklendiği sferoidlerde ise 40 μm küçülme gözlenmiştir. Bu 

verilerle CD nanoplekslerin 5-FU çözeltisine göre daha etkin olduğu gösterilmiştir. 
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Şekil 4. 34. 3B tümör modeline uygulanan tedavi sonrasında hücre canlılığı analiz 

sonuçları, CD2 (A), CD7 (B), CD8 (C) (n=6±SS). (*p<0,05 5-FU çözeltisine göre 

aradaki farkın anlamlı olduğu grubu belirtir.) 

Şekil 4.34. ile sunulan sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, CD2 

ve CD7 polimerler ile hazırlanan 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerin 5-FU 

çözeltisine göre daha etkili (aradaki farkın anlamlı) olduğu belirlenmiştir (p<0,05). 

CD8 polimeri ile hazırlanan 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerde ise aradaki farkın 

anlamlı olmadığı gözlenmiştir (p>0,05). 

3.3.5. Hücrelerde İmmünositokimyasal İnceleme 

Kontrol grubundaki fare kolon kanseri sferoidlerinde, hücrelerin formülasyon 

uygulanan gruplara göre CD44 ile daha yoğun olarak işaretlendiği gözlenmiştir. 

Sadece hücre kültürü ile muamele edilen kontrol grubu için tümör yükünün fazla ve 

metastatik aktivitenin olduğu CD44 ile yoğun işaretlenmesiyle de doğrulanmıştır. 5-

FU ve IL-2 yüklü CD7 ile 5-FU ve IL-2 yüklü CD8 nanopleks uygulanan grupların 

göreceli olarak diğer gruplara göre (5-FU çözeltisi, 5-FU+IL-2 çözeltisi, kontrol ve 

5FU/IL2/CD2 nanopleks) CD44 ile daha az işaretlendiği görülmüştür. Bu sonuç, CD7 

ve CD8 nanoplekslerin daha etkili olduğunu göstermektedir. 5-FU çözeltisi ve 5-

FU+IL-2 çözeltisi uygulanan sferoidlerin, IL-2 ile işaretlenmesinin, kontrol ve diğer 

deney gruplarına göre daha yoğun olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.35.). Üç boyutlu 

sferoid modelinde floresan mikroskop altında hücreler kalitatif olarak 

değerlendirilmiştir. 
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Şekil 4. 35. CD44 ve IL-2 ile işaretlenen kolon kanseri sferoidlerine ait reprezantatif 

mikrograflar sunulmuştur. Kontrol grubunda, deney gruplarına göre CD44 ile yoğun 

işaretlenme dikkat çekmektedir. 5-FU çözeltisi ve 5-FU+IL-2 çözeltisi uygulanan 

gruplarda IL-2 ile floresan işaretlenme belirgindir. Çekirdek: DAPI x 1000. 

3.3.6. Sferoidlerin Plastik Bloklarda Işık Mikroskobu ile İncelenmesi 

Sferoidlerden elde edilen örneklerde 5-FU + IL-2 çözeltisi uygulanan grupta 

pleomorfik çekirdek ve sitoplazma yapısı gösteren epitel hücreleri gözlenmiştir. 

Pleomorfizm kanser hücreleri açısından, hücrelerin veya çekirdeklerinin boyutunda ve 

şeklinde değişiklik göstermesi olarak tanımlanmaktadır. Tümör hücrelerinin zar 

yapılarının yer yer eridiği ve apoptotik görüntü sergiledikleri saptanmıştır. Tedavi 

uygulanan gruplara ait örneklerin tümünde apoptoza giden hücreler olduğu dikkati 
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çekmektedir (Şekil 4.36.). Bu kalitatif histolojik bulguların gerçek zamanlı 

proliferasyon analizinde elde edilen veriler ile uyumlu olduğu belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 4. 36. Formülasyon ve kontrol grubuna ait sferoidlerden alınmış yarı ince kesit 

örneklerine ait reprezantatif mikrograflarda; kontrol grubundaki kolon kanseri epitel 

hücrelerinin çekirdek ve sitoplazma bütünlüğünü koruduğu gözlenirken, formülasyon 

uygulanan gruplardaki hücrelerin bütünlüklerini kaybederek (**) apoptoza gittiği (↘) 

gözlenmektedir. (Metilen mavisi Azur II ile boyama yapılmıştır.) 

3.3.7. Kanser Nodüllerinde In Vitro Olarak TUNEL ile Apoptoz Tayini 

3B tümör modeli ile oluşturulan ve 5-FU ile IL-2 yüklü CD nanopleks 

uygulanan sferoidlerin apoptotik özellikleri TUNEL kiti ile tayin edilmiştir. Elde 

edilen sonuçlar Şekil 4.37. ile sunulmaktadır. 
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Şekil 4. 37. 5-FU ve IL-2 yüklü CD2 nanopleks (a), 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks (b), 5-FU ve IL-2 yüklü CD8 nanopleks (c), 5-FU çözeltisi (d), IL-2 

çözeltisi ve DMEM (f) ile inkübe edilen 3B CT-26 sferoidlerde apoptozun 

belirlenmesi. Fluoresin konjuge d-UTP kullanılarak apoptotik hücrelerdeki DNA 

zincir kırıkları yeşil renk ile boyanmıştır. 

Farklı CD nanopleks formülasyonlarının 3B küresel kolon tümörlerinde neden 

olduğu apoptozis TUNEL yöntemiyle belirlenmiştir. Ticari olarak temin edilen kit 

fluoresin konjuge –dUTP içerdiği için uygulama sonrası apoptotik hücreler floresan 

mikroskobnunda yeşil renk ile görüntülenebilmişlerdir. Elde edilen sonuçlara göre, 

Şekil 4.37.-e ve f’de gösterilen sırasıyla IL-2 çözeltisi ve sadece DMEM ile işaretlenen 

gruplarda herhangi bir boyama gözlenmemiştir. 5-FU çözeltisi ile inkübe edilen grupta 

ise apoptotik hücrelerin yoğunluğunun CD nanopleks formülasyonu ile inkübe dilen 

gruplara göre daha az olduğu ve sıklıkla sferoidin dış yüzeyinde ve çevresince olduğu 

belirlenmiştir. Formülasyonlar apoptoz açısından incelendiğinde ise her 3 grubun da 

hücrelerde apoptoza neden olduğu ancak özellikle 5FU/IL2/CD7 nanopleksinin (Şekil 

4.37.-b) çok katmanlı sferoidin derinlerindeki hücrelerde de apoptoza neden olduğu 

mikroskobik inceleme ile gösterilmiştir. 



136 
 

3.4. In vivo Antitümöral Çalışmalar ve Dokularda Histopatololojik ve 

İmmünolojik Yanıtın Belirlenmesi 

4.4.1. Güvenlilik Çalışması 

Bu çalışmalar kapsamında öncelikle CD2, CD7 ve CD8 polimerleri ile IL-2 

yüklü nanopleksler hazırlanmış ve kontrol grubu olarak serum fizyolojik (SF) 

kullanılmıştır. 100 μL hacim içerisinde 5000 U IL-2 ve 3,9 mg CD olacak şekilde IL-

2 yüklü CD nanopleksler hazırlanmış ve tek doz iv. olarak enjekte edilmiştir. 

Enjeksiyondan 24 saat sonra hayvanlardan serum örneklerinde alkalin fosfataz ve 

alanin aminotransferaz gibi değişkenler ölçülerek CD polimerlerin toksisitesinin olup 

olmadığı belirlenmiştir. 

Tablo 4. 19. Sağlıklı hayvanlara farklı polimerin i.v. uygulamalarının ardından 

toplanan serumlardan bakılan toksisite sonuçları (n=5, ±SS). 

 Kontrol (PBS) ve Tedavi Grupları 

 PBS CD2 CD7 CD8 
AST (55-352 U/l) 367±2.8 748±8.5 316.5±4.9 586±4.2 
ALT (41-131 U/l) 71±2.8 71±1.4 53.5±0.7 79±2.8 

cCRP (mg/dl) <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 
AST/ALT 5.2±0.1 10.55±0.4 5.9±0 7.4±0.3 

Yapılan bu çalışmalar sonucunda CD7 polimerinin ALT (alanin transferaz) ve 

AST (aspartat transaminaz) değerleri göz önüne alındığında daha güvenli olduğu tespit 

edilmiştir. In vivo çalışmaların devamının CD7 polimeri ve nanopleksi ile yapılmasına 

karar verilmiştir (Tablo 4.19.). 

4.4.2. Antitümör Etkinlik Çalışması 

2x106 CT26 kolon hücresi, 100 μL (1mg/ml; 1:10) Matrigel® içerisinde olacak 

şekilde, abdominal bölgesinde kesi sonrasında çekum üzerinde insizyonel çizikler 

oluşturulan farelere inoküle edilmiştir Abdominal insizyon bölgesi absorbe edilebilen 

5/0 monofilament ile cerrahi sütür kullanılarak kapatılmıştır. Sütür alanı batikonla 

temizlenerek hayvanlar anestezinin etkisinden çıkana kadar gözlenmiştir. Cerrahi 

operasyon sonrasında farelerde oluşabilecek dehidratasyonu önlemek amacıyla 0,5 mL 
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steril %0,9 NaCl subkutan (sc) olarak enjekte edilmiştir. Bu adımların uygulamalarına 

ait görseller Şekil 4.38.’da sunulmaktadır. 

 

Şekil 4. 38. In vivo tümör modeli oluşturma çalışma aşamaları. (Aşama 1) Anestezi 

altındaki hayvan cerrahi müdahaleye hazırlanmıştır. (Aşama 2) Hayvanda kesik 

açılarak çekum dışarı alınmıştır. (Aşama 3) Çekuma çizik atılmıştır. (Aşama 4) 

Hücreler uygulanmıştır. (Aşama 5) Sütürle cerrahi alan kapatılmıştır. (Aşama 6) 

Batikon uygulanarak cerrahi bölge sanite edilmiştir. 

Uygulanan tedaviler öncesinde ve sonrasında, haftada iki kez olmak üzere 

toplam dört kez, hayvanların ağırlık ölçümleri gerçekleştirilmiştir. Hayvanların 

tedaviler süresince ağırlıklarının değişiminde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir (p<0,05). Tümör büyüklükleri değerlendirildiğinde kontrol grubuna 

göre 5FU/IL2/CD7 nanopleks grubunda istatistiksel olarak azalma gözlenmiştir 

(p<0,05) (Şekil 4.39a.). Sağ kalım oranlarına bakıldığında ise 5-FU+IL-2 çözeltisi 
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uygulanan ile 5FU/IL2/CD7 nanopleks uygulanan gruplarda yüksek olduğu 

bulunmuştur (p<0,05). 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanopleksin metastaz odağı sayısı 

açısından daha etkili olduğu çalışma sonuçlarında gözlenmiştir. Elde edilen bulgular 

Şekil 4.40.’ta sunulmaktadır. 
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Şekil 4. 39. Tümör indüklenen hayvanlarda uygulanan tedaviler sonrasında ağırlığın 

(a), tümör boyutunun(b) ve sağ kalımın (c) zaman içerisindeki değişimi (*p<0,05). 
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Şekil 4. 40. Uygulanan tedavi süreci sonunda hayvanlardaki metastaz odağı sayıları 

(*p<0,05). 

Metastaz odakları değerlendirildiğinde kontrol grubuna göre 5FU/IL2/CD7 

nanopleks uygulanan hayvanlarda istatistiksel olarak metastaz odağı sayısının daha 

düşük olduğu gözlenmiştir (*p<0,05). 

İmmunfenotipleme analizi yapılabilmesi için üzerinde çalışmak istenilen 

hücreler tümör, dalak ve mezenterik lenf nodundan akış sitometresi cihazında 

kapılama stratejisiyle (gating strategy) ayrıştırılmışlardır. Şekil 4.41. ile gösterildiği 

gibi ilk olarak FSC-H/FSC-A üzerinden analizin doğru yapılması için tek düşen 

hücreler kapılanmıştır. Ardından SSC-A/FSC-A‘dan hücreler granül durumu ve hücre 

boyutuna göre kapılayarak debrisler dışarıda bırakılarak ve ilgilenilen hücre 
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popülasyonu seçilmiştir. Ortak lökosit marker CD45 ile kapılama yapılarak immün 

sistem hücresi olan hücreler seçilmiştir. 

Aynı şekilde, CD11b miyeloid hücre belirteci yardımıyla miyeloid hücreler 

işaretlenerek miyeloid kökenli olmayan hücreler analiz dışında bırakılmıştır. Son 

olarak Ly6C+ Ly6G- olan popülasyon monosit ve Ly6C orta/+ Ly6G+ popülasyon 

granülositler olarak belirlenerek analizler yapılmıştır. 

 

Şekil 4. 41. Miyeloid (a) ve lenfosit (b) hücre analizi için yapılan kapılama stratejileri.   

Akış sitometrisi ile istenilen hücreler dokulardan ayrıştırıldıktan sonra 

immünofenotipleme çalışmaları yapılmıştır. Dalak ve tümör örneklerinden elde edilen 

CD45+ hücrelerinden CD3+, CD4+ ve CD8+ hücrelerinin oranları ile Cd11b+ hücreleri 

ve bunlardaki nötrofil ve monosit oranları belirlenmiştir. Lenf dokusu örneklerinden 

CD45+ hücrelerinden CD3+, CD4+ ve CD8+ hücrelerinin oranları ölçülmüştür. Elde 

edilen bulgular Şekil 4.42. ile gösterilmiştir. Tüm gruplarda tümöre infiltre immün 

hücre sayıları arasında istatistiksel olarak anlamlılık bulunmamasına rağmen, 5-FU 

çözeltisi grubunda diğer gruplara göre daha az immün hücre bulunmaktadır (p<0,05).  

Dalak dokusundaki T hücreleri değerlendirildiğinde, istatistiksel olarak 5-FU 

ve IL-2 yüklü CD7 nanopleks grubunda hücre sayısı daha fazladır (p<0,05). CD3+ ve 
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CD4+ hücre oranları tüm tedavi gruplarında aynı iken, 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks grubundaki hücre sayısı 5-FU çözeltisi ile 5-FU ve IL-2 çözeltisi gruplarının 

yaklaşık 2 katıdır. 

Dalakta CD8+ hücre yüzdeleri incelendiğinde, kontrol grubuna göre diğer 

tedavi gruplarının daha az yüzdeye sahip olduğu görülmektedir (p<0,05). Ancak doku 

içerisindeki hücreler incelendiğinde ise kontrol ile 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanopleks 

gruplarının benzer sayıda CD8+ T hücresi içerdiği belirlenmiştir. 5-FU ve IL-2 yüklü 

CD7 nanopleksin, 5-FU çözeltisi ile 5-FU ve IL-2 çözeltisi gruplarına göre daha 

yüksek oranda CD8+ T hücresi barındırdığı gözlenmiştir. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 42. Tedavi sonrasında dalak dokusundaki T hücrelerin oranları. 

Şekil 4.43.’te dalak içerisindeki CD11b+ hücre yüzdelerine bakıldığı zaman ise 

kontrole göre 5-FU çözelti, 5-FU+IL-2 çözelti ve 5FU/IL2/CD7 nanopleks gruplarında 
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istatistiksel olarak anlamlı azalma görülmüştür (p<0,05). Hücre sayıları incelendiğinde 

ise sadece kontrole göre 5-FU çözeltisi grubunda istatistiksel azalma gözlenmiştir. 

Dalak dokusundaki nötrofil hücre sayıları ve oranları değerlendirildiğinde kontrol 

grubu ile diğer tedavi grupları arasında istatistiksel fark tespit edilmiştir (p<0,05). 5-

FU çözeltisi grubunda en düşük hücre sayısı ve oranı yer alırken bu grubu 5-FU ve IL-

2 yüklü CD7 nanopleks tedavi grubu takip etmiştir. Monosit yüzdelerinde ise kontrol 

grubuna göre 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanopleks ve 5-FU çözeltisi grubunda anlamlı 

fark bulunmaktadır (p<0,05). 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 43. Tedavi sonrasında dalak dokusundaki miyeloid hücre oranları. 

Tümörde tüm tedavi gruplarında T hücrelerinin sayısı ve yüzdelerinde 

istatistiksel olarak fark saptanmamıştır (Şekil 4.44.). 

 Tümörde CD11b+ hücre yüzdeleri değerlendirildiğinde 5-FU ve IL-2 yüklü 

CD7 nanopleks uygulanan grubun kontrol grubu ve 5-FU çözeltisi uygulanan gruptan 

daha az olduğu Şekil 4.45.’te görülmektedir (p<0,05). Miyeloid hücre yüzdesini ifade 

eden bu sonuca göre, 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanopleks ile 5-FU ve IL-2 çözeltisi ile 

benzer orana sahiptir. Nötrofil yüzdeleri değerlendirildiğinde 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks grubunda kontrol ve 5-FU çözeltisi gruplarına göre daha yüksek olduğu 

gözlenmiştir (p<0,05). 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanopleks uygulanan grubun 5-FU 
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çözeltisi uygulanan grup ile benzer monosit yüzdesine sahip olduğu belirlenmiştir. 

Nötrofil ve monosit hücre sayılarında olarak gruplar arasında istatistiksel fark 

bulunmamaktadır (p>0,05).  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 44. Tedavi sonrasında tümör dokusundaki T hücrelerin oranları. 
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Şekil 4. 45. Tedavi sonrasında tümör dokusundaki miyeloid hücre oranları. 

Lenf nodu içerisindeki CD8+ hücre yüzdelerinde 5-FU çözeltisi ve 5-FU+IL-2 

çözeltileri arasındaki fark anlamlıdır. 5-FU çözeltisi uygulanan grupta CD8+ hücre 

sayısı daha yüksektir (Şekil 4.46.). 
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Şekil 4. 46. Tedavi sonrasında lenf nodu dokusundaki T hücrelerin oranları. 

Uygulanan tedavilerin T hücreleri üzerindeki etkisi dalak, lenf nodu ve tümör 

dokularında incelenmiştir. T hücreleri, yardımcı T (CD4+) hücreleri ve sitotoksik 

(CD8+) T hücreleri olmak üzere ikiye ayrılarak incelenmiştir. Mezenterik lenf nodu ve 

dalakta CD4+ T hücreleri ve CD8+ T hücrelerinin oranları gruplar arasında farklılık 

gözlenmezken her iki dokuda da baskın olan hücre popülasyonu CD4+ T hücreleridir. 

Tümörde ise gruplar arasında CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin oranları farklılık 

göstermekle birlikte baskın popülasyon CD8+ T hücreleridir.  

Tedaviler sonrasında hayvanlardan alınan kan örneklerinden toplanan 

serumlarda IFN-γ, TNF-α gibi anti-tümör yanıtlarda rol oynayan sitokin varlıkları 

belirlenirken; IL-2 serumdan referans değerinden düşük olduğu için tespit 

edilememiştir (Şekil 4.47.). 
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Şekil 4. 47. Serumdaki T lenfosit ilişkili sitokin düzey analizi. 

Gruplar, IFN-γ ve TNF-α sitokin düzeyleri bakımından değerlendirildiğinde; 

kontrol grubuna göre diğer tüm gruplarda istatistiksel olarak anlamlı artış görülmüştür 

(p<0,05). Serumdaki IFN-γ düzeyindeki artış bakımından tedavi uygulanan gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamasıyla birlikte en yüksek IFN-

γ düzeyi 5-FU+IL-2 çözelti ve 5FU/IL2/CD7 nanopleks uygulanan gruplarda 

belirlenmiştir (p<0,05). Bu durum nanopleks yapısının enflamatuvar yanıttaki artışı 

değiştirmediğini göstermiştir. Serumdaki TNF-α sitokin düzeyine bakıldığında ise; 

tedavi grupları arasında enflamatuvar yanıt açısından bir farklılık bulunmamaktadır 

(p<0,05). 

3.4.3. In Vivo Ortama Uygulanmış Kanser Nodüllerinin Histopatolojik 

İncelemesi 

PBS, 5-FU çözeltisi, 5-FU+IL-2 çözeltisi ve 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks formülasyonları uygulanan gruplara ait primer tümör odakları ile uzak 

organ metastazı olarak akciğer ve karaciğer dokuları değerlendirilmiştir (Şekil 4.48.). 
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Şekil 4. 48. PBS, 5-FU çözeltisi, 5-FU+IL-2 çözeltisi, 5-FU yüklü CD7 nanopleks ve 

5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanopleks formülasyonları uygulanan gruplarda, tümör 

dokusu (A, D, G, M), karaciğer (B, E, H, N) ve akciğer (C, F, I, O) mikrografları. 

Şekil 4.48. ile sunulan graflarda ilk kolonda (A, D, G, M) ortotopik tümör 

dokusu peritümöral doku ile beraber izlenmektedir (*) X125. İkinci kolonda karaciğer 

parankiminde yerleşik metastatik tümör dokusu (  ) araştırılmıştır. Üçüncü kolonda 

akciğer parankimasındaki tümör odağı gösterilmektedir (**) x200. Akciğer metastaz 

bulgusu olmayan 5-FU+IL-2 çözelti grubu (O) representatif olarak sunulmuştur.  

Primer tümör odakları değerlendirildiğinde, 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks formülasyonu uygulanan tedavi grubunda PBS ve 5-FU çözeltisi 

uygulanana göre istatistiksel açıdan anlamlı olarak daha az tümör odağı geliştiği 

gözlenmiştir (p<0,05) (Şekil 4.49.). 
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Şekil 4. 49. PBS, 5-FU çözeltisi, 5-FU+IL-2 çözeltisi ve 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks formülasyonları uygulanan tedavi gruplarında primer tümör odakları (*) 

p<0,05.  

PBS uygulanan grup ile 5-FU çözeltisi, 5-FU+IL-2 çözeltisi ve 5-FU ve IL-2 

yüklü CD7 nanopleks formülasyonları uygulanan gruplar arasında hepatik metastaz 

alanı açısından anlamlı fark bulunmamaktadır (Şekil 4.50a.). Ancak akciğerdeki 

metastatik odaklar izlendiğinde; 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanopleks uygulanan grupta 

metastatik odak alanı PBS uygulanan alana göre anlamlı olarak azalmıştır (p<0,05) 

(Şekil 4.50b.). Tümör odak alanları değerlendirildiğinde ise en küçük primer 

odakların, karaciğer ve akciğer odaklarının 5-FU+IL-2 çözelti uygulanan tedavi 

grubunda olduğu gözlenmiştir. 
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Şekil 4. 50. PBS, 5-FU çözeltisi, 5-FU+IL-2 çözeltisi ve 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanopleks formülasyonları uygulanan tedavi gruplarında karaciğerdeki (a) ve 

akciğerdeki (b) metastatik alanlar (*) p <0,05. 
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4. TARTIŞMA 

Tez kapsamında, antikanser ilaç 5-FU ve immünoterapötik molekül IL-2’nin 

aynı nano boyutlu taşıyıcı sistem ile formülasyonu ve kolon kanseri tedavisindeki 

etkinliğinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Kolorektal kanser tedavisinde etkinliği bilinen ancak yan etkileri sebebiyle 

klinikte kullanımı sınırlı olan 5-FU ve klinik çalışmalarda kolon kanserindeki etkinliği 

araştırılan IL-2 ile yüklü CD polimeri ile hazırlanan immünokemoterapötik CD 

nanoplekslerin farelerde kolon kanseri tedavisinde güvenli ve etkili olduğu 

bulunmuştur. 

5.1. 5-FU ve IL-2 Yüklü CD Nanoplekslerin Hazırlanması ve 

Karakterizasyonu 

Tezde kullanılan antikanser molekül 5-FU, kolon kanseri tedavisinde 

kullanılan kemoterapötiklerden biridir, ancak tümör bölgesine ulaşan 5-FU miktarının 

düşük olması ve mevcut toksisitesi nedeniyle kullanımı sınırlıdır [62, 222]. 

Literatürdeki çalışmalar, 5-FU'nun nanopartiküler sistemler yoluyla taşınmasının 

toksisitesini azalttığını ve etkinliğini arttırdığını göstermiştir [54, 222-224]. 

Tezdeki immün terapötik molekül olan IL-2 ise ilk olarak 1976'da T hücresi 

büyüme faktörü olarak tanımlanmıştır. IL-2, mitojenle aktive olan insan T hücrelerinin 

süpernatanında bulunur ve burada T hücrelerinin in vitro büyümesini ve çoğalmasını 

desteklemede önemli bir rol oynar. Literatürde de bildirildiği gibi, IL-2’nin kolorektal 

kanserde antitümör etkinliği söz konusudur ve bu nedenle etkinliği değerlendirilmeye 

devam edilen kolon kanseri tedavi ajanları arasında umut verici yaklaşım olarak kabul 

edilmiştir [225]. Kolon kanserinde, kanser hücreleri ve stromal fibroblastlar, 

malignitelerin çoğundan sorumlu olan “stromal reaksiyon” adı verilen mekanizma ile 

submukozal dokuya infiltre olmaktadır. Kanser bağışıklığının histolojik 

sınıflandırmasına dayanarak, dışlanmış tip kolon kanserleri araştırılmıştır. Bu tipte, T-

hücre aktivasyonunun ve kanser hücrelerine penetrasyonun inhibitör faktörler ve 

kompleks kanser vaskülarizasyonu gibi birçok faktör ile engellenebildiği bulunmuştur 

[226]. Bu koşullarda, IL-2, T hücresi aktivasyonunu uyarmak için önemli bir 

faktördür. Tümör infiltre edici lenfositler ve kimerik antijen reseptör tedavileri gibi ex 

vivo genişletilmiş otolog T hücrelerinin adaptif transferinde, lenfoma ve lösemide 
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yüksek doz IL-2 kullanımının gerekli olduğu gösterilmiştir. Etkinliği artırmak ve yan 

etkileri en aza indirmek için yüksek doz ve düşük doz IL-2 kullanımı ile ilgili klinik 

çalışmalar farklı kanserlerde devam etmektedir [110, 227]. 

Kolon kanseri tedavisi amacıyla 5-FU ve IL-2 yüklü farklı katyonik CD 

polimerleri kullanılarak nanopleks sistemler hazırlanmıştır.  

5.1.1. Partikül Büyüklüğü Dağılımı ile Yüzey Yükü Tayini 

Nanopleks hazırlama genel olarak ekleme, vorteks ile karıştırma, oda ısısında 

inkübasyon gibi basamakları içermektedir ve bu basamakların literatürde çalışmalarda 

farklı sürelerde uygulandığı görülmektedir. Ayrıca etkin madde taşıyan 

nanoplekslerdeki önemli bir parametre de +/- yük oranı, bilimsel kaynaklarda molar 

oran veya ağırlık oranı olarak tanımlanmaktadır. Gen ve protein taşıyan sistemlerde 

daha yüksek oransal farka sahip sistemler hazırlanmıştır [228-230]. 

CycloLab’tan alınan 3 CD polimeri ve STPP ile hazırlanan nanoplekslerde 

120-190 nm aralığında nanopleksler hazırlanmış ve bu boyutların nanopleks 

tanımından daha yüksek boyuta sahip olması sebebiyle daha iyi sonuç alınabilecek ek 

parametreler için literatür araştırması yapılmıştır. Literatürdeki çalışmalara 

bakıldığında nanopleks yapılarının yüksek hacimlerde de hazırlandığı görülmüştür 

[181, 231, 232] ve çalışmamızda nanopleks son hacminde iki kat artış yapılmıştır. 

Ancak etkin maddelerle çalışma sırasında yapının değişecek olması (özellikle IL-2 

için) düşünülerek etkin madde ile hazırlanan nanopleksler hazırlandığında partikül 

büyüklüğü ve dağılımı bilgileri ile bu ön çalışma bilgisinin değerlendirilmesi 

planlanmıştır. 

STPP’nin, IL-2’nin ve 5-FU’nun molekül ağırlıklarının birbirinden çok farklı 

olması nedeniyle ön çalışmaların bu aşamada sonlandırılarak, pozitif yüzey yüküne 

sahip CD polimerleriyle tezde bulunan etkin maddelerden IL-2 ile nanopleks 

formülasyonları hazırlanmıştır. Literatür temel alınarak +/- ağırlık oranında 

nanopleksler hazırlanmıştır [85]. Hazırlanan IL-2 yüklü CD nanoplekslere filtrasyon 

işleminin partikül büyüklüğü ve dağılımına etkisi değerlendirilmiştir. İşlem sonrasında 

partikül boyutu azalsa da dağılımının arttığı belirlenmiştir. Bu durum yapının 

filtrasyon sırasında bozularak parçalandığı şeklinde yorumlanmıştır. Bu sebeple nihai 

formülasyonda filtrasyon işlemi uygulanmamıştır. 
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Elde edilen bu sonuçlar da göz önüne alınarak, literatür temelinde polimer: ilaç 

oranları belirlenmiştir [57, 85]. Sonrasında CD nanopleksleri, temel kompleksleştirme 

prosedürleriyle hazırlanmıştır [192, 193]. İki farklı aktif madde taşıyan nanopleks 

formülasyonları, 10:1 (a/a) CD:5-FU oranı ve 25.000:1 (a/a) CD:IL-2 oranı ile 

hazırlanmıştır [57, 85]. 

Ön formülasyon çalışmaları sonucu elde edilen bulgular doğrultusunda 

hazırlanan nanopleks formülasyonlarının ortalama partikül büyüklüğü ile dağılımı ve 

zeta potansiyel değerleri belirlenmiştir. Tablo 4.7. ile gösterildiği gibi 5-FU ve IL-2 

yüklü CD nanoplekslerin partikül büyüklükleri 43,4±15,4 ile 91,3±14,7 nm arasında 

değişmektedir. Nano boyutlu taşıyıcı sistemlerin partikül boyutu ve dağılımını 

belirlemek için, FDA'ya sunulan raporlarda lazer saçılma teknikleri (örneğin DLS) ve 

elektron mikroskobu (EM) yöntemleri yaygın olarak kullanılmıştır. DLS, stabilite 

tespiti için ön aşamalarda uygun bir yöntemdir ve tez kapsamında formülasyonların 

karakterizasyonu için kullanılan ilk yöntemdir. 

Bilindiği gibi nanopartiküler sistemlerin partikül büyüklüğü, nanopartiküllerin 

kararlılığı ve biyolojik dağılımında oldukça önemli bir parametredir. Ayrıca 

nanopartiküler sistemlerin biyolojik membranlar ile etkileşiminde partikül boyutu 

önemli rol oynamaktadır [233]. Nanopartiküler sistemler, ilacı pasif ve aktif hedefleme 

olmak üzere iki mekanizma ile hedef dokuya ulaştırabilmektedir. Tümör gelişimi ve 

farklılaşması devam eden dinamik bir süreç olup tümör mikroçevresi çok sayıda hücre 

ve molekülden oluşmaktadır. Bu karmaşık fizyolojik ortam içinde nanopartiküler 

sistemler, ilaçların boyut ve şekil olarak ayarlanabilmesi, tümör bölgesinde daha fazla 

miktarda birikmesi ve uzun süreli salınması gibi bazı avantajlar sunmaktadır [234]. 

Pasif hedefleme, artmış geçirgenlik ve tutulma (EPR) etkisi adı verilen tümörün doğal 

fizyolojisinden faydalanılan ve nano boyutlu taşıyıcı sistemlerin partikül büyüklüğüne 

dayanan hedefleme stratejisidir [235]. EPR etkisinden faydalanmak ve 

retiküloendotelyal sistemden kaçmak için nanopartiküllerin tümör tipine bağlı olarak 

ortalama 200-300 nm’nin altında ve 10 nm’nin üstünde partikül boyutuna sahip 

olmaları gerekmektedir [236]. Bu bilgiler doğrultusunda tez kapsamında hazırlanan 

nanopleks sistemlerin pasif hedeflendirmeden faydalanmak için uygun partikül 

büyüklüğü değerine sahip olduğu söylenebilir. 



154 
 

PDI ise bir dağılımın düzensizliğinin derecesini tanımlamak için kullanılan bir 

terimdir ve ölçümler sırasında kullanılan Malvern Zetasizer cihazına göre 0 ile 1 

arasında bir değerdir. 0,7’den düşük PDI değeri, nanopartiküler ve kolloidal sistemler 

için kabul edilebilir değerlerdir. Farklı boyut dağılım algoritmalarının, iki uç PDI 

değeri (0,05–0,7) arasında kalan verilerle çalıştığı bilinmektedir [237]. Tez 

kapsamında hazırlanan nanoplekslerin oluşumu yalnızca zıt yüklü makromoleküler 

bileşenlerin (yani katyonik CD polimeri ve IL-2) ile 5-FU’nun yük etkileşimine 

dayanmaktadır. Bu nanoplekslerin hazırlanmasında hiçbir organik çözücü, stabilizatör 

ve yüzey aktif madde kullanılmamış, polimerin homojen küresel nanoagregatlar ile 

sonuçlanması için çökelebileceği bir ara yüzey oluşumu tamamen önlenmiştir. PDI, 

hazırlanan nanopartikül dispersiyonu içindeki nanopartiküllerin ortalama boyuta olan 

uzaklığını belirlemek için kullanılan bir değerdir. Bu çalışmada 100 nm'nin altında 

nanoplekslerin hazırlanması amaçlanmış ve bu hedefe ulaşılmıştır. Tez kapsamında 

hazırlanan 5FU/IL2/CD nanoplekslerin PDI değerlerinin 0,5 ile 0,7 arasında olduğu 

belirlenmiştir (Tablo 4.7.). Nanopleksler farklı yüzey yüklerinin etkileşimi sonrası 

oluşan nano boyutlu taşıyıcı sistemler olduğundan formülasyon sırasında yapıya 

katılan farklı yüklerin oranı partikül büyüklüğü ve PDI gibi parametrelerde önemli 

değişikliklere yol açmaktadır [238]. Nanoplekslerde yapıya eklenen moleküller 

(örneğin hedeflenen ajanlar, ilaçlar ve polimerler) arttıkça ve bu moleküllerin 

moleküler ağırlığı arttıkça PDI değerinin arttığı bilinmektedir. Örneğin, Yang ve ark. 

karaciğer kanseri hücrelerinin reseptörünü hedefleyen laktobinoik asit konjuge PEGile 

doksorubisin yüklü βCD nanokompleksleri tasarlamışlardır. Hazırlanan 

nanoplekslerin 68 nm partikül büyüklüğüne ve 0,42 PDI değerine sahip olduğunu 

belirtmişlerdir [164]. Bir başka çalışmada ise, kurkumin yüklü negatif yüzey yüküne 

sahip çapraz bağlı βCD ile kitosanın 37°C'de karıştırılmasıyla nanokompleksler 

hazırlanmıştır. Nanokomplekslerin 300 nm'nin üzerinde partikül boyutuna ve yaklaşık 

0,4 PDI değerine sahip olduğu belirlenmiştir [163]. Antibiyotik yüklü dekstran 

nanopleks sistemlerinde ise partikül boyutlarının 80 ile 550 nm arasında değiştiği ve 

polidispersite değerinin 0,5 olduğu belirtilmiştir [182, 239, 240]. Tez kapsamında CD 

polimerleri ile IL-2 ve 5-FU birlikte kullanılmıştır. IL-2 ve 5-FU, kovalent olarak 

bağlanmamış sadece elektrostatik etkileşime dayalı olarak nanopleks yapısını 
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oluşturmuştur. Elde edilen 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanoplekslerinin partikül boyutu 

ve PDI değerleri, literatür çalışmaları ile uyumlu olduğu gözlenmiştir.  

Nanopartiküler ilaç taşıyıcı sistemlerin yüzey yükleri hakkında bilgi veren zeta 

potansiyel değeri, nanopartiküllerde stabilite, biyolojik membranlarla etkileşim, 

opsonizasyon ve biyodağılım gibi birçok özelliği doğrudan etkileyen bir parametredir. 

Nanoplekslerin oluşumu temel olarak farklı yüzey yüküne sahip polimer/polimerler ile 

ilaçlar arasındaki elektrostatik etkileşime dayanmaktadır [241]. Tez kapsamında 

kullanılan etkin maddeler 5-FU ve IL-2’nin negatif yüke sahip olmaları nedeniyle 

çalışma kapsamında katyonik CD türevleri kullanılmıştır. Ayrıca yüzey yükünün 

biyolojik membranlarla etkileşiminde doğrudan rol oynadığı da bilinmektedir. 

Araştırma grubumuzda yapılan bir çalışmada, kamptotesin yüklü polikatyonik CD 

nanopartiküllerin kolorektal tümörlerin tedavisinde negatif yüklü nanopartiküllere 

göre etkin bir tedavi olanağı sunduğu gözlenmiştir [161]. Yüzey yükünün bir 

indikatörü olan zeta potansiyel değerinin katyonik ve anyonik olarak 

sınıflandırılmasına dair literatürde farklı görüşler yer almaktadır. Bir yayında; ≥+10 

mV pozitif yüklü ve ≤ -10 mV negatif yüzey yüklü olarak tanımlanmaktadır [242]. 

Başka bir çalışmada ise; +25 mV zeta potansiyele sahip nanopartikül pozitif yüklü 

olarak sınıflandırılırken, +42 mV değeri yüksek pozitif yüklü nanopartikül olarak 

sınıflandırılmıştır [243, 244]. Bu bilgiler doğrultusunda tez kapsamında kullanılan CD 

türevlerinin ve hazırlanan nanoplekslerin pozitif yüzey yüküne sahip olduğu 

gözlenmiştir (Tablo 4.7.). 

5.1.2. Morfolojik Özelliklerin Belirlenmesi 

Hazırlanan nanoplekslerin sıvı haldeki SEM görüntüleri Şekil 4.8.-4.10.’da 

görüldüğü gibi elde edilmiştir. Nanopleks formülasyonlarının farklı ölçeklerdeki SEM 

görüntüleri sunulmuştur (500 nm, 2- 5- 20 μm). Bilindiği gibi SEM, yüksek enerjili 

bir elektron ışını ile görüntülenecek numunenin yüzeyini tarayarak görüntü 

almaktadır. Bu elektron bombardımanı, oligosakkarit türevi olan siklodekstrinlerin 

yapılarında bozulmaya neden olur. Benzer erime ve bulanık görüntüleme, kitosan gibi 

diğer polisakkaritlerde de olabilir. Görüntüleme sırasında bu sebeple olduğu 

düşünülen CD yapısında bozulmalar gözlenöiş ve hedef parçacıklara daha yüksek 

büyütme ile yaklaşıldığında nanopleks yapısı kaybolmuş, görüntü elde edilememiştir. 



156 
 

Sunulan görüntülerde, CD2 ve CD7 nanoplekslerinin ortalama partikül büyüklüğü 100 

nm, CD8 nanoplekslerde ise 300 nm'nin üzerinde olduğu gözlenmiştir. Literatürde 

örneklerin liyofilize toz haline getirilmesinden sonra yapılan iki çalışmada, dekstran 

sülfat ile hazırlanan vankomisin nanoplekslerinin köşeli, kurkumin yüklü kitosan 

nanoplekslerinin ise küresel olduğu belirtilmiştir  [180, 181]. 5-FU yüklü kitosan 

nanoplekslerinin morfolojik olarak CD7 ve CD8 nanopleksleri gibi küresel veya CD2 

nanopleksleri gibi köşeli olduğu literatürde yer almaktadır [55, 57, 200]. Bu 

görüntüler, geniş PDI dağılımı ile değerlendirildiğinde DLS ölçümlerinin sonuçlarını 

doğrulamıştır. Her iki sonuç, pasif hedefleme ile EPR etkisinden yararlanan 

nanopartiküler sistemin hedef dokuya rediküloendotelyal sistemden kaçarak 

taşınabileceğini göstermektedir. 

5.1.3. FTIR ve DSC Analizi 

FTIR analizinde; CD polimer ve nanoplekslerin bantlarında benzerlikler 

görülürken, bant yoğunluklarının farklı olması, bantlardaki kaymalar ve 5-FU 

piklerinin kaybolması yeni bağların oluştuğunu göstermektedir. Bu sonuçlar, 5-

FU'nun CD polimerleri ile etkileşime girerek başarılı bir şekilde nanoplekslere 

enkapsüle edildiğini göstermektedir [134, 217, 245]. DSC analizinde de 5-FU’ya ait 

erime pikinin nanoplekslerde oluşmadığı gözlenmiş ve 5-FU’nun nanopleks içerisine 

kapsüllendiği gösterilmiştir [217, 218]. 

5.1.4. CD Polimer ve IL-2 Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Tezde kullanılan immünoterapötik molekül IL-2’nin in vivo çalışmalarda 

uygulanması gereken uygun dozun bulunması amacıyla ilk olarak splenositlerde 

yapılan in vitro çalışma ile artan IL-2 miktarına göre çoğalan hücre oranı belirlenmiştir 

(Şekil 4.14.). Bu çalışma ile formülasyonlarda bulunması gereken IL-2 miktarının 20 

U olması gerektiğine karar verilmiştir. Belirlenen bu yeni IL-2 miktarını sağlamak için 

formülasyonlar yeni oranlarda CD polimerler ve IL-2 ile hazırlanmıştır. Hazırlanan 

formülasyonların in vitro karakterizasyonları yapılmış ve partikül büyüklüğü, dağılımı 

ve zeta potansiyel değerleri açısından yukarıda tartışılan bilgiler doğrultusunda 

hedeflenen aralıkta oldukları belirlenmiştir (Tablo 4.9.).   
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5.1.5. 5-FU ve IL-2 Yüklü CD Nanoplekslerin Kısa Süreli Stabilite 

Çalışması 

Stabilite, farmasötik ürünlerin kalitesini tanımlamak için temel bir 

parametredir. Nanopartiküler sistemlerde kararlılık, agregasyon, kristallik, şekil, boyut 

ve yüzey özelliklerini içerir [246]. Ayrıca, tümörde pozitif yüzey yüküne sahip sterik 

olarak stabilize edilmiş nanopartiküllerin birikimi artar ve hücredeki ECM 

bileşenlerine bağlanarak atılımları azalır [247]. 5FU/IL2/CD nanoplekslerinin sudaki 

fiziksel bütünlüğü gösterilmiştir. Nanopleksler, herhangi bir seyreltme olmaksızın bir 

hafta boyunca kendi ortamlarında (ultra saf su) stabil kalmıştır. Yapılan bir çalışmada, 

hyaluronik asit (HA) ve protamin yüklü nanopleksler iki hafta boyunca stabil kalırken, 

sonraki dört hafta boyunca yapı kendi içinde yeniden organize olmuştur [248]. Başka 

bir çalışmada, karagenan ve protamin yüklü nanoplekslerin ortamlarında oda 

sıcaklığında 24 saat stabil olduğu bulunmuştur [249]. Çalışmamızda, nanoplekslerin 

ortamında renk değişimi ve mor-siyah agregat oluşumu gözlendiği için deneylerimiz 

bir haftada sonlandırılmıştır. 5-FU'nun yapısal bozunmasının bundan sorumlu olması 

muhtemeldir. 

PBS’de ise, CD2 ve CD7 nanoplekslerinin, CD8 nanoplekslerinden daha 

kararlı olduğu tespit edilmiştir. Bununla birlikte, iyonik ortam, CD polimer katyonik 

gruplarının protonasyonu yoluyla nanoplekslerin bozulmasına yol açtığı ve 

nanoplekslerin yapısal homojenliğini etkilediğinden, tüm nanoplekslerin SGF'de 

kararsız olduğu gözlenmiştir. Dul ve ark. tarafından yürütülen bir çalışmada, 

nanopleksler, PBS ve 0,01 M HCl ortamında agregasyon nedeniyle kararsız 

bulunmuştur [249]. Çalışmamızda CD7 ve CD8 nanopleksleri için benzer 

agregasyonlar tespit edilmiştir. Suda olduğu gibi, tüm 5FU/IL2/CD nanopleksleri SIF 

ve SCoF'de iyi stabilite göstermiştir. DMEM'de farklı enzimler ve elektrostatik 

moleküller baz alınarak nanoplekslerin partikül büyüklükleri başlangıç değerlerinden 

daha küçük ölçülmüştür. Tüm nanopleksler için partikül büyüklüğü, PDI ve zeta 

potansiyel değerleri göz önüne alındığında, en kararlı saklama ortamı su olmuştur.  
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5.1.6. Nanopleks Yapısındaki IL-2’nin Biyolojik Aktivitesinin ve Yapısal 

Bütünlüğünün Belirlenmesi 

Formülasyon hazırlama sonrasında nanopleks yapısındaki IL-2'nin yapısal 

bütünlüğünün ve biyolojik aktivitesinin varlığı belirlenmiştir. IL-2’nin biyolojik 

etkinlik çalışmasında, serbest IL-2 çözeltisi ile karşılaştırıldığında nanopleks 

yapısındaki IL-2’nin biyolojik aktivitesinin azalmadığı görülmüştür (Şekil 4.15.). IL-

2’nin yapısal bütünlüğü ise SDS-PAGE analizi ile belirlenmiştir [197]. Proteinlerin 

analizi açısından oldukça güçlü bir yöntem olan SDS-PAGE bir elektroforez 

tekniğidir. Bu yöntemde tayin edilecek moleküller SDS ile kaplandığından yüzey 

yükleri tamamen negatif olmaktadır. Bu sayede yürütme jelinde moleküller yüzey 

yüklerinden bağımsız olarak sadece moleküler ağırlıkları sayesinde 

ilerleyebilmektedirler. Bu şartlarda yapılan çalışmada, nanopleks formülasyonlarından 

salınan IL-2 örnekleri ve IL-2 çözeltisi için ayırt edilebilir spesifik bant gösterilmiştir 

(Şekil 4.16.). Bantlar, IL-2 moleküler ağırlığının 3 katına karşılık gelen yaklaşık 52 

kDa’da gözlenmiş ve IL-2’nin üçlü yapıda olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak, IL-

2'nin yapısal bütünlüğünün, nanoplekslerin hazırlanma sürecinden olumsuz 

etkilenmediği söylenebilir. Yapısal bütünlüğünü koruyan IL-2’lerin biyolojik 

aktivitelerini de ayrıca tayin etmek gerekmektedir. Proteinler, yapılarının yanı sıra 

konformasyonları sayesinde görevlerini yerine getirebilirler. SDS-PAGE analizinde, 

SDS proteinleri denatüre eder ve bu nedenle bütün proteinler benzer yapı gösterirler.  

5.1.7. Yükleme Etkinliğinin Belirlenmesi 

Geleneksel olarak, ilaç taşıyıcı sistemlerde yükleme etkinliği ve 

enkapsülasyonu ölçmek için yüklenmemiş serbest ilaç ilk önce ultrafiltrasyon, 

ultrasantrifüj, diyaliz veya katı faz ekstraksiyonu kullanılarak nano boyutlu 

taşıyıcılardan ayrılır. Yüklenmemiş ilaç miktarı daha sonra ölçülebilir ve başlangıçta 

eklenen ilaç miktarı veya direkt yöntemle ölçülen toplam bağlı ilaç miktarı ile 

karşılaştırılabilir, bu da ilacın yüzde olarak yükleme etkinliğini verir [250]. 

Çalışmamızda santrifüj ve filtrasyonun kullanıldığı literatür yöntemi baz alınmıştır. 

CD nanopleks formülasyonlarının yükleme etkinliği 5-FU için %39,8-%41, IL-2 için 

de yaklaşık %99 olarak hesaplanmıştır (Tablo 4.16. ve 4.17.). 5-FU için elde edilen bu 

değer referans alındığında nanopleks içerisindeki 5-FU miktarı 0.61 μM olarak 
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hesaplanmaktadır (MA 5-FU= 130.08 g/mol). Hidrofilik ilaçların yüklenmesi (LE) ve 

kapsülleme etkinliği (EE), sulu fazda hızla çözündükleri için genellikle hidrofobik 

ilaçlardan daha düşük gözlenmektedir [251]. Bazı antikanser ilaçları nikotinamid, 

doksorubisin ve 5-FU yüklü nanopartiküllerin %35 ile 55 arasında değişen düşük EE 

değerleri gösterilmiştir. Nikotinamid yüklü katı lipit nanopartiküller için bu değer 

%36'dır [251]. Yük etkileşimine dayalı nanopartiküler sistemler araştırıldığında; 

örneğin Sun ve ark. 1:1 kütle oranında iyonik jelasyon yöntemini kullanarak 5-FU 

yüklü kitosan nanopartiküller hazırlamışlardır. EE %44,2 olarak hesaplanmıştır [200]. 

Kombine bir sistemde, kurkumin ve 5-FU yüklü kitosan bazlı nanopartiküller, Anitha 

ve arkadaşları tarafından kolon kanseri tedavisinde in vitro olarak etkinliği ve in vivo 

olarak biyoyararlanımı araştırmak için hazırlanmıştır [55]. Bu sistemde iyonik çapraz 

bağlama yöntemi ve 1:5 ağırlık oranı kullanılmıştır. Sonuç olarak %48 EE ile 

antikanser etkisini ve biyoyararlanımı arttırdığı bulunmuştur. Başka bir çalışmada, 

doksorubisin ve 5-FU (10:1 Kitosan:5-FU ağırlık oranı) ile yüklenen kitosan bazlı 

nanokompleksler iyonik etkileşim ile oluşturulmuştur. Bu çalışmada EE, doksorubisin 

için %44 ve 5-FU için %55 bulunmuştur [57].  

IL-2 yüklü nanopartiküller ile yapılan bir çalışmada, paklitaksel ile kombine 

tedavi yaklaşımı ile poli(laktik-ko-glikolik asit) polimer kullanılarak termosünger 

nanopartiküller hazırlanmıştır. IL-2'nin nanopartiküllerdeki EE değeri %68 olarak 

bulunmuştur [117]. Farklı bir polimer kullanılarak IL-2 ve TGF-β içeren nanolipozom 

hazırlanmış ve IL-2'nin EE %80 bulunmuştur [113]. Kombine terapi yaklaşımı ile 

hazırlanan başka bir sistemde IL-2 ve doksorubisin yüklü polikarbonat bazlı 

nanoveziküller hazırlanmış ve IL-2 EE %92,4 olarak ölçülmüştür [105]. Literatür 

bilgileri ışığında, bu çalışmada hazırlanan nanoplekslerde IL-2'nin daha yüksek EE 

değeri (%99,8'in üzerinde) kaydedilmiştir. Tamamının yüklendiğini düşünürsek, 

nanopleks içerisindeki IL-2 miktarının yaklaşık 4.65 nM olduğu hesaplanmaktadır 

(MA IL-2= 17,2 kDa). Nanopleks sistemi içerisinde yüksek oranda IL-2’nin 

taşınabildiği gösterilerek, in vivo çalışmalarda artan etkinlik sağlanacağı 

düşünülmektedir.  
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5.1.8. In vitro İlaç Salım Çalışmaları 

Nanopartiküllerin in vitro salım profilleri, matematiksel modeller kullanılarak 

in vivo salım kinetiğinin öngörülmesi ve ayrıca sistemlerin hedeflenen kaliteyi 

sağlaması için yapılan çalışmalardandır. Formülasyonlar arası farkın 

değerlendirilmesini sağlarken, in vivoda var olan pek çok faktörün yansıtılamaması 

nedeniyle sadece kalitenin değerlendirilmesinde salım çalışmaları kullanılmaktadır 

[252, 253]. Salım çalışmalarıyla ilgili herhangi bir düzenleyici standart bulunmamakla 

birlikte, sürekli akış, diyaliz membranı ve numune ve ayrım yöntemleri olmak üzere 

üç yöntem nanopartiküllerin salım profillerinin belirlenmesinde kullanılmaktadır 

[254]. Bu çalışmada 5-FU yüklü nanopartiküllerde yaygın olarak çalışıldığı için 

diyaliz membran yöntemi seçilmiştir. Literatürde 5-FU ile yük etkileşimine dayalı 

olarak hazırlanan farklı nanokompleksler ve nanopartiküller üzerine çalışmalar 

bulunmaktadır. Örneğin Sun ve ark. tarafından hazırlanan 5-FU yüklü kitosan 

nanopartikülleri ile PBS (pH 7.4) ortamında yapılan salım çalışmalarında 42 dakika 

içerisinde salım %76 olurken, 8 saat sonunda bu oran %80'de kalmıştır [200]. Ayrıca, 

kombine kemoterapi yaklaşımı olarak hazırlanan doksorubisin ve 5-FU yüklü kitosan-

polilaktik asit bazlı nanokomplekslerin PBS'de salımının 24 saatte %40, 72 saatte ise 

%80'e ulaştığı bulunmuştur. Tez kapsamında hazırlanan 5-FU ve IL-2 yüklü CD 

nanoplekslerinden 5-FU salımı, simüle sıvılarda ve PBS'de (pH 7.4) 8. saatte %80 

tamamlanmış ve 12. saatin sonunda salım profili platoya ulaşmıştır. 

IL-2 salımına bakıldığında, in vitro olarak yapılan salım çalışmaları azdır ve 

bu çalışmalarda santrifüj tüplerinde salım planı tercih edilmektedir. Diyaliz membran, 

IL-2'nin moleküler ağırlığından daha küçük moleküler por açıklık değerine sahip 

olduğundan uygun değildir. Literatürde santrifüj tüpleri ile yapılan çalışmalara bir 

örnek vermek gerekirse, paklitaksel ve IL-2 yüklü termosünger nanopartiküller, IL-

2'nin %60'ı PBS'de 4 günde salınmıştır (pH 7.4) [117]. Ayrıca doksorubisin ve IL-2 

yüklü nanoveziküller hazırlanmış ve PBS'de (pH 7.4) salım çalışmaları sonucunda 24 

saat sonunda IL-2'nin %50'si salınmıştır [113]. Çalışmalarımızda 5-FU ve IL-2 yüklü 

CD nanoplekslerinden IL-2 salınımı PBS'de (pH 7.4) ve simüle sıvılarda %90 oranında 

tamamlanmıştır. Nanopartiküler sistemlere hedeflenen miktarda etkin madde 

yüklemenin yanı sıra yüklenen etkin maddenin hedeflenen sürede salınması da 

tümörlü bölgede tedavi için gerekli ilaç dozunun sağlanması açısından oldukça 
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önemlidir. Bu nedenle hazırlanan nanopleks sistemlerden hem 5-FU’nun hem de IL-

2‘nin yüklenen miktarının tamamına yakınının (yaklaşık %90) salındığı gözlenmiştir. 

5.2. Hücre Kültürü Çalışmaları 

5.2.1. Güvenlilik Çalışması 

Tez kapsamında hücre kültürü çalışmaları ile ilk olarak boş CD polimerlerin 

güvenlilikleri WST-1 ve LDH analiziyle belirlenmiştir. Sırasıyla farklı hücresel 

mekanizmalara dayanan WST-1 ve LDH analizleri, hücresel membranın hasar 

görmesi sonucunda mitokondriyal aktiviteyi ve LDH salınımını ölçmektedir [255]. 

Çalışmalar, kullanılan CD polimerlerinin bu dört dilüsyonunun WST-1 ve LDH 

sonuçlarıyla, sağlıklı L929 fibroblast hücre hattında %70'in üzerinde canlılığı devam 

ettirdiği belirlenmiştir. Kullanılan CD polimerlerin, sağlıklı hücrede ciddi toksisiteye 

sebep olmadığı gözlenmiştir. Elde edilen bu sonuç, devam edecek çalışmalarda üç 

polimerin de kullanılabileceğini göstermiştir.  

5.2.2. Antikanser Etkinlik Çalışması 

Etkinlik çalışmalarında kullanılması gereken 5-FU dozunu belirlemek 

amacıyla, 5-FU çözeltisinin yarı maksimum inhibitör konsantrasyonu (IC50) değeri, 

CT26 hücrelerinde 24 ve 48 saat inkübasyon süresi sonunda hesaplanmıştır. Bu 

bulgular doğrultusunda ilerleyen hücre kültürü çalışmalarında formülasyonlardaki ilaç 

miktarını eşitlemek için polimer çözeltileri ve CD nanopleksleri, aynı 5-FU 

konsantrasyonuna göre seyreltilmiştir.  

İlaç yüklü CD nanoplekslerin antikanser etkinlikleri hem konvansiyonel 2B 

hem de 3B hücre kültürü çalışmalarıyla belirlenmiştir. 2B hücre kültürü çalışmaları 

sonuçlarına (Şekil 4.27.) göre 5-FU ve IL-2 yüklü CD2 ve CD7 nanopleks 

formülasyonlarının 5-FU çözeltisinden daha yüksek sitotoksik etkiye sahip olduğu 

gözlenmiştir. İlaç yüklü nanopartiküller, serbest ilaç çözeltilerine kıyasla daha yüksek 

ilaç alımına ve hücreler arası dağıtıma dayalı olarak daha yüksek sitotoksisiteye sahip 

olabilmektedir [222]. Öte yandan, CD2 polimer çözeltisi tek başına CT26 hücreleri 

üzerinde toksik etkiye sahiptir. Kanser hücrelerinin sağlıklı hücrelere göre farklı hücre 

zarına sahip olduğu bilinmektedir. Farklılıklardan biri, membran lipitlerinin 
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bileşimidir. Kolesterol hücre zarının sertliğinden sorumludur ve kolesterol seviyesi 

hücreden hücreye değişmektedir. Siklodekstrinler, kolesterolü hücre zarından 

uzaklaştırmaya dayalı sitotoksik etkiye sahip olabilir [256]. Ayrıca klinikte metil-β-

CD hücre ölümünü indüklemek ve hücre zarı kolesterolünü düzenleyerek göçü 

azaltmak için kullanılmaktadır. Ek olarak, kanserde ilaç direnci, tedavide etkisizliğe 

neden olmakta ve direncin üstesinden gelmek için birçok farklı terapötik yaklaşım 

üzerine çalışılmaktadır. Bu yaklaşımlardan biri, dirençli kanser hücrelerinde membran 

kolesterolünün yüksek olması nedeniyle bu kolesterol seviyesinin düşürülmesidir. Bu 

amaçla kolesterolü tüketerek direnci azaltmak için metformin veya metil-β-CD 

uygulanmaktadır [157]. CD2 polimerinin sitotoksik etkisinin benzer kolesterol 

tükenme mekanizmasından kaynaklanabileceği düşünülmektedir. Aksine, CD8 

polimeri için bu mekanizma geçerli olmamıştır, bunun nedeninin yapısal farklılıklar 

olabileceği sonucuna varılmıştır. CD7 polimeri ise sitotoksik etki olarak bu 

polimerlerin arasında olarak değerlendirilmiştir. 5-FU ve IL-2'nin nanopleks içinde 

CD7 polimeri ile verilmesi, 5-FU çözeltisinin üzerinde kanser hücre canlılığını 

azaltmıştır. Durum CD8 nanopleksleri için geçerli olmamıştır. Polimerin ek etkisi ile 

CD2 nanoplekslerinde 5-FU çözeltisinin aşıldığı gözlenmiştir. 

CD2 polimerinin sitotoksik etkisinin bir nedeni de CD polimer içeriği olabilir. 

CT26 hücrelerine uygulanan 0,119 mg/mL ve L929 hücrelerine uygulanan 0,062 

mg/mL'dir. CD2 dozu arasında yaklaşık iki kat fark vardır. Öte yandan; CD8 polimeri 

guanidino-β-CD polimeridir ve guanidino grubuna dayalı polimerlerin antimikrobiyal 

aktivitelerinin bu grup sayesinde lipit membranla elektrostatik etkileşim aracılığıyla 

membran hasarına sebep olmalarına dayandığı gösterilmiştir [257]. CD7 polimeri, 

amino-β-CD polimeridir ve amino grubunun kolesterolün -OH gruplarıyla H bağları 

oluşturduğu bilinmektedir [258]. CD2 polimeri ise kuaterner amonyum-β-CD 

polimeridir ve kuaterner amonyum grupları daha katyonik yapılarından dolayı yüzey 

aktif madde benzeri aktiviteye sahiptir. Örneğin benzalkonyum klorür yapısında 

kuaterner amonyum içerir ve farmasötik ürünlerde güçlü bir antimikrobiyal koruyucu 

olarak kullanılır [259]. Polimerler arasında yapısal farklılıklar ve CD2 polimerinin 

kuaterner amonyum içermesi bu sitotoksik etkinin bir diğer nedeni olabilir. 
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5.2.3. Hücre Proliferasyonu ve Gerçek Zamanlı Hücre Canlılığı Analizi 

Gerçek zamanlı hücre canlılığı analizi, etkin maddelerin hücreler üzerindeki 

zamana bağlı etkisini değerlendirerek uygun konsantrasyon, uygun tedavi süresinin 

gerçek zamanlı olarak belirlenmesinde kullanılmaktadır. 2B hücre kültürü çalışmaları 

sonucunda elde edilen verilerle hesaplanan 5-FU’nun CT26 hücrelerindeki IC50 dozu 

ile gerçek zamanlı hücre canlılığı analizi gerçekleştirilmiştir. Tez kapsamında yapılan 

gerçek zamanlı hücre proliferasyonu sonuçlarına bakıldığında, her 3 CD türevi ile 

hazırlanan nanoplekslerin 48. ve 72. saat sonunda kontrol grubuna göre hücre 

proliferasyonunun anlamlı ölçüde azalttığı gözlenmiştir. Ancak nanopleks 

formülasyonları 5-FU içeren çözeltilerle karşılaştırıldığında anlamlı fark 

gözlenmemiştir (Şekil 4.29.). Duplikasyon verileri de değerlendirildiğinde tüm CD 

nanoplekslerin etkililiği konvansiyonel hücre kültürü verilerinin yanı sıra gerçek 

zamanlı hücre canlılığı ile de gösterilmiştir. Literatürle uyumlu olarak nanopartiküler 

sistemin serbest ilaç çözeltisine göre daha etkili olduğu ve elde edilen verilerin WST-

1 sonuçları ile orantılı olduğu kanıtlanmıştır [260, 261]. 

5.2.4. 3B In Vitro Tümör Modeli 

Konvansiyonel hücre kültürü çalışmalarından sonra formülasyonların 

etkinlikleri 3B hücre kültürü yönteminde belirlenmiştir. İskele dayalı yöntem ile 

oluşturulan 3B tümör modelinde literatürle benzer şekilde nekrotik çekirdek, ara 

tabaka ve proliferasyon bölgeleri gözlenmiştir (Şekil 4.33.). Bu durum tümör 

modelinin başarılı bir şekilde oluşturulduğunu göstermektedir [262]. 

3B tümör modelinde antitümoral etkinliğe gelindiğinde ise her 3 CD türevi ile 

hazırlanan ve ilaç yüklü nanopleks formülasyonlarının serbest ilaç çözeltisine göre 

daha fazla hücre ölümüne neden olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.34.). Ancak bulgular 

konvansiyonel 2B hücre kültürü sonuçları ile karşılaştırıldığında nanoplekslerin hücre 

proliferasyonundaki etkisinin 3B hücre kültüründe daha az olduğu da gözlenmiştir. In 

vitro 3B küresel sferoidin yapısı göz önünde bulundurulduğunda bu beklenen bir 

sonuçtur. Konvansiyonel hücre kültürü çalışmalarında hücreler tek tabaka olarak hücre 

kültür plakalarına ekilmekte ve hücrelerin üzerine uygulanan formülasyonlarla bütün 

hücrelere muamele etmek mümkündür. Ancak 3B yapı oluştuğunda hücreler kültür 

kabından ziyade birbirlerine tutunmakta ve katmanlı bir yapı oluşturmaktadırlar. Bu 
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yapıdan dolayı her hücrenin formülasyona maruz kalma süresi değişmektedir. 3B 

sferoidlerde iç tabakalarda yer alan hücrelere ulaşmak daha zor olmaktadır. Bu nedenle 

3B hücre kültürü çalışmaları in vivo modelleri in vitro ortamlarda taklit etmek için 

daha uygun yöntemlerdir. Literatüre bakıldığında, bir çalışmada 5-FU yüklü kitosan 

nanopartiküllerin etkinliği HCT-116 hücreleri üzerinde değerlendirilmiştir. 

Nanopartikülün 2B hücre kültüründe 7 μM 5-FU içeriğinde 5-FU çözeltisine göre 

istatistiksel olarak etkili olduğu bulunurken 3B modelde 15 μM 5-FU içeriğinde bu 

durum gözlenmiştir [61]. Bir başka çalışmada ise 5-FU yüklü PLGA nanopartiküllerin 

HT-29 sferoid modelinde 5-FU çözeltisine göre daha etkili olduğu belirtilmiştir [60]. 

5.2.5. Hücrelerde İmmünositokimyasal İnceleme 

In vitro 3B küresel kolon kanseri tümörleri immünositokimyasal olarak da 

incelenmiştir. Bu amaçla 3B tümör modeli örnekleri öncelikle CD44 ve IL-2 

antikorları ile inkübe edilmiştir. Sonrasında FITC-avidin ve DAPI ile boyama 

yapılmıştır. DAPI, çift sarmallı DNA'ya seçici olarak bağlanan ve yüksek özgüllüğe 

sahip güçlü floresan DNA-DAPI kompleksleri oluşturan bir floresan boyadır. Avidin, 

protein yapıda bir molekül olup biyotine güçlü olarak bağlanmaktadır. Bu bağlanma 

temel alınarak immün çalışmalar yapılmaktadır. FITC ise proteine afinitesi olan 

fluoresin izotiyosiyonatın kısa ismidir. Her iki boyamada kontrol gruplarının yeşil 

floresan vererek daha yoğun işaretlendiği gözlenmiştir. Bu sonuç canlılığın devam 

ettiğini göstermektedir. 5-FU çözelti ile 5-FU+IL-2 çözeltisi uygulanan grupların ise 

daha az işaretlendiği, CD7 nanopleksinde ise en az işaretleme gözlenmiştir. 5-FU’nun 

kolon kanseri hücrelerinde apoptozu indüklediği bilinmektedir. Hücre çekirdeğindeki 

mavi işaretlemeler apoptotik bulguları belirtmektedir. 5-FU çözelti grupları ile 

karşılaştırıldığında CD7 nanopleksin apoptozu daha fazla indüklediği tespit edilmiştir. 

Yapılan bir çalışmada, DC-eksozomlarına 5-FU yüklemesi ile oluşturulan ilaç taşıyıcı 

sistemin etkinliği CT26 hücrelerinde test edilmiştir. Bizim çalışmamıza benzer 

şekilde, kontrol grubundaki hücrelerde yaygın ve eşit olarak dağılan mavi floresan 

sergilenmiştir. Aynı çalışmada 5-FU çözeltisi uygulanan grupta hücre çekirdeğinde 

mavi parıltı ve noktalar tespit edilmiş ve apoptotik bulgular doğrulanmıştır. 5-FU 

yüklü DC-eksozomlarında, 5-FU çözeltisi uygulanan gruba göre hücrelerde apoptozun 

indüklenme eğiliminin daha fazla olduğu belirlenmiştir [263]. 
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5.2.6. Kanser Nodüllerinde In Vitro Olarak TUNEL ile Apoptoz Tayini 

Farklı formülasyonlarla inkübe edilen 3B sferoidlerdeki apoptozun varlığı 

TUNEL yöntemiyle belirlenmiştir. TUNEL, hücre ve dokulardaki apoptoz varlığını 

DNA seviyesinde göstermektedir. DNA zincir kırıklarının enzimatik süreç içeren 

işlemlerden sonra floresan boyama ile kalitatif olarak tayini yapılmaktadır. Apoptoz 

programlanmış hücre ölümüdür, hücrelerin fizyolojik sürecinde ve patolojik olaylarda 

gerçekleşen doğal bir süreçtir. Tümör hücrelerinin ortadan kaldırılması da bu patolojik 

süreçlerden biridir. Ticari olarak temin edilen kit ile yapılan deney sonuçlarında ve 

elde edilen mikroskop görüntülerinde 5-FU’nun tek başına apoptozu indüklediği 

gözlenmiştir. Kolorektal kanser hücrelerinde 5-FU’nun protein kinaz C ve Kaspaz-9 

aktivasyonu yaparak apoptozu indüklediği belirtilmektedir [264]. Kolon kanseri 

hücreleri ile 2B ve 3B hücre kültürü çalışmalarında yapılan TUNEL analizlerinde 3B 

örneklerde apoptoz oranlarının daha düşük olduğu gözlenmiştir [265]. Bir başka 

çalışmada ise 5-FU’nun kolon kanseri hücrelerine girişinin ve etki göstermesinin 3B 

modelde, 2B modele göre daha fazla dirençle karşılaştığı belirtilmektedir [266]. 

Galaktozillenmiş kitosanla hazırlanan ve yük etkileşimine dayalı 5-FU yüklü 

nanopartiküllerin karaciğer hücrelerinde etkinliği değerlendirilmiştir. Yapılan analiz 

sonucunda, 5-FU çözeltisine göre 5-FU yüklü galaktozillenmiş-kitosan 

nanopartiküllerin daha fazla apoptoza sebep olduğu bulunmuştur [267]. Tez 

kapsamında yük etkileşimine dayalı olarak oluşturulan 5-FU ve IL-2 yüklü CD 

nanoplekslerin CT26 hücreleri ile hazırlanan 3B modelde daha fazla apoptoza yol 

açtıkları tespit edilmiştir. Nanoplekslerin çok katmanlı 3B yapıya daha iyi penetre 

olarak etkinliğinin 5-FU çözeltisine göre arttığı gözlenmiştir (Şekil 4.37.). 

5.3. In vivo Antitümöral Çalışmalar ve Dokularda Histopatololojik ve 

İmmünolojik Yanıtın Belirlenmesi 

5.3.1. Güvenlilik Çalışması 

Tez kapsamında yapılan in vivo çalışmalarda ilk olarak sağlıklı farelerde CD 

polimerlerin güvenlilikleri belirlenmiştir. Elde edilen bulgular Tablo 4.26. ile 

gösterilmiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda sadece PBS enjekte edilen farelerle 

karşılaştırıldığında CD7 polimeri güvenli olarak kabul edilmiş ve ilerleyen 
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çalışmalarda kullanılan CD polimeri olmuştur. ALT (alanin aminotransferaz) ve AST 

(aspartat aminotrensferaz) karaciğer tarafından üretilen enzimlerdir ve karaciğer 

hasarının ve toksisitenin belirlenmesinde kullanılan temel enzimlerdir. Sonuçlar 

değerlendirildiğinde CD2 ve CD8 türevlerinin karaciğer üzerinde hasara neden 

olabileceği ve toksik olarak değerlendirilebileceği için çalışmalara CD7 türevi ile 

devam edilmiştir. İlaç taşıyıcı sistemlerin etkililiklerinin yanı sıra güvenlilikleri de 

değerlendirilmesi gereken en önemli parametredir. Özellikle konvansiyonel 

kemoterapide karşılaşılan sistemik toksisitenin önüne geçilmek için sıklıkla kullanılan 

ve araştırılan nanopartiküler taşıyıcı sistemlerin güvenlilikleri önemlidir.  

5.3.2. Antitümör Etkinlik Çalışması 

Hayvanlarda indüklenen ve haftalar içerisinde gelişen tümör ile insanda yıllar 

içerisinde gelişen tümörün yapısal farklılıkları vardır. Hayvan tümörü dış destekli 

olarak ve kontrolsüz büyüme ile oluşurken, insan tümörü hücresel kaynaklı başlayarak 

nispeten daha stabil ve uzun sürece yayılan bir yapı sergiler. IL-2 melanoma ve 

metastatik renal hücre karsinomasında endikedir. Klinik ve klinik öncesinde çözelti 

formu ve nanopartiküler sistemlere yüklenerek IL-2’nin etkinliği prostat, kolon, 

meme, karaciğer gibi kanser türlerinde çalışılmaktadır [113-115]. Onaylı bir tedavi 

rejimi olarak IL-2 ve 5-FU’nun klinikte kullanımı bulunmamaktadır. Bu tezde IL-2 ve 

5-FU’nun birlikte nanopartiküller bir taşıyıcı sisteme yüklemenin yanı sıra iki 

molekülün çözelti formlarının da birlikte kullanılarak kolon kanserindeki etkinliğinin 

ilk defa belirlenmesi açısından da önem taşımaktadır. 

Yüksek doz IL-2 klinikte iv. infüzyon yoluyla 6-7.2 x 105 IU/kg/doz, 12-15 

doz/gün olarak kanserde ve bulaşıcı hastalıkların tedavisinde uygulanmaktadır. 

1990’larda melanoma ve metastatik renal hücre karsinomasında yüksek doz kullanımı 

onaylanmıştır. Yüksek doz IL-2 tedavisinde kılcal sızıntı sendromu, nötrofil 

fonksiyonunun bozulması pleiotropik etkilere sebep olarak ciddi yan etkiler 

görülebilmektedir. Ayrıca ishal, ateş / titreme, aritmi, dispne, böbrek fonksiyon 

bozukluğu dahil olmak üzere tedavi uygulananların %80'den fazlasında istenmeyen 

etkiye sebep olmaktadır. Düşük doz olarak ise immünsupresan olarak farklı dozlarda 

kullanımı vardır [108-111, 227].  
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Tezde uygulanan doz ise; 5000 IU olarak 20 g fareye 84 saat (3,5 gün) 

şeklindedir. Bu doz başka bir ifade ile 250.000 IU/kg/ 3,5 gündür. Günlük olarak ise 

71.428 IU’ya karşılık gelmektedir. Fare ve insan dozları her ne kadar aynı olmasa da 

sadece rakamsal olarak bakıldığında ve değerlendirildiğinde kliniğe göre günde 15 kez 

yapılan dozlama burada günde bire düşmektedir. 

CD7 polimeri ile hazırlanan nanoplekslerin etkinlikleri fare kolon kanseri 

modelinde belirlenmiştir. In vivo çalışmalarda tedavi grupları ve PBS enjekte edilen 

kontrol grubu arasında zamana bağlı hayvan ağırlıkları incelendiğinde anlamlı bir 

değişiklik olmadığı gözlenmiştir (Şekil 4.39a.). Ancak CT26 hücreleri ile indüklenen 

kolon kanseri, hayvanlarda karın içi yaygın tümör oluşumuna neden olmuştur. Karın 

içi yaygın tümörün hayvanlarda mide üzerinde baskıya neden olduğu gözlenmiştir. Bu 

nedenle, hayvan ağırlıklarındaki değişimde hayvanların besin alımının yanı sıra tümör 

büyüklüğünün de etkisi vardır. Literatürde IL-2’nin monoterapi olarak uygulamasının 

yer aldığı bir çalışmada CT26 ile indüklenen kolon kanserli farelerde immün yanıt 

izlenmiştir. IL-2 uygulandığında tümörde CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin sayısında PBS 

uygulanan grupla karşılaştırıldığında anlamlı fark görülmemiştir. Tek başına IL-2 

uygulaması terapötik etkinlik olarak PBS’ye göre orta seviyede kalmış, tümör 

ağırlığında anlamlı fark bulunmamıştır. Morfolojik ve patolojik değişiklikler 

izlendiğinde ise IL-2 uygulaması sonrasında majör dokularda, kalp-dalak-karaciğer-

akciğer-böbrek, değişiklik saptanmamıştır [268].  

Hayvanlardaki tümör büyüklükleri sonuçlarına bakıldığında, 5-FU ve IL-2 

yüklü CD7 nanopleks formülasyonunun enjekte edildiği grupta kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.39b.). Sağ kalım 

sonuçlarında ise 28 günlük takip süresi boyunca, formülasyona IL-2 eklenmesinin sağ 

kalımı artırdığı gözlenmiştir (Şekil 4.39c.).  Kontrol grubu ve 5-FU çözeltisi grubunda, 

28 gün sonunda sağ kalım %60 olarak belirlenirken 5-FU+IL-2 çözeltisi %90 ile en 

yüksek sağ kalımın belirlendiği gruptur. Nanopleks uygulanan grupta ise sağ kalım 

yaklaşık %80 oranındadır.  

In vivo çalışmalarda hayvanlarda tümör odağının yanı sıra karın içi farklı 

yerlerde dağılmış çok sayıda metastatik odak gözlenmiştir (Şekil 4.40.). Tedavi 

süresinin sonunda sağ kalımı devam eden hayvanlar sakrifiye edilmiş ve metastaz 

odakları sayılmıştır. Elde edilen bulgular doğrultusunda, 5-FU+IL-2 yüklü CD7 
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nanopleks grubunun metastaz odak sayısının diğer gruplara göre en az olduğu ve grup 

içi birbirleri ile daha yüksek benzerlik gösterdiği belirlenmiştir. Ayrıca kontrol 

grubuna göre karşılaştırıldığında 5-FU/IL2/CD7 nanopleks grubunda metastaz odağı 

sayısında anlamlı bir azalma olduğu gözlenmiştir (p<0,05).   

Şekil 4.43. ve Şekil 4.45. ile tedavi sonrası dalak ve tümör hücrelerinde toplam 

CD45+ hücrelerindeki CD11b+ hücre oranları gösterilmiştir. CD45+, ortak lökosit 

belirteci olarak tanımlanır ve immün sistem hücrelerinin yüzdesini gösterir. Tümör 

yükü olan hayvanlarda, en büyük sekonder lenfoid organ olarak bilinen dalakta baskın 

miyeloid (CD11b+) popülasyonunun büyük çoğunluğunu miyeloid kökenli baskılayıcı 

hücrelerden (MKBH) oluştuğu bilinmektedir [269, 270]. Dalaktaki miyeloid hücre 

yüzdesinde kontrol grubuna göre, 5-FU çözeltisi ve 5FU/IL2/CD7 nanopleks 

uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlı azalma görülürken, iki grup arasında 

anlamlı farklılık bulunmamıştır (p<0,05). Yani 5-FU ve 5FU/IL2/CD7 nanopleks 

uygulaması yapılan gruplarda anti-enflamatuvar yanıt baskılanmıştır ancak iki grubun 

baskılayıcı özelliği değerlendirildiğinde IL-2 ile birlikte nanopleks oluşturulmasının 

5-FU’nun etkinliği üzerinde olumsuz bir etkisinin olmadığı belirlenmiştir.  

Dalak infiltre miyeloid hücre popülasyonuna bakıldığında kontrol grubuna 

göre diğer gruplarda belirgin bir azalma ve baskın popülasyonun nötrofiller olduğu 

gözlenmiştir. Tümör içerisindeki CD8+ ve CD4+ T hücreleri popülasyonlarından tümör 

infiltre CD8+ T hücreleri daha yüksek yüzdeye sahiptir. Bu sonuç doğrultusunda anti-

tümör etkinliğin daha fazla olması beklenecektir. Ancak T hücreleri 

popülasyonlarındaki en büyük yüzdenin hafıza T hücrelerine ait olduğundan anti-

tümör yanıtın baskılanıyor olabileceği düşünülmektedir. Hafıza popülasyonu eğer 

yorulmuş T hücrelerinden oluşuyorsa anti-tümör yanıt için yeniden uyarıma ihtiyaç 

duyulmaktadır. Bunun için tümör infiltre miyeloid hücre popülasyonlarının etkinliği 

yüksek önem arz etmektedir. 

MLN (mezenterik lenf nodu)’deki uygulanan tedavi grupları arasında ve tedavi 

grupları kontrol grubu ile kıyaslandığında CD4+ T hücreleri popülasyonları açısından 

bir farklılık gözlenmemiştir. Gözlenen ve tümör bölgesine drene eden lenf nodunda 

yüksek olan CD4+ T hücrelerinin popülasyonu, miyeloid hücreler tarafından yeterli 

düzeyde antijen sunumu ve kostimülasyonla uyarılırsa; salgıladıkları enflamatuvar 

sitokinler aracılığıyla immün sistemin aktivasyonuna yüksek düzeyde katkıda 
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bulunabilir. Dalaktaki T hücreleri popülasyonlarına bakıldığında yüzde olarak CD4+ 

T hücreleri CD8+ T hücrelerinden daha fazladır. Lenfositlerdeki aktivasyon oranına 

bakıldığında yüksek oranda efektör lenfosit popülasyonu gözlenmektedir. Bu da anti-

tümör etkinlikte bir artışa katkıda bulunabilir ancak tümör-infiltre T hücreleri 

popülasyonlarındaki efektör yüzdenin düşüklüğü tümöre infiltre olma kapasitesindeki 

düşüklüğe veya tümör mikroçevresindeki yüksek düzeydeki baskılayıcı faktörlere 

bağlı olabilir. Sitokin düzey analizleri sonucunda elde edilen bulgular dahilinde; anti-

enflamatuvar sitokinlerin kontrol grubuna göre diğer gruplarda belirgin düzeyde artışı 

olduğu tespit edilmiştir. 

Literatürde bazı kemoterapötiklerin tümör mikroçevresinde pozitif 

immünojenik etkiye sebep olduğu belirlenmiştir [41]. 5-FU’nun bu bağlamda 

miyeloid-kökenli baskılayıcı hücrelerin (MDSCs) ortadan kaldırılmasını sağlayarak T 

hücrelerinin daha aktif olarak kanserle savaşmalarını desteklediği gösterilmiştir [44]. 

MDSC hücreleri, tümör gelişimi boyunca dalak ve tümör dokusunda birikim 

gösterirler [45]. Bu hücreler salgıladıkları sitokinlerle anjiyogenez ve tümör hücresi 

yayılımını uyarmaktadırlar. Melanoma kanserli farelerin 5-FU ile tedavisinde MDSC 

hücrelerinin azaldığı gözlenmiştir [46]. Bu etkinlik hem in vitro olarak hem de 

kolorektal kanserli farelerde sayısal ve aktivitesinde azalma olarak gösterilmiştir [47]. 

Tezde, 5-FU’nun MDSC hücreleri üzerine etkisi CT26 hücreleri ile indüklenen kolon 

kanseri indüklenen farelerin dalak dokusunda miyeloid kökenli hücrelerin azalması 

olarak gözlenmiştir. IL-2’nin ise immün sistemi uyarımıyla miyeloid ve lenfositleri 

artırdığı bilinmektedir. Bu artırıcı etki 5-FU+IL-2 çözeltisi ile 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 

nanoplekste de görülmüştür. 

Literatürde bir başka çalışmada ise, 5-FU çözeltisinin etkinliğinin ve buradaki 

uygulama sayısının CT26 hücreleri ile indüklenen kolon kanseri modelinde etkisi 

değerlendirilmiştir. Üçüncü uygulamada birinci uygulamaya göre, dalakta CD44+ T 

hücrelerinin sayısında azalma ve MDSC hücre sayısında artma tespit edilmiştir. NK 

hücreleri ve CD45+ hücre sayısının değişmediği, PBS uygulanan grupla benzer kaldığı 

belirlenmiştir. Sitotoksik etkinin ise uygulama sayısı arttıkça yükseldiği bulunmuştur. 

Bu çalışmada ayrıca, anti-PDL1 ile kombine tedavi uygulanmış ve terapötik etkinin 

arttığı gösterilmiştir [271].  
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4.3.3. In Vivo Ortama Uygulanmış Kanser Nodüllerinin Histopatolojik 

İncelemesi 

In vivo çalışma sonrası hayvanlarda alınan karaciğer, akciğer ve tümör dokusu 

örnekleri histopatolojik ve metastaz varlığı açısından değerlendirilmiştir. 5-FU 

çözeltisi ile 5-FU+IL-2 çözeltisi, CD7 nanopleks ile karşılaştırıldığında karaciğerdeki 

metastaz alanlarında fark gözlenmemiştir. Akciğerdeki metastazın PBS uygulanan 

gruba göre CD7 nanopleks formülasyon grubunda daha az olduğu gözlenmiştir ancak 

5-FU çözeltilerine göre fark olmadığı bulunmuştur. Primer tümör odaklarına 

gelindiğinde ise ilaç yüklü CD7 nanopleks formülasyonu uygulanan farelerde 5-FU 

çözeltisi uygulanan farelere gruba göre istatistiksel olarak daha az odak geliştiği 

görülmüştür. Bu kapsamda, metastatik aktivite ve nüksün kemoterapi sonrasında 

kombine tedavilerle önlenebileceğine yönelik literatür çalışmaları bulunmaktadır 

[272]. 

Son olarak, tezde yer alan çalışmaların büyük çoğunluğu Covid-19 pandemisi 

döneminde gerçekleştirilmiştir. Bu sebeple hem madde malzeme temini hem de 

çalışmaların yapılacağı birimlerdeki önlemler tez sürecini etkilemiştir. Çalışmaların 

planlanan sürelerde yapılamaması ve sonuçların geç elde edilmesi, bu datalardan 

çıkacak ön sonuçların değerlendirileceği yeni çalışma planlarının yapılmasını 

engellemiştir. 

Etkin maddelerimizden IL-2’nin ticari olarak temininde miktarının oldukça 

düşük olması ve maliyetinin yüksekliği çalışmalarda özenli kullanımını getirmiştir. 

Daha detaylı analizlerin yapılmasını engelleyen bir parametre de bu olmuştur. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Kanser kemoterapisi ve immünoterapinin kombine tedavide kullanılması son 

yıllarda dikkat çeken yaklaşımlardır. Kolon kanserinde, 70'ten fazla immünoterapiye 

dayalı klinik çalışmanın çoğunda kombinasyon tedavi tercih edilmiştir. Bu tez 

kapsamında antikanser etkin madde 5-FU ve immünoterapötik molekül IL-2’yi 

beraber taşıyan CD nanopleksler hazırlanmış in vitro karakterizasyon çalışmalarının 

ardından konvansiyonel ve 3B hücre kültürü çalışmaları ve in vivo çalışmalarla 

etkinlikleri belirlenmiştir.  

Tez kapsamında yapılan çalışmalarda; 

• Nanopleks tanımında da geçen ve hedeflenen nano boyut olan 100 nm’nin 

altında 5-FU ve IL-2 yüklü siklodekstrin nanopleksler hazırlanmıştır. 

• Yapılan yapısal analizlerle 5-FU’nun nanopleks içerisine enkapsüle olduğu 

gösterilmiştir. 

• 5-FU ve IL-2 yüklü CD nanopleksler, IL-2'de herhangi bir yapısal değişikliğe 

maruz kalmadan ve biyolojik aktivite kaybı olmadan başarılı bir şekilde 

hazırlanmıştır. Pasif hedeflendirmeye uygun fizikokimyasal özelliklere sahip 

oldukları belirlenmiştir. 

• Nano boyutlu ilaç taşıyıcı sistem olan CD nanopleksler, yüzey aktif maddeler 

vb. ilave edilmeden sadece yük etkileşimine dayalı olarak oluşturulmuştur. Bu 

sayede formülasyon kaynaklı toksisitenin önüne geçilmiştir.  

• Validasyonları gerçekleştirilen analitik yöntemlerle nanopleks içerisine 

yüklenen etkin maddelerin her birisi için yükleme etkinliği miktarları 

bulunmuş ve in vitro salım çalışmaları yürütülerek etkin maddelerin neredeyse 

tamamının salındığı gözlenmiştir. Kullanılan CD polimerlerin ve nanopleks 

yapısının 5-FU ve IL-2 salımını olumsuz etkilemediği sonucuna varılmıştır. 

• Her iki etkin maddenin de nanopleks yapısına dahil edilmesinin birbirlerinin 

yükleme etkinliklerinde olumsuz bir değişikliğe neden olmadığı gözlenmiştir. 

• Gerçekleştirilen stabilite çalışmalarında, oral uygulama kapsamında 

değerlendirilen simüle gastrik sıvıda inkübasyon sonrasında nanoplekslerin 

partikül büyüklüğü ve dağılımı açısından stabil kalmadığı gözlenmiştir. Bunun 

sebebinin asidik pH olduğu düşünülmektedir. Ancak salım çalışmalarında 



172 
 

simüle gastrik sıvıda IL-2 miktarı, ELISA kitinde belirlenebilmiştir. Antikor 

bağlı plakada gerçekleştirilen bu kitte, antikora bağlanan IL-2 bölgesinin zarar 

görmediği ve böylelikle miktar tayini yapılabildiği sonucuna varılmıştır.  

• Sağlıklı fibroblast hücrelerinde yapılan güvenlilik çalışmalarında yüksek 

dozlarda bile CD polimerlerin güvenilir olduğu belirlenmiştir.  

• CD nanoplekslerin etkinliğini belirlemek için kolon kanseri hücrelerinde 2B 

ve 3B hücre kültürü çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Hücre yaşayabilirliğinin 

değerlendirildiği bu çalışmalarda CD2 polimerinin tek başına canlılığı diğer iki 

polimerden daha fazla azalttığı görülmüştür. CD7 nanoplekslerinde polimer 

etkisinden bağımsız 5-FU çözeltisine göre artan etkinlik gözlenmiştir.  

• 2B ve 3B hücre kültürü çalışmalarının sonuçlarının birbirlerinden farklı 

olduğu, nano boyutlu ilaç taşıyıcı sistemlerin etkililiklerinin konvansiyonel 

hücre kültürü çalışmalarına ek olarak 3B hücre kültüründe de 

değerlendirilmesinin gerekliliği gösterilmiştir. 

• Hücre proliferasyonu ve gerçek zamanlı hücre canlılığı analizinde formülasyon 

uygulanmasından 75 saat sonra kontrol ve 5-FU çözeltisi grubuna kıyasla üç 

CD nanopleksin de hücre indeksi değerini azalttığı bulunmuştur. Hücre 

sayısının ikiye katlandığı sürede ise tüm CD nanoplekslerde istatistiksel olarak 

anlamlı artış gözlenirken, CD7 nanoplekslerinde bu artışın 5-FU çözeltisi ve 

diğer ilaç içeren gruplara göre daha yüksek olduğu belirlenmiştir.  

• 3B tümör modelinde uygulanan formülasyonlar sonrası TUNEL ile apoptoz 

tayini yapılmıştır. CD7 nanoplekslerinin 3B yapının daha derinlerine difüze 

olduğu ve diğer gruplara göre apoptozun arttığı gözlenmiştir. Bu çalışmalarda 

elde edilen in vitro veriler, CD nanoplekslerinin kombine ilaç taşınımı için 

uygun olduğunu ve kolon kanseri tedavisi için umut vadettiğini göstermiştir.  

• In vitro çalışmalarla güvenilir oldukları belirlenen CD polimerlerin 

güvenlilikleri sağlıklı in vivo farelerde belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda CD türevlerinden 2 tanesinin (CD2 ve CD8) karaciğer enzimleri 

üzerinde anlamlı değişikliğe yol açtığı belirlenmiştir. In vitro güvenlilik 

çalışmalarının yanı sıra polimerlerin güvenliliklerinin in vivo çalışmalarla da 

belirlenmesi gerekli olduğu düşünülmektedir.  
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• Tümör dokusunda miyeloid hücre popülasyonunda kontrol grubuna göre diğer 

gruplarda azalma gözlenmiştir, fakat nötrofil ve monosit hücre dağılımları 

gruplar arasında farklılık göstermektedir. İlaç yüklü CD nanopleks ve 5-FU 

çözelti gruplarında baskın popülasyon kontrolden farklı olarak nötrofillerdir. 

• Dalak infiltre miyeloid hücre popülasyonuna bakıldığında kontrol grubuna 

göre diğer gruplarda belirgin bir azalma ve baskın popülasyonun nötrofiller 

olduğu tespit edilmiştir. 

• Tümörde tüm tedavi gruplarında T hücrelerinin sayısı ve yüzdelerinde 

istatistiksel olarak fark saptanmamıştır. Bunun için tümör infiltre miyeloid 

hücre popülasyonlarının etkinliği yüksek önem arz etmektedir. 

• MLN’deki gözlemlenen ve beklenildiği üzere yüksek olan CD4+T hücreleri 

popülasyonu, miyeloid hücreler tarafından yeterli düzeyde ko-stimülasyona 

maruz kalırsa immün sistemin aktivasyonuna yüksek düzeyde katkıda 

bulunabilir. Ancak gruplar arasında CD4+ T hücreleri popülasyonları arasında 

bir farklılık belirlenmemiştir. 

• Sitokin düzey analizleri sonucunda elde edilen bulgular dahilinde; anti-

enflamatuvar sitokinlerin kontrol grubuna göre diğer gruplarda belirgin 

düzeyde artışı olduğu tespit edilmiştir. 

• Hayvanlardan alınan kanser dokusu incelendiğinde primer tümör odaklarının 

5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanoplekslerinde 5-FU çözeltisi uygulanan ve kontrol 

grubuna göre daha az olduğu bulunmuştur. Hepatik odak sayısı açısından 

uygulanan tedaviler arasında fark gözlenmemiştir. Akciğerde ise kontrol 

grubuna göre daha az sayıda odak 5-FU ve IL-2 yüklü CD7 nanoplekste tespit 

edilmiştir. 

 

Elde edilen tüm bu sonuçlar, CD polimerlerin iki farklı tedavi yaklaşımı 

bileşenini bir arada taşıyabilen ve taşıdığı etkin maddelerin biyokimyasal ve fizyolojik 

özelliklerini kaybetmeden nano boyutlu ilaç taşıyıcı sistemler içinde bulunduğunu 

göstermiştir. Nanopleks içerisinde immünokemoterapi in vivo modelde 

uygulandığında önemli ölçüde daha düşük metastatik odak sayısı gözlenmiştir. 

Antikanser aktivite açısından ise, klinikte birlikte onaylı kullanımı bulunmayan 5-FU 

ve IL-2'nin serbest çözelti formunda da birlikte çalışarak etkin tedavinin sağlandığı 
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görülmüştür. Bu taşıyıcı sistemin farmakokinetik çalışmalarla desteklenerek kolon 

kanseri indüklenen hayvanlarda eş zamanlı yürütülmesi etkinliğin süreç içerisindeki 

durumunu da anlamamızı sağlayacağı için ilerleyen süreçte düşünülmektedir. Sonuç 

olarak, CD nanopleksler kolon kanserinde immünokemoterapi için uygun olabilir ve 

bu, immünoterapötik ajanlarla kombinasyon halinde diğer kemoterapötiklerle 

doğrulanmalıdır. Ayrıca hazırlanan bu nanoplekslerle immünokemoterapinin yanı sıra 

farklı kemoterapötik, immünoterapötik, radyoterapötikler gibi ajanlarla tedavinin de 

kolon kanseri üzerindeki etkinliği değerlendirilebilir. Diğer kanserlerde bu 

nanosistemin hazırlanma prensipleri gözetilerek, farklı tedavilerin kombinasyonunu 

içeren yeni bir nanopleks sistemi tasarlanabilir ve kolaylıkla hazırlanarak etkinlik in 

vitro ve in vivo olarak değerlendirilebilir. Gelecekteki çalışmalarda aşılması gereken 

zorluk, IL-2 yüklü nano boyutlu taşıyıcıların oral uygulanmasıdır. Oral uygulama ile 

intestinal immünizasyon ve parenteral uygulamadan kaçınarak gastrointestinal 

kanserlerin etkili ve güvenli tedavisi önemli gelişmeler olacaktır.  
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