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SİMGE VE KISALTMALAR 

 

% BSS :   % Bağıl standart sapma 

5-FU :  5-Florourasil 

AUC :   Area under curve (Eğri altı alan) 

DACH :  Diaminocyclohexane (Diaminosiklohekzan) 

DCC :   N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide (N,N′-Disiklohekzilkarbodiimit) 

DMAP :   4-(Dimetilamino)piridin 

DMF : N,N-dimetilformamit 

DMSO-d6 : Döteryumlanmış dimetil sülfoksit 

EGF :   Epidermal growth factor (Epidermal büyüme faktörü) 

EPR :   Enhanced permeability and retention (Artan geçirgenlik ve alıkonma) 

FAP :   Familial adenomatous polyposis (Ailesel adenomatöz polipozis) 

FDA :  Food and Drug Administration (Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi) 

FK-3.5 : PAMAM G3.5 dendrimerlerin fiziksel kompleksi 

FK-4.5 : PAMAM G4.5 dendrimerlerin fiziksel kompleksi 

FOLFOX :   Folinik asit / 5-Florourasil / Okzaliplatin 

FT-IR :   Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi 

FUFA  :  5-Florourasil / Folinik asit 

GX  :  X. nesil (jenerasyon) dendrimer 

HNPCC :   Hereditary nonpolyposis colorectal cancer 

      (Herediter nonpolipozik kolorektal kanser) 

HPLC  :  High performance liquid chromatography  

  (Yüksek performanslı sıvı kromatografisi) 



IC50 :   Half maximal inhibitory concentration  

     (%50 büyüme inhibisyonu sağlayan konsantrasyon) 

ICH :  International Conference of Harmonization  

  (Uluslararası Uyumlulaştırma Konferansı) 

KK-3.5 : PAMAM G3.5 dendrimerlerin kimyasal konjugatı 

KK-4.5 : PAMAM G4.5 dendrimerlerin kimyasal konjugatı 

LOD     :  Limit of Detection (Tespit limiti) 

LOQ     :  Limit of Quantification (Tayin limiti) 

MMP :   Matriks metalloproteinaz 

MTT :   3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür 

NMR :   Nükleer manyetik rezonans 

PAMAM  :  Poliamidoamin 

PDI :   Polidispersite indeksi 

PPI :   Polipropilenimin 

PTFE :   Politetrafloroetilen (teflon) 

UV-Vis :   Mor ötesi-görünür bölge 
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GİRİŞ VE AMAÇ 

Okzaliplatin, sisplatin ve karboplatin kansere karşı kullanılan platinin 

koordinasyon kompleksi bileşiklerdir (1). Okzaliplatin üçüncü nesil bir platin bileşiği 

olup sisplatin ve karboplatin kullanımında görülen hücresel direncin önüne geçilmek 

için tasarlanmıştır (2). Okzaliplatin DNA ile çapraz bağlı kompleksler oluşturup DNA 

replikasyonunu engelleyerek etki gösterir (3). Okzaliplatinin ileri evre kolorektal 

kanserde standart 5-florourasil (5-FU) / lökoverin (FUFA) terapisinden etkili olduğu 

kanıtlanmış olup ayrıca sisplatin ve karboplatin tedavisinin başarısız kaldığı 

durumlarda da yüksek bir potansiyel gösterdiği saptanmıştır. Bunlar dışında 

tekrarlayan over kanseri, non-Hodgkin lenfoma, antrasiklinlere dirençli meme kanseri 

gibi çeşitli kanserlerde de klinik etkinliği gösterilmiştir (4). 

Tüm bu etkinliğine rağmen kullanımını kısıtlayan çeşitli toksisiteler görülmüştür. 

Okzaliplatin tedavisine bağlı olarak iki farklı toksisite tipi belirlenmiştir. Bunlardan ilki 

birkaç infüzyonun ardından görülen kas krampları ve spazmlar ile karakterize geçici 

akut sendromdur. İkincisi, hastanın normal hayatını etkileyen duyusal bozukluklar, 

ekstremitelerde görülen parastezi, kas koordinasyon bozuklukları gibi doz kısıtlayıcı 

nöropatilerdir (5). Okzaliplatinin neden olduğu bu nörotoksisite ve nöropatilerin nedeni 

hiperekzitabiliteye ve dorsal kök ganglionunun zarar görmesi sonucu periferal 

sinirlerde aksonal bozuklukların oluşmasına bağlıdır (6).  

Okzaliplatin gibi antikanser ilaçların taşıyıcı bazlı sistemlerle verilmesi, ilaç 

etkinliğini artırması, yan etkileri azaltması ve hücresel direnç gelişmesini önlemesi 

nedeniyle dikkat çekmektedir (7). Daha önce yapılan çalışmalarda farklı farmasötik 
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şekillerde ve farklı etkin maddeler ile kombine şekilde hazırlandıklarında platin türevi 

sitotoksik ilaçların yan etkilerinde değişiklikler olduğu gösterilmiştir (8). Lipozomal 

sisplatin (Lipoplatin) ve lipozomal okzaliplatin (Lipoxal) klinik deneme aşamasına gelen 

ve umut vadeden partiküler taşıyıcı sistemlerden bazılarıdır. Lipozomlar dışında 

miseller, nanokapsül ve mikrokapsül yapıları, karbon nanotüpler, polimerik konjugatlar 

ve dendrimerler de taşıyıcı sistemler olarak kullanılabilir (4). 

Dendrimerler nano boyutlu, dallanmış yapıda, sentetik polimerlerden oluşan 

biyolojik yapıyı taklit eden, tanılama ve tedavi alanında umut vadeden özelliklere sahip 

olan üç boyutlu moleküllerdir (9). Klasik polimerlerin aksine, merkezi çekirdek etrafında 

uzun ya da spiral şeklinde dallanmalar gösteren, düşük polidispersiteye sahip üç 

boyutlu bir yapıya sahiptirler. Çekirdekteki fonksiyonel gruplar üzerine dallanma 

yoluyla oluşan bu moleküllere, çekirdek yapısının veya dış yüzeye eklenen fonksiyonel 

grupların değiştirilmesi ile arzu edilen şekil ve özellik verilebilmektedir. Dendrimerlerin 

istenilen şekilde tasarlanabilmeleri onlara tıp alanında geniş bir uygulama alanı 

sağlamıştır (10,11).  

Bu tez çalışmasında okzaliplatin türevi çeşitli dendrimerik farmasötik 

formülasyonların hazırlanması, hazırlanan formülasyonların karakterizasyonlarının 

yapılması ayrıca HT-29 hücre hattında in vitro etkinlik çalışmalarının yapılması 

amaçlanmıştır. 
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GENEL BİLGİLER 

 

 OKZALİPLATİN 

 Platin türevi bileşiklerin anti-proliferatif özellikleri ilk olarak 1960'larda gözlendi. 

Kanser kemoterapisinde kullanılan ilk platin bileşiği olan sisplatin, 1978 yılında 

kullanıma sunulmuş ve en başarılı kanser ilaçları arasına girmiştir. Rutin kulanımdaki 

başarısına rağmen, sisplatinle birinci basamak tedaviye yanıt vermeyen veya direnç 

görülen hastalarda başarısı oldukça düşük kalmıştır. Sisplatini geliştirme çabası içinde 

birçok farklı platin analogu sentezlenmiştir (12). Örneğin, karboplatin tedavide 

kullanılan ikinci nesil bir platin bileşiğidir. Karboplatinin kullanımı ile elde edilen ana 

klinik başarı, sisplatin ile karşılaştırıldığında görülen nefrotoksisitenin azalmasıdır. 

Ancak ortaya çıkan miyelotoksisite ve karboplatinin de sisplatin kaynaklı direncin 

üstesinden gelememesi (çapraz direnç) arayışların devam etmesine neden olmuştur 

(13). Çalışmaların devamında sentezlenen analoglardan biri olan okzaliplatin ilk olarak 

1970’lerin sonlarında sisplatinin amin gruplarına bir diaminosiklohekzan (DACH) 

halkası bağlanmasıyla elde edilmiştir (12). 

Okzaliplatin, sisplatin ve karboplatin benzeri bir platin (II) analoğudur. Metastatik 

kolorektal kanserlerde kullanılmak üzere ilk olarak 1999 şubatında yeni ilaç başvurusu 

(NDA) Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından kabul edilmiştir (14). DACH-

platin türevi olan okzaliplatin diğer platin türevlerine benzer etki mekanizmasına 

sahiptir. Ancak antitümör aktivitesi sisplatin ve karboplatin gibi diğer platin 

türevlerinden farklılık gösterir. Örneğin, okzaliplatinin sisplatine dirençli kolon 

karsinomu hücre hatlarına karşı etkili olduğu gösterilmiştir (15,16). 
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Sisplatin, karboplatin ve okzaliplatin dünya çapında kabul görmüş ve 

kullanılmakta olan platin bileşikleridir. Bunlar dışında dünyanın çeşitli ülkelerinde 

bölgesel onay almış nedaplatin (Japonya), lobaplatin (Çin), heptaplatin (Güney Kore) 

ve halen geliştirilmekte olan ve faz çalışmaları devam eden pikoplatin, satraplatin (Pt+4) 

gibi platin türevleri de mevcuttur. Özellikle dördüncü kuşak platin bileşikleri olarak da 

adlandırılan oktahedral yapılı platin (IV) bileşikleri, daha az reaktif olmaları ve oral 

uygulamaya platin (II) türevlerinden daha uygun olmaları nedeniyle ilgi çekmektedirler 

(4). 

Kimyasal ve Fiziksel Özellikler 

 Dünya çapında klinik kullanımda olan platin bileşikleri (sisplatin, karboplatin, 

okzaliplatin), aynı zamanda klasik platin kompleksleri olarak da adlandırılırlar. Bunlar 

+2 oksidasyon durumunda (Pt+2), cis-yapılandırılmış, yüklenmemiş, kare düzlemsel 

kompleksler olup Şekil 1’de gösterilmişlerdir. Bunları tarif eden genel formül, cis-

[A2PtX2]'dir. Burada A2, azot donörü iki monodentat veya bir bidentat ligandı, X2 ise iki 

monodentat veya bir bidentat anyonik ligandları temsil eder. A2 kısmının değişimi 

yapısal olarak farklı DNA-ilaç komplekslerinin oluşumu ile sonuçlanır ve bu durum 

oluşan komplekslerin antikanser aktivitesini değiştirir. X2 grubu ise oluşan 

komplekslerin vücuttaki dağılımını ve böylece yan etkilerini etkiler (4). 

Okzaliplatin (C8H14N2O4Pt), sisplatin ve karboplatine karşı görülen hücresel 

direncin üstesinden gelmek için tasarlanmıştır. Kimyasal isimlendirilmesi (cis-[(1R,2R)-

1,2-siklohekzandiamin-N,N9] okzalato (2-)-O,O9] platin olan okzaliplatinin kimyasal 

yapısı, azot atomlarına siklohekzan halkasının bağlanmasıyla sisplatin veya 

karboplatininkinden farklılık göstermektedir. Okzaliplatin molekül ağırlığı 397,3 g/mol 

olan beyaz/beyazımsı kristal yapılı bir tozdur. Suda az (20°C'de 6-7g/L), metanolde 

çok az çözünür (20°C'de 0,125g/L), etanol veya asetonda ise neredeyse hiç çözünmez 

(17). pKa değeri 6,1’dir (18). 

 

               Sisplatin                          Karboplatin                               Okzaliplatin 

           Şekil 1. Klasik platin kompleksleri (17) 
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Etki Mekanizması 

Okzaliplatinin kesin etki mekanizması tam olarak açıklanamamakla birlikte 

platin bileşiklerinin sitotoksisitesinin DNA sentezinin inhibisyonundan kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Sitotoksisiteden sorumlu ana lezyonlar, aktif platin bileşikleri ve 

spesifik baz sekansları arasında oluşan zincir içi (intrastrand) çapraz bağlantılardır. Bu 

çapraz bağlantılar özellikle bitişik iki guanin bazı veya bitişik guanin-adenin bazları 

arasındadır. Zincirler arası (interstrand) çapraz bağlantılar da oluşabilir, ancak bunlar 

toplam platin-DNA komplekslerinin %5'inden azını oluştururlar (19). DNA ve 

okzaliplatin arasında oluşan çapraz bağlantıların yaklaşık %60-65’i zincir içi guanin-

guanin, %25-30’u zincir içi adenin-guanin bağlantılarıdır (20). Oluşabilen çapraz 

bağlantılar Şekil 2’de gösterilmişlerdir. Ek olarak apopitoz yolağının aktivasonu da 

açıklanan bu etki mekanizmasına katkıda bulunabilir (19). 

 

 

     Şekil 2. Zincir içi ve zincirler arası oluşan çapraz bağlantılar (20,21) 

 

Okzaliplatin fizyolojik ortamda HCO3
- (bikarbonat) ve H2PO4

- (dihidrojen fosfat) 

anyonları ile etkileşerek aktif platin bileşiğine dönüşür. Aktive olmuş platin bileşiği 

hücre içine girdiğinde, bir klorür iyonu bu bileşikten ayrılarak tek sulu bir klor 

kompleksinin (monoaquamonokloro kompleksi) oluşmasına neden olur. Bu kompleks 

DNA üzerindeki N-7 pozisyonundaki guanin ile hızlı bir şekilde reaksiyona girer. 

Monokloro kompleksinden bir klorun daha ayrılmasıyla çift sulu kompleks oluşur. 
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Okzaliplatinden çift sulu kompleksin oluşumu Şekil 3’te gösterilmiştir. Bu olayla geçici 

olarak oluşan ve DNA ile tek noktadan bağlı komplekslerin daha stabil iki noktadan 

bağlı komplekslere dönüşümü gerçekleşir (2). 

 

 Şekil 3. Okzaliplatinin aktif platin bileşiklerine dönüşüm süreci (2,22) 

 

DNA ile etkileşme bölgeleri sisplatin, karboplatin ve okzaliplatin için aynı olsa da 

etkileşme kinetiği platin grubunu taşıyan ligandların kimyasına büyük oranda 

bağımlıdır. Okzaliplatinin DNA ile bağlanması in vitro olarak yaklaşık 15 dakika 

sürmektedir. Bu süre sisplatinin bağlanma süresine göre daha uzundur. Bu durumun 

nedeninin DACH kompleksinin N-Pt-N bağı olduğu düşünülmektedir (13). Bu bağ 

hareketlilik açısından sisplatin ve karboplatinin komplekslerinin bağına göre daha kısıtlı 

bir yapıya sahiptir (2). Okzaliplatinin oluşturduğu DACH-Pt kompleksi, hem sisplatinin 

hem de karboplatinin oluşturduğu cis-diamin-Pt kompleksinden daha hacimli bir 

hidrofobik bölge oluşturur. Bunun sonucunda okzaliplatin cis-diamino-Pt 

kompleksinden daha yüksek sitotoksisite ile sonuçlanan, daha etkin bir DNA sentez 

inhibisyonuna neden olur (13). Ek olarak bu hacimli kompleksler çeşitli konformasyonel 

sorunlar da yaratarak DNA tamirinden sorumlu yanlış eşleşme tamir (mismatch repair) 

proteinlerinin bölgeye bağlanıp, DNA tamir mekanizmasının başlatılmasına engel 

olurlar (2). 

 

Okzaliplatine Karşı Direnç Gelişimi 

Okzaliplatine karşı gelişen direnç, okzaliplatinin hücresel etkileşimleri ile 

açıklanabilmektedir. Okzaliplatin direncine neden olan çeşitli mekanizmalar Tablo 1’de 

özetlenmiştir. Şekil 4’te ise hücresel etkileşim bölgeleri ve olası direnç mekanizmaları 

gösterilmiştir (23). 
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Tablo 1. Okzaliplatin direncine neden olan çeşitli mekanizmalar (24) 

Hücresel transport 

mekanizmasının değişmesi ile 

ATP7A/B miktarının artması 

OCT2 miktarının artması 

Na+/K+ ATPaz miktarının artması 

ABC taşıyıcılarının (MDR) miktarının artması 

Detoksifikasyon yolağı ile Hücre içi GSH miktarının artması 

DNA tamir mekanizması yolağı 

ile 

DNA eksizyon tamir proteinlerinin (ERCC1, 

ERCC2 (XPD) ve ERCC4 (XPF) miktarının 

artması 

DNA polimerazların (β, η, ζ, REV1) miktarının 

artması 

Hücre ölüm mekanizmasının 

değişmesi ile 

Survivin gibi endojen apopitoz inhibitörlerinin 

miktarının artması 

Proapopitotik proteinlerin miktarının (Bax) 

azalması veya antiapopitotik proteinlerin 

miktarının artması (Bcl-2) 

p53 tümör baskılayıcı proteinin mutasyonu veya 

miktarının azalması 

Epigenetik değişiklikler ile 

miR-153, -203, -143 gibi miRNA’ların miktarının 

artması 

SRBC geni metilasyonuna (SRBC 

inaktivasyonu) bağlı olarak BRCA1 gibi 

proteinlerin miktarının artması 

ATP7A ve ATP7B: P-tipi ATPaz A ve B. 
OCT: Organik katyon taşıyıcıları. 
MDR ve MRP: Çoklu ilaç direncine neden olan dışa atım pompaları.  
GSH: Glutatyon.  
ERCC1-2-4: excision repair cross-complementing group 1-2-4. 
hCTR1: Bakır taşıyıcı kanallar. 
BRCA: meme kanseri duyarlılık geni. 
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Şekil 4. Okzaliplatinin hücresel etkileşimleri ve olası direnç mekanizmaları (24) 

 

Biyotransformasyon ve Farmakokinetik Özellikler 

 Okzaliplatin, çeşitli reaktif platin ara maddeleri oluşturmak için hızlıca 

nonenzimatik biyotransformasyona uğrar. Oluşan ara maddeler plazma proteinlerine 

ve eritrositlere hızlı ve yaygın olarak bağlanır (19). Biyotransformasyon sonucu oluşan 

aktif ve inaktif metabolitler Şekil 5’te gösterilmektedir. 
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 Yarı maksimum inhibitör konsantrasyonlar (IC50) HT-29 hücre hattı için in vitro verilerdir. 

 Şekil 5. Okzaliplatinin aktif ve inaktif metabolitleri (13,23) 

 

Okzaliplatin uygulamasından sonra plazmadaki bağlanmamış platinin 

farmakokinetiği, başlangıçta kısa α ve β dağılım fazı ve uzun bir terminal γ eliminasyon 

fazı ile karakterize edilir. Eliminasyonda ana yol üriner atılım (%53,8±9,1) olup, platinin 

çok az miktarı ise (%2,1±1,9) feçesle atılır. Rutin kullanım dozları olan 2 haftada bir 

85mg/m2 veya 3 haftada bir 130mg/m2 dozlarda uygulandığında plazmada herhangi 

bir platin birikimi gözlenmemiştir. Okzaliplatin 20-180mg/m2 doz aralığında doza 

bağımlı bir farmakokinetik gösterir. İnsan karaciğer mikrozomal ekstraktları ile yapılan 

okzaliplatin metabolizmasını araştırmaya yönelik çalışmalar, okzaliplatinin in vitro 

olarak CYP450 için bir substrat olmadığını göstermiştir (23).  

Kan plazmasının ultrafiltratından elde edilen pik konsantrasyonu (Cmax) , eğri altı 

alan (AUC), üç eliminasyon fazı için yarılanma ömürler (t1/2), sanal dağılım hacmi (Vd), 

klirens (Cl) gibi okzaliplatinin kritik farmakokinetik parametreleri Tablo 2’de 

gösterilmiştir. 
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                Tablo 2. Okzaliplatinin kritik farmakokinetik parametreleri (23) 

Farmakokinetik 

Parametre ve Birim 

Uygulanan Doz 

85mg/m2 130mg/m2 

Cmax (µg/mL) 0,681 ± 0,077 1,21 ± 0,1 

AUC(0-48) (µg.sa/mL) 4,190 ± 0,647 8,20 ± 2,4 

AUC(0-∞) (µg.sa/mL) 4,250 ± 1,180 11,90 ± 4,6 

t1/2-α (sa) 0,43 0,28 

t1/2-β (sa) 16,8 16,3 

t1/2-γ (sa) 391 273 

Vd (L) 349 ± 132 812 ± 369 

Cl (L/sa) 18,5 ± 4,71 10,1 ± 3,07 

 

Kullanılan Kanserler ve Uygulama Şekli 

Okzaliplatinin klinikteki kullanımında odak noktası metastatik kolorektal 

kanserdir. Bununla birlikte, ileri over kanserinin tedavisi için birinci ve ikinci basamak 

tedavi olarak okzaliplatinin kullanılabilirliği klinik çalışmalar ile araştırılmaktadır. Ayrıca 

bu ilacın, non-Hodgkin lenfoma, meme kanseri, küçük hücreli olmayan akciğer kanseri, 

baş ve boyun kanseri, mezotelyoma ve skuamöz hücreli karsinom gibi diğer 

malignitelerdeki aktivitesi de araştırılmaktadır (19). Okzaliplatin klinikte kolorektal 

kanserlerde 5-FU ve kalsiyum folinat (lökoverinin kalsiyum tuzu) ile birlikte kombine 

olarak kullanılır. 5-FU bir pirimidin antagonisti olup ve okzaliplatinle birlikte sinerjist bir 

etki elde etmek için kullanılır. Kalsiyum folinat ise 5-FU ile kullanıldığında antineoplastik 

aktivitenin güçlendiği görülmüştür (25). 

Uygulama sırasında 0,2-0,7mg/mL arasında bir konsantrasyona ulaşmak için 

250-500mL %5’lik dekstroz çözeltisi ile seyreltme yapılmalıdır. Seyreltme çözeltisi 

olarak %0,9’luk NaCl veya diğer elektrolit çözeltileri kullanılmamalıdır. Seyreltilmiş 

çözelti 2-6 saatte intravenöz infüzyon şeklinde hastaya verilir. Okzaliplatin temelli 

örnek bir kemoterapi rejimi olan FOLFOX4 Şekil 6’da gösterilmiştir (16). 

 

         Şekil 6. FOLFOX4 kemoterapi rejimi (16) 
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Yan Etkiler  

Okzaliplatin kullanımına bağlı olarak görülen klinik toksisite diğer platin grubu 

ilaçlardan farklılık gösterir. Diğer platin türevi ilaçlarda görülen nefrotoksisite ve 

hematotoksisite okzaliplatinde minimum düzeydedir (16). Okzaliplatin, vakaların 

%90’ında hızlı bir şekilde, geri dönüşümlü akut bir nöropatiye neden olur. 

Nörotoksisite, aslında platin içeren tüm antineoplastik ajanlara özgü bir yan etkidir. 

Üçüncü nesil platin bileşiklerinden okzaliplatinde bu etki genellikle tolere edilebilirken, 

örneğin, tetraplatin şiddetli nörotoksik etkileri nedeniyle piyasadan çekilmek zorunda 

kalmıştır. Karboplatin alan hastalarda belirgin bir nörotoksisite genellikle gözlenmez, 

fakat bunun nedeni karboplatinin hematolojik toksisitesinin dozu sınırlayıcı etki 

göstermesindendir (5). 

Akut nöropatiler infüzyon sırasında veya infüzyon sonrasında kısa sürede 

ortaya çıkan el, ayak ve peroral bölgede parestezi ve dizestezi ile karakterizedir. 

Bununla beraber daha az sıklıkla olsa da kümülatif distal nöropatiye de sebep olabilir. 

Duyusal ataksi, fonksiyonel bozukluklar, çene ağrısı, göz ağrısı, ptozis, bacak 

krampları ve görüşün veya sesin değişimi gibi olaylar görülebilir (6). Kümülatif 

okzaliplatine bağlı görülen nöropatiler dört veya daha fazla siklus boyunca toplam 

540mg/m2 veya daha fazla doz alan tüm hastaları etkiler. Geri dönüşümlü nöropatiler 

hastaların %82'sinde 4-6 ay içinde gerilerken, %41'inde 6-8 ay içinde tamamen 

iyileşme görülür (26). Okzaliplatinin neden olduğu duyusal-motor nöropatinin sebebi 

ana olarak hiperekzitabiliteye bağlıdır (6). 

Okzaliplatine bağlı periferal nöropati ilacın duyusal, motor nöronlardaki veya 

kaslardaki etkisinin bir sonucu iken, kümülatif kronik distal nörotoksisite dorsal kök 

gangliyonlarındaki nöronların hasarına bağlıdır (27). 

Okzaliplatin tedavisi sırasında nöropatik yan etkilerden korumak için hastalara 

ek olarak amifostin (sitoprotektif), α-lipoik asit (antioksidan), glutatyon (antioksidan), 

kalsiyum-magnezyum iyonları (okzalat şelatörü), karbamazepin, okskarbazepin, 

topiramat, gabapentin (antiepileptik) gibi ilaçlar nöroprotektif özelliklerinden 

faydalanmak için verilmiş ve klinik çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Ancak bu konudaki 

tartışmalar halen devam etmektedir (27). 

Görülen diğer yan etkiler çeşitli hematolojik yan etkiler, gastrointestinal 

rahatsızlıklar ve çeşitli allerjilerdir. Hematolojik yan etkiler seyrek olarak görülen şiddeti 

düşük anemi, trombositopeni, nötropenidir. Şiddetli olmadıklarından bunlar çoğu 
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zaman yönetilebilir olgulardır. Bulantı ve kusma diğer çoğu kemoterapötik ajanda da 

sıklıkla görülen gastrointestinal yan etkilerdir. Okzaliplatine bağlı olarak görülen bulantı 

ve kusma hafif-orta şiddettedir ve tedavi öncesi premedikasyon olarak verilen 5-

hidroksitriptamin (5HT3) reseptör antagonistleri ile kolaylıkla üstesinden 

gelinebilmektedir. Okzaliplatine karşı oluşabilecek alerjik reaksiyonlar, tıpkı bulantı ve 

kusmada olduğu gibi premedikasyon olarak verilen antihistaminikler ve 

glukokortikoidler ile önlenebilirler. 5-FU ile birlikte kullanıldıklarında bile olsa, alopesi 

görülme olasılığının düşük olması ise hastaların yaşam kalitesi için önemli bir 

avantajdır (5). 

 

Türkiye Piyasasındaki Müstahzaları 

2019 yılı itibariyle  Türkiye’de okzaliplatin etkin maddesi içeren 32 ruhsatlı 

müstahzar bulunmaktadır. Bunlar 50mg/10mL, 100mg/20mL, 150mg/30mL, 

200mg/40mL olacak şekilde konsantre çözelti içeren veya 50mg ve 100mg liyofilize 

toz içeren flakonlar halinde satışa sunulmuşlardır (28). 

 

   Tablo 3. Okzaliplatinin Türkiye piyasasındaki müstahzarları (28) 

Müstahzar İsmi Üretici Orjinal / Jenerik 

Curatinox TEVA Jenerik 

Eloxatin Sanofi Orjinal 

Linoxa Mustafa Nevzat Jenerik 

Oxaliplatin Hospira ORNA Jenerik 

Oxalidem DEM İlaç Jenerik 

Oxalpin DEVA Jenerik 

Oxatu ONKO Jenerik 

Oxebewe Sandoz Jenerik 

Platoxatin DEM İlaç Jenerik 

Ploxal KOÇAK Jenerik 
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KOLOREKTAL KANSER 

Kolorektal kanser, hem edinilmiş genetik hem de epigenetik değişikliklerin 

birikmesinden kaynaklanan, normal kalın barsak epitelinin invaziv adenokarsinoma 

dönüşmesiyle sonuçlanan bir hastalıktır (29). Görülen vakaların çoğunluğu rasgele 

olarak, mevcut olan adenomatöz polip olarak adlandırılan lezyonlardan gelişir. Kolonda 

lokalize  kanserlerin %54’ü Dukes sınıflandırmasına göre A veya B sınıfındadır. Geri 

kalan %46’sı lenf nodlarına veya uzak organlara metastaz gösterir ve C veya D sınıfı 

olarak değerlendirilir. Dukes sınıflandırmasına göre A veya B sınıfındaki hastaların 

%75-90 gibi yüksek bir kısmı uzun süreli sağ kalım oranına sahiptir. Bu oran lenf nodu 

yayılımı olan C sınıfındaki hastalarda %40-50 arasındadır. Metastazik hastalığa sahip 

olan D sınıfı hastalar ortalama olarak sadece 1 sene hayatta kalabilirler. Bu gruptaki 

hastaların sadece %4 gibi düşük bir kısmı 5 yıl hayatta kalabilmektedir (30). 

Metastatik kolorektal kanserde setuksimab ve panitumumab gibi biyolojik 

ajanlarla kombine edilen floropirimidin artı okzaliplatin veya irinotekan bazlı çoklu 

kemoterapi tedavide altın standarttır (31).  

 

Epidemiyoloji 

Kolorektal kanser dünya çapında en sık görülen dördüncü kanser tipi olup, 

kanserden ölüm nedenleri arasında ikinci sıradadır (31,32). Dünyanın farklı yerlerinde 

kolorektal kanserin görülme yaygınlığı farklılık göstermektedir. Örneğin kuzey Amerika, 

kuzey, güney ve batı Avrupa ülkeleri, Avustralya ve Yeni Zelanda’yı kapsayan gelişmiş 

ülkelerde görülen tüm kanser vakalarının %12,6’sını oluştururken, dünyanın geri kalan 

bölgelerinde aynı oran yaklaşık %7,8’dir. Kolorektal kanser kadın ve erkekleri eşit 

oranda etkilemektedir (32). Bazı epidemiyolojik çalışmalar, sigara içmek, aşırı alkol 

tüketimi, yağ oranı yüksek veya lif oranı düşük gıdalarla beslenmenin kolon kanserine 

yakalanma riskini artırdığı göstermiştir (33). Hastalığın görülme sıklığı etnik ve ırksal 

farklılıklardan çok çevresel etkenlere bağlılık göstermektedir. Örneğin yapılan bir 

çalışmada Amerika’ya göç etmiş Japonlar’da kolorektal kanser görülme sıklığının 

Japonya’da yaşayanlardan 3-4 kat fazla olduğu görülmüştür. Bu durum beslenme 

alışkanlıklarının ve günlük yaşam rutinlerinin hastalığın görülmesinde kritik öneme 

sahip olduğunu göstermektedir (32).  
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Patogenez 

Kolorektal kanserin patogenezi çok karmaşık ve çeşitlidir. Bazıları diyet ve 

yaşam tarzıyla ilgili olan birçok faktörden etkilenirken, diğerleri genetik yatkınlıkla 

ilişkilidir. Crohn hastalığı veya ülseratif kolit gibi kronik enflamatuar barsak 

hastalıklarının olması diğer bir risk faktörüdür (33,34). 

Kolorektal kanserlerin çoğu önceden var olan adenomatöz poliplerde veya 

adenomlarda ortaya çıkar (Şekil 7). Bu lezyonlar oldukça yaygın olup, semptomsuz 

popülasyonlarda gerçek insidansı belirtmek zordur. Ancak otopsi çalışmalarında 

Avrupa ve ABD'de yaklaşık %35, Asya ve Afrika'da ise %10-15 oranında görüldüğünü 

göstermiştir. Adenomlar histolojik yapılarına göre tubuler, tubulovillöz veya villöz olarak 

sınıflandırılır. En yüksek malignite riski villöz adenomlarda görülmektedir. Adenomatöz 

poliplerin yaklaşık olarak %5’i 5-10 yıl içerisinde malign bir yapıya dönüşmektedir (35). 

 

 

 

            Şekil 7. Kolorektal kanserin oluşum evreleri (36) 

 

Kalıtsal Yatkınlık 

Kolorektal kanserde iki ana kalıtsal yatkınlık durumu vardır. Bunlar ailevi 

adenomatöz polipozis (FAP) ve aynı zamanda Lynch sendromu olarak da bilinen  

kalıtsal non-polipozik kolorektal kanserdir (HNPCC). FAP HNPCC’den daha seyrek 

görülür. Görülen vakaların çoğunluğunu oluşturan diğer klinik vakalar ise sporadik 

(düzensiz) kolorektal kanser olarak isimlendirilir (37). 

 

a) Adenomatöz polipozis (FAP): FAP, bireyin kolonunda 20 ila 30’lu yaşları 

boyunca çoklu adenomatöz poliplerin oluşması sonucu görülen otozomal 

dominant bir hastalıktır. Oluşan polipler histolojik olarak sporadik kolorektal 

kanserlerle aynı yapıya sahiptir. Tekil olarak her birinin ayrı ayrı malign 
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transformasyon riski az olsa da, bazı hastalarda binlerce adete ulaşabilen 

polipler kolorektal kanser ihtimalinin 40’lı yaşlara gelindiğnde neredeyse 

%100 olacağı anlamına gelir (35). 

 

b) Kalıtsal non-polipozik kolorektal kanseri (HNPCC): HNPCC, FAP'ta 

görülenin aksine polipozisden yoksun olarak kolorektal kansere otozomal 

dominant yatkınlık anlamına gelir. HNPCC’nin kolorektal kanser vakalarının 

yaklaşık %6'sını oluşturduğu düşünülmektedir. HNPCC'nin klinik özellikleri 

diğer tümörlerle (endometriyum, over, hepatobiliyer sistem, deri) oldukça 

ilişkilidir. Örneğin, hastaların %50-80'inde endometriyal kanser görülür. 

HNPCC tipi kolon kanserleri için prognoz sporadik kolon kanserinden 

genellikle daha iyidir (35). 

 

c) Sporadik (düzensiz) kolorektal kanser: Sporadik kolorektal kanserin, bir 

hücrenin tam malign transformasyona maruz kalması için onkogenlerin 

mutasyonel aktivasyonu veya tümör baskılayıcı genlerin etkisizleştirilmesi 

dahil olmak üzere dört veya beş hücresel kusurun bir araya gelmesi ile 

oluştuğu düşünülmektedir (35). 

 

Kolorektal Kanserde Moleküler Yolaklar 

Tümörler eskiden çeşitli klinik veya patolojik özelliklerine göre sınıflandırılırlardı. 

Ancak günümüzde imkanlar tümörlerin moleküler özelliklerine göre sınıflandırılmasını 

mümkün kılmaktadır. Moleküler yolakların aydınlatılması, tümörün oluşma 

mekanizmasının daha iyi anlaşılmasını sağladığından oldukça önemlidir (38). 

Kolorektal kanserlerin büyük çoğunluğu kromozomal veya mikrosatelit sorunları, DNA 

metilasyon anormalitesi, histon modifikasyonları, p53, KRAS ve β-katenin gibi hücresel 

moleküllerin mutasyonu gibi genetik ve epigenetik anormalliklere sahiptir (39). 

 

a) Kromozomal sorunlar: Kromozomal sorunlar en yaygın görülen ve bunun 

sonucu olarak en iyi karakterize edilmiş kolorektal kanser yolağıdır. Mitozu 

kontrol eden protein veya genlerde bir mutasyon oluşması sonucunda 

kromozomal dengesizlikler meydana gelir (33). Mutasyonlar sonucunda 

tümör baskılayıcı genlerin miktarında azalma ve onkogenlerin sayısında 
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artış meydana gelir (38). FAP’ta görülen tümör baskılayıcı bir gen olan APC 

geninin mutasyonu buna bir örnek olarak gösterilebilir (33). 

 

b) Mikrosatelit sorunları: Mikrosatelit dengesizliği, mikrosatelit denilen kısa 

nükleotit tekrar dizilerinin uzunluklarının değişmesine verilen isimdir. Bu 

durum çeşitli tümör baskılayıcı genlerin kodlanmasında mutasyonlara neden 

olur (38). Mikrosatelit sorunlarının arkasında yatan neden DNA yanlış 

eşleşme tamir sistemindeki (mismatch repair system) sorunlardır. Sporadik 

kolorektal kanserlerin yaklaşık %15’inde ve HNPCC’lerin ise %95’inden 

fazlasında mikrosatelit sorunları görülmektedir (33). 

 

c) Anormal DNA metilasyonu: DNA metilasyonu, bir metil grubunun DNA 

metiltransferazlar tarafından sitozinin 5' pozisyonuna enzimatik olaraj 

eklenmesini ifade eder. Sitozin-guanin dinükleotitleri (CpG) CpG adaları 

haricinde normal memeli hücrelerinde metillenmiş halde bulunur. CpG 

adaları, genlerin %60-70'inin promotor bölgesiyle örtüşür ve metilasyondan 

korunma eğilimindedir (29). Kolon kanser hücrelerinde DNA genelinde bir 

hipometilasyon bunun yanında CpG adalarında ise hipermetilasyon görülür.  

DNA’da görülen bu metilasyon anomalisi tümör baskılayıcı genlerin 

susturulmasına neden olup kanser oluşumuna olanak sağlar (39). Kolorektal 

kanserlerin yaklaşık %20’sinde anormal DNA metilasyonu görülür (29). 

Anormal DNA metilasyonu tipleri Şekil 8’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 8. Anormal DNA metilasyon tipleri (40) 



17 
 

d) Histon modifikasyonu: Histon proteinleri DNA paketleme üniteleri ve 

transkripsiyon regülatörleri olarak işlev görür. Histonlardaki fosforilasyon, 

asetilasyon, metilasyon gibi kimyasal değişiklikler (Şekil 9) genlerin ifade 

edilmesini etkiler. Anormal DNA metilasyonu ile birlikte histon 

modifikasyonları tümör baskılayıcı genlerin susturulmasında rol oynar (39). 

 

                    Şekil 9. Metillenmiş ve asetillenmiş histon yapısı (40) 

 

e) Diğer hücresel molekül mutasyonları: KRAS hücre sinyalizasyonunda 

anahtar olarak işlev gören bir gen olup, normal olarak çalıştığında, hücre 

çoğalmasını kontrol eder. Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolunu 

etkinleştirmek için BRAF'a sinyal gönderir (Şekil 10) (29). Kolorektal 

kanserlerin yaklaşık olarak %36’sında KRAS, %10’unda ise BRAF 

genlerinde mutasyon görülür (41). Mutasyonlar MAPK sinyal yolağının 

anormal şekilde aktive olmasına ve hücre proliferasyonuna neden olur, 

apopitozu baskılar (29).  

 

Şekil 10. Hücre sinyalizasyonunda KRAS ve BRAF yolakları (42) 
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Kolorektal kanserde içlerinde p53’ünde bulunduğu birçok genin silinmesi veya 

susturulmasına ek olarak matriks metalloproteinazlardaki (MMP) değişiklikler de 

poliplerin oluşmasına katkı sağlar. MMP’ler genellikle proteoglikanları ve matriks 

glikoproteinlerini yıkarak ekstraselüler matriksin yeniden biçimlendirilmesini sağlarlar. 

Bu olay doku büyümesi için son derece normal bir durumken, kanser oluşum sürecinde 

ekstraselüler matriksin kontrolsüz yıkımı kanser hücresi için avantaj sağlar. Bu 

nedenle, MMP'lerin aşırı sentezi, kanser hücresinin çoğalıp metastaz yapabildiği 

sürecin bir parçası olabilir (Şekil 11). MMP-2 (jelatinaz-A), MMP-7 (matrilisin) ve MMP-

9 (jelatinaz-B) kolorektal kanserlerle en ilişkili MMP’lerdir (43). 

 

 

Şekil 11. Kolon kanserinde MMP’lerin rolü (43) 

 

Özellikle kronik enflamatuar barsak hastalıklarında yapısal olarak aktive olmuş 

NF-κB yolağının bu hastalarda kolorektal kanserin de görülme riskini artırdığı 

gösterilmiştir. NF-κB aktivasyonu anti-apopitotik proteinlerin miktarının artmasına 

neden olarak hücresel dönüşümü tetikleyebilir, proliferasyona aracılık edebilir veya 

malign hücrelerin ortadan kaldırılmasını önleyebilir (44). 

 

Erken Tanılama ve Korunma Yöntemleri 

Tüm kanser türlerinde olduğu gibi kolon kanserinde de hastalık gerçekleştiğinde 

ne kadar erken bir patolojik aşamada tespit edilirse iyileşme olasılığı o kadar 

artmaktadır. Erken tanı için yapılan taramalar çerçevesinde periyodik olarak feçeste 

gizli kan aranması, esnek sigmoidoskopi, kolonoskopi gibi testler yapılmalıdır. Yapılan 

çalışmalar, rutin tarama testleri yapılan insanlarda kolon kanserinden ölüm oranlarının 

%15-33 daha düşük olduğunu göstermiştir (36).  

Diyetle alınan besinler barsak mikrobiyotası tarafından metabolize edilerek 

kolon kanserine karşı koruyucu veya onu tetikleyici zararlı metabolitlere dönüşürler. Lif 
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içeriği düşük, yağ ve şeker oranı yüksek beslenmenin hem barsak mikrobiyotasının 

çeşitliliğini düşürdüğü hem de tehlikeli metabolitlerin oluşmasına neden olduğuna dair 

kanıtların sayısı giderek artmaktadır. Bu durum kolon kanseri riskinin artmasına neden 

olmaktadır (34). Beslenme alışkanlıklarının ve günlük yaşam rutinlerinin değiştirilmesi 

kolon kanserine karşı alınabilecek ilk ve en basit önlemlerdir (32). 

Kolorektal kansere bağlı ölüm oranının düşürülmesine alternatif bir yaklaşım ise, 

neoplazmların kalın bağırsakta gelişmesini engelleyebilecek çeşitli oral ajanların uzun 

süreli kullanımıdır. Bu amaçla kullanılabilen ilaçlar ve olası etki mekanizmaları Tablo 

4’te özetlenmiştir (36). 

 

 Tablo 4. Kalın barsakta neoplazm oluşumunu engelleyebilen ilaçlar (36) 

İlaçlar Etki Mekanizması 

Non-steroidal 

antienflamatuar ilaçlar 

Kolon kanseri hücrelerinde artış gösteren siklooksijenaz 

(COX) enzimlerini inhibe eder 

Folik asit Hücre içi folat miktarını yükseltir 

Kalsiyum Safra tuzlarına ve yağ asitlerine bağlanır 

Östrojen 
İkincil safra tuzu sentezini azaltır, insülin benzeri büyüme 

faktörü (IGF-1) üretimini azaltır, kolorektal epitele etki eder 

  

 Tedavi Seçenekleri 

Yıllarca kolorektal kanserli hastalar için ana tedavi seçeneği 5-FU ve 

lökoverindi. Bu seçenek ancak %20 gibi düşük bir cevap oranını ve 6 aylık kısa bir sağ 

kalım süresini mümkün kılmaktaydı. 1990’lı yılların sonlarına doğru okzaliplatin ve 

irinotekanın kolon kanserinde aktiviteye sahip olduğu görüldü. Her ilacın 5-FU ile 

birlikte kullanılmasıyla sağkalım süresinin 24 aya kadar çıkması mümkün olmuştur 

(45). Metastatik kolorektal kanser tedavisi son yıllarda önemli değişiklikler geçirmiştir. 

Moleküler biyolojik yolakların daha iyi anlaşılması sonucunda, modern biyolojik 

ilaçların da tedaviye girmesiyle hayatta kalma süresi 30 aya kadar artmıştır. Genel 

olarak birinci basamak tedavi seçimi, ilacın tolere edilebilirliğinin yanı sıra hastanın 

yaşına, eşlik eden diğer hastalıklara ve tercihlere bağlı olarak değişmektedir (46). 

Ayrıca hastanın sahip olduğu KRAS, BRAF gen mutasyonları, DNA yanlış eşleşme 

tamir sistemi hataları, anormal DNA metilasyonları gibi genetik ve epigenetik durumlar, 

uygulanacak tedavi şeklini belirlemede önemlidir (47). 
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Gerektiğinde cerrahi müdahale ve radyoterapi ile birleştiğinde kemoterapi, 

metastatik kolorektal kanser tedavisinin bel kemiği ve sağkalımı arttırmanın tek 

aracıdır. Tedavi, uzun yıllardır küçük bir iyileşme umuduyla, hastanın kalan yaşamının 

süresini, kalitesini arttırmayı hedeflemiş ve palyatif olarak kabul edilmiştir (48,49). 

Bununla birlikte, bu tümörlerin farklı anatomik konumları, farklı terapötik yaklaşımları 

zorunlu kılar. Örneğin rektal bölgedeki kanserlerde, daha karmaşık bir ameliyat 

prosedürü vardır, MR sonuçlarına ve klinik aşamaya bağlı olarak daha farklı adjuvan 

kemo/radyoterapi kullanılması gerekir (50). 

Kolorektal kanserlerde sıklıkla kullanılmakta olan ilaç etkin maddeleri, bunların 

etki mekanizmaları ve kullanılış yolları Tablo 5’te kısaca özetlenmiştir. 

 

Tablo 5. Kolorektal kanserlerde kullanılan etkin maddeler (28,51,52) 

Etkin Madde Etki Mekanizması Kullanılış FDA Onayı 

5-FU Timidilat sentaz inhibisyonu I.V. 1962 

Lökoverin 5-FU etkinliğini artırır I.V. 1982 

İrinotekan DNA topoizomeraz-I inhibisyonu I.V. 1996 

Kapesitabin 5-FU ön ilacı Oral 1998 

Okzaliplatin DNA’da çapraz bağlanmalar I.V. 2002 

Bevasizumab Anjiyogenez inhibisyonu I.V. 2004 

Setuksimab EGF reseptör antagonisti I.V. 2004 

Panitimumab EGF reseptör antagonisti I.V. 2006 

Regorafenib Anjiyogenez inhibisyonu Oral 2012 

Aflibersept Anjiyogenez inhibisyonu I.V. 2012 

Ramusirumab Anjiyogenez inhibisyonu I.V. 2015 

Trifluridin/Tipirasil 

(TAS102) 

Timidilat sentaz inhibitörü / 

Timidin fosforilaz inhibitörü 
Oral 2015 

 

Kolon kanseri tedavisinde kullanılan çeşitli monoklonal antikorların etki 

mekanizmaları Şekil 12’de gösterilmiştir. 
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Şekil 12. Kolon kanserinde kullanılan monoklonal antikorlar (51,52) 

 

Kolorektal kanser tedavisi günümüzde birden fazla ilacın kullanıldığı kürler 

şeklinde yapılır. Bunlar Şekil 13’te kısaca özetlenmiştir. Eski sitotoksik ajanlar 

genellikle ikili ve üçlü kombinasyonlar halinde kullanılır. 5-FU/lökoverin ve okzaliplatin 

(FOLFOX), 5-FU/lökoverin ve irinotekan (FOLFIRI), kapesitabin ve okzaliplatin 

(CAPOX), 5-FU/lökoverin, okzaliplatin ve irinotekan (FOLFOXIRI) en sık kullanılan ikili 

veya üçlü kemoterapi rejimleridir. Bu ikili ve üçlü rejimlerin yanına çeşitli yeni nesil 

monoklonal antikorlar eklenerek tedaviye alınan yanıt ve sağkalım süresi artırılmaya 

çalışılır (51,53,54). 

 

 

Şekil 13. Kolorektal kanser tipine bağlı olarak tedavi yaklaşımları (55)  
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Ülkemizdeki medikal onkologlarla yapılan anket tipi bir çalışmada çeşitli tipteki 

kolon kanserlerinde ilk sıra tedavi olarak kullanılan ilaçlar Şekil 14’te gösterilmiştir (56). 

 

 Şekil 14. Ülkemizde medikal onkologlarca tercih edilen ilk sıra tedaviler (56) 

 

Pembrolizumab, nivolumab, ipilimumab, atezolizumab, kobimetinib, trametinib, 

palbosiklib, vemurafenib, darafenib, entrektinib gibi çok sayıda farklı etkin maddenin 

kolorektal kanserdeki etkinliklerinin araştırıldığı, faz II veya faz III klinik araştırmalar 

dünya çapında devam etmektedir. İlerleyen yıllarda, bu hastalığın tedavisinde yeni 

ilaçların kullanıma girmesi şaşırtıcı olmayacaktır (57). 

 

DENDRİMERLER 

 

Tanım ve Özellikler 

Dendrimerler, küçük bir molekül veya doğrusal bir polimer çekirdeği etrafına 

yerleştirilmiş, simetrik dallanma birimleri içeren monodispers makromoleküllerdir. 

Sentezleri sıkı şekilde kontrol altında tutularak, düzenli aralıklarla yerleştirilen çok 

sayıda iç ve dış fonksiyonel gruplara sahip, oldukça simetrik polimerlerdir (58).  

Dendrimer kavramı Yunanca dendron (ağaç) ve meros (bölüm, birim) 

kelimelerinin bir araya gelmesiyle oluşmuş bir kavramdır. Bu tip moleküller kendilerini 

tekrar eden yapılarından ötürü daha önceden kaskat molekülleri olarak isimlendirilse 

de ağaç benzeri yapılarından dolayı dendrimer terimi geniş kitlelerce kabul görmüştür 

(59). Latince ağaç anlamına gelen arborol terimi de dendrimer kadar yaygın olmasa 

da kullanılmaktadır. Dendrimer tek bir kimyasal bileşiğin adı olmayıp molekülün 

yapısını belirtmektedir. Bununla birlikte dendrimerler sabit bir şekile sahip olmayıp, 
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şekilleri moleküle veya molekülün içinde bulunduğu ortama göre değişkenlik 

göstermektedir (60). 

Bu çok dallı moleküller ilk olarak 1970’lerin sonu 1980’lerin başında Fritz Vögtle, 

Donald Tomalia ve George R. Newkome tarafından yaklaşık zamanlarda fakat 

birbirlerinden bağımsız olarak keşfedilmişlerdir (60). Dendrimerlerden önce polimerik 

yapıların makromoleküler mimarileri doğrusal, çapraz bağlı ve dallanmış olmak üzere 

üç farklı şekilde sınıflandırılmaktaydı (Şekil 15). Dendrimerler bu üç yapıdan tamamen 

farklı yeni bir mimariye sahip polimerlerdir (61). 

 

 Şekil 15. Çeşitli tipte polimerik yapılar (61) 

 

Dendrimerlerin ve klasik lineer polimerlerin çeşitli özellikleri Tablo 6’da kıyaslanmıştır. 

 

Tablo 6. Dendrimerlerin ve klasik düz zincirli polimerlerin özellikleri  (62) 

Özellik Dendrimer Lineer Polimer 

Yapı sıkı gevşek 

Şekil küresel düz 

Mimari düzenli düzensiz 

Sentez kademeli tek basamaklı 

Kristal Yapısı amorf kristal / yarı kristal 

Polar Çözünürlük yüksek düşük 

Apolar Çözünürlük yüksek düşük 

Sıkıştırılabilirlik düşük yüksek 

 

Dendrimerlerin klasik polimerlere göre çeşitli avantajları bulunmaktadır. Molekül 

ağırlıkları aralık olarak ifade edilen çoğu lineer polimerin aksine, dendrimerler tek bir 

molekül ağırlığında monodispers yapılardır. Benzer molekül ağırlıklı lineer polimerler 
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ile karşılaştırıldıklarında oldukça düşük içsel viskoziteye sahiptirler. Düz polimerler ile 

kıyaslandıklarında en önemli özelliklerinden biri de iç kısımda boşluklu alanlara dış 

kısımda ise daha sıkı bir kabuk yapısına sahip olmalarıdır (63,64). 

Lineer polimerlerin aksine dendrimerlerin büyümesi matematiksel olarak 

sınırlıdır. Bir dendrimerin büyümesi sırasında, monomer birimlerinin sayısı üretimle 

katlanarak artarken, dendrimer için mevcut hacim sadece yarıçapının küpüyle orantılı 

olarak artar. Bu fiziksel sınırlamanın bir sonucu olarak, dendritik moleküller, nesil 

arttıkça daha küresel bir hal alırlar. Belirli bir noktaya gelindiğinde ise “De Gennes” sıkı 

yapısı olarak bilinen sterik limite ulaşılır. Bu noktanın üzerinde dendrimer ancak 

düzensiz olarak ve yapısal hatalarla büyüyebilirler (64). 

Yapı 

Birbirlerinden çok farklı yapı ve özelliklere sahip olsalar da tüm dendrimerler 

yapısal olarak bir çekirdeğe, birbirini tekrarlayarak devam eden iç katmanlara ve 

fonksiyonel yüzey gruplarına sahiptirler (62). Merkezi çekirdeğe kovalent olarak 

bağlanmış  tekrarlanan birimler nesil (jenerasyon) olarak adlandırılan bir dizi radyal 

homojen katman oluşturur (65). Nesilleri arttıkça dendrimerlerin uç grupları üssel 

olarak artış gösterir. Bu artışa bağlı olarak dendrimerlerin fiziksel ve kimyasal 

özelliklerinin belirlenmesinde uç gruplar baskın hale gelir (64). Dendrimerlerin genel 

yapısı Şekil 16’da gösterilmiştir. 

 

    Şekil 16. Dendrimerin temel yapıları (62) 

 

Dendrimerlerin yapısı kimyasal yapı dışında içinde bulunduğu ortamın pH, 

polarite, tuz konsantrasyonu, sıcaklık gibi özelliklerine bağlı olarak da değişkenlik 

gösterir. Normal olarak dendrimerlerin yüzey grupları iyi çözündükleri ortamlarda dışa 
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yönelmiş şekilde (uzatılmış konformasyon) bulunur. Bu durum dendrimerin az yoğun, 

boşluklu bir çekirdeğe ve yoğun uç bölgelerine sahip olmasına neden olur. İyi 

çözünmedikleri ortamda ise dendrimer dalları geriye doğuru katlanır, yoğun bir 

çekirdek ve az yoğunluklu uç bölgeleri oluşur (66). Bu iki farklı konformasyon Şekil 

17’de gösterilmiştir. 

 

 

       Şekil 17. Farklı çözünürlükteki ortamlarda dendrimerin konformasyonu (66) 

  

Poliamidoamin (PAMAM), polipropilenimin (PPI), poli-L-lizin (PLL), tekto 

dendrimerler, amfifilik dendrimerler, parçalanabilir (biyobozunur) dendrimerler, 

asimetrik fiyonk tipi (janus tipi) dendrimerler, kiral dendrimerler, glukodendrimerler gibi 

çok farklı yapıya sahip dendrimerler mevcuttur. Bunlar mevcut dendrimerlerin sadece 

bir kısmını oluşturmakta olup çekirdek, tekrarlanan ünite ve yüzey gruplarının farklı 

yapılarla değiştirilmesiyle çok çeşitli dendrimerlerin sentezlenmesi mümkündür 

(61,65,67,68). Şekil 18’de soldan sağa PAMAM, PPI, PLL, tekto ve asimetrik tipte 

dendrimerler gösterilmektedir. 

 

 

 Şekil 18. Farklı yapılara sahip dendrimerle (61,65,67,68) 
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PAMAM ve PPI tipi dendrimerler 2n+1 yüzey grubuna (2n+1)-2 adet tersiyer iç 

amin grubuna sahiptirler (69). Yüzey gruplarının sayısı artan her nesille ikiye 

katlanırken, dendrimerlerin boyutları da yaklaşık olarak 1nm artış gösterir (70). Artan 

nesillere göre PAMAM dendrimerlerin molekül ağırlıkları, yüzey amin grubu sayısı ve 

boyutları Tablo 7’de ve Şekil 19’da gösterilmiştir. 

 

Tablo 7. Çeşitli PAMAM dendrimerlerin molekül ağırlığı ve NH2 grubu sayısı  (71) 

Dendrimer Nesli Molekül Ağırlığı NH2 Grubu Sayısı 

0 517 4 

1 1.430 8 

2 3.256 16 

3 6.909 32 

4 14.215 64 

5 28.826 128 

6 58.048 256 

7 116.493 512 

8 233.383 1024 

9 467.126 2048 

10 934.787 4096 

 

 

Şekil 19. G4-G7 arası dendrimerlerin molekül yapıları ve boyutları (71) 

 

 Dendrimerlerin Sentezi 

İlk sentezlenen dendrimerler PAMAM tipi dendrimerler olup ıraksak (divergent) 

metot ile sentezlenmişlerdir. Daha sonra Hawker ve Fréchet tarafından alternatif bir 
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metot olarak yakınsak (convergent) metot geliştirilmiştir (62). Bu iki metod Şekil 20’de 

gösterilmiştir. Dendrimerlerin bunların dışında sentez yöntemleri bulunsa da (“click” ve 

“lego” kimyası gibi) günümüzde en sık kullanılan yöntemler bunlardır (60,61).  

 

Iraksak metot 

Iraksak metotta dendrimer çekirdek yapı üzerine dendrimer dallarını oluşturan 

tekrarlı ünitelerin eklenmesiyle sentezlenir (72). Bu yöntemle dendrimer sterik engelle 

karşılaşana kadar basamak basamak sentezlenebilir. Göreceli olarak kolay bir yöntem 

olmasına rağmen, bağlanma reaksiyonunun tam olarak tamamlanamaması bu metotta 

karşılaşılabilecek önemli bir sorundur (73). Bu durumda yapısal hatalar oluşacak ve 

bunlar her nesilde katlanarak devam edecektir. Yapısal olarak çok benzer oldukları için 

bu yan ürünleri ayrıştırmak ise her zaman mümkün olmamaktadır. Özellikle yüksek 

nesilli dendrimerlerde bu yapısal hatalara daha sık rastlanmaktadır (59). 

 

Yakınsak metot 

Yakınsak metotta öncelikle tekrarlı üniteler birbirine bağlanarak dendrimerin ana 

yapıları (dendronlar) elde edilir. Daha sonra ortama dendrimerin çekirdeği eklenerek 

bütün yapılar bu çekirdek üzerinde bir araya getirilir (72). Bu metodun avantajı her 

reaksiyon basamağında dendronlar ayrı ayrı sentezlendiklerinden, hatalı olanların jel 

geçirgenlik kromatografisi gibi çeşitli saflaştırma yöntemleriyle ayrılmasının daha kolay 

olmasıdır (59). 

 

 

Şekil 20. Dendrimer sentez metotlarından yakınsak ve ıraksak metot (74) 
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 Dendrimer İlaç Etkileşimleri 

Dendrimerler ilaçlarla çeşitli şekillerde etkileşebilirler. Bu etkileşimleri fiziksel ve 

kimyasal olarak sınıflandırmak mümkündür (Şekil 21).  

Fiziksel etkileşimler etkin maddenin dendrimer dalları arasına veya uç 

gruplarına kovalent olmayan bağlarla bağlanmasıdır. Bu tipte fiziksel komplekslerin 

oluşumunda elektrostatik bağlar, hidrojen bağları veya hidrofobik etkileşimler rol oynar 

(62). Dendrimer komplekslerini konak-misafir etkileşimi (host-guest interaction) ile 

açıklamak mümkündür. Misafir molekülün biyolojik çevre ile etkileşimi konak dendrimer 

aracılığı ile gerçekleştirilir. Dendrimerin iç ve dış fonksiyonel gruplarının istenen şekilde 

tasarlanmasıyla konağın biyolojik çevre ile olan etkileşimi de düzenlenebilir. Konak-

misafir etkileşimi misafir molekülün özelliklerini değiştirmek için kullanılabilir. Örneğin 

inorganik bir madde organikmiş gibi, katyonik bir madde anyonik veya nötralmiş gibi, 

lipofilik bir madde de hidrofilikmiş gibi özellik gösterebilir (58).  

Kimyasal etkileşimlerde ise dendrimerin yüzey grupları ile ilaç molekülü 

arasında kovalent bağlar kurulur. İlaçların dendrimerler ile konjugasyonunda ester, 

amit, karbamat, peptit, açil hidrazon, sis-akonitil ve disülfit köprüleri gibi bağlantılar 

kullanılır. İlaç dendrimer konjugatlarının dayanıklılığı kullanılan bağlantı tipine göre 

değişkenlik gösterir (62,67). Terapötik ajanların kimyasal bağlar vasıtasıyla 

dendrimerlere konjugasyonu, kontrollü ilaç salımını mümkün kılsa da, her ilaç molekülü 

kimyasal konjugasyon için uygun reaktif bölgelere sahip değildir. Dahası, aşırı ilaç 

konjugasyonu, artan polidispersite veya çözünürlük problemleri gibi etkin maddenin 

veya dendrimerin özelliklerinde istenmeyen değişikliklere neden olabilir (74). 

 

Şekil 21. Dendrimer ve ilaçlar arasında kurulan çeşitli bağlar ve etkileşimler (62) 
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İlaçların hidrofobik veya elektrostatik etkileşimler yoluyla kompleksleştirilmesi, 

ilaçların kimyasal bütünlüğünü ve farmakolojik özelliklerini korurken, ilaçların kimyasal 

bağlar yoluyla dendrimerlerin yüzey gruplarına kovalent olarak bağlanması, ilaç 

salınımının daha etkin bir şekilde kontrol edilmesini sağlar. Bu nedenle kovalent 

konjugasyon pasif veya aktif ilaç hedeflemesi için daha uygundur (75). 

Jansen ve ark. (76) PPI dendrimerlerde dendritik kutu (dendritic box) kavramını 

ortaya atmışlardır. Bu yapı sentez işlemi sırasında, dendrimer boşlukları içerisindeki 

konuk moleküllerin yoğun yüzey grupları ile çevrelenmesiyle elde edilir.  Uzun süreli 

ısıtma, çözücü ekstraksiyonu veya sonikasyondan sonra bile dendrimer dışına çıkışın 

engellendiği görülmüştür. Benzer bir mantıkla dendrimerlerin yoğun yüzey gruplarının 

salımı engellediği bir başka yapı Esfand ve ark. (77) tarafından geliştirilen 

DendrilockTM’tır (69). Bu yapılar enkapsüle edilen maddenin güvenli şekilde 

değişmeden saklanmasını sağlamaktadırlar. 

 

Dendrimerlerin Vücuttaki Dağılımları 

Yüzey yükü, dendrimerlerin biyolojik dağılımını büyük ölçüde etkilemektedir. 

Biyolojik pH değerlerinde PAMAM dendrimerler primer amin uçlarının 

protonlanmasından dolayı genel olarak pozitif bir yüzey yüküne sahiptirler. Asetile 

edilmiş uca sahip ester uçlu dendrimerler ise nötrale yakın bir yüzey yüküne sahiptirler 

(58). Nötr, zayıf anyonik, amfifilik, zayıf hidrofobik dendrimerler daha uzun dolaşım 

süresine ve yarılanma ömrüne sahiptirler (78). 

Dendrimer boyutunun (neslinin) artması genellikle dolaşım süresinin de 

artmasına neden olur. Boyutun 10nm üzerine çıkması veya uygun olmayan yüzey 

grupları (örneğin hidrofobik) dendrimerlerin mononükleer fagositik sistem tarafından 

tanınıp kandan uzaklaştırılmasına neden olur (79).  

İntravenöz enjeksiyon sonrası amin sonlu, katyonik PAMAM dendrimerlerin 

neredeyse tamamı (%98) 1 saat içinde dolaşımdan uzaklaştrılır. Bu durum katyonik 

dendrimerlerin doğrudan ilaç taşıyıcı sistem olarak kullanılmasını kısıtlayan bir 

özelliktir (65). Katyonik dendrimerlerin yüksek nesilli olanları karaciğer, dalak ve 

pankreasta toplanırken düşük nesilli olanlar böbreklerde toplanır (78,79). 

Anyonik ve nötral dendrimerler karaciğer, böbrek, akciğer ve kanda dağılım 

gösterirler. Küçük yapılı olanlar hızla idrarla atılırken, daha büyük olanlar renal 

filtrasyondan kaçınarak daha uzun süre dolaşımda kalırlar (78). Karboksil yüzey gruplu 
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türevlerinde 1 saat içinde dolaşımdan uzaklaştırılma oranı %40 civarındadır (65). Hafif 

pozitif veya hafif negatif yüklü 10-100nm boyutundaki dendrimerler artan geçirgenlik 

ve alıkonma (EPR) etkisiyle tümör dokularında birikirler (78). 

 

Dendrimerlerin Toksisiteleri 

Dendrimerlerin toksisitesini belirleyen temel özellik yüzey yüküdür. Yüzeyinde 

amin grubu bulunan katyonik dendrimerler, yüzeyinde karboksil grubu bulunan anyonik 

dendrimerler veya yüzeyinde hidroksil grubu bulunan nötral dendrimerler 

kıyaslandığında hücre içi alımlarının ve toksisitelerinin daha yüksek olduğu 

görülmüştür (80). Bunun sebebi katyonik yapılı uçların negatif yüklü hücre 

membranıyla etkileşime girmesi ve membranı destabilize etmesidir (Şekil 22) (81). 

Yarım nesilli karboksilli asit sonlanımlı PAMAM dendrimerlerde sitotoksisite gözardı 

edilebilecek düzeydedir (82). Katyonik, anyonik ve nötr dendrimerler arasında en az 

toksisite nötr yapılı dendrimerlerde görülmüştür. Yüksek nesilli dendrimerler düşük 

nesillilere göre daha toksiktir (83). 

 

 

Şekil 22. Katyonik dendrimerlerin hücre membranları üzerindeki toksisitesi (84) 

 

Modifiye edilmiş dendrimerlerin toksisite özelliklerinin modifiye edilmemiş 

dendrimerden farklı olduğunu gösteren çok sayıda çalışma mevcuttur. Katyonik 

dendrimerlerde görülen toksisite dendrimer uçlarının PEG veya lauril gibi gruplarla 

modifiye edilmesiyle belirgin oranda azalmıştır. Bu durum yüzeyde bulunan pozitif yük 

yoğunluğunun azalmasına bağlıdır (80). 

Sitotoksisitenin yanısıra dendrimerlerin hemolitik ve agregan aktiviteleri de yok 

sayılmamalıdır. PAMAM tipi katyonik dendrimerler 1mg/mL üzeri konsantrasyonlarda 

hemolitik aktivite göstermişlerdir. Hatta hemolitik olmayan 10µg/mL gibi dozlarda bile 

eritrosit morfolojisinde değişikliklere yol açtıkları, disk şeklinden küresel şekle 

dönüşüme neden oldukları gösterilmiştir. Anyonik özellikteki dendrimerlerde ise 
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2mg/mL gibi yüksek konsantrasyonlarda bile herhangi bir hemolitik aktivite veya 

eritrosit morfolojisinde bir değişim görülmemiştir (82,83).  

Dendrimerlerin tekrarlanan dozlara bağlı toksisiteleri veya uzun süreli 

kullanımlarına bağlı kronik toksisiteleri hakkında şu aşamada kapsamlı veriler 

bulunmamaktadır ve daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. Dendrimerlerin doku, organ 

veya sistemler üzerindeki toksisiteleri hakkında ise neredeyse hiç çalışma 

bulunmamaktadır. Dendrimerlerin vücuttaki dağılımları nedeniyle özellikle karaciğer, 

dalak ve böbreklerde toksisiteye neden olabilecekleri göz önünde bulundurulmalıdır 

(65).  

PAMAM veya PPI gibi ilk geliştirilen dendrimerler hidrolize son derecede 

dayanıklı parçalanamayan özelliktedirler. Bu dendrimerlerin uzun süreli olarak vücutta 

birikmesi zamanla nanotoksisiteye neden olabilir. Bu nedenle parçalanabilir veya 

biyobozunur özellikte dendrimerler geliştirilmiştir. Bu tip dendrimerlerin parçalanma 

ürünleri toksik olmamalı, vücutta birikmeyip kolayca uzaklaştırılabilir olmalıdır (65). 

 

Dendrimerlerin Uygulama Alanları 

Dendrimerler ilaçların iç boşluklara enkapsülasyonu ve yüzey grupları üzerine 

konjugasyonuyla ilaç taşıyıcı sistem olarak, gen transferinde DNA veya RNA 

transfeksiyon ajanı olarak, görüntüleme ajanı olarak, çeşitli biyosensörlerin yapımında, 

çözünürlük artırıcı olarak, fotodinamik terapide ve bor nötron yakalama terapisinde 

kulanılabilirler (60,85-87). 

Dendrimerlerin monodispers bir dağılıma sahip olmaları, enkapsülasyon amaçlı 

kullanılabilecek iç boşluklara ve modifiye edilebilir çok sayıda yüzey gruplarına sahip 

olmaları, etkin madde çözünürlüğünü artırmaları ve modifkasyonlarla dolaşım süresini 

uzatabilmeleri onları kanser tedavisinde ideal taşıyıcı sistemler haline getirmektedir. 

Dendrimerler aynı zamanda makromoleküller oldukları için artan geçirgenlik ve 

alıkonma (EPR) etkisiyle kanser dokularına pasif hedeflemede avantaj sağlarlar (85). 

Çoğu kanser ilacı küçük ilaç molekülleri olmasına rağmen, ilaç dağılımı veya 

görüntüleme kısımlarını da içeren kompleks terapötikler çok daha büyük olma 

eğilimindedir. Kanserin erken aşamalarında endotel arası boşluklar daha kısıtlayıcı 

olduğundan bu durum özellikle kompleks yapılı terapötikler için sorun oluşturur. Bu 

nedenle, çok fonksiyonlu olarak tasarlanmış terapötiklerin, kanser hücreleri ile 

etkileşime girebilmesi için endotelden çıkacak kadar küçük olmaları gerekir. 



32 
 

Dendrimerler sayılan bu özellikler açısından da oldukça uygun taşıyıcılardır (88). 

Ayrıca dendrimerler gastrointestinal sistem epitelleri gibi hücresel bariyerlerden 

geçebildikleri için farklı kanser ilaçlarının oral yoldan yüksek biyoyararlanımla 

uygulanabilmesine de olanak sağlarlar (89). 

Tüm bu sayılan avantajlara rağmen dendrimerler henüz yaygın şekilde resmi 

otoritelerce kabul edilen bir farmasötik yardımcı madde olmaktan uzaktırlar. Herhangi 

bir resmi farmakopede kayıtlı monografları bulunmamaktadır. İlaç sanayisinde 

kullanılabilecek güvenli bir yardımcı madde olarak onaylanmadan önce mevcut 

biyodağılım ve toksisite çalışmalarının sayısının artırılması ve detaylandırılması 

gerekmektedir. Maliyetlerinin henüz yüksek olması ise resmi otoritelerce kabul görseler 

dahi yaygın şekilde kullanımlarını kısıtlayabilecek bir problemdir (90). 

 

Piyasada Bulunan Dendrimer İçeren Ürünler 

İçerisinde dendrimer bulunan çeşitli ticari ürünler Tablo 8’de listelenmiştir. 

 

Tablo 8. Dendrimer içeren çeşitli ticari ürünler (62) 

Ürün Açıklama 

VivaGel® Jel Bakteriyel vajinozis tedavisi için mukoadezif jel 

SuperFect® Moleküler çalışmalarda transfeksiyon ajanı 

PrioFect® Moleküler çalışmalarda transfeksiyon ajanı 

Stratus® CS Kardiyak belirteçler için in vitro tanılama sistemi 

Alert Ticket® Şarbon hastalığına karşı tanılama sistemi 

Starburst® Ticari PAMAM dendrimerleri 

Priostar® Ticari PLL dendrimerleri 
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GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

KULLANILAN KİMYASALLAR 

PAMAM G3.5 dendrimer metanol 

çözeltisi (%10 a/a) 
Sigma-Aldrich (412430) 

PAMAM G4.5 dendrimer metanol 

çözeltisi (%5 a/a) 
Sigma-Aldrich (470457) 

4-(Dimetilamino)piridin (DMAP) Sigma-Aldrich (8510550100) 

N,N′-Disiklohekzilkarbodiimit (DCC) Sigma-Aldrich (D80002) 

N,N-Dimetilformamit (DMF) Sigma-Aldrich (227056) 

Okzaliplatin DEVA İlaç A.Ş. 

Asetonitril (ACN) Merck (100030) 

Diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich (24233) 

Hidroklorik asit Sigma-Aldrich (30721) 

Asetik asit Sigma-Aldrich (27225) 

o-Fosforik asit Merck (100573) 

Etil asetat Sigma-Aldrich (27227) 

Sodyum asetat Merck (106268) 

Disodyum hidrojen fosfat Merck (104873) 

Potasyum klorür Merck (104936) 

Sodyum hidroksit Merck (106498) 

Sodyum dihidrojen fosfat Merck (106345) 

Etil alkol (%99,5) Tekkim (TK200655) 
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KULLANILAN GEREÇ VE CİHAZLAR 

Otomatik Pipet (0,5-10µL) CAPP Bravo (Danimarka) 

Otomatik Pipet (10-100µL) CAPP Bravo (Danimarka) 

Otomatik Pipet (100-1000µL) CAPP Bravo (Danimarka) 

Otomatik Pipet (1-10mL) CAPP Bravo (Danimarka) 

Manyetik Karıştırıcı Daihan WiseStir MSH-20A (Kore) 

Vorteks Daihan VM-10 (Kore) 

Analitik Terazi Shimadzu AUW220D (Filipinler) 

Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi Thermo Surveyor (USA) 

Spektrofotometre Shimadzu UV-1601 (Avustralya) 

Liyofilizatör Christ Epsilon 2-4 LSCplus (Almanya) 

Vakum Pompası Rocker 400 (Tayvan) 

Santrifüj Gyrozen 406 (Kore) 

Mikrosantrifüj Daihan CF-10 (Kore) 

Distile su cihazı Elga Purelab Option-Q DV-25 (UK) 

FT-IR Spektrometresi Perkin Elmer (USA) 

NMR Spektrometresi Jeol JNM-ECZ400S (Japonya) 

Etüv Daihan WON-50 (Kore) 

Partikül boyutu ve zeta potansiyel Malvern ZetaSizer Nano-ZS (UK) 

pH metre Mettler Toledo pH/Ion S220 (Çin) 

Kuvartz küvet TQP-Q-401 

Su banyosu Daihan WB-22 (Kore) 

Buzdolabı (+4°C) Vestel (Türkiye) 

Derin Dondurucu (-20°C) Arçelik (Türkiye) 

Ultrasonik su banyosu Daihan WUC-D10H (Kore) 

Diyaliz membran çalışma seti Spectra/Por® SPEC132000 (USA) 
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YÖNTEMLER 

Okzaliplatin Miktar Tayini İçin HPLC ve Spektrofotometrik Yöntem 

HPLC sistemi olarak Thermo Surveyor kullanılmıştır. Sistem, mobil fazı kolona 

iten pompa ünitesi (Surveyor LC Pump), numuneyi otomatik alan ve kolona enjekte 

eden otosampler (Surveyor Autosampler) ve kolondan geçen maddenin uygun 

dalgaboyunda analizini yapan dedektör (Surveyor UV/Vis Detector) ünitelerinden 

oluşmaktadır. Kromatogramların çizilmesi ve piklerin analizi ChromQuest 4.2.34 

programı ile yapılmıştır. 

Spektrofotometrik miktar tayinininde Shimadzu UV-1601 spektrofotometre ve 

kuvartz küvetler kullanılmıştır. 

 

 Kullanılan HPLC metodunun özellikleri: Miktar tayininde kullanılmak üzere 

uyarlanan HPLC metodunun özellikleri Tablo 9’da gösterilmiştir (18,91). 

 

Tablo 9. HPLC metodunun özellikleri 

Kolon C18 Waters Symmetry 4.6x250mm 5µm 

Mobil Faz Asetonitril:Su (H3PO4 ile pH=3’e ayarlı) (10:90) (h/h) 

Akış Hızı 0,8mL/dakika 

Enjeksiyon Hacmi 50µL 

 Kolon Sıcaklığı 25°C 

Kolon Basıncı 98-100bar 

Dalga Boyu (λ) 255nm 

Analiz Süresi 7 dakika 

Alıkonma Süresi 5,4 - 5,5 dakika arası 

Seyreltme Ortamı Su 

LOD-LOQ 0,1-0,3µg/mL 

 

Kullanılan miktar tayini metotlarının validasyonu: Uluslararası 

Harmonizasyon Konferansı’nın (ICH) Q2 (R1) kılavuzuna göre validasyonun amacı 

analitik işlemlerde işlemin kullanım amacına uygunluğunun kanıtlanmasıdır. Kılavuza 

göre,  teşhiste, safsızlıkların tayini ve kontrolü için kullanılan limit testlerinde, ilaç veya 

bir örnek içindeki etkin maddelerin miktar tayinlerinde kullanılan metotların 

validasyonunun yapılmasının gerekmektedir. Bunun dışında etkin madde sentezinde, 
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bitmiş ürünün bileşiminde veya analitik metotta bir değişiklik olduğunda validasyon 

tekrar yapılmalıdır. Miktar tayininde kullanılan analitik metodun validasyonu ICH 

kılavuzunda açıklanan şekilde gerçekleştirilmiştir (92). Validasyon kapsamında 

özgünlük, doğrusallık, gün içi ve günler arası kesinlik, doğruluk, stabilite, sistem 

uygunluk testi, tespit sınırı (LOD) ve ölçüm sınırı (LOQ) çalışmaları yapılmıştır. 

  

a) Özgünlük (Spesifiklik): Yöntemin sadece istenen madde için sonuç verdiğinin 

ve diğer maddelerin analize girişim yapmadığının gösterilmesidir. HPLC’de kör 

(blank) çözelti enjeksiyonu yapıldığında, etkin madde pikinin görüldüğü 

zamanda pik görülmemelidir (92). PAMAM-G3.5 ve PAMAM-G4.5 dendrimer 

çözeltileri (100µg/mL), etkin madde içermeyen (blank) çözeltiler HPLC’ye 

verilmiş ve okzaliplatin pikine girişim yapıp yapmadıkları incelenmiştir. Ayrıca 

spektrofotometre ile bu çözeltilerin 200-400nm dalga boyları arasında 

spektrumları kaydedilmiş, hangi dalga boylarında ne kadar absorbans verdikleri 

incelenmiştir. 

 

b) Doğrusallık: Belirlenen ölçüm aralığında doğrusal bir ilişkinin kurulabilmesi 

gerekmektedir. Doğrusallık çalışmaları standart çözeltiler, stok çözeltiden 

seyreltme yoluyla veya maddelerin belirlenen farklı miktarlarda tartılmasıyla 

hazırlanabilirler. Doğrusallığın gösterilmesi için en az 5 konsantrasyon noktası 

bulunmalıdır (92). Standart eğrinin determinasyon katsayısının (r2) 0,999’dan 

büyük olması istenir (93). HPLC standart çözeltileri 1-10µg/mL ölçüm 

aralığında, 7 farklı konsantrasyonda (10µg/mL, 8 µg/mL, 6 µg/mL, 5µg/mL, 

4µg/mL, 2µg/mL, 1µg/mL) hazırlanmış ve üç tekrarlı (n=3) olarak HPLC’ye 

verilmiştir. Spektrofotometre standartları ise 10-100µg/mL ölçüm aralığında, 7 

farklı konsantrasyonda (100µg/mL, 80 µg/mL, 60 µg/mL, 50µg/mL, 40µg/mL, 

20µg/mL, 10µg/mL) hazırlanmış ve üç tekrarlı (n=3) olarak spektrofotometrede 

okutulmuştur. Standartlar hazırlanırken önce 10mg katı okzaliplatin 100mL 

distile suda çözülerek 10mg/100mL (100µg/mL) konsantrasyonda stok çözelti 

hazırlanmıştır. Hazırlanan bu stok çözeltiden Tablo 10’da özetlenen şekilde seri 

dilüsyon yapılarak standart çözeltiler hazırlanmıştır. 
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Tablo 10. Standart eğrinin hazırlanmasında kullanılan çözeltiler 

HPLC 

Standartları 
Hazırlanış 

Spektrofotometre 

Standartları 
Hazırlanış 

10µg/mL 100µL stok + 900µL su 100µg/mL 10mL stok 

8µg/mL 80µL stok + 920µL su 80µg/mL 8mL stok + 2mL su 

6µg/mL 60µL stok + 940µL su 60µg/mL 6mL stok + 4mL su 

5µg/mL 50µL stok + 950µL su 50µg/mL 5mL stok + 5mL su 

4µg/mL 40µL stok + 960µL su 40µg/mL 4mL stok + 6mL su 

2µg/mL 20µL stok + 980µL su 20µg/mL 2mL stok + 8mL su 

1µg/mL 10µL stok + 990µL su 10µg/mL 1mL stok + 9mL su 

 

c) Kesinlik: Kesinlik aynı çözeltinin birden fazla ölçülmesiyle gösterilir. Kesinlik 

çalışmaları aynı gün içinde ve farklı günlerde tekrarlanabilir. Ölçümler arası % 

standart sapma, bağıl standart sapma ve güven aralığı belirtilmelidir. Bağıl 

standart sapma, standart sapmanın ortalamaya bölünüp yüzle çarpımı ile 

bulunur (92). Kesinliğin sağlanması için bağıl standart sapmanın %2 veya 

altında kalması istenir (93). HPLC metodu için 4µg/mL (%80), 5µg/mL (%100), 

6µg/mL (%120), spektrofotometrik metot için ise 40µg/mL (%80), 50µg/mL 

(%100), 60µg/mL (%120) konsantrasyonda üçer çözelti hazırlanmış, ilgili 

cihazda üçer kez ölçümleri yapılmıştır. Ölçümler arası bağıl standart sapma 

değerleri hesaplanmıştır. Kesinlik çalışması günler arası kesinliğin valide 

edilmesi için birbirinden farklı günlerde üç kere tekrarlanmıştır. 

 

d) Doğruluk: Konsantrasyonu bilinen örneklerin doğru şekilde ölçüldüğünün 

gösterilmesidir. Doğruluğun validasyonu minimum 3 farklı konsantrasyonda 3 

tekrarlı (n=3) olarak yapılmalıdır. Bilinen konsantrasyona karşılık cihazdan 

alınan değer % geri kazanım olarak ifade edilir. Doğruluk, kesinlik, doğrusallık 

ve özgünlük kurulduktan sonra gösterilebilir (92). % geri kazanım değeri %100 

± 2 aralığında olmalıdır (93). HPLC metodu için 4µg/mL (%80), 5µg/mL (%100), 

6µg/mL (%120), spektrofotometrik metot için ise 40µg/mL (%80), 50µg/mL 

(%100), 60µg/mL (%120) konsantrasyonda üçer çözelti doğruluğun 

validasyonu için hazırlanmış ve ölçüm sonucu % geri kazanılan okzaliplatin 

miktarları hesaplanmıştır. 
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e) Stabilite Çalışmaları: Analiz süresi boyunca numune çözeltileri içerisinde 

analizi yapılacak maddenin stabil olarak kaldığının gösterilmesi için yapılır. 

HPLC metodu için 5µg/mL, spektrofotometrik metot için ise 50µg/mL 

konsantrasyonda çözelti hazırlanmış ve 0, 1, 3, 8 ve 24. saatte çözeltiden 

örnekler alınarak miktar tayinleri yapılmış, saptanan miktarlar için % bağıl 

standart sapma hesaplanmıştır.  

 

f) Sistem Uyumluluk Testi: Sistem uygunluk testi birçok analitik prosedürün 

ayrılmaz bir parçası olup, belirli bir prosedür için kurulacak sistem uygunluğu 

test parametreleri, yöntemin türüne bağlıdır (56). Örneğin HPLC için alıkonma 

zamanı, pik alanı, teorik plaka sayısı, kuyruklanma (tailing) faktörü, bunların 

ortalaması ve bağıl standart sapması gibi değerler önemlidir. Alıkonma zamanı, 

pik alanı gibi değerlerin bağıl standart sapmasının ≤ %1, kuyruklanma (tailing) 

faktörünün ≤ 2, teorik plaka sayısının ≥ 2000 olması istenir (93). 

 

g) LOD ve LOQ: ICH Q2 (R1) kılavuzuna göre LOD ve LOQ farklı yaklaşımlarla 

saptanabilir. Bu metotta regresyon doğrusunun rezidüel standart sapmasının 

(σ), regresyon doğrusunun eğimine bölünüp 3,3 ile çarpılmasıyla LOD, 10 ile 

çarpılmasıyla ise LOQ matematiksel olarak hesaplanmıştır (Şekil 23) (92). 

 

 

           Şekil 23. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) formülleri (92) 

 

Okzaliplatinin Çözünürlük Verileri 

Çalışma boyunca kullanılacak çeşitli organik çözücülerde, suda ve çeşitli 

pH’lardaki tampon çözeltilerde okzaliplatinin çözünürlüğü araştırılmıştır. Okzaliplatinin 

çözünürlük çalışmaları metanol, etanol, dimetilformamit (DMF), diklorometan (DCM) 

gibi organik çözücülerde, distile suda ve pH 2, 4, 6, 7, 8, 10, 12 olacak şekilde yedi 

tampon çözeltide gerçekleştirilmiştir.  

Çözünürlüklerin belirlenmesi çalkalama (shake flask) metoduna göre 

gerçekleştirilmiştir. Öncelikle cam flakonların içerisine aşırı (excess) oranda katı 

okzaliplatin eklenir. Daha sonra flakonların içerisine çözünürlük testinin yapılacağı 
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ortamdan 1mL eklenir. Her çözücü için bu şekilde üçer flakon hazırlanır. Flakonlar oda 

sıcaklığında 24 saat boyunca karıştırılır. Sürenin sonunda tüplere alınıp çözünmeyen 

katı okzaliplatinin çöktürülmesi için 10.000rpm’de 15 dakika santrifüj edilir. Santrifüj 

sonunda üstte kalan sıvı alınıp 0,45µm’lik naylon veya PTFE membran filtreden 

süzülür. Gerekli olması durumunda seyreltme işlemi yapılarak miktar tayini yapılır (94). 

Çeşitli pH’lardaki tampon çözeltiler Tablo 11’de özetlendiği şekilde 

hazırlanmıştır. 

 

Tablo 11. 100mL tampon çözelti hazırlanması için gereken maddeler 

pH 2 HCl-KCl Tamponu 0,373g KCl + 0,107mL HCl 

pH 4 Asetat Tamponu 0,238mL CH3COOH + 0,074g CH3COONa 

pH 6 Fosfat Tamponu 0,681g KH2PO4 + 0,022g NaOH 

pH 7 Fosfat Tamponu 0,681g KH2PO4 + 0,116g NaOH 

pH 8 Fosfat Tamponu 0,681g KH2PO4 + 0,184g NaOH 

pH 10 Borat Tamponu 0,309g H3BO3 + 0,373g KCl + 0,175g NaOH 

pH 12 NaOH-KCl Tamponu 0,048g NaOH + 0,373g KCl 

 

Dendrimerlerin Çözünürlüğe Etkisinin İncelenmesi 

Çözünme ortamında dendrimer bulunmasının çözünürlüğe olan etkisinin 

incelenmesi için iki farklı tipte dendrimer ve bunların beş farklı konsantrasyonu 

kullanılarak çözünürlük çalışması gerçekleştirildi. Ortam olarak su, pH 4 asetat 

tamponu ve pH 7 fosfat tamponu kullanılmıştır. Literatürde bazik pH değerlerinin 

okzaliplatinde stabilite problemlerine neden olabileceği gösterildiğinden bazik bir 

tampon ortamı kullanılmamıştır (95,96). Çözünürlük çalışması daha önce anlatıldığı 

şekilde gerçekleştirilmiş farklı olarak ortamlara 0,05µmol, 0,10µmol, 0,20µmol, 

0,40µmol, 0,80µmol PAMAM-G3.5 veya PAMAM-G4.5 dendrimerler eklenmiştir. 

Çalışma sonunda okzaliplatinin miktarı uygun seyreltme yapılarak tayin edilmiştir. 

 

Okzaliplatin-Dendrimer Formülasyonlarının Hazırlanması 

Okzaliplatinin dendrimerik formülasyonları fiziksel kompleks ve kimyasal 

konjugat formülasyonları olmak üzere iki farklı yaklaşımla hazırlanmıştır. Anyonik 

yapıya sahip PAMAM-G3.5 ve PAMAM-G4.5 dendrimerler kullanılmıştır. Böylece 
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dendrimer nesli ve hazırlanış değişikliklerinin formülasyonlara olan etkilerini incelemek 

mümkün olmuştur. Formülasyonlara verilen kısaltmalar Tablo 12’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 12. Tezde hazırlanan formülasyon tiplerinin kodlanması 

Dendimer Tipi Hazırlanış Şekli Kısaltma 

PAMAM-G3.5 Fiziksel kompleks FK-3.5 

PAMAM-G4.5 Fiziksel kompleks FK-4.5 

PAMAM-G3.5 Kimyasal konjugasyon KK-3.5 

PAMAM-G4.5 Kimyasal konjugasyon KK-4.5 

 

 Fiziksel kompleksleşme ile hazırlanacak dendrimerik okzaliplatin 

formülasyonlarının hemen salım yapma özelliğinde olmaları beklenirken, kimyasal 

konjugasyon ile hazırlanacak formülasyonların, etkin maddeyi daha uzun sürede ve 

daha yavaş olarak salması beklenmektedir. 

 Okzaliplatinin dendrimerik kompleksleri (FK-3.5 ve FK-4.5) birlikte çöktürme 

yöntemiyle hazırlanmıştır. Dendrimerler çok sayıda (birincil ve tersiyer aminler)  

bağlanma noktasına sahip olduklarından, bir dendrimer molekülünün birçok ilaç 

molekülü ile etkileşime girebileceği varsayılmaktadır. Bu nedenle dendrimer oranının 

her zaman bir olduğu farklı ilaç:dendrimer (N:1) molar konsantrasyon oranlarında 

karışımlar hazırlanmıştır. N sayısı 1’den dendrimer neslinin olası bağlantı noktası 

sayısına kadar bir değer alabilmektedir (97). 

 

Tablo 13. Dendrimerlerin sahip oldukları olası ilaç etkileşim bölgesi sayıları (98) 

Dendrimer Nesli Yüzey Grupları Tersiyer Amin Grubu 

3 32 (-NH2) 30 

3.5 64 (-COOH) 62 

4 64 (-NH2) 62 

4.5 128 (-COOH) 126 

 

Tam nesil PAMAM dendrimerlerin yüzeyinde bulunan primer aminlerinin pKa 

değeri 7-9 arasında değişirken, dalların arasındaki tersiyer aminlerinin pKa değerleri 

ise 3-6 arasındadır. Bu nedenle farklı pH değerine sahip ortamlarda, dendrimerlerin 

fonksiyonel gruplarının iyonizasyon durumları değişkenlik gösterir (99). Yüksek 
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pH’larda PAMAM dendrimerlerin primer ve tersiyer aminleri protonlanmamış halde 

bulunurlar. Nötrale yakın pH’larda sadece primer aminler protonlanırken, düşük 

pH’larda ise hem primer hem de tersiyer aminler protonlanırlar (100). Yarım nesil 

dendrimerlerde bulunan karboksilli asit yüzey gruplarının pKa değeri ise yaklaşık 

olarak 4-5 arasındadır (101). Farklı ortam pH’larının etkin maddenin dendrimerlere 

fiziksel olarak tutunma özelliğini değiştirebileceği düşünüldüğünden, fiziksel dendrimer 

kompleks formülasyonları farklı oranlarda okzaliplatinin farklı ortamlarda eklenmesiyle 

hazırlanmıştır. G3.5 ve G4.5 dendrimerleri için üç farklı ortamda (distile su, pH 4 asetat 

tamponu ve pH 7 fosfat tamponu) ve beş farklı okzaliplatin:dendrimer mol oranında 

(25:1, 50:1, 75:1, 150:1, 250:1) formülasyon hazırlanmıştır. Yükleme ortamı olarak 

bazik bir tampon kullanılmamıştır, çünkü yüksek hidroksil iyonuna sahip ortamlar 

okzaliplatinde stabilite problemlerine neden olabilmektedir (95,96). En yüksek oran 

olarak 250:1 seçilmiş olmasının sebebi okzaliplatin bağlanabilecek tüm noktaların 

toplamının maksimum 254 olmasıdır (98). (G4.5 dendrimerde karboksilli 128 yüzey 

grubuna ve dalların arasındaki 126 tersiyer amin gruplarına okzaliplatin bağlanması 

durumunda) 

Okzaliplatinin dendrimerik konjugatları (KK-3.5 ve KK-4.5) kimyasal reaksiyon 

ile hazırlanmıştır. Temel olarak yarım nesil dendrimerlerin yüzeyinde bulunan karboksil 

grupları ile okzaliplatinin modifiye edilmesi ile elde edilen hidroksil grupları arasında bir 

ester bağı kurulması amaçlanmıştır. Bu ester bağının kurulması Şekil 24’te gösterilen 

ve Wolfgang Steglich tarafından tanımlanan esterifikasyon reaksiyonları ile 

gerçekleştirilmiştir.  

 

      Şekil 24. Steglich esterifikasyon reaksiyonu (102) 

 

Steglich esterifikasyonunda bağlayıcı ajan olarak N,N′-disiklohekzilkarbodiimit 

(DCC), katalizör olarak 4-(dimetilamino)piridin (DMAP), reaksiyon ortamı olarak ise 

aprotik bir çözücü olan diklorometan (DCM) kullanılır (103). Dendirmerler ve 

okzaliplatin DCM içinde çözünmediğinden bu çalışmada reaksiyon ortamı olarak hem 

okzaliplatin ve dendrimerlerin hem de DCC ve DMAP’ın iyi şekilde çözündüğü bir 

başka aprotik çözücü olan N,N-dimetilformamit (DMF) kullanılmıştır (104,105). 
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a) FK-3.5 formülasyonlarının hazırlanması: FK-3.5 formülasyonlarının 

hazırlanabilmesi için önce 25mg okzaliplatin ayrı ayrı tartılarak 5’er mL’lik su, pH 4 ve 

pH 7 ortamlarında çözülmüştür. Böylece 5mg/mL konsantrasyonda okzaliplatinin üç 

farklı ortam içerisindeki stok çözeltisi hazırlanmıştır. Sırasıyla 25:1, 50:1, 75:1, 150:1 

ve 250:1 oranların hazırlanabilmesi için alınması gereken stok çözelti ve metanollü 

G3.5 dendrimer çözeltisi miktarları Tablo 14’te özetlenmiştir.  Hesaplamalar yapılırken, 

okzaliplatin ve G3.5 dendrimerin molekül ağırlığı sırasıyla 397,286 g/mol ve 12927,69 

g/mol, G3.5 dendrimerin %10’luk (a/a) çözeltisinin yoğunluğu üreticinin belirttiği şekilde 

0,810g/mL olarak alınmış, µmol değerleri virgülden sonra 2 basamağa yuvarlanmıştır. 

 

Tablo 14. FK-3.5 formülasyonları 

Ortam 
Eklenen 

Stok (mL) 

Okzaliplatin 

(mg     µmol) 

    Dendrimer 

(mg    µmol   µL)   

Mol 

Oranı 

Formülasyon 

Kodu 

Su 0,1 0,5 1,26 0,65 0,05 8 25 F1 

Su 0,2 1 2,52 0,65 0,05 8 50 F2 

Su 0,3 1,5 3,78 0,65 0,05 8 75 F3 

Su 0,6 3 7,55 0,65 0,05 8 150 F4 

Su 1 5 12,59 0,65 0,05 8 250 F5 

pH 4 0,1 0,5 1,26 0,65 0,05 8 25 F6 

pH 4 0,2 1 2,52 0,65 0,05 8 50 F7 

pH 4 0,3 1,5 3,78 0,65 0,05 8 75 F8 

pH 4 0,6 3 7,55 0,65 0,05 8 150 F9 

pH 4 1 5 12,59 0,65 0,05 8 250 F10 

pH 7 0,1 0,5 1,26 0,65 0,05 8 25 F11 

pH 7 0,2 1 2,52 0,65 0,05 8 50 F12 

pH 7 0,3 1,5 3,78 0,65 0,05 8 75 F13 

pH 7 0,6 3 7,55 0,65 0,05 8 150 F14 

pH 7 1 5 12,59 0,65 0,05 8 250 F15 

 

Tabloda belirtilen miktardaki stok çözelti ve dendrimer çözeltisi cam bir flakona 

eklenip 24 saat boyunca manyetik karıştırıcıda karıştırılır. Sürenin sonunda çözücü 

ortam uçurulur. Kalıntı susuz etanolde süspande edilir. Dendrimerlerin dalları arasına 

girip kompleksleşmeyen okzaliplatinin çöktürülmesi için 10.000rpm’de 5 dakika 
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santrifüj edilir. Santrifüj sonunda üstte kalan sıvı alınıp 0,45µm’lik naylon veya PTFE 

membran filtreden süzülür (Şekil 24). Süzüntünün etanolünün uçurulup kalıntının suda 

çözülmesiyle sulu kompleks çözeltisi elde edilir. Ölçümler bu çözeltiyle yapılır. 

 

b) FK-4.5 formülasyonlarının hazırlanması: FK-4.5 formülasyonlarının 

hazırlanabilmesi için önce 25mg okzaliplatin ayrı ayrı tartılarak 5’er mL’lik su, pH 4 ve 

pH 7 ortamlarında çözülmüştür. Böylece 5mg/mL konsantrasyonda okzaliplatinin üç 

farklı ortam içerisindeki stok çözeltisi hazırlanmıştır. Sırasıyla 25:1, 50:1, 75:1, 150:1 

ve 250:1 oranların hazırlanabilmesi için alınması gereken stok çözelti ve metanollü 

G4.5 dendrimer çözeltisi miktarları Tablo 15’te özetlenmiştir. Hesaplamalar yapılırken, 

okzaliplatin ve G4.5 dendrimerin molekül ağırlığı sırasıyla 397,286 g/mol ve 26251,86 

g/mol, G4.5 dendrimerin %5’lik (a/a) çözeltisinin yoğunluğu üreticinin belirttiği şekilde 

0,791g/mL olarak alınmış, µmol değerleri virgülden sonra 2 basamağa yuvarlanmıştır. 

 

Tablo 15. FK-4.5 formülasyonları 

Ortam 
Eklenen 

Stok (mL) 

Okzaliplatin 

(mg     µmol) 

       Dendrimer 

(mg     µmol     µL)   

Mol 

Oranı 

Formülasyon 

Kodu 

Su 0,1 0,5 1,26 1,32 0,05 33,5 25 F16 

Su 0,2 1 2,52 1,32 0,05 33,5 50 F17 

Su 0,3 1,5 3,78 1,32 0,05 33,5 75 F18 

Su 0,6 3 7,55 1,32 0,05 33,5 150 F19 

Su 1 5 12,59 1,32 0,05 33,5 250 F20 

pH 4 0,1 0,5 1,26 1,32 0,05 33,5 25 F21 

pH 4 0,2 1 2,52 1,32 0,05 33,5 50 F22 

pH 4 0,3 1,5 3,78 1,32 0,05 33,5 75 F23 

pH 4 0,6 3 7,55 1,32 0,05 33,5 150 F24 

pH 4 1 5 12,59 1,32 0,05 33,5 250 F25 

pH 7 0,1 0,5 1,26 1,32 0,05 33,5 25 F26 

pH 7 0,2 1 2,52 1,32 0,05 33,5 50 F27 

pH 7 0,3 1,5 3,78 1,32 0,05 33,5 75 F28 

pH 7 0,6 3 7,55 1,32 0,05 33,5 150 F29 

pH 7 1 5 12,59 1,32 0,05 33,5 250 F30 
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Tabloda belirtilen miktardaki stok çözelti ve dendrimer çözeltisi cam bir flakona 

eklenip 24 saat boyunca manyetik karıştırıcıda karıştırılır. Sürenin sonunda çözücü 

ortam uçurulur. Kalıntı susuz etanolde süspande edilir. Dendrimerler ile 

kompleksleşmeyen okzaliplatinin çöktürülmesi için 10.000rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilir. Santrifüj sonunda üstte kalan sıvı alınıp 0,45µm’lik naylon veya PTFE membran 

filtreden süzülür (Şekil 25). Süzüntünün etanolünün uçurulup, kalıntının suda 

çözülmesiyle sulu kompleks çözeltisi elde edilir. Ölçümler bu çözeltiyle yapılır. 

 

 

    Şekil 25. FK-3.5 ve FK-4.5 formülasyonlarının hazırlanışı 

 

c) KK-3.5 formülasyonunun hazırlanması: KK-3.5 formülasyonları iki 

basamaklı bir reaksiyonla sentezlenmiştir. İlk basamakta okzaliplatinin modifikasyonu 

Abramkin (106) ve Sommerfeld ve ark. (107) tarafından açıklanan yöntemle 

gerçekleştirilmiş, daha sonra ise bu bileşiğin G3.5 dendrimere bağlanması daha önce 

anlatıldığı üzere Steglich esterifikasyon reaksiyonu ile gerçekleştirilmiştir. 

 

 Okzaliplatinin modifikasyonu: 1,192g (3mmol) okzaliplatin üzerine 20mL asetik 

asit eklenir ve manyetik karıştırıcıda süspande edilir. Süspansiyon üzerine 250µL 

%30’luk H2O2 çözeltisi (perhidrol) ilave edilir. 30 dakika arayla sırasıyla 250µL ve 

750µL olmak üzere 2 kez daha %30’luk H2O2 ilave edilir. 1,5 saat içinde süspansiyon 

sarımsı ve neredeyse berrak bir çözeltiye dönüşür. Bu çözelti gece boyunca karıştırılır. 

Asetik asit uçurularak ortamdan uzaklaştırılır ve yağlı kalıntı 40mL distile su ile bulanık 

bir karışım oluşturmak üzere tekrar süspande edilir. Eklenen su uçurularak ortamdan 

uzaklaştırılır. Bu işlem (su eklenip uzaklaştırılması) ürün katı olana kadar 2 kere daha 

tekrarlanır. Elde edilen katı ürün bir miktar etil asetat (10-20mL) ile tekrar süspande 

edilir. Bu süspansiyona berrak çözelti oluşana ve daha fazla metanol eklenmesinin 
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çözeltinin görüntüsünü değiştirmediği görülene kadar metanol eklenir. Karışım 

0,45µm’lik naylon membran filtreden süzülür. Çözücü karışımı ortamdan uzaklaştırılır 

(106). Elde edilen hafif sarımsı ürün konjugatların hazırlanmasında kullanılmak üzere 

+4°C’de muhafaza edilir. Okzaliplatinin modifikasyonuna ait kimyasal sentez 

reaksiyonu Şekil 26’da gösterilmiştir. 

 

 

      Şekil 26. Okzaliplatinin modifikasyon reaksiyonu (106) 

 

 Dendrimer konjugasyonu: G3.5 dendrimerin metanollü çözeltisinden (%10 a/a) 

250µL (1,566µmol) alınır. Metanol vakum altında uçurulup kalıntı pH’sı 3 olan HCl 

çözeltisinde çözülerek karboksil uçları aktive edilir (108). Su uçurulduktan sonra 

kuruyan dendrimerler 6mL DMF içerisinde tekrar çözülür. Bu çözeltinin üzerine 60mg 

(126,8µmol) modifiye edilmiş okzaliplatin 26,2mg (126,8µmol) DCC ve 15,5mg 

(126,8µmol) DMAP eklenir. Karışım vakum altında 24 saat boyunca oda sıcaklığında 

karıştırılır. 24 saatin sonunda reaksiyon sırasında oluşan DCC’den kaynaklı çökeltiler 

(örneğin disiklohekzilüre-DCU) 0,45µm’lik naylon membran filtreden süzülerek 

uzaklaştırılır. Çözücü ortam uçurulur. Kalan artık distile suda çözülerek gerekirse tekrar 

0,45µm’lik naylon membran filtreden süzülür. Reaksiyondan arta kalan hidrofobik 

organik maddelerin ortamdan uzaklaştırılması için 25mL DCM ile 5 kez ekstraksiyon 

yapılır. Ekstraksiyon sonunda sulu kısım diyalizle saflaştırılıp liyofilize edilmek üzere 

ayrılır. Liyofilizasyon sulu çözeltinin -80°C’de 3 saat dondurulması, -40°C’de 0,01mbar 

basınçta 22 saat ve -20°C’de 0,001bar basınçta 3 saat bekletilmesiyle gerçekleştirilir. 

Elde edilen liyofilize konjugat karakterizasyon ve hücre kültürü çalışmalarında 

kullanılmak üzere +4°C’de saklanır. Reaksiyona giren maddelerin dendrimere mol 

oranı yaklaşık olarak 80:1’dir. Böylelikle G3.5 dendrimerin 64 yüzey grubunun hepsinin 

etkin madde ile bağlanmasına olanak sağlanmıştır. Sentez reaksiyonu Şekil 26’da 

gösterilmiştir. 
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d) KK-4.5 formülasyonunun hazırlanması: KK-4.5 formülasyonları da KK-3.5 

formülasyonu gibi iki basamaklı bir reaksiyonla sentezlenmiştir. İlk basamakta 

okzaliplatinin modifikasyonu gerçekleştirilmiş, daha sonra ise bu bileşiğin G4.5 

dendrimere bağlanması gerçekleştirilmiştir. Okzaliplatinin modifikasyonu KK-3.5 

formülasyonunun hazırlanması başlığında anlatıldığı üzere gerçekleştirilmiştir. 

G4.5 dendrimerin metanollü çözeltisinden (%5 a/a) 500µL (0,753µmol) alınır. 

Metanol vakum altında uçurulup kalıntı pH’sı 3 olan HCl çözeltisinde çözülerek 

karboksil uçları aktive edilir (108). Su uçurulduktan sonra kuruyan dendrimerler 5mL 

DMF içerisinde tekrar çözülür. Bu çözeltinin üzerine 50mg (105,6µmol) modifiye 

edilmiş okzaliplatin 21,8mg (105,6µmol) DCC ve 12,9mg (105,6µmol) DMAP eklenir. 

Karışım vakum altında 24 saat boyunca oda sıcaklığında karıştırılır. 24 saatin sonunda 

reaksiyon sırasında oluşan DCC’den kaynaklı çökeltiler (örneğin disiklohekzilüre-DCU) 

0,45µm’lik naylon membran filtreden süzülerek uzaklaştırılır. Çözücü ortam uçurulur. 

Kalan artık distile suda çözülerek gerekirse tekrar 0,45µm’lik naylon membran filtreden 

süzülür. Reaksiyondan arta kalan hidrofobik organik maddelerin ortamdan 

uzaklaştırılması için 25mL DCM ile 5 kez ekstraksiyon yapılır. Ekstraksiyon sonunda 

sulu kısım, diyalizle saflaştırılıp liyofilize edilmek üzere ayrılır. Liyofilizasyon sulu 

çözeltinin -80°C’de 3 saat dondurulması, -40°C’de 0,01mbar basınçta 22 saat ve             

-20°C’de 0,001bar basınçta 3 saat bekletilmesiyle gerçekleştirilir. Elde edilen liyofilize 

konjugat karakterizasyon ve hücre kültürü çalışmalarında kullanılmak üzere +4°C’de 

saklanır. Reaksiyona giren maddelerin dendrimere mol oranı yaklaşık olarak 140:1’dir. 

Böylelikle G4.5 dendrimerin 128 yüzey grubunun hepsinin etkin madde ile 

bağlanmasına olanak sağlanmıştır. Sentez reaksiyonu Şekil 27’de gösterilmiştir. 

 

 

    Şekil 27. Modifiye okzaliplatinin dendrimer ile konjugasyon reaksiyonu 
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Okzaliplatin-Dendrimer Formülasyonlarının Karakterizasyonu 

 Okzaliplatinin dendrimerik formülasyonlarının karakterizasyonunda kullanılan 

yöntemler Mor Ötesi-Görünür Bölge Spektroskopisi (UV-Vis), Fourier Dönüşümlü 

Kızılötesi (FT-IR) Spektroskopisi,  1H ve 13C Nükleer Manyetik Rezonans (NMR) 

Spektroskopisidir. Ayrıca dinamik ışık saçılımı esasına göre partikül boyutu ve dağılımı 

incelenmiş, formülasyonların yüzey yükleri hakkında bilgi sahibi olmak için zeta (ζ) 

potansiyel değerleri ölçülmüştür. FK-3.5 ve FK-4.5 formülasyonları için yükleme oranı 

ve yükleme etkinliği araştırılmış, KK-3.5 ve KK-4.5 formülasyonları için ise yaklaşık 

olarak mol başına konjuge olmuş okzaliplatin miktarları 1H-NMR’da integrasyonu 

yapılan karakteristik piklerin alanlarının oranlanmasıyla bulunmuştur. 

 

 a) Mor ötesi-görünür bölge spektroskopisi (UV-Vis): UV-Vis spektroskopisi 

dendrimerlerin karakterizasyonu için önemli bir araç olup, spektrumda görülen 

karakteristik piklerdeki kaymalar, yüzey modifikasyonlarını veya kompleks 

oluşumlarını belirlemek için kullanılabilir (98,109). FK-3.5 ve FK-4.5 sulu çözeltilerinin 

200-400nm dalgaboyları arasında spektrumları alınmış ve saf okzaliplatinin aynı 

dalgaboyları arasında alınmış spektrumu ile karşılaştırılmıştır. Saf okzaliplatin 

spektrumunda görülen piklerin kaybolması, şiddetinin azalması veya yerinin kayması 

kompleksleşmenin gerçekleştiğini düşündürmüştür. 

 

 b) Fourier dönüşümlü kızılötesi (FT-IR) spektroskopisi: FT-IR 

spektroskopisi, dendrimerin fonksiyonel grubunun, konjugasyonun ve ilaç dendrimer 

etkileşiminin belirlenmesi için kullanılan diğer bir yöntemdir. FT-IR spektroskopisi ile 

ilaç dendrimer etkileşiminin belirlenmesi dendrimer ve etkileşime giren ilacın 

spektrumlarının karşılaştırılması ile gerçekleştirilir (109). UV-Vis tekniğinde açıklanana 

benzer şekilde FK-3.5 ve FK-4.5 formülasyonlarında FT-IR spektrumundaki piklerde 

görülen değişimler kompleks oluşumlarını belirlemede kullanılmıştır. Bu değişiklikler 

pik yerinin kayması, pik şiddetinin değişmesi ve pik genişliğinin artması gibi 

değişikliklerdir (110). KK-3.5 ve KK-4.5 sentezinde ve okzaliplatin modifikasyonunda 

ise kaybolan veya yeni oluşan pikler kimyasal reaksiyonlar sırasında kırılan veya 

oluşan bağların gösterilmesini sağlamıştır. FT-IR spektrumları 4000-400cm-1 (Perkin 

Elmer) aralığında alınmıştır. 
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c) 1H ve 13C Nükleer manyetik rezonans spektroskopisi: NMR rutin 

analizlerde dendrimerleri karakterize etmek için en sık kullanılan tekniklerin başında 

gelmektedir. Yapıların aydınlatılmasında en sık kullanılan NMR tipi 1H ve 13C NMR 

olmakla birlikte hetero atom içeren dendrimerlerde 31P NMR, 29Si NMR, 195Pt gibi farklı 

tip NMR kullanılması da faydalı olmaktadır (109,111). Elde edilen KK-3.5 ve KK-4.5 

konjugatları ve modifiye edilen okzaliplatin yapılarının karakterizasyonu 1H-NMR 

(400MHz) ve 13C-NMR (100MHz) ile yapılmıştır. 

 

d) Partikül boyutu-dağılımı ve zeta (ζ) potansiyel ölçümleri: Seçilen 

formülasyonların partikül boyutu-dağılımı ve elektriksel yükleri hakkında bilgi edinmek 

amacıyla ortalama partikül boyutu (Z-average), polidispersite indeksi (PDI) ve zeta (ζ) 

potansiyel ölçümleri dinamik ışık saçılımı (DLS) prensibine göre çalışan Malvern 

Zetasizer Nano ZS cihazında yapılmıştır. Ölçümler 173O açıda ve 3 tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir. Her bir tarama süresi 10 saniye, toplam tarama sayısı ise otomatik 

olarak seçilmiştir. Boyut ölçümlerinde standart tek kullanımlık küvetler, zeta potansiyel 

ölçümü için ise zeta potansiyel ölçüm hücreleri kullanılmıştır.   

 

e) Yükleme oranı, yükleme etkinliği ve konjuge olmuş okzaliplatin 

miktarının saptanması: FK-3.5 ve FK-4.5 sulu çözeltilerinden hareketle dendrimerin 

dalları arasında tutularak enkapsüle edilmiş okzaliplatin miktarı bulunarak yükleme 

oranı ve yükleme etkinliği Şekil 28’deki formüller kullanılarak hesaplanmıştır. 

 

% 𝑌ü𝑘𝑙𝑒𝑚𝑒 𝑂𝑟𝑎𝑛𝚤 =  
𝐷𝑒𝑛𝑑𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟 İç𝑖 𝑂𝑘𝑧𝑎𝑙𝑖𝑝𝑙𝑎𝑡𝑖𝑛 (𝑚𝑔)

𝐷𝑒𝑛𝑑𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟 (𝑚𝑔) +  𝐷𝑒𝑛𝑑𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟 İç𝑖 𝑂𝑘𝑧𝑎𝑙𝑖𝑝𝑙𝑎𝑡𝑖𝑛 (𝑚𝑔)
 𝑥 100 

 

% 𝑌ü𝑘𝑙𝑒𝑚𝑒 𝐸𝑡𝑘𝑖𝑛𝑙𝑖ğ𝑖 =  
𝐷𝑒𝑛𝑑𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟 İç𝑖 𝑂𝑘𝑧𝑎𝑙𝑖𝑝𝑙𝑎𝑡𝑖𝑛 (𝑚𝑔)

𝐵𝑎ş𝑙𝑎𝑛𝑔𝚤ç𝑡𝑎 𝑂𝑟𝑡𝑎𝑚𝑎 𝐸𝑘𝑙𝑒𝑛𝑒𝑛 𝑂𝑘𝑧𝑎𝑙𝑖𝑝𝑙𝑎𝑡𝑖𝑛 (𝑚𝑔)
 𝑥 100 

 

     Şekil 28. % yükleme oranı ve % yükleme etkinliği formülleri 

 

KK-3.5 ve KK-4.5 formülasyonlarında dendrimer uçlarına konjuge olmuş madde 

miktarı, 1H NMR ile saptanmıştır. 1 mol dendrimer başına konjuge modifiye okzaliplatin 

miktarı, etkin maddeye ait olduğu bilinen proton pik alanının dendrimere ait olduğu 

bilinen proton pik alanına oranlanmasıyla bulunmuştur. 
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Fiziksel Kompleks ve Kimyasal Konjugatlarda İn Vitro Salım Çalışmaları 

Seçilen kompleks formülasyonlarında ve hazırlanan kimyasal konjugatlardan 

etkin madde çıkışının belirlenebilmesi için in vitro salım çalışmaları yapılmıştır. Salım 

çalışmaları diyaliz membran metoduna göre gerçekleştirilmiştir (112). Çalışmalarda 

3,5-5kD por açıklığına sahip Spectra/Por® Biotech rejenere selüloz (RC) membranlar 

kullanılmıştır. Seçilen bu por açıklığı yüksek molekül ağırlığına sahip olan G3.5 

(12927,69g/mol) ve G4.5 (26251,86g/mol) dendrimerlerin membran içinde kalmasını 

sağlarken, formülasyonlardan salınan okzaliplatin ve diğer düşük molekül ağırlığına 

sahip maddelerin membran dışına çıkışına olanak tanımaktadır.  

Membran kullanılmadan önce üzerindeki koruyucunun giderilmesi için üreticinin 

belirttiği üzere 30 dakika distile suda bekletilmiş daha sonra çalışmanın yapılacağı 

ortama alınıp 30 dakika daha bekletilmiştir. Hesaplanan miktardaki formülasyon 

membran içerisine doldurulup membran sızdırmaz kıskaçlar ile kapatılmıştır. Kapatılan 

membran 25mL ortam içerisine konulmuş, önceden belirlenen zaman noktalarında 

ortamdan örnekler alınmış, alınan örnek miktarı kadar taze ortam çözeltisiyle 

tamamlama yapılmıştır. Alınan örnekler validasyonu yapılmış miktar tayini yöntemi ile 

analiz edilmiştir.  

Çalışmalar biyolojik ortamı taklit etmek amacıyla 37°C’de gerçekleştirilmiştir. İn 

vitro salım çalışmaları kanı (pH 7.4 fosfat tamponu) ve tümörün asidik çevresini (pH 

5.5 asetat tamponu) temsil etmesi için iki farklı pH’ya sahip ortamda gerçekleştirilmiştir 

(113,114). Yapılan tüm salım çalışmalarında sink koşul sağlanmıştır. 

Zamana karşı yüzde çıkan madde miktarlarının elde edilmesiyle salım profilleri 

oluşturulmuştur. Farklı formülasyonlarının salım profillerinin kıyaslanması f1 (fark 

faktörü) ve f2 (benzerlik faktörü) değerlerinin hesaplanmasıyla yapılmıştır. f1 değerinin 

0-15 f2 değerinin ise 50-100 arasında bulunması iki profilin benzer olduğunu 

göstermektedir (115,116). Fark ve benzerlik faktörlerinin hesaplanmasında Şekil 

29’daki formüller kullanılmaktadır. (Rt=Referans ürün, Tt=Test edilen ürün) 

 

𝑓1 =
𝛴 |𝑅𝑡 –  𝑇𝑡|

𝛴 𝑅𝑡 
 𝑥 100 

 

𝑓2 = 50 𝑙𝑜𝑔 {[1 +
1

𝑛
 𝛴 (𝑅𝑡 –  𝑇𝑡)2

]
−0,5

𝑥 100} 

Şekil 29. Fark (f1) ve benzerlik (f2) faktörlerinin formülleri (116) 
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Dissolüsyon profilleri elde edildikten sonra kimyasal konjugatların hangi tip 

salım kinetiğine uyduğu araştırılmıştır. Kinetik modeller salım verilerinin matematiksel 

olarak ifadesini sağlayan eşitliklerdir. 0.derece, 1.derece, Higuchi, Hixson-Crowell, 

Weibull, Korsmeyer-Peppas, Baker-Lonsdale ve Hopfenberg gibi çok sayıda 

matematiksel model bulunmaktadır (117,118). Bu tez çalışması kapsamında 

dissolüsyon verilerine 0.derece, 1.derece, Higuchi, Hixson-Crowell ve Weibull kinetik 

modelleri uygulanmıştır. Uygulanan kinetik tiplerinin matematiksel ifadeleri Tablo 16’da 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 16. Çeşitli kinetik tipleri ve matematiksel olarak ifadeler (117,118) 

Kinetik Tipi Matematiksel İfade 

0.derece Qt = Q0 + K t 

1.derece ln Qt = ln Q0 + K t 

Higuchi Qt = K t1/2 

Hixson-Crowell Q0
1/3 - Qt

1/3 = K t 

Weibull log [-ln(1-(Qt / Q∞))] = K log t - log a 

 

Hücre Kültürü Çalışmaları 

Hücre kültürü çalışmaları Trakya Üniversitesi Teknoloji Araştırma Geliştirme 

Merkezi (TÜTAGEM) laboratuvarları tarafından yürütülmüştür. 

Hücre kültürü çalışması kapsamında seçilen formülasyonun etkinliğinin serbest 

okzaliplatinle kıyaslanması için 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür 

(MTT) testi yapılmıştır. Hücre kültürü çalışmalarında HT-29 kolon kanseri hücre hattı 

kullanılmıştır. Hücreler azot tankından alınarak %10 fetal sığır serumu ve %1’lik 

penisilin/streptomisin içeren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) içerisinde ve 

75 cm2’ lik yüzey alanına sahip flasklarda çoğaltılmıştır. İstenen konfluense (%70-80) 

gelene kadar 37°C’de ve %5 CO2 atmosferinde inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

süresince hücrelerin bulunduğu sıvı ortam iki günde bir yenilenmiştir. Daha sonra 

hücreler tripsinize edilerek kaldırılmış, sayılmış ve 96 kuyucuklu plaklara ekilmiştir. 

Ekimden 24 saat sonra ilaç uygulaması yapılmış, ilaç uygulanmasının ardından 48 

saat sonra ise her kuyucuğa MTT çözeltisi eklenmiş 37°C’de, karanlıkta 4 saat 

bekletilmiştir. Canlı hücrelerin MTT’yi indirgeyerek oluşturduğu mor formazan kristalleri 

çözülüp ve çözeltilerin 570nm’deki absorbansları ölçülmüştür. Absorbans arttıkça 
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hücrelerin daha fazla formazan oluşturduğu ve canlı hücre sayısının arttığı 

gösterilmiştir (119). 

Hücre grupları, uygulama yapılmamış hücreler (negatif kontrol), serbest ilaç 

uygulanmış hücreler (pozitif kontrol), etkin maddesiz boş dendrimer uygulanmış 

hücreler ve formülasyon uygulanmış hücreler (tedavi grubu) olmak üzere dört gruptur. 

Çalışma sekiz tekrarlı olarak (n=8) yürütülmüş, seri dilüsyon şeklinde on farklı 

konsantrasyonda uygulama yapılmıştır. Herhangi bir uygulama yapılmayan 

hücrelerdeki absorbans baz alınarak (bunların %100 canlı olduğu kabul edilerek) diğer 

gruplardaki % canlılık değerleri hesaplanmıştır. Hücrelerin yarısının canlılığını 

kaybetmesini sağlayan konsantrasyon (IC50) değerleri GraphPad Prism 8.2.0 programı 

ile doğrusal olmayan (nonlineer) regresyon kullanılarak bulunmuştur. 

 

İstatistiksel Değerlendirmeler 

İstatistiksel değerlendirmeler GraphPad Prism 8.2.0 programı kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Verilerin normal dağılıp dağılmadığı Shapiro-Wilk testi ile 

incelenmiştir. Test sonucunda p>0,05 ise verilerin normal dağılım gösterdiği kabul 

edilmiştir. İstatistiksel anlamlılık parametrik testlerden ANOVA (analysis of variance) 

ile saptanmıştır. Analiz sonucunda p değeri 0,01’den küçük olduğunda sonuçlar 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiş olup gruplar arası kıyaslama Tukey testi ile 

yapılmıştır. 
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BULGULAR 

  

OKZALİPLATİN MİKTAR TAYİNİ YÖNTEMLERİNİN VALİDASYONU 

Etkin madde miktar tayini için kullanılan HPLC ve spektrofotometrik yöntemlerin 

validasyonu ICH Q2 (R1) kılavuzuna uygun olarak gerçekleştirilmiş ve yöntemlerin 

okzaliplatin miktarını saptamak için kullanılmaya uygun olduğu bulunmuştur. 

 

Seçicilik (Spesifiklik) 

PAMAM-G3.5 ve PAMAM-G4.5 dendrimer çözeltileri ve etkin maddesiz olarak 

hazırlanan (blank) çözeltilerin kromatogramları Şekil 30’da gösterilmiştir. 

Kromatogramlardan da görüldüğü üzere dendrimerlerin ve etkin maddesiz çözeltilerin 

okzaliplatin pikine herhangi bir girişim yapmadıkları, dolayısıyla yöntemin okzaliplatine 

özgü olduğu bulunmuştur. Ayrıca 200-400nm dalgaboyları arasında 

spektrofotometreden alınan spektrumlarda da okzaliplatinin maksimum absorbans 

gösterdiği dalgaboyu olan 255nm’de PAMAM-G3.5 veya PAMAM-G4.5 dendrimerlerin 

ölçüme girişim yapacak bir absorbans vermedikleri Şekil 31’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 30. Okzaliplatin, G3.5, G4.5 dendrimer ve boş çözelti kromatogramları 
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Şekil 31. Okzaliplatin, G3.5 ve G4.5 dendrimer spektrumları 

 

Doğrusallık 

Yöntemler bölümünde anlatıldığı üzere hazırlanan standart çözeltiler HPLC ve 

spektrofotometrede ölçülmüş, her bir standart çözeltiye karşılık gelen pik alanı ve 

absorbans değerleri Tablo 17’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 17. HPLC ve spektrofotometre doğrusallık verileri        

HPLC  

Standartları 
Pik  

Alanı 

Spektrofotometre 

Standartları 
Absorbans 

10µg/mL 209.748 100µg/mL 0,571 

8µg/mL 168.068 80µg/mL 0,456 

6µg/mL 125.146 60µg/mL 0,342 

5µg/mL 104.631 50µg/mL 0,288 

4µg/mL 82.823 40µg/mL 0,234 

2µg/mL 41.634 20µg/mL 0,121 

1µg/mL 21.345 10µg/mL 0,066 

 

Bu veriler Microsoft Office Excel 2016 programı yardımıyla işlenmiş, okzaliplatin 

standart eğrileri Şekil 32’de regresyon doğrularına ait bilgiler ise Şekil 33’te, 

gösterilmiştir. Buna göre HPLC için regresyon doğru denklemi y=20989x-317,82 

olarak, determinasyon katsayısı (r2) ise 0,9999 olarak, spektrofotometre için ise doğru 

denklemi y=0,0056x+0,0089 r2 ise 0,9999 olarak hesaplanmıştır. Sonuç olarak her iki 

yöntem belirtilen konsantrasyon aralıklarında doğrusallık göstermektedir. 
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 Şekil 32. HPLC ve spektrofotometre standart eğrileri 

 

 

  Şekil 33. Regresyon doğrularına ait bilgiler 
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 LOD ve LOQ 

Microsoft Office Excel 2016 programı yardımıyla her iki yöntem için de 

regresyon doğrusunun rezidüel standart sapması (σ) ve regresyon doğrusunun eğimi 

bulunmuştur. LOD ve LOQ yöntemler kısmında anlatılan formüller ile hesaplanmıştır. 

Buna göre HPLC ve spektrofotometrik yöntem için LOD değeri sırasıyla 0,1µg/mL ve 

1,1 µg/mL LOQ değeri ise sırasıyla 0,3µg/mL ve 3,3µg/mL olarak bulunmuştur. 

 

Kesinlik 

Gün içi ve günler arası kesinlik çalışmaları yöntemler bölümünde anlatıldığı 

üzere yapılmıştır. Üç ayrı günde, her konsantrasyonda hesaplanan % bağıl standart 

sapma değeri %2’nin altında kaldığı için metot gün içi ve günler arası kesinlik açısından 

valide edilmiştir. Her iki yöntem için birinci, ikinci ve üçüncü güne ait kesinlik verileri 

sırasıyla Tablo 18’den Tablo 23’e kadar olan tablolarda verilmiştir. 

 

      Tablo 18. HPLC yöntemi 1. güne ait kesinlik verileri 

Teorik 
Derişim 

Alan 
Ortalama 

Alan 
Standart 
Sapma 

Standart 
Hata 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

Güven 
Aralığı 
(%95) 

6µg/mL 
(%120) 

126.651 

126.052 1490,7 860,6 1,18 
 

± 3703,3 
 

127.150 

124.455 

5µg/mL 
(%100) 

104.371 

103.951 398,5 230,1 0,38 
 

± 990,1 
 

103.578 

103.905 

4µg/mL 
(%80) 

83.131 

82.696 376,5 217,4 0,46 
 

± 935,3 
 

82.474 

82.484 

 

      Tablo 19. HPLC yöntemi 2. güne ait kesinlik verileri 

Teorik 
Derişim 

Alan 
Ortalama 

Alan 
Standart 
Sapma 

Standart 
Hata 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

Güven 
Aralığı 
(%95) 

6µg/mL 
(%120) 

122.479 

121.532 824,2 475,8 0,68 
 

± 2047,5 
 

121.140 

120.977 

5µg/mL 
(%100) 

99.202 

99.306 128,9 74,4 0,13 
 

± 320,2 
 

99.265 

99.450 

4µg/mL 
(%80) 

78.447 

78.300 222,3 128,3 0,28 
 

± 522,2 
 

78.408 

78.044 
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       Tablo 20. HPLC yöntemi 3. güne ait kesinlik verileri 

Teorik 
Derişim 

Alan 
Ortalama 

Alan 
Standart 
Sapma 

Standart 
Hata 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

Güven 
Aralığı 
(%95) 

6µg/mL 
(%120) 

119.244 

119.132 223,5 129,0 0,19 
 

± 555,3 
 

119.278 

118.875 

5µg/mL 
(%100) 

99.774 

99.417 419,5 242,2 0,42 
 

± 1042,1 
 

99.522 

98.955 

4µg/mL 
(%80) 

79.053 

79.540 505,4 291,8 0,64 
 

± 1255,7 
 

80.062 

79.504 

 

       

       Tablo 21. Spektrofotometrik yöntem 1. güne ait kesinlik verileri 

Teorik 
Derişim 

Abs 
Ortalama 

Abs 
Standart 
Sapma 

Standart 
Hata 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

Güven 
Aralığı 
(%95) 

60µg/mL 
(%120) 

0,336 

0,332 0,003 0,002 0,97 
 

± 0,008 
 

0,330 

0,331 

50µg/mL 
(%100) 

0,281 

0,281 0,002 0,001 0,54 
 

± 0,004 
 

0,280 

0,283 

40µg/mL 
(%80) 

0,227 

0,224 0,003 0,002 1,34 
 

± 0,007 
 

0,224 

0,221 

 

       

       Tablo 22. Spektrofotometrik yöntem 2. güne ait kesinlik verileri 

Teorik 
Derişim 

Abs 
Ortalama 

Abs 
Standart 
Sapma 

Standart 
Hata 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

Güven 
Aralığı 
(%95) 

60µg/mL 
(%120) 

0,341 

0,341 0,002 0,001 0,45 
 

± 0,004 
 

0,340 

0,343 

50µg/mL 
(%100) 

0,287 

0,287 0,003 0,001 0,88 
 

± 0,006 
 

0,290 

0,285 

40µg/mL 
(%80) 

0,229 

0,226 0,003 0,002 1,17 
 

± 0,007 
 

0,225 

0,224 
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       Tablo 23. Spektrofotometrik yöntem 3. güne ait kesinlik verileri 

Teorik 
Derişim 

Abs 
Ortalama 

Abs 
Standart 
Sapma 

Standart 
Hata 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

Güven 
Aralığı 
(%95) 

60µg/mL 
(%120) 

0,339 

0,338 0,003 0,002 0,78 
 

± 0,007 
 

0,340 

0,335 

50µg/mL 
(%100) 

0,285 

0,286 0,003 0,002 1,07 
 

± 0,008 
 

0,289 

0,283 

40µg/mL 
(%80) 

0,229 

0,228 0,001 0,001 0,51 
 

± 0,003 
 

0,227 

0,229 

 

 

Doğruluk 

Doğruluk çalışmaları yöntemler bölümünde anlatıldığı üzere yapılmıştır. Her iki 

yöntem için üçer ayrı konsantrasyon için hesaplanan % geri kazanım değeri %100 ± 2 

aralığında kaldığı için metot doğruluk açısından valide edilmiştir. Doğruluk 

çalışmasından elde edilen veriler Tablo 24 ve Tablo 25’te verilmiştir. 

 

 

Tablo 24. HPLC yöntemi doğruluk verileri 

Teorik 
Derişim 

Alan 
Pratik 

Derişim 
(µg/mL) 

Ortalama 
Derişim 
(µg/mL) 

% 
Geri 
Elde 

Standart 
Sapma 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

6µg/mL 
(%120) 

123.353 5,892 

5,955 99,3 0,081 1,353 124.098 5,928 

126.590 6,046 

5µg/mL 
(%100) 

104.400 4,989 

4,963 99,3 0,023 0,460 103.587 4,950 

103.560 4,949 

4µg/mL 
(%80) 

83.141 3,976 

3,977 99,4 0,006 0,154 83.308 3,984 

83.052 3,972 
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Tablo 25. Spektrofotometrik yöntem doğruluk verileri 

Teorik 
Derişim 

Abs 
Pratik 

Derişim 
(µg/mL) 

Ortalama 
Derişim 
(µg/mL) 

% 
Geri 
Elde 

Standart 
Sapma 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

60µg/mL 
(%120) 

0,320 59,106 

59,827 99,7 0,650 1,087 0,325 60,008 

0,327 60,368 

50µg/mL 
(%100) 

0,270 50,089 

50,510 101,0 0,454 0,899 0,275 50,991 

0,272 50,450 

40µg/mL 
(%80) 

0,215 39,268 

39,629 99,1 0,477 1,204 0,210 40,170 

0,211 39,449 

 

Stabilite Çalışmaları 

Stabilite çalışmalarının sonuçları Tablo 26 ve Tablo 27’de gösterilmiştir. 

HPLC’de pik alanları, spektrofotometrede ise absorbans değerleri kullanılarak 

okzaliplatin konsantrasyonundaki değişiklikler incelenmiştir. Ayrıca HPLC’de bozunma 

ürünlerinden kaynaklanabilecek farklı bir pik oluşumunun olup olmadığı kontrol edilmiş, 

yeni bir pik oluşumu gözlenmemiştir. 24 saatin sonunda konsantrasyonlar arası bağıl 

standart sapma %2’yi geçmediği için okzaliplatinin su içerisindeki çözeltisinin analiz 

boyunca stabil kaldığı tespit edilmiştir. 

 

              Tablo 26. HPLC için stabilite verileri 

Zaman 
Aralığı 

Örnek 
(µg/mL) 

Ortalama 
Standart 
Sapma 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

0.saat 5,000 

4,930 0,063 1,28 

1.saat 4,965 

3.saat 4,950 

8.saat 4,892 

24.saat 4,841 

 

              Tablo 27. Spektrofotometre için stabilite verileri 

Zaman 
Aralığı 

Örnek 
(µg/mL) 

Ortalama 
Standart 
Sapma 

% Bağıl 
Standart 
Sapma 

0.saat 50,258 

49,972 0,164 0,328 

1.saat 49,949 

3.saat 49,909 

8.saat 49,847 

24.saat 49,899 
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Sistem Uyumluluk Testi 

HPLC metodu için sistem uyumluluk testi sonuçları Tablo 28’de gösterilmiştir. 

Teorik plaka sayısı  2000 değerinden büyük, pik kuyruklanma (tailing) faktörü 2’den 

küçük olduğundan HPLC metodu sistem uygunluk testinden geçmiştir. 

 

 Tablo 28. HPLC metodu için sistem uyumluluk testi verileri 

# 
Alıkonma 
Zamanı 

Yükseklik Alan 
Pik 

Genişliği 

USP 
Teorik 
Plaka 
Sayısı 

USP 
Tailing 
Faktörü 

1 5,43 15.776 103.560 0,60 15.901 1,04 

2 5,43 15.848 104.400 0,54 15.991 1,04 

3 5,43 15.836 103.587 0,47 15.968 1,04 

4 5,40 15.065 104.371 0,69 14.265 1,02 

5 5,40 14.424 103.905 0,50 13.107 1,03 

6 5,40 14.629 103.578 0,70 13.601 1,03 
       

Ortalama 5,41 15.263 103.900 0,58 14.806 1,03 

Std. Sapma 0,012 645 397 0,10 1310 0,01 

% BSS 0,23 4,22 0,38 16,61 8,85 0,79 

 

 

OKZALİPLATİNİN ÇÖZÜNÜRLÜK VERİLERİ 

 Okzaliplatinin çeşitli çözücülerde, tampon çözeltilerde çözünürlüğü incelenmiş 

elde edilen sonuçlar Şekil 34’te gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 Şekil 34. Okzaliplatinin çeşitli çözücü ve tamponlardaki çözünürlükleri 
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DENDRİMERLERİN ÇÖZÜNÜRLÜĞE ETKİSİNİN İNCELENMESİ 

Çeşitli ortamlara farklı miktarlarda dendrimer eklenmesinin okzaliplatin 

çözünürlüğüne olan etkisi incelenmiş, sonuçlar Tablo 29 ve Şekil 35, 36 ve 37’de 

gösterilmiştir. 

 

 Tablo 29. Dendrimer konsantrasyonunun çözünürlüğe olan etkisi 

Dendrimer 
Cinsi 

Ortam 
Eklenen Dendrimer Miktarı (µmol) 

0 0,05 0,10 0,20 0,40 0,80 

P
A

M
A

M
  

G
3

.5
 

Su 
7,329 
±0,08 

8,008 
±0,05 

8,538 
±0,06 

8,861 
±0,08 

9,425 
±0,04 

10,136 
±0,12 

pH 4 
7,709 
±0,32 

7,818 
±0,15 

8,027 
±0,07 

8,373 
±0,11 

8,631 
±0,05 

9,364 
±0,04 

pH 7 
7,729 
±0,09 

7,965 
±0,31 

8,009 
±0,12 

8,537 
±0,28 

8,995 
±0,04 

9,971 
±0,37 

  
      

P
A

M
A

M
  

G
4

.5
 

Su 
7,329 
±0,08 

8,607 
±0,02 

9,887 
±0,05 

11,408 
±0,30 

13,519 
±0,26 

19,711 
±0,97 

pH 4 
7,709 
±0,32 

9,129 
±0,19 

9,705 
±0,10 

11,284 
±0,10 

14,197 
±0,15 

21,047 
±0,21 

pH 7 
7,729 
±0,09 

8,591 
±0,13 

9,639 
±0,02 

12,125 
±0,43 

15,450 
±0,28 

21,063 
±0,32 

 

 

   

  Şekil 35. Dendrimer konsantrasyonunun çözünürlüğe olan etkisi 
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Şekil 36. PAMAM G3.5 konsantrasyonunun çözünürlüğe olan etkisi 

 

 

Şekil 37. PAMAM G4.5 konsantrasyonunun çözünürlüğe olan etkisi 
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OKZALİPLATİN-DENDRİMER FORMÜLASYONLARININ HAZIRLANMASI 

Okzaliplatinin dendrimerik kompleks ve konjugat formülasyonları hazırlanmış, 

karakterizasyonları Mor Ötesi-Görünür Bölge (UV-Vis) Spektroskopisi, Fourier 

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

13C-NMR), partikül boyutu ve zeta potansiyel ölçümleri ile yapılmıştır. Ayrıca 

hazırlanan komplekslerin yükleme oranı ve yükleme etkinliği sonuçları ilgili başlıklarda 

verilmiştir. 

 

FK-3.5 Formülasyonlarının Karakterizasyonu 

 

i) Mor ötesi-görünür bölge (UV-Vis) spektroskopisi: Okzaliplatinin ve FK-3.5 

formülasyonlarından F6 formülasyonunun 200-400nm dalgaboyu aralığındaki 

spektrumu alınmıştır. Spektrumda görülen pikin kaybolması, pik yerinin kayması veya 

şiddetinin azalması gibi değişiklikler kompleksin gerçekleştiğine dair kanıt 

oluşturmaktadır. Şekil 38’de görüleceği üzere 255nm’de görülen okzaliplatin pikinin F6 

formülasyonunda baskılanmış olması okzaliplatinin dendrimer dalları arasında 

tutularak kompleks oluşturduğunu düşündürmektedir. 

 

 

 Şekil 38. FK-3.5 formülasyonu UV spektrumu 

 

ii) Fourier dönüşümlü kızılötesi (FT-IR) spektroskopisi: FK-3.5 

formülasyonları temsil etmesi açısından F6 formülasyonuna ait FT-IR spektrumları 

Şekil 39’da görülmektedir. FT-IR spektrumunda 3308cm-1’de O-H gerilmesi,          

2948cm-1 asimetrik C-H gerilmesi, 2836cm-1 simetrik C-H gerilmesi, 1648cm-1 C=O 

gerilmesi, 1408cm-1’de C-O gerilmesi pikleri görülmektedir. 
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 Şekil 39. Okzaliplatin, PAMAM G3.5 ve FK-3.5 FT-IR spektrumları 

 

PAMAM G3.5 dendrimerlerin özellikle O-H ve C=O piklerinde görülen kaymalar 

okzaliplatin ile dendrimer arasında fiziksel bir etkileşim kurulduğunu ve kompleks 

oluşumunu düşündürmektedir. 

 

FK-4.5 Formülasyonlarının Karakterizasyonu 

 

i) Mor ötesi-görünür bölge (UV-Vis) spektroskopisi: Okzaliplatinin ve FK-4.5 

formülasyonlarından F21 formülasyonunun 200-400nm dalgaboyu aralığındaki 

spektrumu alınmıştır. Spektrumda görülen pikin kaybolması, pik yerinin kayması veya 

şiddetinin azalması gibi değişiklikler kompleksin gerçekleştiğine dair kanıt 

oluşturmaktadır. Şekil 40’da görüleceği üzere 255nm’de görülen okzaliplatin pikinin 

F21 formülasyonunda şiddetinin azalmış ve baskılanmış olması okzaliplatinin 

dendrimer dalları arasında tutularak kompleks oluşturduğunu düşündürmektedir. 
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 Şekil 40. FK-4.5 formülasyonu UV spektrumu 

 

ii) Fourier dönüşümlü kızılötesi (FT-IR) spektroskopisi: FK-4.5 

formülasyonları temsil etmesi açısından F21 formülasyonuna ait FT-IR spektrumları 

Şekil 41’de görülmektedir. FT-IR spektrumunda 3296cm-1’de O-H gerilmesi,           

2949cm-1 asimetrik C-H gerilmesi, 2838cm-1 simetrik C-H gerilmesi, 1648cm-1 C=O 

gerilmesi, 1407cm-1’de C-O gerilmesi pikleri görülmektedir. 

 

 

 

   Şekil 41. Okzaliplatin, PAMAM G4.5 ve FK-4.5 FT-IR spektrumları 
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PAMAM G4.5 dendrimerlerin özellikle O-H ve C=O piklerinde görülen kaymalar 

okzaliplatin ile dendrimer arasında fiziksel bir etkileşim kurulduğunu ve kompleks 

oluşumunu düşündürmektedir. 

 

Modifiye Okzaliplatinin Karakterizasyonu 

KK-3,5 ve KK-4,5 formülasyonları hazırlanmadan önce okzaliplatinde kimyasal 

modifikasyonlar gerçekleştirilmiştir. Kimyasal sentez verimi %98,2 olmuştur. İstenilen 

bileşiğin sentezlendiğinin gösterilmesi için karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır. 

 

i) Fourier dönüşümlü kızılötesi (FT-IR) spektroskopisi: Saf okzaliplatinin ve 

yöntemler bölümünde anlatıldığı üzere sentezlenen modifiye edilmiş okzaliplatinin FT-

IR sonuçları Şekil 42’de gösterilmiştir. Saf okzaliplatin FT-IR spektrumunda 3210 cm-1 

ve 3082 cm-1 ’de N-H gerilmesi, 2928cm-1 asimetrik C-H gerilmesi, 2863cm-1 simetrik 

C-H gerilmesi, 1699cm-1 ve 1661cm-1’de C=O gerilmesi, 1376cm-1’de C-O gerilmesi 

pikleri görülmektedir (110,120-123). Modifiye edilmiş okzaliplatin FT-IR spektrumunda 

ise 3480cm-1’de O-H gerilmesi, 3090cm-1’de N-H gerilmesi, 2920cm-1 asimetrik C-H 

gerilmesi, 2856cm-1 simetrik C-H gerilmesi, 1713cm-1 ve 1662cm-1’de C=O gerilmesi, 

1361cm-1’de C-O gerilmesi pikleri görülmektedir. Ayrıca parmak izi bölgesinde     

574cm-1’de Pt-O gerilmesi piki görülmüştür (124-126). Sentezlenen bileşikte O-H ve 

Pt-O gerilmesi piklerinin görülmüş olması istenen bileşiğin sentezlendiğini 

düşündürmüş, daha ileri karakterizasyon için bileşiğin 1H-NMR ve 13C-NMR 

spektrumları alınmıştır. 

 

    Şekil 42. Okzaliplatin ve modifiye okzaliplatin FT-IR spektrumları 
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ii) 1H-NMR spektroskopisi: 1H-NMR (DMSO-d6): δ = 8.63 (1H, NH2), 8.33 (1H, 

NH2), 7.98 (1H, NH2), 7.24 (1H, NH2), 3.43 (1H, OH), 2.61-2.57 (4H, siklohekzan), 2.13 

(3H, CH3), 1.55 (4H, siklohekzan), 1.21-1.18 (2H, siklohekzan) (106,120,125,127). 

 

                   Şekil 43. Modifiye okzaliplatin 1H-NMR spektrumu 

 

iii) 13C-NMR spektroskopisi: 13C-NMR (DMSO-d6): δ = 180.29-179.02 (1C, 

asetat), 164.38-163-95 (2C, okzalat), 61.93-60.59 (2C, siklohekzan), 31.39-31.24 (2C, 

siklohekzan), 24.44-24.14 (2C, siklohekzan), 24.00-23.50 (1C, CH3) (106,128). 

 

              Şekil 44. Modifiye okzaliplatin 13C-NMR spektrumu 

 

1H-NMR ve 13C-NMR sonuçlarına göre okzaliplatinde istenilen modifikasyon 

gerçekleştirilmiştir. 
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KK-3.5 Formülasyonunun Karakterizasyonu 

Steglich esterifikasyon reaksiyonu kullanılarak, G3.5 dendrimer ile modifiye 

okzaliplatin ester bağlarıyla bağlanmıştır. Reaksiyon verimi %50,3 olmuştur. İstenilen 

bileşiğin sentezlendiğinin gösterilmesi için karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır. 

 

i) Fourier dönüşümlü kızılötesi (FT-IR) spektroskopisi: Modifiye edilmiş 

okzaliplatin, PAMAM-G3.5 dendrimer ve KK-3.5 formülasyonuna ait FT-IR 

spektrumları Şekil 45’te görülmektedir. KK-3.5 formülasyonunun FT-IR spekturumu, 

modifiye okzaliplatin ve G3.5 dendrimerde görülen fonksiyonel grupların konjugat 

yapısında da bulunduğunu göstermiştir. KK-3.5 etkin madde ile konjuge olmayan 

serbest dendrimer uçlarından dolayı hem dendrimere ait, hem de konjuge olduğu 

modifiye okzaliplatin fonksiyonel gruplarına ait piklere sahiptir. FT-IR spektrumunda 

3476cm-1’de O-H gerilmesi, 3135cm-1’de N-H gerilmesi, 2941cm-1 asimetrik C-H 

gerilmesi, 2880cm-1 simetrik C-H gerilmesi, 1718cm-1 C=O gerilmesi (amit I bandı), 

1626cm-1’de N-H bükülmesi (amit II bandı), 1359cm-1’de C-O gerilmesi pikleri 

görülmektedir. Ayrıca parmak izi bölgesi 573cm-1’de Pt-O gerilmesi piki görülmüştür 

(125,129). Beklenen fonksiyonel gruplar görülmüş, ileri karakterizasyon için 1H-NMR 

spektrumu alınmıştır. 

 

    Şekil 45. Modifiye okzaliplatin, PAMAM G3.5 ve KK-3.5 FT-IR spektrumları 
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ii) 1H-NMR spektroskopisi: KK-3.5 formülasyonunun 1H-NMR (DMSO-d6) 

sonuçları Şekil 46’da verilmiştir. Üstte konjugatın altta ise modifiye okzaliplatinin 1H-

NMR spektrumları görülmektedir (130). 

 

 

                   Şekil 46. KK-3.5 ve modifiye okzaliplatin 1H-NMR spektrumları 
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KK-4.5 Formülasyonunun Karakterizasyonu 

Steglich esterifikasyon reaksiyonu kullanılarak, G4.5 dendrimer ile modifiye 

okzaliplatin ester bağlarıyla bağlanmıştır. Reaksiyon verimi %46,6 olmuştur. İstenilen 

bileşiğin sentezlendiğinin gösterilmesi için karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır. 

 

i) Fourier dönüşümlü kızılötesi (FT-IR) spektroskopisi: Modifiye edilmiş 

okzaliplatin, PAMAM-G4.5 dendrimer ve KK-4.5 formülasyonuna ait FT-IR 

spektrumları Şekil 47’de görülmektedir. KK-4.5 formülasyonunun FT-IR spekturumu, 

modifiye okzaliplatin ve G4.5 dendrimerde görülen fonksiyonel grupların konjugat 

yapısında da bulunduğunu göstermiştir. KK-4.5 etkin madde ile konjuge olmayan 

serbest dendrimer uçlarından dolayı hem dendrimere ait, hem de konjuge olduğu 

modifiye okzaliplatin fonksiyonel gruplarına ait piklere sahiptir. FT-IR spektrumunda 

3475cm-1’de O-H gerilmesi, 3085cm-1’de N-H gerilmesi, 2941cm-1 asimetrik C-H 

gerilmesi, 2860cm-1 simetrik C-H gerilmesi, 1719cm-1 C=O gerilmesi (amit I bandı), 

1625cm-1’de N-H bükülmesi (amit II bandı), 1355cm-1’de C-O gerilmesi pikleri 

görülmektedir. Ayrıca parmak izi bölgesi 573cm-1’de Pt-O gerilmesi piki görülmüştür 

(125,129,131). Beklenen fonksiyonel gruplar görülmüş, ileri karakterizasyon için 1H-

NMR spektrumu alınmıştır. 

 

   Şekil 47. Modifiye okzaliplatin, PAMAM G4.5 ve KK-4.5 FT-IR spektrumları 
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ii) 1H-NMR spektroskopisi: KK-4.5 formülasyonunun 1H-NMR (DMSO-d6) 

sonuçları Şekil 48’de verilmiştir. Üstte konjugatın altta ise modifiye okzaliplatinin 1H-

NMR spektrumları görülmektedir. 

 

                Şekil 48. KK-4.5 ve modifiye okzaliplatin 1H-NMR spektrumları 
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 Partikül Boyutu-Dağılımı ve Zeta (ζ) Potansiyel Ölçümleri 

 G3.5 ve G4.5 PAMAM dendrimerlerin metanol ve su içerisindeki, kimyasal 

konjugat formülasyonlarının ise su içerisindeki partikül boyutu ve polidispersite indeksi 

(PDI) verileri Tablo 30’da verilmiştir. 

 

Tablo 30. Dendrimerlerin ortalama boyut ve polidispersite indeksi verileri 

Dendrimer Ortalama Boyut (nm) Polidispersite İndeksi 

PAMAM G3.5 (metanol içinde) 8,24 ± 0,45 0,215 

PAMAM G4.5 (metanol içinde) 7,75 ± 0,19 0,234 

 

PAMAM G3.5 (su içinde) 199,93 ± 30,71 0,434 

PAMAM G4.5 (su içinde) 257,90 ± 2,98 0,550 

 

KK-3.5 (su içinde) 179,30 ± 77,30 0,377 

KK-4.5 (su içinde) 155,93 ± 13,59 0,340 

 

  

G3.5 ve G4.5 PAMAM dendrimerlerin ve kimyasal konjugat formülasyonlarının 

su içerisindeki zeta potansiyel değerleri Tablo 31’de verilmiştir. 

   

         Tablo 31. Dendrimerlerin zeta (ζ) potansiyel verileri 

Dendrimer Zeta (ζ) potansiyel (mV) 

PAMAM G3.5 -26,40 ± 5,51 

PAMAM G4.5 -26,50 ± 0,20 

KK-3.5 8,48 ± 2,53 

KK-4.5 15,47 ± 4,51 
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Yükleme Oranı ve Etkinliği, Konjuge Okzaliplatin Miktarı 

Fiziksel kompleks formülasyonları için % yükleme oranı, % yükleme etkinliği ve 

bir mol dendrimere karşılık yüklenen okzaliplatinin mol değerleri Tablo 32 ve Şekil 

49’da kimyasal konjugatlar için ise dendrimere konjuge olan modifiye okzaliplatin 

miktarları Tablo 32’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 32. Dendrimer formülasyonlarına yüklenme özellikleri  

Formülasyon  

Kodu 

% Yükleme  

Oranı 

% Yükleme 

Etkinliği 

Mol  

Oranı 

F1 % 35,2 % 7,3 17,8 

F2 % 34,0 % 13,0 16,9 

F3 % 25,0 % 16,0 10,9 

F4 % 18,8 % 20,7 7,6 

F5 % 13,6 % 25,6 5,1 

F6 % 29,2 % 3,4 13,5 

F7 % 26,8 % 5,9 12,0 

F8 % 24,0 % 9,7 10,4 

F9 % 17,2 % 12,3 6,8 

F10 % 14,8 % 18,8 5,7 

F11 % 25,8 % 4,7 11,4 

F12 % 16,2 % 5,2 6,3 

F13 % 18,0 % 10,9 7,2 

F14 % 14,0 % 15,2 5,3 

F15 % 12,1 % 22,8 4,5 

F16 % 37,1 % 14,8 39,0 

F17 % 37,0 % 25,4 38,9 

F18 % 31,9 % 34,3 30,9 

F19 % 26,2 % 42,6 23,4 

F20 % 26,2 % 57,0 23,4 

F21 % 38,8 % 15,0 41,9 

F22 % 31,0 % 19,7 29,7 

F23 % 28,8 % 30,0 26,8 
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Tablo 32. (Devam) Dendrimer okzaliplatin komplekslerinin yüklenme özellikleri 

Formülasyon  

Kodu 

% Yükleme  

Oranı 

% Yükleme 

Etkinliği 

Mol  

Oranı 

F24 % 27,0 % 42,4 24,4 

F25 % 27,5 % 57,6 25,1 

F26 % 34,3 % 12,5 34,5 

F27 % 31,4 % 19,7 30,2 

F28 % 32,7 % 33,6 32,1 

F29 % 30,2 % 45,9 28,6 

F30 % 27,4 % 57,0 24,9 

 

KK-3.5 - - 37,9 

KK-4.5 - - 26,3 

 

 

 

      Şekil 49. 1 mol dendrimer ile kompleksleşen okzaliplatin miktarı 
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Fiziksel Kompleks ve Kimyasal Konjugatlarda İn Vitro Salım Çalışmaları 

Seçilen fiziksel kompleks formülasyonları (F6 ve F21) ve kimyasal konjugatlarla 

pH 5.5 ve pH 7.4 olmak üzere iki farklı ortamda yapılan salım çalışması sonuçları Şekil 

50, 51 ve 52’de gösterilmiştir. 

 

 

           Şekil 50. F6 formülasyonu in vitro salım verileri 

 

 

           Şekil 51. F21 formülasyonu in vitro salım verileri 
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Şekil 52. Kimyasal konjugat formülasyonlarının in vitro salım verileri 

 

Fiziksel ve kimyasal konjugatların pH 5.5 ve pH 7.4 ortamlarındaki salım profilleri 

karşılaştırılmış f1 fark faktörü ve f2 benzerlik faktörü değerleri sırasıyla Tablo 33’ten 

Tablo 36’ya kadar gösterilmiştir. Salım profillerine çeşitli kinetik modeller 

uygulanmasıyla elde edilen veriler ise Tablo 37 ve Tablo 38’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 33. F6 ve F21 salım profillerinin f1 değeri ile kıyaslanması 

f1 Fark Faktörü 

 F6 (pH 5.5) F6 (pH 7.4) F21 (pH 5.5) F21 (pH 7.4) 

F6 (pH 5.5) - 18,75 22,82 15,04 

F6 (pH 7.4) 18,75 - 9,60 4,38 

F21 (pH 5.5) 22,82 9,60 - 14,59 

F21 (pH 7.4) 15,04 4,38 14,59 - 
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Tablo 34. F6 ve F21 salım profillerinin f2 değeri ile kıyaslanması 

f2 Benzerlik Faktörü 

 F6 (pH 5.5) F6 (pH 7.4) F21 (pH 5.5) F21 (pH 7.4) 

F6 (pH 5.5) - 38,26 36,28 43,16 

F6 (pH 7.4) 38,26 - 53,66 71,67 

F21 (pH 5.5) 36,28 53,66 - 50,98 

F21 (pH 7.4) 43,16 71,67 50,98 - 

 

 

Tablo 35. Kimyasal konjugatların salım profillerinin f1 değeri ile kıyaslanması 

f1 Fark Faktörü 

 G3.5 (pH 5.5) G3.5 (pH 7.4) G4.5 (pH 5.5) G4.5 (pH 7.4) 

G3.5 (pH 5.5) - 7,16 13,87 9,09 

G3.5 (pH 7.4) 7,16 - 7,41 2,86 

G4.5 (pH 5.5) 13,87 7,41 - 5,54 

G4.5 (pH 7.4) 9,09 2,86 5,54 - 
 

  

 

 

Tablo 36. Kimyasal konjugatların salım profillerinin f2 değeri ile kıyaslanması 

f2 Benzerlik Faktörü 

 G3.5 (pH 5.5) G3.5 (pH 7.4) G4.5 (pH 5.5) G4.5 (pH 7.4) 

G3.5 (pH 5.5) - 64,00 52,27 61,02 

G3.5 (pH 7.4) 64,00 - 67,01 83,27 

G4.5 (pH 5.5) 52,27 67,01 - 74,32 

G4.5 (pH 7.4) 61,02 83,27 74,32 - 
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Tablo 37. F6 ve F21 formülasyonlarına çeşitli kinetik modellerin uygulanması 

Formülasyon Tampon Kinetik Tipi 
Parametreler 

r2 K 

F6 pH 5.5 

0.derece 0,605 0,225 

1.derece 0,862 0,033 

Higuchi 0,775 4,088 

Hixson-Crowell 0,976 0,043 

Weibull 0,965 0,614 

F6 pH 7.4 

0.derece 0,566 0,370 

1.derece 0,998 0,055 

Higuchi 0,747 6,813 

Hixson-Crowell 0,818 0,052 

Weibull 0,998 1,009 

F21 pH 5.5 

0.derece 0,571 0,294 

1.derece 0,747 0,011 

Higuchi 0,741 5,365 

Hixson-Crowell 0,945 0,029 

Weibull 0,915 0,604 

F21 pH 7.4 

0.derece 0,545 0,333 

1.derece 0,998 0,055 

Higuchi 0,728 6,161 

Hixson-Crowell 0,789 0,049 

Weibull 0,996 0,895 
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Tablo 38. Kimyasal konjugatlara çeşitli kinetik modellerin uygulanması 

Formülasyon Tampon Kinetik Tipi 
Parametreler 

r2 K 

KK-3.5 pH 5.5 

0.derece 0,718 0,414 

1.derece 0,939 0,032 

Higuchi 0,886 7,140 

Hixson-Crowell 0,931 0,165 

Weibull 0,982 0,866 

KK-3.5 pH 7.4 

0.derece 0,718 0,476 

1.derece 0,790 0,054 

Higuchi 0,885 8,203 

Hixson-Crowell 0,946 0,172 

Weibull 0,954 1,081 

KK-4.5 pH 5.5 

0.derece 0,767 0,506 

1.derece 0,876 0,038 

Higuchi 0,918 8,592 

Hixson-Crowell 0,949 0,173 

Weibull 0,973 1,028 

KK-4.5 pH 7.4 

0.derece 0,754 0,480 

1.derece 0,774 0,054 

Higuchi 0,909 8,184 

Hixson-Crowell 0,953 0,172 

Weibull 0,974 0,998 

 

  

Hücre Kültürü Çalışmaları 

 HT-29 hücre hattında yapılan çalışma sonucunda PAMAM G3.5 dendrimer, 

okzaliplatin ve KK-3.5 formülasyonunun %’de canlılık verileri Şekil 53’te verilmiştir. 
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Şekil 53. HT-29 hücre hattında konsantrasyonlara göre % canlılık verileri 

 

Okzaliplatin ve KK-3.5 formülasyonunun IC50 değerleri GraphPad Prism 8.2.0 

programı ile doğrusal olmayan (nonlineer) regresyon kullanılarak bulunmuştur. 

Sonuçlar Şekil 54 ve Tablo 39’da gösterilmiştir. 

 

   Şekil 54. Okzaliplatin ve KK-3.5 konjugatı log (IC50) değerleri 

 

Tablo 39. Hücre kültürü çalışması verileri 

Madde log (IC50) IC50 (µM) Hill Eğimi 

Dendrimer > 2,41 > 256 - 

Okzaliplatin 1,1470 14,03 -0,7905 

KK-3.5 -0,1445 0,72 -0,9116 
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TARTIŞMA 

 

HPLC VE SPEKTROFOTOMETRİK YÖNTEMLER 

HPLC ve spektrofotometri konsantrasyonları bilinmeyen örneklerin miktarının 

tayininde sıklıkla kullanılan iki yöntemdir. Her iki yöntemin de kendine özgü avantaj ve 

dezavantajları mevcuttur. Spektrofotometre ile miktar tayini çoğu zaman oldukça kolay 

ve hızlıyken, HPLC yöntemiyle daha düşük miktarda maddelerin tayin edilmesi 

mümkün olmaktadır. Nitekim her iki yöntem için yapılan validasyon çalışmalarının 

sonucunda bulunan ölçüm sınırı (LOQ) değerleri karşılaştırıldığında HPLC yöntemiyle 

1/10 oranda daha seyreltik numunelerin miktarının ölçülebileceği görülmektedir. Tez 

çalışması boyunca farklı ölçüm hassasiyetine gerek duyulduğu durumlarda her iki 

yöntemin de kullanılabilmesi için (ICH) Q2 (R1) kılavuzunda belirtilen ilkelere göre 

metot validasyonları gerçekleştirilmiştir. Her iki yöntem de validasyon şartlarını 

karşılamaktadır. 

 

OKZALİPLATİNİN ÇÖZÜNÜRLÜK VERİLERİ 

Okzaliplatinin çeşitli çözücülerdeki ve tamponlardaki çözünürlükleri 

incelenmiştir. Okzaliplatin klinikte sık kullanılan diğer platin türevleriyle kıyaslandığında 

daha yüksek su çözünürlüğüne sahiptir (113). Elde edilen çözünürlük verilerine göre 

okzaliplatinin suda 7,329mg/mL çözünürlüğe sahip olduğu görülmüştür. Bu sonuç 

literatürde görülen 6-8mg/mL arası verilerle uyum göstermektedir (17,130). Amerikan 

farmakopesi (USP) değerlendirmesine göre metanolde az, etanolde ise çok az 

çözündüğü görülmüştür. Steglich esterifikasyon reaksiyonları için en sık kullanılan 

çözücü ortam olan DCM’de ne okzaliplatin ne de dendrimerler pratik olarak 
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çözünmezler. Bu nedenle reaksiyon ortamı olarak dendrimerlerin ve okzaliplatinin 

daha iyi çözülebildiği DMF kullanılmıştır (105,132). 

Farklı pH değerine sahip tamponlarda yapılan çalışma sonucunda okzaliplatinin 

bazik ortamlarda (pH10-12) daha yüksek çözünürlüğe sahip olduğu görülmüş, tek 

yönlü varyans analizi (one way ANOVA) ve Tukey testi kullanılarak bu yüksekliğin 

istatistiksel açıdan anlamlı olduğu (p<0,01) gösterilmiştir. pH10 ve pH12 dışında kalan 

tampon çözeltilerdeki çözünürlük değerleri arasında anlamlı bir fark görülmemiştir. 

Platin mineralleriyle yapılan bir çalışmada yüksek hidroksil konsantrasyonuyla çözülen 

platin minerali miktarının arttığı görülmüştür (133). Dolayısıyla çözünürlük verileri bu 

çalışmanın bulgularıyla örtüşmektedir. 

Çözünürlük çalışmasında dikkat çeken bir durum ise pH2, pH10 ve pH12 

tamponlarını içeren doygun okzaliplatin çözeltilerinin çalışma sonunda renklenmesidir. 

Özellikle klor iyonu içeren asidik veya bazik ortamlarda, okzaliplatinin Pt-O bağlarının 

tek taraflı koparak okzalato grubunun yerine klor bağlanmasıyla okzaliplatinden bir 

dönüşüm ürünü olan [Pt(DACH)OxCl]- oluşmaktadır (134). Sayılan tampon 

çözeltilerinin içerisinde bulunan klor iyonlarının bu dönüşüme neden olduğu ve çözelti 

renginin sararmasının buna bağlı olduğu düşünülmektedir. 

 

DENDRİMERLERİN ÇÖZÜNÜRLÜĞE ETKİSİNİN İNCELENMESİ 

Dendrimer aracılı çözünürlük artışı çeşitli faktörlere bağlıdır. Bunlar dendrimerin 

çekirdek ve yüzey gruplarının yapısı, konsantrasyonu, nesli, çözeltinin pH’sı, çözücü 

tipi, sıcaklık ve ortamdaki tuz konsantrasyonudur (62). Bu tez çalışması kapsamında 

aynı kimyasal yapıya sahip (PAMAM) iki farklı nesilde dendrimer kullanılarak bunların 

okzaliplatin çözünürlüğüne olan etkileri incelenmiştir. 

G4-6 dendrimerler misel benzeri bir yapıda olup hidrofobik ilaçların enkapsüle 

edilebildiği iç kısımlara sahiptirler. G0-3 gibi düşük nesilli dendrimerler daha açık ve 

esnek bir yapıya sahip olduklarından, G7-10 gibi yüksek nesilli dendrimerler ise yüzey 

gruplarının yoğunluğuna bağlı sterik engeller nedeniyle daha düşük enkapsülasyon 

özelliğine sahiptirler (86). Literatürde değişik tipte ve nesillerde dendrimerlerin çeşitli 

etkin maddelerin çözünürlüklerini artırdığı gösterilmiştir. 

Çözünürlüklerin istatistiksel incelenmesi varyans analizi (ANOVA) ve Tukey 

testi ile GraphPad Prism 8.2.0 programı kullanılarak yapılmıştır. Dendrimer nesli, 

dendrimer konsantrasyonu ve ortam pH’sının çözünürlüğe olan etkileri incelenmiştir. 
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Tez çalışması kapsamında elde edilen veriler incelendiğinde açık bir şekilde 

dendrimer nesli ve dendrimer konsantrayonu artışının okzaliplatin çözünürlüğünü 

artırdığı görülmektedir. Bu çözünürlük artışının okzaliplatin ile etkileşebilecek grup 

sayısının artmasına bağlamaktayız.  

Farklı nesilde dendrimerlerin çözünürlüğe olan etkisi incelendiğinde, 0,05µmol 

G3.5 veya G4.5 dendrimer içeren su ve pH 7 ortamları haricindeki tüm ortamlarda G4.5 

dendrimerlerin okzaliplatin çözünürlüğünü daha fazla artırdığı görülmüştür (p<0,01). 

Huang ve ark. (135) farklı tipte dendrimerler ile silibinin çözünürlüğünü artırmaya 

çalışmışlardır. Sonuçları çalışmamızla benzer şekilde olmuş ve silibin çözünürlüğü 

artan dendrimer nesli ile artış göstermiştir. Bu durumu dendrimer neslinin artmasıyla 

daha fazla ilacın dendrimerle etkileşim kurması olarak açıklamışlardır. 

Filipowicz ve Wolowiec (136) riboflavinin çözünürlüğünü artırmak için G2, G2.5, 

G3, G3.5 ve G4 dendrimerleri kullanmışlar, ve en yüksek çözünürlük artışına G3.5 ve 

G4 dendrimerler ile ulaşıldığını belirtmişlerdir. Çözünürlük artışı dendrimer nesli ile 

artış gösterdiğinden sonuçlarımızın bu çalışmanın bulgularıyla da uyumlu olduğu 

görülmektedir. 

Çalışmadan elde edilen bir diğer sonuç ise dendrimerlerin sağladığı çözünürlük 

artışının konsantrasyonla pozitif bir korelasyon içinde olmasıdır. Lineer regresyon 

verilerinden elde edilen r2 değerleri de bu durumu göstermektedir. r2 değerlerinin 

yüksek olması, dendrimer konsantrasyonu ve çözünürlük arasındaki ilişkinin doğrusal 

olduğunu göstermiştir. Fakat bu lineer ilişkinin hangi konsantrasyona kadar devam 

edeceği bilinmemektedir. G3.5 dendrimerlerin su ortamında yapılan çalışması dışında 

elde edilen tüm eğrilerin Higuchi’nin AL tipi çözünürlük eğrisiyle uyum sağladığını 

söylenebilir (98,137). Kulhari ve ark. (138) konsantrasyon ve çözünürlük arasındaki bu 

doğrusallığı dendrimerlerin küresel ve simetrik yapısıyla açıklamışlardır. G3.5 su 

ortamında yapılan çalışma ise Higuchi’nin AN tipi çözünürlük eğrisine uyum 

sağlamaktadır. AN tipi çözünme profiline yüksek konsantrasyonlarda dendrimerler ilaç 

kompleksinin agregasyonunun neden olduğu düşünülmektedir (139). 

G3.5 dendrimerlerin pH 4 ve pH 7 ortamları içerisinde artan dendrimer miktarına 

bağlı olarak çözünürlük değişimi incelendiğinde ardışık basamaklar (0,05µmol-

0,1µmol-0,2µmol-0,4µmol-0,8µmol) arasında genel olarak anlamlı bir artış 

görülmemiştir. Bu durumu bozan tek istisna 0,4µmol-0,8µmol eklenen çözeltiler 

arasındadır (p<0,01). Su ortamında ise ardışık her basamakta çözünürlükte anlamlı bir 
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artış görülmüştür. Bu farklılığın tamponlanmamış ortamda, artan dendrimer miktarıyla 

pH’ın artmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. Aynı çalışma G4.5 dendrimerler ile 

tekrarlandığında ise daha farklı bir sonuca ulaşılmıştır. Su ve pH 4 ortamındaki 

0,05µmol-0,1µmol dendrimer eklenmiş çözeltiler hariç olmak üzere tüm ardışık 

basamaklar arasında anlamlı bir çözünürlük artışı görülmüştür (p<0,01). 

Son olarak çözücü ortamın çözünürlük artışına olan etkisi incelenmiştir. G3.5 

dendrimerlerin üç farklı ortamdaki çözünürlük artış dereceleri incelendiğinde ortamlar 

arasında büyük bir farklılık görülmemiştir. Çalışma G4.5 dendrimerler için 

tekrarlandığında sadece yüksek konsantrasyonlarda pH 4 ve pH 7 ortamlarında daha 

yüksek çözünürlük artışı görülmüştür. 

Devarakonda ve ark. (97) farklı tipte PAMAM dendrimerlerlerin farklı ortamlarda 

niklozamitin çözünürlüğüne olan etkilerini incelemiştir. Amin sonlanımlı dendrimerlerde 

bizim çalışmamızla benzer şekilde artan dendrimer nesliyle artan çözünürlük verileri 

elde etmişlerdir. Ester sonlanımlı yarım nesilli dendrimerler ile yaptıkları çalışmada ise 

çözünürlükte herhangi bir artış gözlemlemediklerini belirtmişlerdir. Bu durumu ester 

sonlanımlı dendrimerlerin sadece dallar arası tersiyer amin gruplarına sahip oldukları, 

dolayısıyla su, pH 4, pH 7 ve pH 11 gibi ortamlarda dendrimerin ağırlıklı olarak 

noniyonize halde bulunması ve ilaçla etkileşememesiyle açıklamışlardır. 

Tersiyer amin gruplarının pKa değerleri, amin sonlanımlı dendrimerlerin primer 

aminlerinin pKa değerlerinden daha düşüktür (98). Bu durum onların tam olarak 

protonlanabilmelerinin ancak çok daha düşük pH’larda mümkün olduğu anlamına gelir. 

Bu çalışmada kullanmış olduğumuz G3.5 ve G4.5 yarım nesilli dendrimerler olup 

yukarıda açıklanan sebeplerle ilaçla etkileşemeyecek noniyonize tersiyer amin 

gruplarına sahiptir. Devarakonda ve ark. (97) çözünürlükte artış gözlemleyememesine 

rağmen kullandığımız dendrimerlerin çözünürlüğü artırmasını yüzey gruplarının farklı 

olmasına bağlamaktayız. Kullanmış olduğumuz PAMAM G3.5 ve G4.5 dendrimerler 

anyonik olup çok sayıda eksi yüklü yüzey gruplarına sahiptirler. Oysa ki ester 

sonlanımlı (-OCH3) yüzey grupları yüksüzdür (140). Okzaliplatin platinin koordinasyon 

bileşiği olup eksi yükle etkileşebilir. Dolayısıyla çözünürlük artışının arkasındaki 

mekanizmada dendrimer-okzaliplatin arasında kurulan elektrostatik etkileşimlerin payı 

olduğu düşünülebilir. Çözünürlük artışında etkili olabilecek diğer bir olası etkileşim H 

bağlarıdır. Kullanılan dendrimerler H bağı oluşturmaya uygun tersiyer aminlere ve 
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yüzey gruplarına sahiptirler (137). Okzaliplatinin yapısındaki -NH2, C=O gibi gruplar 

üzerinden dendrimerler ile H bağı oluşturabileceği düşünülmektedir. 

Genel anlamda su, pH 4 ve pH 7 ortamlarının çözünürlüğü artırmada 

formülasyonlar açısından belirgin bir etkiye sahip olmadıklarını söylemek mümkündür. 

Bunun nedeninin kullanılan dendrimerlerin iyonizasyon derecelerinin çalışılan 

ortamlarda ciddi bir farklılık göstermemesi olduğu düşünülmektedir. 

Çözünürlük artışı sadece dendrimerin iyonizasyonuna bağlı olmayıp eğer var 

ise ilacın iyonize olabilen gruplarıyla da ilişkilidir. Gu ve ark. (141) dendrimerlerin 

tersiyer aminlerinin (pKa 3-6) tamamının, primer aminlerinin (pKa 7-9) ise büyük 

kısmının noniyonize halde bulunduğu pH 10 gibi yüksek bir pH’da zayıf asit yapılı 

puerarinin çözünürlüğünü artırmışlardır. Bu durum dendrimer büyük oranda noniyonize 

olmasına rağmen ilaç iyonize hale getirilerek de etkileşim kurulabileceğini 

göstermektedir. 

Saf suda yapılan çözünürlük çalışmalarında PAMAM dendrimerlerin bazik 

yapıları nedeniyle dendrimer konsantrasyonunun artmasına bağlı olarak ortam 

pH’sının artış gösterebileceği unutulmamalıdır (142). 

 

FİZİKSEL KOMPLEKS FORMÜLASYONLARININ HAZIRLANMASI 

Dendrimer okzaliplatin kompleksleri hazırlanırken bir molekül dendrimer başına 

25 ila 250 molekül okzaliplatin ile karıştırılarak kompleks oluşturulmaya çalışılmıştır. 

Tez çalışmasında kullanılan G3.5 dendrimerler teorik olarak yüzeyde 64 karboksil 

grubu, dallar içinde ise 62 adet tersiyer amin grubu olmak üzere topla 126 etkileşim 

noktasına sahipken G4.5 dendrimerlerde bu değerler sırasıyla 128, 124 ve 252’dir. 

250:1 okzaliplatin:dendrimer oranına kadar okzaliplatin eklendiğinden neredeyse 

mümkün olan tüm olası etkileşim bölgelerinin okzaliplatinle etkileşmesi mümkün 

kılınmıştır (97). 

Dendrimer ilaç fiziksel komplekslerini konak-konuk etkileşimi (host-guest 

interaction) ile açıklamak mümkün olup bunların oluşumunda temel olarak elektrostatik 

bağlar, hidrojen bağları veya hidrofobik etkileşimler rol oynar (58,62). 

G3.5 ve G4.5 dendrimerler ile okzaliplatin moleküllerinin kompleks oluşturma 

mekanizması “Dendrimerlerin Çözünürlüğe Etkisinin İncelenmesi” başlığında detaylı 

olarak tartışılmıştır. Kısaca kullanılan dendrimerler çalışılan ortamlarda, dalları 

arasında çoğunlukla noniyonize tersiyer aminlere ve yüzeyde eksi yüklü karboksil 
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gruplarına sahiptir. Okzaliplatinin bir metal kompleksi olması sebebiyle bu eksi yüklü 

gruplarla etkileşmesi beklenmektedir. Katyonik yapılı bileşiklerin çalışılan ortamlarda 

dendrimer dalları arasındaki tersiyer aminlerle kompleks oluşturması düşük bir 

ihtimaldir (143). Okzaliplatinin çok da hidrofobik olmayan yapısı, oluşan 

kompleksleşmenin dendrimer boşlukları aracılığıyla değil de yüzey gruplarıyla kurulan 

iyonik etkileşimlerle gerçekleşme olasılığını yükselten bir diğer faktördür (144). 

Dendrimer ve okzaliplatin yapılarında -NH, -OH, C=O gibi grupların bulunması H bağı 

oluşumunu da mümkün kılmaktadır (130). 

 

Fiziksel Komplekslerde UV-Vis ve FT-IR Spektrumları 

Hazırlanan fiziksel kompleklerde dendrimer ile okzaliplatin kompleksleştiğinin 

gösterilmesi spektral yöntemlerle yapılmıştır. Etkin maddenin orijinal spektrumunda 

görülen değişiklikler komplekleşme hakkında bilgi vermektedir. UV-Vis veya FT-IR 

spektrumunda etkin maddeye ait pikin baskılanması, yerinin değişmesi veya tamamen 

kaybolması kompleksleşmenin gerçekleştiğini göstermektedir. Bu yöntem literatürde 

de sıklıkla kullanılmaktadır. Örneğin Devarakonda ve ark. (98) furosemiti, Igartua ve 

ark. (101) karbamazepini, Kolhatkar ve ark. (145) bir kamptotesin türevi olan SN-38 

bileşiğini, Yao ve ark. (146) puerarini, Kong ve ark. (147)10-HCPT bileşiğini, Patel ve 

ark. (148) ketoprofeni, Singh ve ark. (149) ramipril ve hidroklorotiyaziti, çeşitli yapıda 

dendrimer ilaç kompleksleri hazırlamış ve kompleks oluşumunu UV-Vis veye FT-IR 

spektrumları ile karakterize etmişlerdir. 

Saf okzaliplatinin UV spektrumunda yaklaşık 255nm civarında görülen pik 

seçilen G3.5 ve G4.5 kompleksi için baskılanmış durumdadır. Bu durum kompleks 

oluşumunun gerçekleştiğini düşündürmüştür. Bunun yanısıra komplekslerin FT-IR 

spektrumları incelendiğinde 0-30cm-1 arası kaymalar görülmüştür. Bu kaymalar 

dendrimer ilaç arası görülen hidrofilik etkileşimlere bağlanmıştır (150). Özellikle O-H 

gerilmesi ve C=O gerilmesi (amit I bandı) piklerindeki kaymalar ve N-H bükülmesi (amit 

II bandı) pikinin kaybolması ilaç dendrimer arasındaki etkileşimde H bağı oluşmasının 

rolü olduğunu düşündürmektedir (101). 
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KİMYASAL KONJUGAT FORMÜLASYONLARININ HAZIRLANMASI 

Dendrimer ve okzaliplatinin kimyasal konjugasyonunun gerçekleştirilebilmesi 

için okzaliplatinde yapısal modifikasyonlar gerçekleştirilmiştir. Yapısal değişiklikler 

yapılırken molekülün sitotoksik etkisinini kaybetmesine neden olabilecek değişiklerden 

kaçınılmış, vücut içerisinde çeşitli indirgenme-yükseltgenme reaksiyonlarıyla kolaylıkla 

sitotoksik platin türevlerine dönüşebilecek bir yapı tercih edilmiştir. 

Okzaliplatinin yapısal modifikasyonları temel olarak iki şekilde 

gerçekleştirilebilmektedir. İlk yöntem okzalato grubunun bulunduğu halka üzerinde 

değişiklikler yapmaktır. Literatürlerde okzalato grubunu bulunduran halka üzerindeki 

değişikliklerin genellikle çeşitli şeker yapılarını moleküle eklemede kullanıldığı 

görülmüştür. Örneğin Li ve ark. (151) glukozu, Wu ve ark. (152) ise galaktozu okzalato 

grubunu taşıyan halkayı modifiye ederek eklemişlerdir. Diğer yöntem ise bu tez 

çalışmasında da kullanılmış olan yükseltgenme (oksidasyon) reaksiyonları ile 

okzaliplatini platin (IV) türevine çevirmektir. Platin (II) bileşiklerinin platin (IV) türevlerine 

çevrilmesiyle literatürde çok sayıda örnek vardır (106,126,153). Platin (IV) 

komplekslerinin önemli bir avantajı ön ilaç gibi davranmalarıdır. İndirgenmedikleri 

sürece inaktif haldeyken, hücre içine girdiklerinde Pt (II) komplekslerine indirgenirler 

ve onlar gibi etki gösterirler (154). Kanser hücrelerinin hipoksik ortamı, glutatyon gibi 

indirgeyici enzimler açısından zengin olması Pt (IV) komplekslerinin Pt (II) türevlerine 

dönüşümünü kolaylaştırmaktadır (155,156). Pt (IV) komplekslerinin indirgenme 

yetenekleri kompleksi oluşturan ligandlar ile yakından ilişkilidir. Chen ve ark. (157,158) 

modifikasyon sonucu elde edilen [Pt(OH)(OAc)(Ox)] kompleksinin orta şiddette 

redüksiyon yeteneğine sahip olduğu bildirmişlerdir. 

Yöntemler bölümünde anlatıldığı üzere okzaliplatin platin (IV) türevine çevrilmiş, 

molekülde oluşan hidroksil grubu daha sonra dendrimerlerin karboksil grupları ile 

esterleşmesini sağlamıştır. Hidroksil grubuna sahip moleküllerin karboksil sonlanımlı 

dendrimerler ile reaksiyona girebilmektedir. Yang ve ark. (159) venlafaksini G2.5 

dendrimere ve Yavuz ve ark. (160) deksametazonu G3.5 ve G4.5 dendrimerlere 

DCC/DMAP aracılığıyla başarıyla konjuge etmişlerdir. Bu tez çalışmasında da modifiye 

edilmiş okzaliplatin G3.5 ve G4.5 dendrimerlere ester bağları ile kovalent olarak 

bağlanmıştır. Bağlanma doğrudan geçekleştirilmiş olup herhangi bir ara bağlantı 

molekülü (linker) kullanılmamıştır. 
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Modifiye Okzaliplatinin Karakterizasyonu 

FT-IR spektrumunda okzaliplatin ile karşılıştırıldığında 3480cm-1’de 574cm-1’de 

ortaya çıkan pikler sırasıyla O-H ve Pt-O gerilmesi pikleridir (124-126). Bu piklerin 

spekrumda görülmesi Pt-OH bağı kurulduğunu göstermektedir. Diğer yandan platine 

eklenen asetat grubuna ait bağ yapıları saf okzaliplatinde de bulunduğundan 

spektrumda başka bir değişikliğe neden olmamıştır. 

1H-NMR spektrumunda yapısal olarak sahip olduğu konformasyon nedeniyle 

siklohekzanın aynı karbon atomu üzerinde bulunan protonlar farklı kimyasal kayma 

gösterirler. 1H-NMR spektrumunda en düşük (upfield bölge) kimyasal kaymaya sahip 

pikler siklohekzanın heteroatomlara en uzak aksiyel yönelimli protonlarıdır. 

Siklohekzanın azota komşu karbonu üzerinde bulunan pikler ise siklohekzan protonları 

içerisindeki en yüksek (downfield bölge) kimyasal kaymaya sahip olanlardır 

(120,127,161). NH2 gruplarının protonları ise yüksek kimyasal kaymaya sahip olmayla 

beraber dötöro atom değişimine bağlı olarak yayvan ve basık pikler halinde 

görülmektedir. Siklohekzan protonlarına benzer şekilde, aksiyel yönelime sahip azot 

üzerindeki protonlar ekvatoryal yönelime sahip olan azot üzerindekilerden daha düşük 

kimyasal kayma gösterirler (162). Spektrumda görülen en şiddetli pentet yapılı pik 

DMSO-d6 pikidir. Elde edilen spektrum literatürde bulunanlar ile kıyaslanmış ve 

uyumlu olduğu görülmüştür (106,120,125,126). 

13C-NMR spekturumunda asetat ve okzalat gruplarına ait olan karbon atomları 

yüksek kimyasal kaymaya sahip bölgede izlenirken, siklohekzan ve metil grubunun 

karbon atomları düşük kimyasal kayma bölgesinde izlenir. Spektrumda en düşük 

kimyasal kaymaya sahip karbon metil grubu karbonudur. Siklohekzan karbonlarının 

kimyasal kaymaları azot atomuna yaklaştıkça artar (106,161). Spektrumda görülen en 

şiddetli heptet yapılı pik DMSO-d6 pikidir. Elde edilen spektrum literatürde bulunanlar 

ile kıyaslanmış ve uyumlu olduğu görülmüştür (106,128). 

 

Kimyasal Konjugatlarda FT-IR ve NMR Spektrumları 

 Kimyasal konjugatların FT-IR spektrumlarında etkin madde ile konjuge olmayan 

serbest dendrimer uçlarından dolayı hem dendrimere ait, hem de konjuge olduğu 

modifiye okzaliplatin fonksiyonel gruplarına ait piklere sahip olması beklenmektedir. 

Elde edilen spektrumlarda bu durumun gerçekleştiği görülmüştür. 



88 
 

 Dendrimerler çok sayıda birbirlerinin aynısı olan kimyasal gruplara sahiptirler 

(135,141). Bu gruplar 1H-NMR spektrumunda aynı miktarda kimyasal kayma gösterir, 

ve genellikle belli noktalardaki şiddetli pikler halinde görülürler. Örneğin amin 

sonlanımlı PAMAM dendrimerler 6 değişik tipte protona sahiptirler. Bunlardan dördü 

dallar arasında iç bölgede kalan metilen (-CH2) gruplarıyken, ikisi dendrimerin en dış 

katmanında yüzey grubunun bağlandığı metilen gruplarıdır. Bu proton sinyallerinin 

bazıları spektrumda çakışırlar (144). DMSO-d6’da çözülerek alınan 1H-NMR 

spektrumlarında dendrimerlerin metilen gruplarının sinyalleri 1,8-3ppm arasında 

görülmüştür. Metilen protonlarının en yüksek kimyasal kaymaya sahip olanı dendrimer 

dalları arasındaki amit azotuna bağlı metilenin protonlarıdır. Bahsedilen bu metilen 

grubu protonları G3.5 dendrimerlerde toplam 120 adet, G4.5 dendrimerlerde ise 

toplam 248 adettir. Konjugatların 1H-NMR spektrumları incelendiğinde konjugasyonun 

gerçekleştiği görülmüştür. Spektrumda görülen 2,5ppm civarında görülen pentet yapılı 

pik DMSO-d6’ya aittir. 

 

 PARTİKÜL BOYUTU-DAĞILIMI VE ZETA (ζ) POTANSİYEL ÖLÇÜMLERİ 

 Terapötik amaçla kullanılacak dendrimerlerin partikül boyutunun ve yükünün 

uygun olarak ayarlanması son derece önemlidir. Genellikle büyük partiküller dalak ve 

karaciğerde mononükleer fagositik sistem hücreleri tarafından kandan uzaklaştırılırlar. 

10nm’den düşük boyutlular ise böbreklerden filtrasyon yoluyla kandan hızla 

uzaklaştırılırlar. Ek olarak yüksek derecede artı yüklü partiküller toksik etkilere 

sahipken, yüksek miktarlarda eksi yük taşıyanlar ise kandan hızla 

uzaklaştırılmaktadırlar (129). 

Dendrimerlerin önce doğrudan temin edildikleri haldeki (metanol içerisinde) 

partikül boyutu ölçümleri yapılmıştır. Metanol içerisinde ölçümü yapılan dendrimerlerin 

partikül boyutları 7-8nm civarında çıkmıştır. Üreticiden G3.5 ve G4.5 dendrimerlerle 

ilgili olarak tam bir boyut bilgisi temin edilememiştir. Ancak üretici molekül ağırlığı G3.5 

dendrimere yakın olan G4 nesilli dendrimerin boyutunu 4,5nm ve molekül ağırlığı G4.5 

dendrimere yakın olan G5 nesilli dendrimerin boyutunu ise 5,4nm olarak belirtmektedir. 

Yaklaşık 3nm civarında olan bu farkın nedeninin ölçüm metotlarının farklılığından 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir. Bununla beraber PDI değerleri yaklaşık olarak 

0,2 olarak bulunduğundan dağılımın dar bir aralığa toplandığını söylemek mümkündür. 
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 Metanol uçurulup dendrimerler suda çözülerek tekrar ölçüm yapılmış ve yapılan 

iki ölçüm arasında çok büyük bir fark olduğu görülmüştür. Su ortamında ölçülen partikül 

boyutları yaklaşık 30 kat artış göstemiştir. PDI değerleri de oldukça kötüleşmiş 0,5 

civarlarına yükselmiştir. Metanolden suya geçişte gözlenen bu ciddi değişim su 

içerisinde dendrimerlerin agregatlar oluşturmaya başladığını düşündürmektedir. 

Benzer bir kıyaslama başka bir çalışmada da yapılmış ve aynı sonuç alınmıştır (163). 

 Ciolkowski ve ark. (164) farklı konsantrasyonda hidroksil sonlanımlı PAMAM 

dendrimerlerde partikül boyutu ölçümü yapmışlardır. Dendrimer konsantrasyonundan 

bağımsız olarak 20nm ila 500nm arasında agregatlar tespit etmiş, bu kadar yüksek 

polidispersiteye sahip örneklerde dinamik ışık saçılımı (DLS) prensibine göre ölçüm 

yapmanın mümkün olamayacağını belirtmişlerdir. 

 Kang ve ark. (165) karboplatini su ortamında G3.5 dendrimere yüklemişlerdir. 

Hazırladıkları bu formülasyonun partikül boyutunu 258nm PDI değerini ise yaklaşık 0,1 

olarak bildirmişlerdir. Vu ve ark. (129)  ise aynı etkin maddeyi ve aynı nesil dendrimeri 

PEG ile konjuge ederek bir formülasyon hazırlanmışlardır. PEG ile konjugasyona 

rağmen partikül boyutu artmamış, aksine 36nm civarına düşmüştür. Literatürde aynı 

dendrimere yapılan benzer ilaç konjugasyonlarının çok farklı partikül boyutlarına neden 

olabildiği görülmüştür. Partikül boyutunun belirlenmesinde çözücü ortam koşullarının 

ve ilaç-dendrimer etkileşimlerinin önemli olduğu açıktır. 

 Hazırlanan konjugatların partikül boyutu ölçülmüş, su içerisindeki ortalama 

partikül boyutunun konjugasyon sonunda öncekine göre azaldığı görülmüştür. Bu 

azalma dendrimerin uç gruplarının bazılarına modifiye okzaliplatin bağlanmasıyla 

dendrimerin daha kompakt bir konformasyona geçmesiyle açıklanabilir. 

Zeta potansiyel ölçümlerinde G3.5 ve G4.5 dendrimerlerin zeta potansiyeli 

yaklaşık -26mV olarak bulunmuştur. Her iki dendrimer de anyonik yapılı karboksil 

sonlanımlı uç gruplarına sahip olduğundan bu beklenen bir durumdur. Konjugasyonun 

sonunda her iki dendrimerin de zeta potansiyelinin işaret değiştirdiği görülmüştür. Bu 

durum katyonik yapılı bir metal koordinasyon bileşiği olan modifiye okzaliplatinin 

yüzeye konjugasyonunun gerçekleştiğini desteklemektedir. 

Zeta potansiyelin -26mV’dan 10-15mV civarına geldiği düşünüldüğünde yük 

yoğunluğunun mutlak değer açısından düştüğü söylenebilir. Dendrimer uçlarındaki yük 

yoğunluğunun değişmesi dendrimerin boyutuna etki eder. Örneğin pH azaldıkça amin 

grupları arasındaki itme kuvvetinin artmasına bağlı olarak, katyonik dendrimerlerin 
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boyutlarında artış görülür (166). Yüzeydeki yük şiddetinin azalmasıyla, dendrimer 

uçlarının birbirine uyguladıkları itme kuvvetleri de azalmıştır (167). Bu durumun 

dendrimerin daha kompakt bir konformasyona geçişinin ve dolayısıyla boyutunun 

konjugasyon sonrası azalmasının ardında yatan neden olabileceği düşünülmüştür. 

Bununla beraber yük yoğunluğunun azalması, partiküller arası itme kuvvetlerinin de 

azalmasına neden olacağından agregasyon ihtimalinin artabileceği düşünülmektedir. 

  

 YÜKLEME ORANI VE ETKİNLİĞİ, KONJUGE OKZALİPLATİN MİKTARI 

 Hazırlanan dendrimer okzaliplatin komplekslerinin yükleme oranı ve etkinlikleri 

yöntemler bölümünde açıklanan formüllere göre hesaplanmıştır. Her bir ortamda en 

yüksek yükleme oranına 250:1 okzaliplatin:dendrimer oranında ulaşılmıştır. Ancak 

genel olarak bu oranın artışıyla yükleme oranı artışının doğrusal olarak devam 

etmediği görülmüştür. Okzaliplatin konsantrasyonu artmaya devam etse de bir 

noktadan sonra yükleme oranının sabit kalmaya başlamasının sebebi dendrimerle 

etkileşebilen maksimum ilaç limitine ulaşılmasıdır. Bu çalışmada 1 molekül dendrimer 

ile G3.5 dendrimer için maksimum 18 adet, G4.5 için ise maksimum 42 adet 

okzaliplatinin etkileştiği hesaplanmıştır. Bu etkileşimin sadece dendrimer uç grupları 

aracılığıyla gerçekleştiği varsayıldığında G3.5 dendrimerin uçlarının yaklaşık %28’inin 

G4.5 dendrimerin uçlarının ise %33’ünün okzaliplatin ile etkileştiği görülmüştür. 

Etkileşimin bir noktada sabitlenmesinin nedeninin dendrimer uç gruplarında molekül 

yoğunluğunun artması olduğu düşünülmektedir. Molekül yoğunluğunun artmasının 

çeşitli elektrostatik engellere neden olabileceği bu durumun da kompleksleşen ilaç 

molekülü sayısını sınırlayabileceği düşünülmektedir (168). 

Genel olarak yükleme etkinliğinin artan dendrimer konsantrasyonuyla ve 

nesliyle arttığı görülmektedir. Bu bulguların G4.5 ve G5.5 dendrimerlere vardenafil 

yükleyen  Tawfik ve ark. (169) yaptığı çalışmanın verileri ile de uyumlu olduğu 

görülmüştür. Yükleme etkinliği artışının okzaliplatinle etkileşebilecek yüzey grubu 

sayısının artmasına bağlı olduğu düşünülmektedir (169). 

Nguyen ve ark. (170) sisplatinin G3.5 dendrimerle olan komplekslerini farklı 

yöntemlerle hazırlamışlardır. Basit karıştırma yöntemiyle hazırladıkları kompleksin 

%25,2 sonikatör kullanarak hazırlananın ise %27,8 yükleme oranına sahip olduğunu 

raporlamışlardır. 
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Yükleme ortamının dendrimer başına yüklenen okzaliplatin miktarına olan etkisi 

incelendiğinde belirgin bir farklılık görülmemiştir. Bu durumun nedeninin 

“Dendrimerlerin Çözünürlüğe Etkisinin İncelenmesi” başlığında da tartışıldığı üzere 

dendrimerlerin iyonizasyon derecelerinin ortamlar arasında bir farklılık göstermediğinin 

düşünülmesidir. 

Dendrimerlere konjuge olan etkin madde miktarının belirlenmesinde matris 

destekli lazer desorpsiyonu-iyonizasyonu uçuş süresi kütle spektroskopisi (MALDI-

TOF MS), pozitif iyon elektrosprey iyonizasyon kütle spektrometresi (ESI-MS), jel 

geçirgenlik kromatografisi (GPC) ve 1H-NMR gibi yöntemler kullanılabilmektedir (171). 

G3.5 ve G4.5 kimyasal konjugatlarında dendrimer uçlarına konjuge olan ortalama 

modifiye okzaliplatin sayısı 1H-NMR’dan elde edilen sonuçlara göre sırasıyla 37,9 ve 

26,3 olarak bulunmuştur. Dendrimer nesli artmasına rağmen konjuge olan etkin madde 

sayısı artış göstermemiştir. Bu duruma dendrimer neslinin artmasıyla dendrimer uçları 

çevresinde oluşan moleküler yoğunluğun sebep olabileceği düşünülmüştür. Daha fazla 

sayıda etkin maddenin dendrimer uçlarına ulaşıp reaksiyona girmesinin sterik 

engellerle önlenebileceği bilinmektedir (172). 

Kirkpatrick ve ark. (167) G3.5, G4.5, G5.5 ve G6.5 dendrimerin yüzeyine 

konjugasyon yoluyla sisplatin bağlamışlardır. Sırasıyla bu dendrimer yüzeylerine 

bağlanan sisplatin miktarlarını 22, 37, 54 ve 94 olarak raporlamışlardır. Dendrimer nesli 

arttıkça konjuge olan sisplatin miktarının artış göstermesi sonuçlarımızla 

uyuşmamaktadır. Karşılaştığımızı düşündüğümüz sterik engel sorununu Kirkpatrick ve 

ekibinin yaşamama sebebinin, sisplatinin okzaliplatine göre daha küçük yapılı bir 

molekül olmasından kaynaklanabileceği düşünülmektedir. 

Howell ve ark. (173,174) okzaliplatin benzeri bir yapı olan (DACH)Pt grubunu 

G4.5 dendrimer uçlarına konjuge etmişlerdir. 1H-NMR’dan elde ettikleri sonuçlara göre 

dendrimer uçlarına farklı reaksiyon koşullarında 33 ila 40 (DACH)Pt ünitesinin 

bağlanmış olduğunu bildirmişlerdir. 

 Literatürde yapısında okzaliplatin bulunan ve dendrimerik olmayan çeşitli ilaç 

taşıyıcı sistemler de bulunmaktadır. Örneğin Dutta ve Sahu (113) okzaliplatinin pektin 

bazlı manyetik nanotayıcılarını hazırlamış ve yükleme etkinliğini %55,2 olarak 

bulmuşlardır. Vivek ve ark (114). okzaliplatinin kitosan bazlı nanopartiküllerini 

hazırlamış ve %28,6 ile %91,4 aralığında değişen yükleme etkinliği bildirmişlerdir. 
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Lagarce ve ark. (175) ise okzaliplatin içeren PLGA mikroküreleri hazırlamış %75-90 

arasında değişen yükleme etkinliği bildirmişlerdir. 

  

FORMÜLASYONLARDA İN VİTRO SALIM ÇALIŞMALARI 

 İn vitro salım çalışmaları etkin maddelerin geçebileceği kadar büyük fakat 

dendrimerlerin geçemeyeceği kadar küçük olan 3,5-5kD por açıklığına sahip diyaliz 

membranlar ile yapılmıştır. Salım profilleri f1 fark faktörü ve f2 benzerlik faktörü ile 

kıyaslanmıştır. 

 Dendrimer başına en fazla okzaliplatin yüklenen F21 formülasyonu ve nesiller 

arası karşılaştırılabilirliğin sağlanması için bu formülasyonun G3.5 eşdeğeri olan F6 

formülasyonu ile pH 5.5 ve 7.4 ortamlarında salım çalışması yapılmıştır. Salım 

profillerinin kıyaslanması profilin %85’ten sonrasında en fazla tek nokta alınarak 

yapılmış, f1 değeri 0-15 arasında, f2 değeri ise 50-100 arasında ise profiller benzer 

kabul edilmiştir (176). 

 Fiziksel komplekslerin salım profilleri kıyaslandığında F6 formülasyonunun pH 

5.5’te diğerlerinden farklı olarak daha hızlı salım yaptığı görülmüştür. Diğer profiller 

arası anlamlı bir fark görülmemiştir. Kimyasal konjugat formülasyonlarının salım 

profilleri kıyaslandığında profillerin tamamının benzer olduğu görülmüştür. 

 Hem fiziksel kompleksler hem kimyasal konjugatlar okzaliplatin salımını 

geciktirmeyi başarmışlardır. Ancak bu gecikme süresi çok uzun olmamıştır. Maddelerin 

tamamının salınma süresi serbest okzaliplatin için ortalama 30 dakikayken, fiziksel 

komplekslerde ortalama 60 dakika,  kimyasal konjugatlarda ise ortalama 120 dakikadır. 

Kompleks yapılarda gecikme süresinin uzun olmamasının nedeninin platin (II) 

bileşiklerinin PAMAM dendrimerle düşük bağlanma sabiteli (104 - 105 M-1) kompleksler 

oluşturması olduğu düşünülmektedir (177). Kimyasal konjugatlarda salım süresinin 

daha da uzatılabilmesi adına kimyasal sentezde çeşitli değişiklerin yapılması gerektiği 

sonucuna varılmıştır. Doğrudan esterifikasyon yerine çeşitli özellikte ara bağlantı 

grupları (linker) veya ester yapılı bağlar yerine yapısal olarak daha stabil olan amit 

bağları kullanılarak salım süresinin artırabileceği düşünülmektedir (178,179). 

Salım profilleri çeşitli kinetik modellerle incelenmiş ve genel olarak hem 

kompleks formülasyonlarının hem de konjugatların Weibull veya Hixson-Crowell tipi 

kinetiğe uyum sağladıkları görülmüştür. 
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Tüm bu elde edilen bilgiler ışığında ara bağlantılar asite duyarlı gruplar 

arasından seçilerek tümör çevresinde (pH 5.5) daha hızlı salım yapan fakat kanda (pH 

7.4) daha yavaş salım yapan sistemler hazırlanabilir. Ayrıca hazırlanan dendrimerlerin 

birleşerek agregatlar oluşturmaya oldukça meyilli oldukları görülmüştür. 

Dendrimerlerin yüzeyine etkin maddenin yanısıra çeşitli elektrostatik gruplar konjuge 

edilmesiyle agregasyonun önüne geçilerek formülasyonda çeşitli geliştirmelerin 

yapılması mümkündür. 

   

HÜCRE KÜLTÜRÜ ÇALIŞMALARI 

 Kolon kanserini taklit eden farklı özelliklere sahip çok sayıda hücre hattı (HT-29, 

HCT-116, LoVo, SW480, DLD-1 gibi) mevcuttur. Bu tez çalışması kapsamında HT-29 

insan kolon adenokarsinomu hücreleri seçilmiştir. HT-29 hücreleri adenomatöz 

polipozisten köken almıştırlar (180,181). Sisplatine doğal olarak dirençlidirler (182). 

Mikrosatellit instabilitesi görülme ihtimali düşük olan bir hücre hattıdır (183). HT-29 

hücreleri p53 mutant, KRAS yabani tip (wild type) ve BRAF mutant özelliğe sahiptirler 

(184,185). p53 tümör baskılayıcı bir protein olup, mutasyonları onkojenik strese cevap 

olarak verilen hücre döngüsünün durdurulması ve apopitozun desteklenmesi gibi 

normal p53 fonksiyonlarının kaybına neden olur. İnsanlarda görülen kanserlerin 

yarısından fazlasında p53 mutasyona uğrar (186). Bu nedenle bu tez çalışması 

kapsamında kolon kanser hücre hatlarından mutant p53’e sahip HT-29 seçilmiştir. 

Mutant p53’e sahip olması nedeniyle HT-29 hücre hattına uygulanan maddelere bağlı 

olarak görülen ölümün p53’ten bağımsız olarak, hücre ölüm yolaklarının aktive 

olmasıyla gerçekleştiği düşünülmektedir (187).  

 HT-29 hücre hattına G3.5 dendrimerler uygulandığında hücre hattına uygulanan 

en yüksek doz dahi hücre canlılığını %90’ın altına düşürememiştir. Bu nedenle G3.5 

dendrimerin IC50 değeri tam olarak saptanamamıştır. Elde edilen sonuçlara göre IC50 

değerinin 256µM’dan çok daha yüksek olduğu düşünülmektedir. Anyonik 

dendrimerlerin toksisitelerinin düşük olduğu literatür verilerinde de bulunduğu için bu 

bulgu literatür ile uyumlu bulunmuştur (82). 

 Okzaliplatin uygulamasının yapıldığı hücrelerde dendrimerin aksine belirgin bir 

sitotoksik etki görülmüştür. Non-lineer regresyon ile IC50 değeri 14,03µM olarak 

hesaplanmıştır. Hesaplanan bu değer diğer çalışmalarda bulunan değerler ile uyum 

içerisindedir (188). 
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G3.5 konjugatının uygulandığı hücrelerde görülen sitotoksik etkinin daha da 

arttığı görülmüş IC50 değeri 0,72µM olarak hesaplanmıştır.  

İn vitro araştırmalar, makromoleküler yapılı platin ön ilaçlarının küçük moleküllü 

platin bileşikleri ile karşılaştırıldığında hücre içine alımının belirgin şekilde arttığını 

göstermektedir (189). Dendrimerik formülasyonun saf okzaliplatinden daha toksik 

olmasının ardında yatan sebebin, platinin hücre içine daha aktif bir şekilde alınması ve 

buna bağlı olarak daha fazla DNA-platin kompleksi oluşması olduğu düşünülmektedir. 
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SONUÇLAR 

 

Bu çalışmanın temel amacı kanser tedavisinde kullanılmaya aday olabilecek 

okzaliplatin benzeri etkilere sahip çeşitli dendrimerik formülasyonların geliştirilmesi ve 

bunların özelliklerinin in vitro olarak incelenmesidir. 

Dendrimerler çeşitli mekanizmalarla etkin maddelerin çözünürlüklerini 

artırabilmektedir. Bu çalışmada iki farklı nesilde dendrimer kullanılmış ve her ikisinin 

de okzaliplatin çözünürlüğünü artırıcı etki gösterdiği görülmüştür. Ayrıca bu etkinin 

dendrimer konsantrasyonları ile doğrusal şekilde arttığı bulunmuştur. Dendrimer 

nesilleri arasında kıyaslama yapıldığında G4.5 nesilli dendrimerlerin çözünürlüğü G3.5 

nesilli olanlarla kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı olacak şekilde daha fazla 

artırdığı görülmüştür. 

Tez kapsamında birlikte çöktürme yöntemiyle dendrimer okzaliplatin fiziksel 

kompleksleri ve Steglich esterifikasyon reaksiyonları ile okzaliplatin türevi dendrimer 

konjugatları hazırlanmıştır. Çeşitli yöntemler kullanılarak hazırlanan formülasyonlar 

karakterize edilmişlerdir. 

Fiziksel komplekslerin yükleme özellikleri incelenmiş ve dendrimer 

konsantrasyonu ve ortamın pH değerlerine göre farklılık gösterdiği görülmüştür. Genel 

olarak dendrimer konsantrasyonu arttıkça yükleme oranının arttığı, yükleme 

etkinliğinin azaldığı görülmüştür. G4.5 dendrimerlerin G3.5 dendrimerlere göre mol 

başına 2 ila 5 kat daha fazla okzaliplatin yükleyebildikleri görülmüştür. 

Kimyasal konjugatlarda dendrimer uçlarına konjuge olmuş madde miktarı,        

1H-NMR ile saptanmıştır. 1 mol dendrimer başına G3.5 konjugatına 37,9 molekül G4.5 

konjugatına ise 26,3 molekül bağlanmıştır. 
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Çalışmada kullanılan G3.5, G4.5 dendrimerlerin ve hazırlanan konjugat 

formülasyonlarının partikül boyutu ve dağılımı, zeta potansiyel değerleri incelenmiştir. 

Metanol içerisinde ticari olarak satılan dendrimerler ile doğrudan ölçüm yapıldığında 

partikül boyutlarının küçük (<10nm) ve boyut dağılımlarının dar bir aralıkta olduğu 

(PDI<0,25) görülmüştür. Dendrimerler metanol uçurularak suda dağıtıldıklarında ise 

partikül boyutu belirgin şekilde yükselmiş (200-250nm), dağılım ise kötüleşmiştir 

(PDI>0,40). Kimyasal konjugatların su içerisindeki boyutları G3.5 için 179,30 ± 77,30 

ve G4.5 için 155,93 ± 13,59 olarak bulunmuş, sırasıyla 0,377 ve 0,340 olmak üzere 

ortalama bir polidispersiteye (sırasıyla) sahip oldukları görülmüştür. Zeta potansiyel 

ölçümlerinde G3.5 ve G4.5 dendrimerler karboksil yapılı anyonik yüzey gruplarına 

sahip olduklarından eksi yüklü olarak bulunmuştur. Etkin maddenin dendrimerlere 

konjuge olmasıyla yüzey yükü eksiden artıya dönmüştür.  

Karakterize edilen formülasyonlar ile pH 5.5 ve pH 7.4 olmak üzere iki farklı 

ortamda salım çalışması yapılmıştır. Salım çalışmaları diyaliz membran yöntemiyle 

gerçekleştirilmiştir. Salım çalışmalarına göre membran içerisine konulan maddelerin 

tamamının salım süresi serbest okzaliplatin için ortalama 30 dakika, fiziksel 

komplekslerde ortalama 60 dakikada,  kimyasal konjugatlarda ise ortalama 120 dakika 

sürmüştür. Saf okzaliplatinin pH 7.4’te daha hızlı salınmaya meyilli olduğu görülmüştür. 

Salım profilleri f1 fark faktörü ve f2 benzerlik faktörü kullanılarak kıyaslanmıştır. 

Kimyasal konjugat formülasyonları kendi aralarında kıyaslandığında salım profilleri 

arasında anlamlı farklılık olmadığı görülmüştür. Fiziksel kompleks formülasyonlarında 

ise F6 formülasyonunun pH 5.5 ortamda elde edilen salım profilinin diğerlerinden 

anlamlı olacak şekilde daha hızlı salım yaptığı görülmüştür. Salım profillerinin çeşitli 

salım kinetik modellerine olan uyumları incelenmiş ve genellikle en yüksek uyum 

sağlayan kinetiğin Weibull veya Hixson-Crowell olduğu görülmüştür. 

Çalışma kapsamında son olarak seçilen KK-3.5 formülasyonu ile HT-29 kolon 

kanseri hücre hattında etkinlik çalışması yapılmıştır. KK-3.5 formülasyonuna ek olarak 

saf okzaliplatin ve boş G3.5 dendrimerlerin de sitotoksisiteleri incelenmiştir. Çalışmaya 

göre 48 saatin sonunda, saf G3.5 dendrimerlerin uygulandığı hücrelerin en yüksek 

dozda (256µM = 3,321mg/mL) bile %90’dan fazla canlılık gösterdiği görülmüştür. Bu 

durum G3.5 dendrimerlerin tek başlarına toksisitelerinin oldukça düşük olduğunu 

göstermektedir. Verilere nonlineer regresyon uygulanmasıyla saf okzaliplatin ve KK-

3.5 konjugatlarının IC50 değerleri sırasıyla 14,03µM ve 0,72µM olarak bulunmuştur. 
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Ayrıca Hill eğiminin KK-3.5 formülasyonunda daha küçük olması doz artışına daha hızlı 

yanıt alındığını göstermektedir. 

Sonuç olarak tez kapsamında çeşitli dendrimerik formülasyonlar hazırlanmış ve 

bunların özellikleri incelenmiştir. Hazırlanan formülasyonlar yenilikçi olmakla birlikte 

geliştirilmeye son derece açıktır. Salım hızını yavaşlatmaya veya partikül boyutu 

dağılımını iyileştirmeye yönelik geliştirmeler yapılabilir. Fakat yapılabilecek bu olası 

değişikliklerin formülasyonun sitotoksisite özelliklerini de ciddi şekilde etkileyebileceği 

unutulmamalıdır. 
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ÖZET 

 

Bu tez çalışması kapsamında okzaliplatinin yenilikçi dendrimerik 

formülasyonlarının hazırlanması ve in vitro özelliklerinin incelenmesi amaçlanmıştır.  

İlk olarak okzaliplatinin farklı çözücü ortamlarındaki çözünürlükleri incelenmiştir. 

Daha sonra, farklı konsantrasyonlarda PAMAM G3.5 ve PAMAM G4.5 dendrimerlerin 

çözünürlüğü artırma yetenekleri incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar okzaliplatin 

çözünürlüğünün artan dendrimer konsantrasyonuyla arttığını göstermiştir. Ayrıca artış 

PAMAM 4.5 dendrimerlerde çok daha belirgin olarak gözlenmiştir. 

Formülasyonlar konak-konuk (host-guest) ilişkisine dayanan fiziksel 

kompleksler ve etkin madde dendrimer arasında kovalent bağ kurulmasıyla oluşan 

kimyasal konjugatlar şeklinde hazırlanmıştır.  

Dendrimerler ilaçlarla fiziksel kompleks oluştururken, çözücü özellikleri 

dendrimer başına yüklenen ilaç miktarını etkileyebildiği için, kompleksler iki farklı 

tamponda (pH 4 ve pH 7) ve saf suda hazırlanmıştır. Hazırlanan her formülasyon 

yükleme oranı ve yükleme etkinliği açısından incelenmiştir. PAMAM G4.5 

dendrimerlerin PAMAM G3.5 dendrimerlere göre 2-5 kat daha fazla okzaliplatin ile 

kompleks oluşturduğu görülmüştür. pH 4, pH 7 ve su ortamlarında kompleks oluşturan 

okzaliplatin sayısı arasında ise anlamlı bir fark görülmemiştir. 

Kimyasal konjugatlar hazırlanırken, öncelikle dendrimeri okzaliplatine bağlamak 

için okzaliplatin modifiye edilerek platin (IV) türevi bir bileşiğe çevrilmiştir. Daha sonra 

bu bileşiğin hidroksil grupları ile dendrimerlerin karboksil grupları arasında Steglich 

esterifikasyon reaksiyonu ile ester bağları kurulmuştur. Kimyasal reaksiyonlardan 
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sonra elde edilen bileşikler FT-IR, 1H-NMR, 13C-NMR gibi çeşitli spektroskopik 

yöntemler kullanılarak karakterize edilmişlerdir. 

Kompleks formülasyonlarına göre daha uzun süreli salım yaptığı için ve 

dendrimere bağlı toksisitesi daha düşük olduğu için PAMAM G3.5 konjugatı 

sitotoksisite testi için seçilmiştir. Test sonucunda PAMAM G3.5 konjugatının IC50 

değeri 0,72µM olarak bulunmuştur. Saf okzaliplatinin için bu değer 14,03µM’dır. 

Sonuç olarak, iyileştirmelere açık, yenilikçi bir dendrimerik ilaç taşıyıcı sistem 

geliştirilmiştir. 

 

Anahtar kelimeler: okzaliplatin, dendrimer, PAMAM, kolon kanseri  
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IN VITRO EVALUATION OF DENDRIMERIC FORMULATION OF 

OXALIPLATIN 

 

SUMMARY 

 

The aim of this thesis is, preparing innovative dendrimeric formulations of 

oxaliplatin and investigating its in vitro properties. 

Firstly, the solubility of oxaliplatin in various solvents determined. Then, 

solubility increasing capability of PAMAM G3.5 and PAMAM G4.5 dendrimers was 

investigated at different concentrations. The results showed that oxaliplatin solubility 

increased with increasing dendrimer concentration. In addition, the increase was more 

notable in PAMAM G4.5 dendrimers. 

The formulations were prepared as physical complexes based on the host-guest 

relationship and chemical conjugates formed by covalent bonding between the active 

substance and dendrimer surface groups. 

 Since solvent properties can affect the amount of drug loaded per dendrimer, 

dendrimer-drug complexes are prepared in two different buffer solutions (pH 4 and pH 

7) and in pure water. Each formulation was examined for loading capacity and loading 

efficiency. It was found that PAMAM G4.5 dendrimers can complex with 2-5 fold more 

oxaliplatin than PAMAM G3.5. There was no significant difference between the number 

of complexed oxaliplatin and different mediums (pH 4, pH 7 and water).  

While preparing chemical conjugates, firstly oxaliplatin was modified to a 

platinum (IV) compound to connect dendrimer and oxaliplatin. Then, the ester bonds 
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were established by Steglich esterification reaction between the hydroxyl group of this 

compound and the carboxyl groups of the dendrimers. The compounds obtained after 

chemical reactions were characterized by various spectroscopic methods such as FT-

IR, 1H-NMR, 13C-NMR. 

Because of longer release time than complex formulations and lower toxicity 

due to dendrimer generation, PAMAM G3.5 conjugate was selected for the cytotoxicity 

test. The IC50 value of PAMAM G3.5 conjugate was found as 0,72µM. For free 

oxaliplatin this value was 14,03µM. 

As a result, an innovative dendrimer based drug delivery system has been 

developed which has room for further improvement. 

 

Keywords: oxaliplatin, dendrimer, PAMAM, colon cancer 
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