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GIRIS VE AMAG

Okzaliplatin, sisplatin ve karboplatin kansere karsi kullanilan platinin
koordinasyon kompleksi bilesiklerdir (1). Okzaliplatin Gg¢linct nesil bir platin bilesigi
olup sisplatin ve karboplatin kullaniminda gorulen hicresel direncin dnine gecilmek
icin tasarlanmigtir (2). Okzaliplatin DNA ile gapraz bagli kompleksler olusturup DNA
replikasyonunu engelleyerek etki gosterir (3). Okzaliplatinin ileri evre kolorektal
kanserde standart 5-florourasil (5-FU) / I6koverin (FUFA) terapisinden etkili oldugu
kanitlanmis olup ayrica sisplatin ve karboplatin tedavisinin basarisiz kaldigi
durumlarda da yuksek bir potansiyel gosterdigi saptanmistir. Bunlar disinda
tekrarlayan over kanseri, non-Hodgkin lenfoma, antrasiklinlere direngli meme kanseri

gibi cesitli kanserlerde de klinik etkinligi gosterilmigtir (4).

Tdm bu etkinligine ragmen kullanimini kisitlayan gesitli toksisiteler gorulmustur.
Okzaliplatin tedavisine bagl olarak iki farkh toksisite tipi belirlenmistir. Bunlardan ilki
birka¢ inflizyonun ardindan gérulen kas kramplari ve spazmlar ile karakterize gegici
akut sendromdur. ikincisi, hastanin normal hayatini etkileyen duyusal bozukluklar,
ekstremitelerde gorllen parastezi, kas koordinasyon bozukluklari gibi doz kisitlayici
ndropatilerdir (5). Okzaliplatinin neden oldugu bu nérotoksisite ve ndropatilerin nedeni
hiperekzitabiliteye ve dorsal kdk ganglionunun zarar gérmesi sonucu periferal

sinirlerde aksonal bozukluklarin olugsmasina baghdir (6).

Okzaliplatin gibi antikanser ilaglarin tasiyici bazli sistemlerle veriimesi, ilag
etkinligini artirmasi, yan etkileri azaltmasi ve hucresel direng gelismesini onlemesi
nedeniyle dikkat ¢cekmektedir (7). Daha 6nce yapilan galigmalarda farkli farmasétik
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sekillerde ve farkli etkin maddeler ile kombine sekilde hazirlandiklarinda platin turevi
sitotoksik ilaclarin yan etkilerinde degisiklikler oldugu gosterilmistir (8). Lipozomal
sisplatin (Lipoplatin) ve lipozomal okzaliplatin (Lipoxal) klinik deneme asamasina gelen
ve umut vadeden partikiler tasiyici sistemlerden bazilaridir. Lipozomlar disinda
miseller, nanokapsul ve mikrokapsul yapilari, karbon nanotipler, polimerik konjugatlar

ve dendrimerler de tasiyici sistemler olarak kullanilabilir (4).

Dendrimerler nano boyutlu, dallanmig yapida, sentetik polimerlerden olusan
biyolojik yapiy! taklit eden, tanilama ve tedavi alaninda umut vadeden 6zelliklere sahip
olan ¢ boyutlu molekullerdir (9). Klasik polimerlerin aksine, merkezi ¢cekirdek etrafinda
uzun ya da spiral seklinde dallanmalar gosteren, dusik polidispersiteye sahip Ug¢
boyutlu bir yapiya sahiptirler. Cekirdekteki fonksiyonel gruplar Uzerine dallanma
yoluyla olusan bu molekdllere, ¢cekirdek yapisinin veya dig yuzeye eklenen fonksiyonel
gruplarin degistiriimesi ile arzu edilen sekil ve 6zellik verilebilmektedir. Dendrimerlerin
istenilen sekilde tasarlanabilmeleri onlara tip alaninda genis bir uygulama alani

saglamistir (10,11).

Bu tez c¢alismasinda okzaliplatin turevi c¢esitli dendrimerik farmasotik
formulasyonlarin hazirlanmasi, hazirlanan formulasyonlarin karakterizasyonlarinin
yapillmasi ayrica HT-29 hucre hattinda in vitro etkinlik galismalarinin yapiimasi

amaclanmistir.



GENEL BILGILER

OKZALIPLATIN

Platin turevi bilesiklerin anti-proliferatif 6zellikleri ilk olarak 1960'larda gézlendi.
Kanser kemoterapisinde kullanilan ilk platin bilesigi olan sisplatin, 1978 yilinda
kullanima sunulmus ve en basarili kanser ilaglari arasina girmistir. Rutin kulanimdaki
basarisina ragmen, sisplatinle birinci basamak tedaviye yanit vermeyen veya direng
gorulen hastalarda basarisi oldukga dustk kalmistir. Sisplatini gelistirme ¢abasi iginde
bircok farkli platin analogu sentezlenmistir (12). Ornegin, karboplatin tedavide
kullanilan ikinci nesil bir platin bilesigidir. Karboplatinin kullanimi ile elde edilen ana
klinik basari, sisplatin ile karsilastirildiginda gorulen nefrotoksisitenin azalmasidir.
Ancak ortaya ¢ikan miyelotoksisite ve karboplatinin de sisplatin kaynakli direncin
ustesinden gelememesi (capraz direng) arayislarin devam etmesine neden olmustur
(13). Calismalarin devaminda sentezlenen analoglardan biri olan okzaliplatin ilk olarak
1970’lerin sonlarinda sisplatinin amin gruplarina bir diaminosiklohekzan (DACH)

halkasI baglanmasiyla elde edilmigtir (12).

Okzaliplatin, sisplatin ve karboplatin benzeri bir platin (II) analogudur. Metastatik
kolorektal kanserlerde kullaniimak Uzere ilk olarak 1999 subatinda yeni ilag bagvurusu
(NDA) Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan kabul edilmistir (14). DACH-
platin turevi olan okzaliplatin diger platin turevlerine benzer etki mekanizmasina
sahiptir. Ancak antitumor aktivitesi sisplatin ve karboplatin gibi diger platin
tirevierinden farklillk gésterir. Ornegin, okzaliplatinin sisplatine direngli kolon

karsinomu hlcre hatlarina kargi etkili oldugu gosterilmistir (15,16).
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Sisplatin, karboplatin ve okzaliplatin dunya ¢apinda kabul gérmus ve
kullaniimakta olan platin bilesikleridir. Bunlar disinda dunyanin cesitli Glkelerinde
bdlgesel onay almis nedaplatin (Japonya), lobaplatin (Cin), heptaplatin (Glney Kore)
ve halen gelistiriimekte olan ve faz calismalari devam eden pikoplatin, satraplatin (Pt*#)
gibi platin tirevleri de mevcuttur. Ozellikle dérdiincli kusak platin bilesikleri olarak da
adlandirilan oktahedral yapili platin (IV) bilesikleri, daha az reaktif olmalari ve oral

uygulamaya platin (Il) tirevlerinden daha uygun olmalari nedeniyle ilgi gekmektedirler
(4).

Kimyasal ve Fiziksel Ozellikler

Dinya capinda klinik kullanimda olan platin bilesikleri (sisplatin, karboplatin,
okzaliplatin), ayni zamanda klasik platin kompleksleri olarak da adlandirilirlar. Bunlar
+2 oksidasyon durumunda (Pt*?), cis-yapilandiriimis, yiklenmemis, kare dizlemsel
kompleksler olup Sekil 1°’de gosterilmislerdir. Bunlan tarif eden genel formul, cis-
[A2PtX2]'dir. Burada A2, azot dondérl iki monodentat veya bir bidentat ligandi, Xz ise iki
monodentat veya bir bidentat anyonik ligandlari temsil eder. A2 kisminin degisimi
yapisal olarak farkli DNA-ilag komplekslerinin olusumu ile sonuglanir ve bu durum
olusan komplekslerin antikanser aktivitesini degistirir. X2 grubu ise olusan
komplekslerin vicuttaki dagilimini ve boylece yan etkilerini etkiler (4).

Okzaliplatin (CsH14N204Pt), sisplatin ve karboplatine kargi goérilen hicresel
direncin Ustesinden gelmek icin tasarlanmistir. Kimyasal isimlendiriimesi (cis-[(1R,2R)-
1,2-siklohekzandiamin-N,N9] okzalato (2-)-O,09] platin olan okzaliplatinin kimyasal
yapisi, azot atomlarina siklohekzan halkasinin baglanmasiyla sisplatin veya
karboplatininkinden farkhlik géstermektedir. Okzaliplatin molekdl agirhgr 397,3 g/mol
olan beyaz/beyazimsi kristal yapili bir tozdur. Suda az (20°C'de 6-7g/L), metanolde
¢ok az ¢dzunur (20°C'de 0,125¢g/L), etanol veya asetonda ise neredeyse hi¢ ¢6ziinmez
(17). pKa degeri 6,1'dir (18).

] i
NH

0o—C 2 0—C

NHz ~ Cl NHy AN,
F’t\ /Pt\ F’t\ ‘
NH3/ Cl NH4 O_(ﬁ NHE‘/' o—cH:
0] 0]

Sisplatin Karboplatin Okzaliplatin

Sekil 1. Klasik platin kompleksleri (17)



Etki Mekanizmasi

Okzaliplatinin kesin etki mekanizmasi tam olarak aciklanamamakla birlikte
platin bilesiklerinin sitotoksisitesinin DNA sentezinin inhibisyonundan kaynaklandigi
dusundlmektedir. Sitotoksisiteden sorumlu ana lezyonlar, aktif platin bilesikleri ve
spesifik baz sekanslari arasinda olusan zincir igi (intrastrand) ¢apraz baglantilardir. Bu
capraz baglantilar ozellikle bitisik iki guanin bazi veya bitisik guanin-adenin bazlar
arasindadir. Zincirler arasi (interstrand) ¢apraz baglantilar da olusabilir, ancak bunlar
toplam platin-DNA komplekslerinin  %5'inden azini olustururlar (19). DNA ve
okzaliplatin arasinda olusan gapraz baglantilarin yaklasik %60-65'’i zincir i¢i guanin-
guanin, %25-30’u zincir i¢i adenin-guanin baglantilaridir (20). Olusabilen capraz
badlantilar Sekil 2’de gdsterilmislerdir. Ek olarak apopitoz yolaginin aktivasonu da

aciklanan bu etki mekanizmasina katkida bulunabilir (19).

Zincir igi Zincirler arasi

(trans-RR) DACH
DNA kompleksi

Sekil 2. Zincir i¢i ve zincirler arasi olusan ¢apraz baglantilar (20,21)

Okzaliplatin fizyolojik ortamda HCO3™ (bikarbonat) ve H2PO4™ (dihidrojen fosfat)
anyonlari ile etkileserek aktif platin bilesigine donugur. Aktive olmus platin bilesigi
hdcre icine girdiginde, bir klortr iyonu bu bilegikten ayrilarak tek sulu bir klor
kompleksinin (monoaquamonokloro kompleksi) olusmasina neden olur. Bu kompleks
DNA Uzerindeki N-7 pozisyonundaki guanin ile hizli bir sekilde reaksiyona girer.

Monokloro kompleksinden bir klorun daha ayrilmasiyla ¢ift sulu kompleks olusur.
5



Okzaliplatinden ¢ift sulu kompleksin olusumu Sekil 3’te gosterilmistir. Bu olayla gegici
olarak olusan ve DNA ile tek noktadan bagl komplekslerin daha stabil iki noktadan

bagli komplekslere dénusimu gergeklesir (2).

NH,\ /ohc ”‘H:\ /C' H,c o NHs 0| wo o
Pt

/ ‘\ - SN -\.ﬁ.

NH, o-—-c NH; O T

okzaliplatin P{Cl,(DACH) [Pt(H;0)CI(DACH)]* [Pt(H,0),(DACH)]*2

Sekil 3. Okzaliplatinin aktif platin bilegiklerine donugsum sureci (2,22)

DNA ile etkilesme bolgeleri sisplatin, karboplatin ve okzaliplatin igin ayni olsa da
etkilesme kinetigi platin grubunu tasiyan ligandlarin kimyasina buyuk oranda
bagdimlidir. Okzaliplatinin DNA ile baglanmasi in vitro olarak yaklasik 15 dakika
surmektedir. Bu sure sisplatinin baglanma suresine gore daha uzundur. Bu durumun
nedeninin DACH kompleksinin N-Pt-N bagi oldugu disunulmektedir (13). Bu bag
hareketlilik acisindan sisplatin ve karboplatinin komplekslerinin bagina gore daha kisitli
bir yapiya sahiptir (2). Okzaliplatinin olusturdugu DACH-Pt kompleksi, hem sisplatinin
hem de karboplatinin olusturdugu cis-diamin-Pt kompleksinden daha hacimli bir
hidrofobik  bdlge olusturur. Bunun sonucunda okzaliplatin cis-diamino-Pt
kompleksinden daha ylksek sitotoksisite ile sonuglanan, daha etkin bir DNA sentez
inhibisyonuna neden olur (13). Ek olarak bu hacimli kompleksler ¢esitli konformasyonel
sorunlar da yaratarak DNA tamirinden sorumlu yanlis eslesme tamir (mismatch repair)
proteinlerinin bolgeye baglanip, DNA tamir mekanizmasinin baglatiimasina engel

olurlar (2).

Okzaliplatine Karsi Diren¢ Geligimi

Okzaliplatine karsi gelisen direng, okzaliplatinin hucresel etkilesimleri ile
aciklanabilmektedir. Okzaliplatin direncine neden olan ¢esitli mekanizmalar Tablo 1’de
Ozetlenmigtir. Sekil 4’te ise hucresel etkilesim bdlgeleri ve olasi direng mekanizmalari

gosterilmigtir (23).



Tablo 1. Okzaliplatin direncine neden olan ¢esitli mekanizmalar (24)

Hlicresel transport

mekanizmasinin degigsmesi ile

ATP7A/B miktarinin artmasi

OCT2 miktarinin artmasi

Na*/K* ATPaz miktarinin artmasi

ABC tasiyicilarinin (MDR) miktarinin artmasi

Detoksifikasyon yolagi ile

Hucre ici GSH miktarinin artmasi

DNA tamir mekanizmasi yolagi

ile

DNA eksizyon tamir proteinlerinin (ERCC1,
ERCC2 (XPD) ve ERCC4 (XPF) miktarinin

artmasi

DNA polimerazlarin (8, n, ¢, REV1) miktarinin

artmasi

Hiicre olim mekanizmasinin

degismesi ile

Survivin gibi endojen apopitoz inhibitorlerinin

miktarinin artmasi

Proapopitotik proteinlerin  miktarinin  (Bax)
azalmasi veya antiapopitotik proteinlerin

miktarinin artmasi (Bcl-2)

p53 tumor baskilayici proteinin mutasyonu veya

miktarinin azalmasi

Epigenetik degisiklikler ile

miR-153, -203, -143 gibi miRNA’larin miktarinin

artmasi

SRBC geni metilasyonuna (SRBC
inaktivasyonu) bagh olarak BRCA1 gibi

proteinlerin miktarinin artmasi

ATP7A ve ATP7B: P-tipi ATPaz A ve B.
OCT: Organik katyon tasiyicilari.

MDR ve MRP: Coklu ilag direncine neden olan disa atim pompalari.

GSH: Glutatyon.

ERCC1-2-4: excision repair cross-complementing group 1-2-4.

hCTR1: Bakir tasiyici kanallar.
BRCA: meme kanseri duyarlilik geni.
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Sekil 4. Okzaliplatinin hucresel etkilegimleri ve olasi direng mekanizmalari (24)

Biyotransformasyon ve Farmakokinetik Ozellikler

Okzaliplatin, cesitli reaktif platin ara maddeleri olusturmak igin hizlica
nonenzimatik biyotransformasyona ugrar. Olusan ara maddeler plazma proteinlerine
ve eritrositlere hizli ve yaygin olarak baglanir (19). Biyotransformasyon sonucu olusan

aktif ve inaktif metabolitler Sekil 5’te gosterilmektedir.



OKZALIPLATIN
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Yari maksimum inhibitoér konsantrasyonlar (ICso) HT-29 hiicre hatti igin in vitro verilerdir.

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

Okzaliplatin uygulamasindan sonra plazmadaki baglanmamigs platinin
farmakokinetigi, baslangic¢ta kisa a ve 3 dagihm fazi ve uzun bir terminal y eliminasyon
fazi ile karakterize edilir. Eliminasyonda ana yol uriner atihm (%53,8+9,1) olup, platinin
cok az miktari ise (%2,1+£1,9) fegesle atilir. Rutin kullanim dozlari olan 2 haftada bir
85mg/m? veya 3 haftada bir 130mg/m? dozlarda uygulandiginda plazmada herhangi
bir platin birikimi gbézlenmemistir. Okzaliplatin 20-180mg/m? doz araliginda doza
bagimli bir farmakokinetik gdsterir. insan karaciger mikrozomal ekstraktlari ile yapilan
okzaliplatin metabolizmasini arastirmaya yonelik calismalar, okzaliplatinin in vitro
olarak CYP450 igin bir substrat olmadigini gdstermistir (23).

Kan plazmasinin ultrafiltratindan elde edilen pik konsantrasyonu (Cmax) , egri alti
alan (AUC), u¢ eliminasyon fazi igin yarilanma émudrler (t12), sanal dagilim hacmi (Va),
klirens (Cl) gibi okzaliplatinin kritik farmakokinetik parametreleri Tablo 2'de

gosterilmisgtir.



Tablo 2. Okzaliplatinin kritik farmakokinetik parametreleri (23)

Farmakokinetik Uygulanan Doz
Parametre ve Birim 85mg/m? 130mg/m?
Cmax (Mg/mL) 0,681 £ 0,077 1,21 +£0,1
AUCwu4s (ug.salmL) 4,190 + 0,647 8,20 + 2,4
AUC(0-«) (pg.sa/mL) 4,250 + 1,180 11,90 + 4,6
{1/2-a (sa) 0,43 0,28
ti2- (sa) 16,8 16,3
t1-y (sa) 391 273
Vd (L) 349 + 132 812 + 369
cl (L/sa) 18,5 % 4,71 10,1 % 3,07

Kullanilan Kanserler ve Uygulama Sekli

Okzaliplatinin  klinikteki kullaniminda odak noktasi metastatik kolorektal
kanserdir. Bununla birlikte, ileri over kanserinin tedavisi icin birinci ve ikinci basamak
tedavi olarak okzaliplatinin kullanilabilirligi klinik ¢alismalar ile arastiriimaktadir. Ayrica
bu ilacin, non-Hodgkin lenfoma, meme kanseri, kliclk hlcreli olmayan akciger kanseri,
bas ve boyun kanseri, mezotelyoma ve skuamodz hucreli karsinom gibi diger
malignitelerdeki aktivitesi de arastiriimaktadir (19). Okzaliplatin klinikte kolorektal
kanserlerde 5-FU ve kalsiyum folinat (I6koverinin kalsiyum tuzu) ile birlikte kombine
olarak kullanilir. 5-FU bir pirimidin antagonisti olup ve okzaliplatinle birlikte sinerijist bir
etki elde etmek igin kullanilir. Kalsiyum folinat ise 5-FU ile kullanildiginda antineoplastik
aktivitenin guclendigi gorulmustar (25).

Uygulama sirasinda 0,2-0,7mg/mL arasinda bir konsantrasyona ulasmak igin
250-500mL %5’lik dekstroz ¢ozeltisi ile seyreltme yapilmalidir. Seyreltme ¢ozeltisi
olarak %0,9’luk NaCl veya diger elektrolit ¢ozeltileri kullaniimamalidir. Seyreltiimis
cOzelti 2-6 saatte intravendz inflzyon seklinde hastaya verilir. Okzaliplatin temelli

ornek bir kemoterapi rejimi olan FOLFOX4 Sekil 6’da gosterilmistir (16).

) 5-FU bolus 400mg/m? B 5-FU bolus 400mg/m?
Gun-1 Giin-2

LW 5-FU infiizyon oW 5-FU infazyon
200mg/m? 600mg/m? 200mg/m?* 600mg/m?

Okzaliplatin
85mg/m*

O.saat 2.s5aat O.saat 2.s5aat

Sekil 6. FOLFOX4 kemoterapi rejimi (16)
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Yan Etkiler

Okzaliplatin kullanimina baglh olarak gorulen klinik toksisite diger platin grubu
ilaglardan farklihk gosterir. Diger platin tarevi ilaglarda goérllen nefrotoksisite ve
hematotoksisite okzaliplatinde minimum dizeydedir (16). Okzaliplatin, vakalarin
%90’ Inda hizli bir gekilde, geri donusumli akut bir ndropatiye neden olur.
Norotoksisite, aslinda platin iceren tim antineoplastik ajanlara 6zgu bir yan etkidir.
Uclincl nesil platin bilesiklerinden okzaliplatinde bu etki genellikle tolere edilebilirken,
ornegin, tetraplatin siddetli norotoksik etkileri nedeniyle piyasadan ¢ekilmek zorunda
kalmistir. Karboplatin alan hastalarda belirgin bir nérotoksisite genellikle gézlenmez,
fakat bunun nedeni karboplatinin hematolojik toksisitesinin dozu sinirlayici etki
gostermesindendir (5).

Akut noéropatiler inflzyon sirasinda veya inflizyon sonrasinda kisa strede
ortaya ¢ikan el, ayak ve peroral bolgede parestezi ve dizestezi ile karakterizedir.
Bununla beraber daha az siklikla olsa da kimulatif distal néropatiye de sebep olabilir.
Duyusal ataksi, fonksiyonel bozukluklar, ¢ene adrisi, géz agrisi, ptozis, bacak
kramplari ve goérlusun veya sesin degisimi gibi olaylar gorilebilir (6). Kumdulatif
okzaliplatine bagli gorulen ndropatiler dort veya daha fazla siklus boyunca toplam
540mg/m? veya daha fazla doz alan tim hastalari etkiler. Geri dontisimli noropatiler
hastalarin %82'sinde 4-6 ay iginde gerilerken, %41'inde 6-8 ay iginde tamamen
iyilesme goralir (26). Okzaliplatinin neden oldugu duyusal-motor néropatinin sebebi
ana olarak hiperekzitabiliteye baghdir (6).

Okzaliplatine bagh periferal néropati ilacin duyusal, motor néronlardaki veya
kaslardaki etkisinin bir sonucu iken, kimulatif kronik distal norotoksisite dorsal kok
gangliyonlarindaki néronlarin hasarina baghdir (27).

Okzaliplatin tedavisi sirasinda néropatik yan etkilerden korumak icin hastalara
ek olarak amifostin (sitoprotektif), a-lipoik asit (antioksidan), glutatyon (antioksidan),
kalsiyum-magnezyum iyonlari (okzalat selatorl), karbamazepin, okskarbazepin,
topiramat, gabapentin (antiepileptik) gibi ilaglar noéroprotektif &zelliklerinden
faydalanmak igin verilmis ve klinik ¢alismalar gergeklestiriimistir. Ancak bu konudaki
tartismalar halen devam etmektedir (27).

Gorulen diger yan etkiler cesitli hematolojik yan etkiler, gastrointestinal
rahatsizliklar ve gesitli allerjilerdir. Hematolojik yan etkiler seyrek olarak gorulen siddeti
disuk anemi, trombositopeni, ndtropenidir. Siddetli olmadiklarindan bunlar ¢ogu
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zaman yonetilebilir olgulardir. Bulanti ve kusma diger cogu kemoterapotik ajanda da
siklikla gorulen gastrointestinal yan etkilerdir. Okzaliplatine bagli olarak gorulen bulanti
ve kusma hafif-orta siddettedir ve tedavi 6ncesi premedikasyon olarak verilen 5-
hidroksitriptamin ~ (5HT3) reseptdor antagonistleri ile kolaylikla Ustesinden
gelinebilmektedir. Okzaliplatine kargi olusabilecek alerjik reaksiyonlar, tipki bulanti ve
kusmada oldugu gibi premedikasyon olarak verilen antihistaminikler ve
glukokortikoidler ile 6nlenebilirler. 5-FU ile birlikte kullanildiklarinda bile olsa, alopesi
gorulme olasiliginin duguk olmasi ise hastalarin yasam kalitesi igin onemli bir

avantajdir (5).

Turkiye Piyasasindaki Mustahzalari

2019 yili itibariyle Turkiye'de okzaliplatin etkin maddesi iceren 32 ruhsatli
mustahzar bulunmaktadir. Bunlar 50mg/10mL, 100mg/20mL, 150mg/30mL,
200mg/40mL olacak sekilde konsantre ¢ozelti iceren veya 50mg ve 100mg liyofilize

toz iceren flakonlar halinde satisa sunulmuslardir (28).

Tablo 3. Okzaliplatinin Tiirkiye piyasasindaki mustahzarlari (28)

Miistahzar ismi Uretici Orjinal / Jenerik

Curatinox TEVA Jenerik
Eloxatin Sanofi Orjinal
Linoxa Mustafa Nevzat Jenerik
Oxaliplatin Hospira ORNA Jenerik
Oxalidem DEM ilag Jenerik
Oxalpin DEVA Jenerik
Oxatu ONKO Jenerik
Oxebewe Sandoz Jenerik
Platoxatin DEM ilag Jenerik
Ploxal KOCAK Jenerik

12



KOLOREKTAL KANSER

Kolorektal kanser, hem edinilmis genetik hem de epigenetik degisikliklerin
birikmesinden kaynaklanan, normal kalin barsak epitelinin invaziv adenokarsinoma
doénusmesiyle sonuglanan bir hastaliktir (29). Goérllen vakalarin gogunlugu rasgele
olarak, mevcut olan adenomat6z polip olarak adlandirilan lezyonlardan geligir. Kolonda
lokalize kanserlerin %54’G Dukes siniflandirmasina gore A veya B sinifindadir. Geri
kalan %46’s1 lenf nodlarina veya uzak organlara metastaz gosterir ve C veya D sinifi
olarak degerlendirilir. Dukes siniflandirmasina gére A veya B sinifindaki hastalarin
%75-90 gibi yuksek bir kismi uzun sureli sag kalim oranina sahiptir. Bu oran lenf nodu
yayillimi olan C sinifindaki hastalarda %40-50 arasindadir. Metastazik hastaliga sahip
olan D sinifi hastalar ortalama olarak sadece 1 sene hayatta kalabilirler. Bu gruptaki
hastalarin sadece %4 gibi dusuk bir kismi 5 yil hayatta kalabilmektedir (30).

Metastatik kolorektal kanserde setuksimab ve panitumumab gibi biyolojik
ajanlarla kombine edilen floropirimidin arti okzaliplatin veya irinotekan bazli goklu

kemoterapi tedavide altin standarttir (31).

Epidemiyoloji

Kolorektal kanser dinya ¢apinda en sik gorulen doérdincu kanser tipi olup,
kanserden 6lum nedenleri arasinda ikinci siradadir (31,32). Dunyanin farkli yerlerinde
kolorektal kanserin goérilme yayginhigi farklihk géstermektedir. Ornegin kuzey Amerika,
kuzey, guney ve bati Avrupa Ulkeleri, Avustralya ve Yeni Zelanda’yl kapsayan gelismis
ulkelerde gorulen tum kanser vakalarinin %12,6’sin1 olustururken, diinyanin geri kalan
bdlgelerinde ayni oran yaklasik %7,8’dir. Kolorektal kanser kadin ve erkekleri esit
oranda etkilemektedir (32). Bazi epidemiyolojik ¢alismalar, sigara icmek, asiri alkol
tuketimi, yag orani yuksek veya lif orani disuk gidalarla beslenmenin kolon kanserine
yakalanma riskini artirdigi gostermistir (33). Hastaligin gérulme sikligi etnik ve irksal
farklliklardan gok cevresel etkenlere baglilik gdstermektedir. Ornegin yapilan bir
calismada Amerika’ya go¢ etmis Japonlar'da kolorektal kanser gorilme sikliginin
Japonya’'da yasayanlardan 3-4 kat fazla oldugu goérulmustir. Bu durum beslenme
aliskanliklarinin ve gunlik yasam rutinlerinin hastaligin gértilmesinde kritik dneme

sahip oldugunu gostermektedir (32).
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Patogenez

Kolorektal kanserin patogenezi ¢ok karmasik ve cgesitlidir. Bazilar diyet ve
yasam tarziyla ilgili olan birgcok faktorden etkilenirken, digerleri genetik yatkinlikla
iligkilidir. Crohn hastaligi veya JUlseratif kolit gibi kronik enflamatuar barsak
hastaliklarinin olmasi diger bir risk faktoraduar (33,34).

Kolorektal kanserlerin gogu 6nceden var olan adenomat6z poliplerde veya
adenomlarda ortaya ¢ikar (Sekil 7). Bu lezyonlar oldukg¢a yaygin olup, semptomsuz
populasyonlarda gercek insidansi belitmek zordur. Ancak otopsi c¢alismalarinda
Avrupa ve ABD'de yaklasik %35, Asya ve Afrika'da ise %10-15 oraninda gorulduguna
gOstermistir. Adenomlar histolojik yapilarina gore tubuler, tubulovilléz veya vill6z olarak
siniflandinlir. En yliksek malignite riski villoz adenomlarda goértlmektedir. Adenomatéz

poliplerin yaklasik olarak %5’i 5-10 yil igerisinde malign bir yapiya dénismektedir (35).

—_— — — —
Marrmal r'u_“IEei;tif Tubuler Yilldiz Metastazik
epitel H epitel adenom adenom kanser

Sekil 7. Kolorektal kanserin olugsum evreleri (36)

Kalitsal Yatkinhk

Kolorektal kanserde iki ana kalitsal yatkinlik durumu vardir. Bunlar ailevi
adenomat6z polipozis (FAP) ve ayni zamanda Lynch sendromu olarak da bilinen
kalitsal non-polipozik kolorektal kanserdir (HNPCC). FAP HNPCC’den daha seyrek
gOralur. Gorulen vakalarin ¢ogunlugunu olusturan diger klinik vakalar ise sporadik

(duzensiz) kolorektal kanser olarak isimlendirilir (37).

a) Adenomatoz polipozis (FAP): FAP, bireyin kolonunda 20 ila 30’lu yaslari
boyunca ¢oklu adenomat6z poliplerin olusmasi sonucu gorulen otozomal
dominant bir hastaliktir. Olusan polipler histolojik olarak sporadik kolorektal
kanserlerle ayni yapiya sahiptir. Tekil olarak her birinin ayri ayri malign

14



transformasyon riski az olsa da, bazi hastalarda binlerce adete ulasabilen
polipler kolorektal kanser ihtimalinin 40'h yaglara gelindignde neredeyse

%100 olacagi anlamina gelir (35).

b) Kalitsal non-polipozik kolorektal kanseri (HNPCC): HNPCC, FAP'ta
gorulenin aksine polipozisden yoksun olarak kolorektal kansere otozomal
dominant yatkinlik anlamina gelir. HNPCC’nin kolorektal kanser vakalarinin
yaklasik %6'sini olusturdugu dusinulmektedir. HNPCC'nin klinik &zellikleri
diger timorlerle (endometriyum, over, hepatobiliyer sistem, deri) oldukga
iligkilidir. Ornegin, hastalarin %50-80'inde endometriyal kanser gorulir.
HNPCC tipi kolon kanserleri i¢cin prognoz sporadik kolon kanserinden
genellikle daha iyidir (35).

c) Sporadik (duzensiz) kolorektal kanser: Sporadik kolorektal kanserin, bir
hidcrenin tam malign transformasyona maruz kalmasi igin onkogenlerin
mutasyonel aktivasyonu veya tumor baskilayici genlerin etkisizlegstiriimesi
dahil olmak Uzere dort veya bes hucresel kusurun bir araya gelmesi ile

olustugu dusunulmektedir (35).

Kolorektal Kanserde Molekiiler Yolaklar

Tamorler eskiden gesitli klinik veya patolojik 6zelliklerine gére siniflandirilirlardi.
Ancak gunumuzde imkanlar timdrlerin molekuler 6zelliklerine gore siniflandiriimasini
mumkun  kilmaktadir. Molekller yolaklarin aydinlatiimasi, tumoérin olusma
mekanizmasinin daha iyi anlasiimasini sagladigindan olduk¢a 6nemlidir (38).
Kolorektal kanserlerin buyik cogunlugu kromozomal veya mikrosatelit sorunlari, DNA
metilasyon anormalitesi, histon modifikasyonlari, p53, KRAS ve (-katenin gibi hiicresel

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

a) Kromozomal sorunlar: Kromozomal sorunlar en yaygin gorulen ve bunun
sonucu olarak en iyi karakterize edilmis kolorektal kanser yolagidir. Mitozu
kontrol eden protein veya genlerde bir mutasyon olugmasi sonucunda
kromozomal dengesizlikler meydana gelir (33). Mutasyonlar sonucunda

tumor baskilayici genlerin miktarinda azalma ve onkogenlerin sayisinda
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b)

artis meydana gelir (38). FAP’ta gorulen tumor baskilayici bir gen olan APC

geninin mutasyonu buna bir 6rnek olarak gosterilebilir (33).

Mikrosatelit sorunlari: Mikrosatelit dengesizligi, mikrosatelit denilen kisa
nukleotit tekrar dizilerinin uzunluklarinin degismesine verilen isimdir. Bu
durum cesitli tumor baskilayici genlerin kodlanmasinda mutasyonlara neden
olur (38). Mikrosatelit sorunlarinin arkasinda yatan neden DNA yanlis
eslesme tamir sistemindeki (mismatch repair system) sorunlardir. Sporadik
kolorektal kanserlerin yaklasik %15’inde ve HNPCC’lerin ise %95’inden

fazlasinda mikrosatelit sorunlari gérilmektedir (33).

Anormal DNA metilasyonu: DNA metilasyonu, bir metil grubunun DNA
metiltransferazlar tarafindan sitozinin 5' pozisyonuna enzimatik olaraj
eklenmesini ifade eder. Sitozin-guanin dinukleoctitleri (CpG) CpG adalari
haricinde normal memeli hicrelerinde metillenmis halde bulunur. CpG
adalari, genlerin %60-70'inin promotor bolgesiyle ortlisur ve metilasyondan
korunma egilimindedir (29). Kolon kanser hucrelerinde DNA genelinde bir
hipometilasyon bunun yaninda CpG adalarinda ise hipermetilasyon goéralur.
DNA'da gorulen bu metilasyon anomalisi tumor baskilayici genlerin
susturulmasina neden olup kanser olusumuna olanak saglar (39). Kolorektal
kanserlerin yaklasik %20’sinde anormal DNA metilasyonu goéralir (29).

Anormal DNA metilasyonu tipleri Sekil 8'de gdsterilmistir.

Tamédr baskilayic DMA tamir genleri
genlerin inaktivasyonu inaktivasyonu
CpG hipermetilasyonu  «™ " oy oM
/ ‘JI W
Normal DNA metilasyonu / “\_V/\ N @ = metillenmis
. w = metillenmenmis

DNA hipometilasyonu  s™ oy oM

Onkogenlerin Kromozomal

aktivasyonu sorunlar

Sekil 8. Anormal DNA metilasyon tipleri (40)
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d)

Histon modifikasyonu: Histon proteinleri DNA paketleme Uniteleri ve
transkripsiyon regulatorleri olarak iglev gorur. Histonlardaki fosforilasyon,
asetilasyon, metilasyon gibi kimyasal degisiklikler (Sekil 9) genlerin ifade
edilmesini  etkiler. Anormal DNA metilasyonu ile birlikte histon

modifikasyonlari timor baskilayici genlerin susturulmasinda rol oynar (39).

metillenmisg
sitozin sitozin
I\ﬁ DNA metil Oi\ﬁ k}ywié
Fnstenm: o DNA metilasyonu
5 (‘pG ¥ Histon agilasyonu
¥-GpC-¥ J /) \j}

= transkripsiyon

Sekil 9. Metillenmis ve asetillenmis histon yapisi (40)

Diger hiicresel molekiil mutasyonlari: KRAS hicre sinyalizasyonunda
anahtar olarak iglev goren bir gen olup, normal olarak ¢alistiginda, htcre
¢ogalmasini kontrol eder. Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolunu
etkinlegtirmek icin BRAF'a sinyal gonderir (Sekil 10) (29). Kolorektal
kanserlerin yaklasik olarak %36’sinda KRAS, %10'unda ise BRAF
genlerinde mutasyon gorulur (41). Mutasyonlar MAPK sinyal yolaginin
anormal sekilde aktive olmasina ve hucre proliferasyonuna neden olur,

apopitozu baskilar (29).

Hiicre digi . RSN Sitozol

Sekil 10. Hiicre sinyalizasyonunda KRAS ve BRAF yolaklar (42)
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Kolorektal kanserde iglerinde p53’inde bulundugu birgok genin silinmesi veya
susturulmasina ek olarak matriks metalloproteinazlardaki (MMP) degisiklikler de
poliplerin olusmasina katki saglar. MMP’ler genellikle proteoglikanlari ve matriks
glikoproteinlerini yikarak ekstraseluler matriksin yeniden bigimlendiriimesini saglarlar.
Bu olay doku buyumesi igin son derece normal bir durumken, kanser olusum surecinde
ekstraselller matriksin kontrolsiz yikimi kanser hucresi icin avantaj saglar. Bu
nedenle, MMP'lerin asiri sentezi, kanser hicresinin ¢ogalip metastaz yapabildigi
surecin bir parcasi olabilir (Sekil 11). MMP-2 (jelatinaz-A), MMP-7 (matrilisin) ve MMP-
9 (jelatinaz-B) kolorektal kanserlerle en iligkili MMP’lerdir (43).

e ——— ]
normal mukoza

N\

TT hihAP-7 -

adenoms

T MMP-2 =
mP-9 & karsinoma

Sekil 11. Kolon kanserinde MMP’lerin rolu (43)

Ozellikle kronik enflamatuar barsak hastaliklarinda yapisal olarak aktive olmus
NF-kB yolaginin bu hastalarda kolorektal kanserin de gorulme riskini artirdigi
gOsterilmigtir. NF-kB aktivasyonu anti-apopitotik proteinlerin miktarinin artmasina
neden olarak hiucresel donusumu tetikleyebilir, proliferasyona aracilik edebilir veya

malign hicrelerin ortadan kaldiriimasini 6nleyebilir (44).

Erken Tanilama ve Korunma Yoéntemleri

Tam kanser turlerinde oldugu gibi kolon kanserinde de hastalik gergeklestiginde
ne kadar erken bir patolojik asamada tespit edilirse iyilesme olasiligi o kadar
artmaktadir. Erken tani icin yapilan taramalar gergevesinde periyodik olarak fegeste
gizli kan aranmasi, esnek sigmoidoskopi, kolonoskopi gibi testler yapilmalidir. Yapilan
calismalar, rutin tarama testleri yapilan insanlarda kolon kanserinden 6lim oranlarinin
%15-33 daha dusuk oldugunu gostermigtir (36).

Diyetle alinan besinler barsak mikrobiyotasi tarafindan metabolize edilerek

kolon kanserine karsi koruyucu veya onu tetikleyici zararli metabolitlere donusurler. Lif
18



icerigi dusuk, yag ve seker orani yuksek beslenmenin hem barsak mikrobiyotasinin
cesitliligini dusurdugu hem de tehlikeli metabolitlerin olusmasina neden olduguna dair
kanitlarin sayisi giderek artmaktadir. Bu durum kolon kanseri riskinin artmasina neden
olmaktadir (34). Beslenme aligkanliklarinin ve gunlik yasam rutinlerinin degistiriimesi
kolon kanserine karsi alinabilecek ilk ve en basit dnlemlerdir (32).

Kolorektal kansere bagl 6lum oraninin dasurilmesine alternatif bir yaklasim ise,
neoplazmlarin kalin bagirsakta gelismesini engelleyebilecek gesitli oral ajanlarin uzun
sureli kullanimidir. Bu amagcla kullanilabilen ilaclar ve olasi etki mekanizmalari Tablo

4’te 6zetlenmistir (36).

Tablo 4. Kalin barsakta neoplazm olusumunu engelleyebilen ilaglar (36)

llaglar Etki Mekanizmasi

Non-steroidal Kolon kanseri hucrelerinde artig gosteren siklooksijenaz

antienflamatuar ilaclar  (COX) enzimlerini inhibe eder

Folik asit Hucre ici folat miktarini ylkseltir

Kalsiyum Safra tuzlarina ve yag asitlerine baglanir

Ostro Ikincil safra tuzu sentezini azaltir, insilin benzeri biyime
strojen
) faktora (IGF-1) Uretimini azaltir, kolorektal epitele etki eder

Tedavi Segenekleri

Yillarca kolorektal kanserli hastalar icin ana tedavi segenegi 5-FU ve
|6koverindi. Bu segenek ancak %20 gibi duglk bir cevap oranini ve 6 aylik kisa bir sag
kalim suresini mumkun kilmaktaydi. 1990°h yillarin sonlarina dogru okzaliplatin ve
irinotekanin kolon kanserinde aktiviteye sahip oldugu goéruldd. Her ilacin 5-FU ile
birlikte kullaniimasiyla sagkalim suresinin 24 aya kadar ¢ikmasi mumkun olmustur
(45). Metastatik kolorektal kanser tedavisi son yillarda dnemli degisiklikler gegirmistir.
Molekuler biyolojik yolaklarin daha iyi anlasilmasi sonucunda, modern biyolojik
ilaglarin da tedaviye girmesiyle hayatta kalma suresi 30 aya kadar artmistir. Genel
olarak birinci basamak tedavi secimi, ilacin tolere edilebilirliginin yani sira hastanin
yasina, eslik eden diger hastaliklara ve tercihlere bagh olarak degismektedir (46).
Ayrica hastanin sahip oldugu KRAS, BRAF gen mutasyonlari, DNA yanlis eslesme
tamir sistemi hatalari, anormal DNA metilasyonlari gibi genetik ve epigenetik durumlar,

uygulanacak tedavi seklini belirlemede 6nemlidir (47).
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Gerektiginde cerrahi mudahale ve radyoterapi ile birlegtiginde kemoterapi,
metastatik kolorektal kanser tedavisinin bel kemigi ve sagkalimi arttirmanin tek
aracidir. Tedavi, uzun yillardir kiiguk bir iyilesme umuduyla, hastanin kalan yasaminin
suresini, kalitesini arttirmayi hedeflemis ve palyatif olarak kabul edilmistir (48,49).
Bununla birlikte, bu timorlerin farkli anatomik konumlari, farkli terapotik yaklagimlari
zorunlu kilar. Ornegin rektal bélgedeki kanserlerde, daha karmagik bir ameliyat
prosedurd vardir, MR sonuglarina ve klinik asamaya bagl olarak daha farkl adjuvan
kemo/radyoterapi kullaniimasi gerekir (50).

Kolorektal kanserlerde siklikla kullaniimakta olan ila¢ etkin maddeleri, bunlarin

etki mekanizmalari ve kullanilis yollari Tablo 5’te kisaca 6zetlenmistir.

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

Etkin Madde Etki Mekanizmasi Kullanihig FDA Onayi
5-FU Timidilat sentaz inhibisyonu V. 1962
Lokoverin 5-FU etkinligini artirir V. 1982
Irinotekan DNA topoizomeraz-1 inhibisyonu LV. 1996
Kapesitabin 5-FU o6n ilaci Oral 1998
Okzaliplatin DNA’da capraz baglanmalar V. 2002
Bevasizumab Anjiyogenez inhibisyonu V. 2004
Setuksimab EGF reseptor antagonisti V. 2004
Panitimumab EGF reseptor antagonisti V. 2006
Regorafenib Anjiyogenez inhibisyonu Oral 2012
Aflibersept Anjiyogenez inhibisyonu V. 2012
Ramusirumab Anjiyogenez inhibisyonu V. 2015

Trifluridin/Tipirasil Timidilat sentaz inhibitoru /

(TAS102) Timidin fosforilaz inhibitori oral 2015

Kolon kanseri tedavisinde kullanilan c¢esitli monoklonal antikorlarin etki

mekanizmalari Sekil 12’de gosterilmistir.
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Sekil 12. Kolon kanserinde kullanilan monoklonal antikorlar (51,52)

Kolorektal kanser tedavisi gunumuzde birden fazla ilacin kullanildigr kurler
seklinde yapilir. Bunlar Sekil 13’'te kisaca 6zetlenmistir. Eski sitotoksik ajanlar
genellikle ikili ve tgli kombinasyonlar halinde kullanilir. 5-FU/I6koverin ve okzaliplatin
(FOLFOX), 5-FU/Iokoverin ve irinotekan (FOLFIRI), kapesitabin ve okzaliplatin
(CAPOX), 5-FU/Iokoverin, okzaliplatin ve irinotekan (FOLFOXIRI) en sik kullanilan ikili
veya uclu kemoterapi rejimleridir. Bu ikili ve Uclu rejimlerin yanina ¢esitli yeni nesil
monoklonal antikorlar eklenerek tedaviye alinan yanit ve sagkalim siresi artiriimaya
cahsilhr (51,53,54).

Metastatik

Kolorektal

FOLFOX f FOLFIRI Kanser
FOLFOXIRI FOLFOXIRI

+
bevasizumab

+
bevasizumab

RAS normal

QLFOX / FOLFIRI anti-EGFR =
+ getuksimab / ERAF velveya MEK
panitumumak inhibitord +/-
alternatif ciftli sitotoksik ajan
kemoterapi +
biyolojik ilac

regorafenity,
trifluridin / tipirasil
veya kinik calizma

Sekil 13. Kolorektal kanser tipine baglh olarak tedavi yaklagimlari (55)
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Ulkemizdeki medikal onkologlarla yapilan anket tipi bir calismada cesitli tipteki

kolon kanserlerinde ilk sira tedavi olarak kullanilan ilaglar Sekil 14’te gosterilmistir (56).
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Sekil 14. Ulkemizde medikal onkologlarca tercih edilen ilk sira tedaviler (56)

Pembrolizumab, nivolumab, ipilimumab, atezolizumab, kobimetinib, trametinib,
palbosiklib, vemurafenib, darafenib, entrektinib gibi cok sayida farkl etkin maddenin
kolorektal kanserdeki etkinliklerinin arastirildigi, faz Il veya faz Ill klinik aragtirmalar
diinya ¢apinda devam etmektedir. ilerleyen yillarda, bu hastaligin tedavisinde yeni

ilaclarin kullanima girmesi sasirtici olmayacaktir (57).

DENDRIMERLER

Tanim ve Ozellikler

Dendrimerler, kiguk bir molekul veya dogrusal bir polimer ¢ekirdegi etrafina
yerlestiriimis, simetrik dallanma birimleri iceren monodispers makromolekullerdir.
Sentezleri siki sekilde kontrol altinda tutularak, duzenli araliklarla yerlestirilen ¢ok
sayida i¢ ve dis fonksiyonel gruplara sahip, oldukga simetrik polimerlerdir (58).

Dendrimer kavrami Yunanca dendron (agag) ve meros (bolim, birim)
kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusmus bir kavramdir. Bu tip molekuller kendilerini
tekrar eden yapilarindan 6tirt daha dnceden kaskat molekdulleri olarak isimlendirilse
de agac benzeri yapilarindan dolayi dendrimer terimi genis kitlelerce kabul gormustur
(59). Latince aga¢ anlamina gelen arborol terimi de dendrimer kadar yaygin olmasa
da kullaniimaktadir. Dendrimer tek bir kimyasal bilesigin adi olmayip molekulin

yapisini belirtmektedir. Bununla birlikte dendrimerler sabit bir sekile sahip olmayip,
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sekilleri moleklile veya molekulin icinde bulundugu ortama goére degiskenlik
gOstermektedir (60).

Bu ¢ok dalli molekdller ilk olarak 1970’lerin sonu 1980’lerin baginda Fritz Vogtle,
Donald Tomalia ve George R. Newkome tarafindan yaklasik zamanlarda fakat
birbirlerinden bagimsiz olarak kesfedilmislerdir (60). Dendrimerlerden dnce polimerik
yapilarin makromolekuler mimarileri dogrusal, capraz bagli ve dallanmis olmak Uzere
ug farkl sekilde siniflandiriimaktaydi (Sekil 15). Dendrimerler bu ¢ yapidan tamamen

farkh yeni bir mimariye sahip polimerlerdir (61).

rasgele duzenli

dallanmis dallanmis dendron  dendrimer

lineer ¢apraz bagl dallanmig

Sekil 15. Cesitli tipte polimerik yapilar (61)
Dendrimerlerin ve klasik lineer polimerlerin gesitli 6zellikleri Tablo 6’da kiyaslanmistir.

Tablo 6. Dendrimerlerin ve klasik diiz zincirli polimerlerin 6zellikleri (62)

Ozellik Dendrimer Lineer Polimer
Yapi siki gevsek
Sekil kiuresel diz
Mimari dazenli dizensiz
Sentez kademeli tek basamakl
Kristal Yapisi amorf kristal / yari kristal
Polar Cozunurluk yuksek dusuk
Apolar Coziinurlik yuksek dusuk
Sikistirilabilirlik dusuk yuksek

Dendrimerlerin klasik polimerlere gore ¢esgitli avantajlari bulunmaktadir. Molekul
agirliklari aralik olarak ifade edilen ¢ogu lineer polimerin aksine, dendrimerler tek bir

molekul agirhdinda monodispers yapilardir. Benzer molekul agirlikli lineer polimerler
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ile karsilastirildiklarinda oldukga dusuk i¢sel viskoziteye sahiptirler. Duz polimerler ile
kiyaslandiklarinda en 6nemli 6zelliklerinden biri de i¢ kisimda bosluklu alanlara dis

kisimda ise daha siki bir kabuk yapisina sahip olmalaridir (63,64).

Lineer polimerlerin aksine dendrimerlerin buyUmesi matematiksel olarak
sinirhdir. Bir dendrimerin buyumesi sirasinda, monomer birimlerinin sayisi uretimle
katlanarak artarken, dendrimer igin mevcut hacim sadece yarigapinin ktuipuyle orantili
olarak artar. Bu fiziksel sinirlamanin bir sonucu olarak, dendritik molekdller, nesil
arttikca daha kuresel bir hal alirlar. Belirli bir noktaya gelindiginde ise “De Gennes” siki
yapisi olarak bilinen sterik limite ulasilir. Bu noktanin Uzerinde dendrimer ancak

dizensiz olarak ve yapisal hatalarla bUytyebilirler (64).

Yapi

Birbirlerinden ¢ok farkli yapi ve 6zelliklere sahip olsalar da tim dendrimerler
yapisal olarak bir c¢ekirdede, birbirini tekrarlayarak devam eden i¢ katmanlara ve
fonksiyonel ylzey gruplarina sahiptirler (62). Merkezi ¢ekirdege kovalent olarak
baglanmis tekrarlanan birimler nesil (jenerasyon) olarak adlandirilan bir dizi radyal
homojen katman olusturur (65). Nesilleri arttikca dendrimerlerin u¢ gruplar Ussel
olarak artis goOsterir. Bu artisa bagli olarak dendrimerlerin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin belirlenmesinde ug¢ gruplar baskin hale gelir (64). Dendrimerlerin genel

yapisi Sekil 16’da gosterilmistir.

gekirdek ~_ (_gallar arast-bogluklar
. GO ¥ "
nesiller 631 e |
(jenerasyon) a3 » ST .
G4 [
’ o V“JJ“
L
P

ylizey gruplari A tekrarlanan dallar

Sekil 16. Dendrimerin temel yapilar (62)

Dendrimerlerin yapisi kimyasal yapi disinda iginde bulundugu ortamin pH,
polarite, tuz konsantrasyonu, sicaklik gibi ézelliklerine bagh olarak da degiskenlik

gOsterir. Normal olarak dendrimerlerin yuzey gruplari iyi cozundukleri ortamlarda diga
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yonelmis sekilde (uzatilmis konformasyon) bulunur. Bu durum dendrimerin az yogun,
bosluklu bir gekirdege ve yogun ug bdlgelerine sahip olmasina neden olur. lyi
¢ozinmedikleri ortamda ise dendrimer dallari geriye doguru katlanir, yogun bir
cekirdek ve az yogunluklu ug bolgeleri olusur (66). Bu iki farkli konformasyon Sekil

17’de gosterilmistir.

iyi gézlicu ortam kéta ¢ézucu ortam

uzatiimis konformasyon geri katlanmis konformasyon

Sekil 17. Farkh ¢oziinurlikteki ortamlarda dendrimerin konformasyonu (66)

Poliamidoamin (PAMAM), polipropilenimin (PPI), poli-L-lizin  (PLL), tekto
dendrimerler, amfifiik dendrimerler, parcalanabilir (biyobozunur) dendrimerler,
asimetrik fiyonk tipi (janus tipi) dendrimerler, kiral dendrimerler, glukodendrimerler gibi
cok farkl yapiya sahip dendrimerler mevcuttur. Bunlar mevcut dendrimerlerin sadece
bir kismini olugturmakta olup c¢ekirdek, tekrarlanan Unite ve yuzey gruplarinin farkli
yapilarla degistiriimesiyle c¢ok cesitli dendrimerlerin sentezlenmesi mumkundar
(61,65,67,68). Sekil 18'de soldan saga PAMAM, PPI, PLL, tekto ve asimetrik tipte
dendrimerler gosterilmektedir.

Sekil 18. Farkli yapilara sahip dendrimerle (61,65,67,68)
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PAMAM ve PPI tipi dendrimerler 2" yiizey grubuna (2"*1)-2 adet tersiyer i¢
amin grubuna sahiptirler (69). Yuzey gruplarinin sayisi artan her nesille ikiye
katlanirken, dendrimerlerin boyutlari da yaklasik olarak 1nm artis gdosterir (70). Artan
nesillere gore PAMAM dendrimerlerin molekul agirliklari, yizey amin grubu sayisi ve

boyutlari Tablo 7°de ve Sekil 19°da gosterilmigtir.

Tablo 7. Cesitli PAMAM dendrimerlerin molekiil agirhgi ve NH2 grubu sayisi (71)

Dendrimer Nesli Molekiil Agirhgi NH2 Grubu Sayisi
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

< 40A > 53A
G4 G5 G6

Sekil 19. G4-G7 arasi dendrimerlerin molekiil yapilari ve boyutlar (71)

Dendrimerlerin Sentezi
ilk sentezlenen dendrimerler PAMAM tipi dendrimerler olup iraksak (divergent)

metot ile sentezlenmislerdir. Daha sonra Hawker ve Fréchet tarafindan alternatif bir
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metot olarak yakinsak (convergent) metot gelistirilmistir (62). Bu iki metod Sekil 20’de
gosterilmigtir. Dendrimerlerin bunlarin digsinda sentez yontemleri bulunsa da (“click” ve

“lego” kimyasi gibi) ginimuizde en sik kullanilan yontemler bunlardir (60,61).

Iraksak metot

Iraksak metotta dendrimer ¢ekirdek yapi Gzerine dendrimer dallarini olusturan
tekrarli Gnitelerin eklenmesiyle sentezlenir (72). Bu yontemle dendrimer sterik engelle
karsilasana kadar basamak basamak sentezlenebilir. Géreceli olarak kolay bir yontem
olmasina ragmen, baglanma reaksiyonunun tam olarak tamamlanamamasi bu metotta
karsilasilabilecek énemli bir sorundur (73). Bu durumda yapisal hatalar olusacak ve
bunlar her nesilde katlanarak devam edecektir. Yapisal olarak ¢gok benzer olduklari igin
bu yan Urlnleri ayristirmak ise her zaman mimkin olmamaktadir. Ozellikle yiksek

nesilli dendrimerlerde bu yapisal hatalara daha sik rastlanmaktadir (59).

Yakinsak metot

Yakinsak metotta oncelikle tekrarli Gniteler birbirine baglanarak dendrimerin ana
yapilari (dendronlar) elde edilir. Daha sonra ortama dendrimerin ¢ekirdegi eklenerek
butin yapilar bu ¢ekirdek Uzerinde bir araya getirilir (72). Bu metodun avantaji her
reaksiyon basamaginda dendronlar ayri ayri sentezlendiklerinden, hatali olanlarin jel
gecirgenlik kromatografisi gibi ¢esitli saflastirma yontemleriyle ayriimasinin daha kolay
olmasidir (59).

yvakinsak metot

iraksak metot
" e fj.ig . ;}%

Sekil 20. Dendrimer sentez metotlarindan yakinsak ve iraksak metot (74)
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Dendrimer ilag Etkilesimleri

Dendrimerler ilaglarla gesitli sekillerde etkilesebilirler. Bu etkilesimleri fiziksel ve
kimyasal olarak siniflandirmak mumkuindur (Sekil 21).

Fiziksel etkilesimler etkin maddenin dendrimer dallari arasina veya ug
gruplarina kovalent olmayan baglarla baglanmasidir. Bu tipte fiziksel komplekslerin
olusumunda elektrostatik baglar, hidrojen baglari veya hidrofobik etkilesimler rol oynar
(62). Dendrimer komplekslerini konak-misafir etkilesimi (host-guest interaction) ile
aciklamak mumkundur. Misafir molekulin biyolojik gevre ile etkilesimi konak dendrimer
araciligi ile gergeklestirilir. Dendrimerin i¢ ve dis fonksiyonel gruplarinin istenen sekilde
tasarlanmasiyla konagin biyolojik gevre ile olan etkilesimi de duzenlenebilir. Konak-
misafir etkilesimi misafir molekulin dzelliklerini degistirmek icin kullanilabilir. Ornegin
inorganik bir madde organikmis gibi, katyonik bir madde anyonik veya notralmis gibi,
lipofilik bir madde de hidrofilikmis gibi 6zellik gosterebilir (58).

Kimyasal etkilesimlerde ise dendrimerin yuzey gruplari ile ilag molekulu
arasinda kovalent baglar kurulur. ilaglarin dendrimerler ile konjugasyonunda ester,
amit, karbamat, peptit, acil hidrazon, sis-akonitil ve disulfit képruleri gibi baglantilar
kullanilir. ilag dendrimer konjugatlarinin dayaniklihgi kullanilan baglanti tipine gére
degiskenlik gosterir (62,67). Terapotik ajanlarin  kimyasal baglar vasitasiyla
dendrimerlere konjugasyonu, kontrollu ila¢ salimini mumkun kilsa da, her ila¢g molekulu
kimyasal konjugasyon icin uygun reaktif bolgelere sahip dedildir. Dahasi, asiri ilag
konjugasyonu, artan polidispersite veya ¢ozunurlik problemleri gibi etkin maddenin

veya dendrimerin 6zelliklerinde istenmeyen degisikliklere neden olabilir (74).

ilag

elekirostatik baglar
hidrojen baglari
hidrofobik etkilesimler

ilag

elektrostatik baglar
kovalent badglar

Sekil 21. Dendrimer ve ilaglar arasinda kurulan gesitli baglar ve etkilesimler (62)
28



llaglarin hidrofobik veya elektrostatik etkilesimler yoluyla komplekslestiriimesi,
ilaglarin kimyasal butunliguna ve farmakolojik 6zelliklerini korurken, ilaglarin kimyasal
baglar yoluyla dendrimerlerin yuzey gruplarina kovalent olarak baglanmasi, ilag
saliniminin daha etkin bir sekilde kontrol edilmesini sadlar. Bu nedenle kovalent
konjugasyon pasif veya aktif ilag hedeflemesi i¢cin daha uygundur (75).

Jansen ve ark. (76) PPI dendrimerlerde dendritik kutu (dendritic box) kavramini
ortaya atmislardir. Bu yapi sentez islemi sirasinda, dendrimer bosluklari icerisindeki
konuk molekullerin yogun yuzey gruplari ile gevrelenmesiyle elde edilir. Uzun sureli
Isitma, ¢dzucu ekstraksiyonu veya sonikasyondan sonra bile dendrimer disina ¢ikisin
engellendigi gérulmustur. Benzer bir mantikla dendrimerlerin yogun yuzey gruplarinin
salimi engelledigi bir baska yapi Esfand ve ark. (77) tarafindan geligtirilen
Dendrilock™tir (69). Bu vyapilar enkapsiile edilen maddenin givenli sekilde

degismeden saklanmasini saglamaktadirlar.

Dendrimerlerin Viicuttaki Dagilhimlan

Yuzey yuku, dendrimerlerin biyolojik dagilimini buyudk ol¢ude etkilemektedir.
Biyolojik pH degerlerinde PAMAM dendrimerler primer amin uglarinin
protonlanmasindan dolay! genel olarak pozitif bir ylzey yukine sahiptirler. Asetile
edilmig uca sahip ester uclu dendrimerler ise nétrale yakin bir ylizey yukune sahiptirler
(58). Notr, zayif anyonik, amfifilik, zayif hidrofobik dendrimerler daha uzun dolasim
suresine ve yarilanma émrine sahiptirler (78).

Dendrimer boyutunun (neslinin) artmasi genellikle dolasim suresinin de
artmasina neden olur. Boyutun 10nm Uzerine ¢ikmasi veya uygun olmayan yluzey
gruplar (6rnegin hidrofobik) dendrimerlerin mononukleer fagositik sistem tarafindan
taninip kandan uzaklastiriimasina neden olur (79).

intravendz enjeksiyon sonrasi amin sonlu, katyonik PAMAM dendrimerlerin
neredeyse tamami (%98) 1 saat icinde dolasimdan uzaklastrilir. Bu durum katyonik
dendrimerlerin dogrudan ila¢ tasiyici sistem olarak kullaniimasini kisitlayan bir
Ozelliktir (65). Katyonik dendrimerlerin yuksek nesilli olanlari karaciger, dalak ve
pankreasta toplanirken dusuk nesilli olanlar bdbreklerde toplanir (78,79).

Anyonik ve noétral dendrimerler karaciger, bobrek, akciger ve kanda dagilim
gosterirler. Kuguk yapili olanlar hizla idrarla atilirken, daha buyuk olanlar renal
filtrasyondan kaginarak daha uzun sure dolasimda kalirlar (78). Karboksil ylizey gruplu
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turevlerinde 1 saat icinde dolagimdan uzaklastiriima orani %40 civarindadir (65). Hafif
pozitif veya hafif negatif yakla 10-100nm boyutundaki dendrimerler artan gegirgenlik

ve alikonma (EPR) etkisiyle tim&r dokularinda birikirler (78).

Dendrimerlerin Toksisiteleri

Dendrimerlerin toksisitesini belirleyen temel 6zellik ylzey yukudur. Yiuzeyinde
amin grubu bulunan katyonik dendrimerler, yuzeyinde karboksil grubu bulunan anyonik
dendrimerler veya yuzeyinde hidroksil grubu bulunan no6tral dendrimerler
kiyaslandiginda hucre igi alimlarinin ve toksisitelerinin daha yuksek oldugu
gorulmustir (80). Bunun sebebi katyonik yapili uglarin negatif yukla hicre
membraniyla etkilesime girmesi ve membrani destabilize etmesidir (Sekil 22) (81).
Yarim nesilli karboksilli asit sonlanimli PAMAM dendrimerlerde sitotoksisite gozardi
edilebilecek duzeydedir (82). Katyonik, anyonik ve nétr dendrimerler arasinda en az
toksisite notr yapili dendrimerlerde gorulmustir. Yuksek nesilli dendrimerler diusuk

nesillilere goére daha toksiktir (83).
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Sekil 22. Katyonik dendrimerlerin hiicre membranlari lizerindeki toksisitesi (84)

Modifiye edilmis dendrimerlerin toksisite 6zelliklerinin modifiye edilmemis
dendrimerden farkli oldugunu gosteren ¢ok sayida galisma mevcuttur. Katyonik
dendrimerlerde gorulen toksisite dendrimer uglarinin PEG veya lauril gibi gruplarla
modifiye edilmesiyle belirgin oranda azalmistir. Bu durum yizeyde bulunan pozitif yik
yogunlugunun azalmasina baglidir (80).

Sitotoksisitenin yanisira dendrimerlerin hemolitik ve agregan aktiviteleri de yok
sayllmamalidir. PAMAM tipi katyonik dendrimerler 1mg/mL Uzeri konsantrasyonlarda
hemolitik aktivite gostermislerdir. Hatta hemolitik olmayan 10ug/mL gibi dozlarda bile
eritrosit morfolojisinde degisikliklere yol actiklari, disk seklinden kuresel sekle
donusime neden olduklari gdsterilmistir. Anyonik o6zellikteki dendrimerlerde ise
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2mg/mL gibi yuksek konsantrasyonlarda bile herhangi bir hemolitik aktivite veya
eritrosit morfolojisinde bir degisim gortlmemistir (82,83).

Dendrimerlerin tekrarlanan dozlara bagh toksisiteleri veya uzun sureli
kullanimlarina bagh kronik toksisiteleri hakkinda su asamada kapsamli veriler
bulunmamaktadir ve daha fazla galismaya ihtiya¢ vardir. Dendrimerlerin doku, organ
veya sistemler Uzerindeki toksisiteleri hakkinda ise neredeyse hi¢ calisma
bulunmamaktadir. Dendrimerlerin vicuttaki dagilimlari nedeniyle 6zellikle karaciger,
dalak ve bobreklerde toksisiteye neden olabilecekleri goz 6nunde bulundurulmalidir
(65).

PAMAM veya PPI gibi ilk geligtirilen dendrimerler hidrolize son derecede
dayanikli pargalanamayan 6zelliktedirler. Bu dendrimerlerin uzun sureli olarak vicutta
birikmesi zamanla nanotoksisiteye neden olabilir. Bu nedenle parcalanabilir veya
biyobozunur 6zellikte dendrimerler gelistirilmistir. Bu tip dendrimerlerin par¢alanma

urunleri toksik olmamali, vucutta birikmeyip kolayca uzaklastirilabilir olmalidir (65).

Dendrimerlerin Uygulama Alanlari

Dendrimerler ilaglarin i¢ bosluklara enkapsulasyonu ve yuzey gruplari Uzerine
konjugasyonuyla ila¢ tasiyici sistem olarak, gen transferinde DNA veya RNA
transfeksiyon ajani olarak, gortuntileme ajani olarak, g¢esitli biyosensorlerin yapiminda,
¢Ozunurlik artirici olarak, fotodinamik terapide ve bor nétron yakalama terapisinde
kulanilabilirler (60,85-87).

Dendrimerlerin monodispers bir dagilima sahip olmalari, enkapsulasyon amacli
kullanilabilecek i¢ bogluklara ve modifiye edilebilir cok sayida yuzey gruplarina sahip
olmalari, etkin madde ¢ézinurliguna artirmalari ve modifkasyonlarla dolasim suresini
uzatabilmeleri onlari kanser tedavisinde ideal tasiyici sistemler haline getirmektedir.
Dendrimerler ayni zamanda makromolekuller olduklari igin artan gegirgenlik ve
alikonma (EPR) etkisiyle kanser dokularina pasif hedeflemede avantaj saglarlar (85).

Cogu kanser ilaci kuguk ilag molekilleri olmasina ragmen, ilag dagihmi veya
goruntuleme kisimlarini da igeren kompleks terapotikler ¢gok daha buyuk olma
egilimindedir. Kanserin erken asamalarinda endotel arasi bogluklar daha kisitlayici
oldugundan bu durum o6zellikle kompleks yapili terapétikler igin sorun olusturur. Bu
nedenle, ¢ok fonksiyonlu olarak tasarlanmis terapdtiklerin, kanser hucreleri ile
etkilesime girebilmesi icin endotelden c¢ikacak kadar kuguk olmalari gerekir.
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Dendrimerler sayillan bu o6zellikler agisindan da olduk¢ga uygun tastyicilardir (88).
Ayrica dendrimerler gastrointestinal sistem epitelleri gibi hucresel bariyerlerden
gecebildikleri icin farkli kanser ilaglarinin oral yoldan ylksek biyoyararlanimla
uygulanabilmesine de olanak saglarlar (89).

Tdm bu sayilan avantajlara ragmen dendrimerler hentz yaygin sekilde resmi
otoritelerce kabul edilen bir farmasotik yardimci madde olmaktan uzaktirlar. Herhangi
bir resmi farmakopede kayith monograflari bulunmamaktadir. ilag sanayisinde
kullanilabilecek guvenli bir yardimci madde olarak onaylanmadan once mevcut
biyodagilim ve toksisite calismalarinin sayisinin artirlmasi ve detaylandiriimasi
gerekmektedir. Maliyetlerinin hentiz yuksek olmasi ise resmi otoritelerce kabul gorseler

dahi yaygin sekilde kullanimlarini kisitlayabilecek bir problemdir (90).

Piyasada Bulunan Dendrimer igeren Uriinler

icerisinde dendrimer bulunan cesitli ticari Grtinler Tablo 8'de listelenmistir.

Tablo 8. Dendrimer igeren gesitli ticari uriinler (62)

Uriin Aciklama
VivaGel® Jel Bakteriyel vajinozis tedavisi icin mukoadezif jel
SuperFect® Molekuler calismalarda transfeksiyon ajani
PrioFect® Molekuler galismalarda transfeksiyon ajani
Stratus® CS Kardiyak belirtegler igin in vitro tanilama sistemi
Alert Ticket® Sarbon hastaligina karsi tanilama sistemi
Starburst® Ticari PAMAM dendrimerleri
Priostar® Ticari PLL dendrimerleri
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GEREG VE YONTEMLER

KULLANILAN KiMYASALLAR

PAMAM G3.5 dendrimer metanol

o s Sigma-Aldrich (412430)
¢Ozeltisi (%10 a/a)

PAMAM G4.5 dendrimer metanol

e Sigma-Aldrich (470457)
¢Ozeltisi (%5 a/a)

4-(Dimetilamino)piridin (DMAP) Sigma-Aldrich (8510550100)
N,N'-Disiklohekzilkarbodiimit (DCC) Sigma-Aldrich (D80002)
N,N-Dimetilformamit (DMF) Sigma-Aldrich (227056)
Okzaliplatin DEVA ilag A.S.
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 klorar Merck (104936)
Sodyum hidroksit Merck (106498)
Sodyum dihidrojen fosfat Merck (106345)

Etil alkol (%99,5) Tekkim (TK200655)
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KULLANILAN GEREG VE CIHAZLAR

Otomatik Pipet (0,5-10uL)

CAPP Bravo (Danimarka)

Otomatik Pipet (10-100uL)

CAPP Bravo (Danimarka)

Otomatik Pipet (100-1000uL)

CAPP Bravo (Danimarka)

Otomatik Pipet (1-10mL)

CAPP Bravo (Danimarka)

Manyetik Karistirici

Daihan WiseStir MSH-20A (Kore)

Vorteks

Daihan VM-10 (Kore)

Analitik Terazi

Shimadzu AUW220D (Filipinler)

YUuksek Performansli Sivi Kromatografisi

Thermo Surveyor (USA)

Spektrofotometre

Shimadzu UV-1601 (Avustralya)

Liyofilizator

Christ Epsilon 2-4 LSCplus (Almanya)

Vakum Pompasi

Rocker 400 (Tayvan)

Santrifuj

Gyrozen 406 (Kore)

MikrosantrifQj

Daihan CF-10 (Kore)

Distile su cihazi

Elga Purelab Option-Q DV-25 (UK)

FT-IR Spektrometresi

Perkin Elmer (USA)

NMR Spektrometresi

Jeol INM-ECZ400S (Japonya)

Etiv

Daihan WON-50 (Kore)

Partikul boyutu ve zeta potansiyel

Malvern ZetaSizer Nano-ZS (UK)

pH metre

Mettler Toledo pH/lon S220 (Cin)

Kuvartz kivet

TQP-Q-401

Su banyosu

Daihan WB-22 (Kore)

Buzdolabi (+4°C)

Vestel (Turkiye)

Derin Dondurucu (-20°C)

Arcelik (TUrkiye)

Ultrasonik su banyosu

Daihan WUC-D10H (Kore)

Diyaliz membran caligma seti

Spectra/Por® SPEC132000 (USA)
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YONTEMLER

Okzaliplatin Miktar Tayini igin HPLC ve Spektrofotometrik Yontem

HPLC sistemi olarak Thermo Surveyor kullaniimigtir. Sistem, mobil fazi kolona
iten pompa Unitesi (Surveyor LC Pump), numuneyi otomatik alan ve kolona enjekte
eden otosampler (Surveyor Autosampler) ve kolondan gegen maddenin uygun
dalgaboyunda analizini yapan dedektor (Surveyor UV/Vis Detector) unitelerinden
olusmaktadir. Kromatogramlarin gizilmesi ve piklerin analizi ChromQuest 4.2.34
programi ile yapiimigtir.

Spektrofotometrik miktar tayinininde Shimadzu UV-1601 spektrofotometre ve

kuvartz kuvetler kullanilimistir.

Kullanilan HPLC metodunun o6zellikleri: Miktar tayininde kullaniimak tzere

uyarlanan HPLC metodunun 6zellikleri Tablo 9’da gdosterilmigtir (18,91).

Tablo 9. HPLC metodunun ozellikleri

Kolon C18 Waters Symmetry 4.6x250mm Sum
Mobil Faz Asetonitril:Su (HsPOa ile pH=3’e ayarli) (10:90) (h/h)
Akis Hiz 0,8mL/dakika
Enjeksiyon Hacmi 50uL
Kolon Sicakhgi 25°C
Kolon Basinci 98-100bar
Dalga Boyu (A) 255nm
Analiz Suresi 7 dakika
Alkonma Suresi 5,4 - 5,5 dakika arasi
Seyreltme Ortami Su
LOD-LOQ 0,1-0,3ug/mL

Kullanilan miktar tayini metotlarinin  validasyonu: Uluslararasi
Harmonizasyon Konferansr'nin (ICH) Q2 (R1) kilavuzuna gére validasyonun amaci
analitik iglemlerde iglemin kullanim amacina uygunlugunun kanitlanmasidir. Kilavuza
gore, teshiste, safsizliklarin tayini ve kontroll i¢in kullanilan limit testlerinde, ilag veya
bir o6rnek igindeki etkin maddelerin miktar tayinlerinde kullanilan metotlarin

validasyonunun yapilmasinin gerekmektedir. Bunun diginda etkin madde sentezinde,
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bitmis Grunun bilesiminde veya analitik metotta bir degisiklik oldugunda validasyon
tekrar yapilmahdir. Miktar tayininde kullanilan analitik metodun validasyonu ICH
kilavuzunda agciklanan sekilde gerceklestiriimistir (92). Validasyon kapsaminda
O6zgunlik, dogrusallik, gun igi ve gunler arasi kesinlik, dogruluk, stabilite, sistem

uygunluk testi, tespit siniri (LOD) ve Olgim siniri (LOQ) ¢galismalari yapiimistir.

a) Ozgunlik (Spesifiklik): Yontemin sadece istenen madde igin sonug verdiginin
ve diger maddelerin analize girisim yapmadiginin gésterilmesidir. HPLC’de kor
(blank) c¢ozelti enjeksiyonu yapildiginda, etkin madde pikinin goruldugu
zamanda pik gorulmemelidir (92). PAMAM-G3.5 ve PAMAM-G4.5 dendrimer
cozeltileri (100ug/mL), etkin madde icermeyen (blank) c¢ozeltiier HPLC’ye
verilmis ve okzaliplatin pikine girisim yapip yapmadiklari incelenmistir. Ayrica
spektrofotometre ile bu c¢ozeltilerin 200-400nm dalga boylari arasinda
spektrumlari kaydedilmis, hangi dalga boylarinda ne kadar absorbans verdikleri

incelenmisgtir.

b) Dogrusallik: Belirlenen olgim araliginda dogrusal bir iligkinin kurulabilmesi
gerekmektedir. Dogrusallik calismalari standart c¢ozeltiler, stok ¢ozeltiden
seyreltme yoluyla veya maddelerin belirlenen farkli miktarlarda tartiimasiyla
hazirlanabilirler. Dogrusalligin gosterilmesi i¢in en az 5 konsantrasyon noktasi
bulunmalidir (92). Standart egrinin determinasyon katsayisinin (r?) 0,999’dan
blylk olmasi istenir (93). HPLC standart c¢ozeltileri 1-10ug/mL olgum
araliginda, 7 farkh konsantrasyonda (10pg/mL, 8 pg/mL, 6 pg/mL, Sug/mL,
4ug/mL, 2ug/mL, 1ug/mL) hazirlanmis ve Ug tekrarh (n=3) olarak HPLC’ye
verilmistir. Spektrofotometre standartlari ise 10-100ug/mL 6lgim arahginda, 7
farkli konsantrasyonda (100pg/mL, 80 ug/mL, 60 pg/mL, 50ug/mL, 40ug/mL,
20ug/mL, 10pg/mL) hazirlanmis ve g tekrarli (n=3) olarak spektrofotometrede
okutulmustur. Standartlar hazirlanirken énce 10mg kati okzaliplatin 100mL
distile suda ¢6zilerek 10mg/100mL (100ug/mL) konsantrasyonda stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden Tablo 10°’da 6zetlenen sekilde seri

dilisyon yapilarak standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
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Tablo 10. Standart egrinin hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

HPLC Spektrofotometre
Standartlari Hazirlants Standartlari Hazirlants

10pg/mL 100pL stok + 900uL su 100pg/mL 10mL stok
8ug/mL 80pL stok + 920uL su 80ug/mL 8mL stok + 2mL su
6ug/mL 60uL stok + 940uL su 60ug/mL 6mL stok + 4mL su
5ug/mL 50uL stok + 950uL su 50ug/mL 5mL stok + 5mL su
4ug/mL 40uL stok + 960uL su 40pg/mL 4mL stok + 6mL su
2ug/mL 20uL stok + 980uL su 20ug/mL 2mL stok + 8mL su
1ug/mL 10pL stok + 990uL su 10ug/mL 1mL stok + 9mL su

c) Kesinlik: Kesinlik ayni ¢odzeltinin birden fazla ol¢limesiyle gosterilir. Kesinlik

d)

calismalari ayni giin icinde ve farkl giinlerde tekrarlanabilir. Olgiimler arasi %
standart sapma, bagil standart sapma ve guven araligi belirtiimelidir. Bagil
standart sapma, standart sapmanin ortalamaya bdlundp yuzle carpimi ile
bulunur (92). Kesinligin saglanmasi icin bagil standart sapmanin %2 veya
altinda kalmasi istenir (93). HPLC metodu igin 4ug/mL (%80), Spg/mL (%100),
6ug/mL (%120), spektrofotometrik metot icin ise 40ug/mL (%80), 50ug/mL
(%100), 60ug/mL (%120) konsantrasyonda uger c¢ozelti hazirlanmig, ilgili
cihazda Uger kez dlgtimleri yapilmistir. Olglimler arasi bagil standart sapma
degerleri hesaplanmistir. Kesinlik ¢alismasi gunler arasi kesinligin valide

edilmesi icin birbirinden farkl glnlerde Ug¢ kere tekrarlanmistir.

Dogruluk: Konsantrasyonu bilinen orneklerin dogru sekilde olguldagunin
gosterilmesidir. Dogrulugun validasyonu minimum 3 farkli konsantrasyonda 3
tekrarh (n=3) olarak yapilmalidir. Bilinen konsantrasyona karsilik cihazdan
alinan deg@er % geri kazanim olarak ifade edilir. Dogruluk, kesinlik, dogrusallik
ve 6zgunluk kurulduktan sonra gosterilebilir (92). % geri kazanim degeri %100
1 2 araliginda olmaldir (93). HPLC metodu igin 4ug/mL (%80), 5ug/mL (%100),
6ug/mL (%120), spektrofotometrik metot igin ise 40ug/mL (%80), 50ug/mL
(%100), 60ug/mL (%120) konsantrasyonda Uuger ¢ozelti dogrulugun
validasyonu ic¢in hazirlanmis ve dlgim sonucu % geri kazanilan okzaliplatin

miktarlari hesaplanmigtir.
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e) Stabilite Calismalari: Analiz sUresi boyunca numune c¢ozeltileri igerisinde

f)

analizi yapilacak maddenin stabil olarak kaldiginin gosterilmesi icin yapilir.
HPLC metodu igin 5ug/mL, spektrofotometrik metot icin ise 50ug/mL
konsantrasyonda c¢ozelti hazirlanmis ve 0, 1, 3, 8 ve 24. saatte ¢dzeltiden
ornekler alinarak miktar tayinleri yapilmig, saptanan miktarlar icin % bagil

standart sapma hesaplanmistir.

Sistem Uyumluluk Testi: Sistem uygunluk testi birgcok analitik prosedurin
ayrilmaz bir pargasi olup, belirli bir prosedur igin kurulacak sistem uygunlugu
test parametreleri, ydntemin tiirine baglidir (56). Ornegin HPLC igin alikonma
zamani, pik alani, teorik plaka sayisi, kuyruklanma (tailing) faktort, bunlarin
ortalamasi ve bagil standart sapmasi gibi degerler dnemlidir. Alikonma zamani,
pik alani gibi degerlerin bagil standart sapmasinin < %1, kuyruklanma (tailing)

faktorinin < 2, teorik plaka sayisinin =2 2000 olmasi istenir (93).

g) LOD ve LOQ: ICH Q2 (R1) kilavuzuna gére LOD ve LOQ farkl yaklagimlarla

saptanabilir. Bu metotta regresyon dogrusunun rezidiel standart sapmasinin
(o), regresyon dogrusunun egimine bolunup 3,3 ile garpilmasiyla LOD, 10 ile

carpilmasiyla ise LOQ matematiksel olarak hesaplanmistir (Sekil 23) (92).

3,30 10F
LoD = —— — . LoQ = ——-
Kalibrasyon egrisinin egimi Kalibrasyon egrisinin egimi

Sekil 23. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ) formulleri (92)

Okzaliplatinin Cozinurluk Verileri

Calisma boyunca kullanilacak cesitli organik c¢ozlculerde, suda ve cesitli

pH’lardaki tampon ¢ozeltilerde okzaliplatinin ¢ézunurlaga arastiriimistir. Okzaliplatinin
¢Ozunurluk calismalari metanol, etanol, dimetilformamit (DMF), diklorometan (DCM)
gibi organik ¢ozuculerde, distile suda ve pH 2, 4, 6, 7, 8, 10, 12 olacak sekilde yedi

tampon ¢ozeltide gergeklestiriimigtir.

Cozundrliklerin - belirlenmesi  ¢alkalama (shake flask) metoduna gore

gerceklestirilmistir. Oncelikle cam flakonlarin igerisine asiri (excess) oranda Kkati

okzaliplatin eklenir. Daha sonra flakonlarin igerisine ¢ozunurlik testinin yapilacagi
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ortamdan 1mL eklenir. Her ¢6zlcu igin bu sekilde Uger flakon hazirlanir. Flakonlar oda
sicakhginda 24 saat boyunca karigtirilir. Strenin sonunda tuplere alinip ¢ézinmeyen
kati okzaliplatinin ¢okturtlmesi icin 10.000rpm’de 15 dakika santriflj edilir. Santrifij
sonunda Ustte kalan sivi alinip 0,45um’lik naylon veya PTFE membran filtreden
suzalur. Gerekli olmasi durumunda seyreltme islemi yapilarak miktar tayini yapilir (94).

Cesitli pH’lardaki tampon c¢oOzeltiler Tablo 11'de Ozetlendigi sekilde

hazirlanmistir.

Tablo 11. 100mL tampon ¢ozelti hazirlanmasi igin gereken maddeler
pH 2 HCI-KCI Tamponu  0,373g KCI + 0,207mL HCI

pH 4 Asetat Tamponu 0,238mL CHsCOOH + 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 H3BOs + 0,373g KCI + 0,175g NaOH

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

Dendrimerlerin Coziiniirliige Etkisinin incelenmesi

Co6zinme ortaminda dendrimer bulunmasinin ¢dzunurlige olan etkisinin
incelenmesi igin iki farkh tipte dendrimer ve bunlarin bes farkl konsantrasyonu
kullanilarak c¢ozinuarlik calismasi gerceklestirildi. Ortam olarak su, pH 4 asetat
tamponu ve pH 7 fosfat tamponu kullaniimistir. Literatirde bazik pH degerlerinin
okzaliplatinde stabilite problemlerine neden olabilecedi gosterildiginden bazik bir
tampon ortami kullanilmamistir (95,96). Cozunurlik ¢alismasi daha 6nce anlatildigi
sekilde gerceklestiriimis farkli olarak ortamlara 0,05umol, 0,10umol, 0,20umol,
0,40pmol, 0,80umol PAMAM-G3.5 veya PAMAM-G4.5 dendrimerler eklenmigtir.

Calisma sonunda okzaliplatinin miktari uygun seyreltme yapilarak tayin edilmigtir.

Okzaliplatin-Dendrimer Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Okzaliplatinin dendrimerik formilasyonlari fiziksel kompleks ve kimyasal
konjugat formulasyonlari olmak Uzere iki farkli yaklagsimla hazirlanmigtir. Anyonik
yaplya sahip PAMAM-G3.5 ve PAMAM-G4.5 dendrimerler kullaniimistir. Bdylece
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dendrimer nesli ve hazirlanis degisikliklerinin formulasyonlara olan etkilerini incelemek

mumkun olmustur. Formulasyonlara verilen kisaltmalar Tablo 12’de gosterilmistir.

Tablo 12. Tezde hazirlanan formiilasyon tiplerinin kodlanmasi

Dendimer Tipi Hazirlanis Sekli Kisaltma
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 komplekslesme ile hazirlanacak dendrimerik  okzaliplatin
formualasyonlarinin hemen salim yapma o6zelliginde olmalari beklenirken, kimyasal
konjugasyon ile hazirlanacak formulasyonlarin, etkin maddeyi daha uzun slrede ve
daha yavas olarak salmasi beklenmektedir.

Okzaliplatinin dendrimerik kompleksleri (FK-3.5 ve FK-4.5) birlikte ¢okturme
yontemiyle hazirlanmistir. Dendrimerler ¢ok sayida (birincil ve tersiyer aminler)
baglanma noktasina sahip olduklarindan, bir dendrimer molekulinin birgok ilag
molekulu ile etkilesime girebilecegi varsayilmaktadir. Bu nedenle dendrimer oraninin
her zaman bir oldugu farkli ilagc:dendrimer (N:1) molar konsantrasyon oranlarinda
karigsimlar hazirlanmigtir. N sayisi 1’den dendrimer neslinin olasi baglanti noktasi

sayisina kadar bir deger alabilmektedir (97).

Tablo 13. Dendrimerlerin sahip olduklari olasi ila¢ etkilesim bolgesi sayilari (98)

Dendrimer Nesli Yuzey Gruplari Tersiyer Amin Grubu
3 32 (-NHz) 30
3.5 64 (-COOH) 62
4 64 (-NH2) 62
4.5 128 (-COOH) 126

Tam nesil PAMAM dendrimerlerin ylzeyinde bulunan primer aminlerinin pKa
degeri 7-9 arasinda degisirken, dallarin arasindaki tersiyer aminlerinin pKa degerleri
ise 3-6 arasindadir. Bu nedenle farkh pH degerine sahip ortamlarda, dendrimerlerin

fonksiyonel gruplarinin iyonizasyon durumlari degiskenlik gosterir (99). Yuksek
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pH’larda PAMAM dendrimerlerin primer ve tersiyer aminleri protonlanmamis halde
bulunurlar. Noétrale yakin pH’larda sadece primer aminler protonlanirken, dusuk
pH’larda ise hem primer hem de tersiyer aminler protonlanirlar (100). Yarim nesil
dendrimerlerde bulunan karboksilli asit ylzey gruplarinin pKa degeri ise yaklasik
olarak 4-5 arasindadir (101). Farkli ortam pH’larinin etkin maddenin dendrimerlere
fiziksel olarak tutunma 6zelligini degistirebilecegi dustunuldugunden, fiziksel dendrimer
kompleks formulasyonlari farkli oranlarda okzaliplatinin farkli ortamlarda eklenmesiyle
hazirlanmistir. G3.5 ve G4.5 dendrimerleri igin Ug farkli ortamda (distile su, pH 4 asetat
tamponu ve pH 7 fosfat tamponu) ve bes farkl okzaliplatin:dendrimer mol oraninda
(25:1, 50:1, 75:1, 150:1, 250:1) formulasyon hazirlanmistir. Yikleme ortami olarak
bazik bir tampon kullaniimamigtir, ¢lnkl yuksek hidroksil iyonuna sahip ortamlar
okzaliplatinde stabilite problemlerine neden olabilmektedir (95,96). En ylksek oran
olarak 250:1 secilmis olmasinin sebebi okzaliplatin baglanabilecek tim noktalarin
toplaminin maksimum 254 olmasidir (98). (G4.5 dendrimerde karboksilli 128 yuzey
grubuna ve dallarin arasindaki 126 tersiyer amin gruplarina okzaliplatin baglanmasi
durumunda)

Okzaliplatinin dendrimerik konjugatlari (KK-3.5 ve KK-4.5) kimyasal reaksiyon
ile hazirlanmistir. Temel olarak yarim nesil dendrimerlerin yuzeyinde bulunan karboksil
gruplari ile okzaliplatinin modifiye edilmesi ile elde edilen hidroksil gruplari arasinda bir
ester badi kurulmasi amaclanmistir. Bu ester baginin kurulmasi Sekil 24’te gosterilen
ve Wolfgang Steglich tarafindan tanimlanan esterifikasyon reaksiyonlari ile

gerceklestirilmigstir.

0 R? cc 0O R?
DCC / DMAP
R™ "OH ~ HO™ LR - H,0 R "0 LR

Sekil 24. Steglich esterifikasyon reaksiyonu (102)

Steglich esterifikasyonunda baglayici ajan olarak N,N’-disiklohekzilkarbodiimit
(DCC), katalizor olarak 4-(dimetilamino)piridin (DMAP), reaksiyon ortami olarak ise
aprotik bir ¢ozucu olan diklorometan (DCM) kullanihr (103). Dendirmerler ve
okzaliplatin DCM iginde ¢ézinmediginden bu ¢alismada reaksiyon ortami olarak hem
okzaliplatin ve dendrimerlerin hem de DCC ve DMAP’In iyi sekilde ¢ézundugu bir

bagka aprotik ¢oztcu olan N,N-dimetilformamit (DMF) kullanilmigtir (104,105).
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a) FK-3.5 formulasyonlarinin hazirlanmasi:

FK-3.5 formulasyonlarinin

hazirlanabilmesi igin once 25mg okzaliplatin ayri ayri tartilarak 5’er mL’lik su, pH 4 ve

pH 7 ortamlarinda ¢ozulmustir. Boylece 5mg/mL konsantrasyonda okzaliplatinin ¢

farkh ortam igerisindeki stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Sirasiyla 25:1, 50:1, 75:1, 150:1

ve 250:1 oranlarin hazirlanabilmesi icin alinmasi gereken stok ¢ozelti ve metanollt

G3.5 dendrimer ¢ozeltisi miktarlari Tablo 14’te 6zetlenmistir. Hesaplamalar yapilirken,

okzaliplatin ve G3.5 dendrimerin molekul agirhdi sirasiyla 397,286 g/mol ve 12927,69

g/mol, G3.5 dendrimerin %10’luk (a/a) ¢dzeltisinin yogunlugu Ureticinin belirttigi sekilde

0,810g/mL olarak alinmig, umol degerleri virgllden sonra 2 basamaga yuvarlanmigtir.

Tablo 14. FK-3.5 formulasyonlari

Ortam Eklenen Okzaliplatin Dendrimer Mol  Formilasyon
Stok (mL) (mg pmol) (mg pmol pL) Orani 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 1259 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 1259 065 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 1259 0,65 0,05 8 250 F15

Tabloda belirtilen miktardaki stok ¢ozelti ve dendrimer ¢ozeltisi cam bir flakona

eklenip 24 saat boyunca manyetik karistiricida karisgtirihr. Strenin sonunda ¢ozucu

ortam ucgurulur. Kalinti susuz etanolde stuspande edilir. Dendrimerlerin dallari arasina

girip komplekslesmeyen okzaliplatinin ¢okturulmesi i¢cin 10.000rpm’de 5 dakika
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santrifdj edilir. Santriflj sonunda ustte kalan sivi alinip 0,45um’lik naylon veya PTFE
membran filtreden stzalur (Sekil 24). Stzuntinun etanolindn ugurulup kalintinin suda

cozllmesiyle sulu kompleks ¢ozeltisi elde edilir. Olgtimler bu ¢dzeltiyle yapilir.

b) FK-4.5 formiilasyonlarinin hazirlanmasi: FK-4.5 formulasyonlarinin
hazirlanabilmesi icin dnce 25mg okzaliplatin ayri ayri tartilarak 5’er mL’lik su, pH 4 ve
pH 7 ortamlarinda ¢ozulmustir. Boylece 5mg/mL konsantrasyonda okzaliplatinin ¢
farkh ortam igerisindeki stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Sirasiyla 25:1, 50:1, 75:1, 150:1
ve 250:1 oranlarin hazirlanabilmesi icin alinmasi gereken stok ¢ozelti ve metanolli
G4.5 dendrimer ¢dzeltisi miktarlari Tablo 15'te 6zetlenmistir. Hesaplamalar yapilirken,
okzaliplatin ve G4.5 dendrimerin molekul adirhdi sirasiyla 397,286 g/mol ve 26251,86
g/mol, G4.5 dendrimerin %%’lik (a/a) ¢bzeltisinin yogunlugu Ureticinin belirttigi sekilde

0,791g/mL olarak alinmig, umol degerleri virgulden sonra 2 basamaga yuvarlanmigtir.

Tablo 15. FK-4.5 formulasyonlari

Ortam Eklenen Okzaliplatin Dendrimer Mol  Formilasyon

Stok (mL) (mg pmmol) (mg pmol pL) Orani Kodu

Su 0,1 05 126 132 0,05 335 25 F16
Su 0,2 1 252 1,32 0,05 335 50 F17
Su 0,3 15 378 132 005 335 75 F18
Su 0,6 3 755 132 0,05 335 150 F19
Su 1 5 1259 1,32 0,05 335 250 F20
pH 4 0,1 05 126 1,32 0,05 335 25 F21
pH 4 0,2 1 252 132 005 335 50 F22
pH 4 0,3 15 378 132 005 335 75 F23
pH 4 0,6 3 755 1,32 0,05 335 150 F24
pH 4 1 5 1259 1,32 0,05 335 250 F25
pH 7 0,1 05 126 132 0,05 335 25 F26
pH 7 0,2 1 252 1,32 0,06 335 50 F27
pH 7 0,3 1,5 378 132 005 335 75 F28
pH 7 0,6 3 755 1,32 0,05 335 150 F29
pH 7 1 5 1259 1,32 0,05 335 250 F30
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Tabloda belirtilen miktardaki stok ¢ozelti ve dendrimer ¢ozeltisi cam bir flakona
eklenip 24 saat boyunca manyetik karistiricida karigtirilir. Strenin sonunda ¢ozucu
ortam ucurulur. Kalinti susuz etanolde suspande edilir. Dendrimerler ile
komplekslesmeyen okzaliplatinin ¢oktlrtlmesi icin 10.000rpm’de 5 dakika santrifj
edilir. Santrifij sonunda Ustte kalan sivi alinip 0,45um’lik naylon veya PTFE membran
filtreden sdOzular (Sekil 25). Suzdntinin etanolinin ugurulup, kalintinin suda

cozllmesiyle sulu kompleks ¢ozeltisi elde edilir. Olgtimler bu ¢dzeltiyle yapilir.

etanolde slispande slipernatan alinip

¢6zUcl ugurulur edilip santrifdjlenir 0,45um’den stizulur
AP — T~ T e~
> ; = i - = 7 -_

dendrimer
okzaliplatin
kompleksi
etanolll gozeltisi

¢ozlinen
okzaliplatin

«— GOzliinmeyen
okzaliplatin
dendrimer-okzaliplatin kuru kalinti

cozeltisi

Sekil 25. FK-3.5 ve FK-4.5 formilasyonlarinin hazirlanisi

c) KK-3.5 formilasyonunun hazirlanmasi: KK-3.5 formulasyonlari iki
basamakli bir reaksiyonla sentezlenmistir. ilk basamakta okzaliplatinin modifikasyonu
Abramkin (106) ve Sommerfeld ve ark. (107) tarafindan aciklanan ydntemle
gerceklestiriimis, daha sonra ise bu bilesigin G3.5 dendrimere baglanmasi daha dnce

anlatildigi Uzere Steglich esterifikasyon reaksiyonu ile gerceklestiriimistir.

Okzaliplatinin modifikasyonu: 1,192g (3mmol) okzaliplatin Gzerine 20mL asetik
asit eklenir ve manyetik karistiricida suspande edilir. Stspansiyon Uzerine 250uL
%30’luk H202 ¢ozeltisi (perhidrol) ilave edilir. 30 dakika arayla sirasiyla 250uL ve
750uL olmak Uzere 2 kez daha %30’luk H20:2 ilave edilir. 1,5 saat iginde slspansiyon
sarimsi ve neredeyse berrak bir ¢ozeltiye donusur. Bu ¢ozelti gece boyunca karistirilir.
Asetik asit ugurularak ortamdan uzaklastirilir ve yagh kalinti 40mL distile su ile bulanik
bir karisim olusturmak Uzere tekrar sispande edilir. Eklenen su ugurularak ortamdan
uzaklastiriir. Bu islem (su eklenip uzaklastiriimasi) Grin kati olana kadar 2 kere daha
tekrarlanir. Elde edilen kati Grin bir miktar etil asetat (10-20mL) ile tekrar siispande

edilir. Bu suspansiyona berrak ¢ozelti olugsana ve daha fazla metanol eklenmesinin
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¢Ozeltinin goruntisunl degistirmedigi gorulene kadar metanol eklenir. Karigim
0,45um’lik naylon membran filtreden suzultr. Cozucu karigimi ortamdan uzaklastirilir
(106). Elde edilen hafif sarimsi Urtin konjugatlarin hazirlanmasinda kullaniimak tzere
+4°C’de muhafaza edilir. Okzaliplatinin modifikasyonuna ait kimyasal sentez

reaksiyonu Sekil 26’da gosterilmigtir.

No H202 /\/l" Npge
H -
iy Ng CHacoo ”'"”N/|\o-""
N, o N, o
o

Molekul agirhgr: 473,344 g/mol

Sekil 26. Okzaliplatinin modifikasyon reaksiyonu (106)

Dendrimer konjugasyonu: G3.5 dendrimerin metanollu ¢ozeltisinden (%10 a/a)
250uL (1,566umol) alinir. Metanol vakum altinda ugurulup kalinti pH’s1 3 olan HCI
cOzeltisinde c¢ozllerek karboksil uglari aktive edilir (108). Su ugurulduktan sonra
kuruyan dendrimerler 6mL DMF igerisinde tekrar ¢ozullr. Bu ¢ozeltinin Gzerine 60mg
(126,8umol) modifiye edilmis okzaliplatin 26,2mg (126,8umol) DCC ve 15,5mg
(126,8umol) DMAP eklenir. Karisim vakum altinda 24 saat boyunca oda sicakliginda
karigtinlir. 24 saatin sonunda reaksiyon sirasinda olusan DCC’den kaynakli ¢okeltiler
(6rnegin disiklohekzilire-DCU) 0,45um’lik naylon membran filtreden slzllerek
uzaklastiriir. Cézicu ortam ugurulur. Kalan artik distile suda ¢ozulerek gerekirse tekrar
0,45um’lik naylon membran filtreden suzullr. Reaksiyondan arta kalan hidrofobik
organik maddelerin ortamdan uzaklastiriimasi icin 25mL DCM ile 5 kez ekstraksiyon
yapilir. Ekstraksiyon sonunda sulu kisim diyalizle saflastirilip liyofilize edilmek Uzere
ayrilir. Liyofilizasyon sulu ¢ozeltinin -80°C’de 3 saat dondurulmasi, -40°C’de 0,01mbar
basingta 22 saat ve -20°C’de 0,001bar basingta 3 saat bekletiimesiyle gerceklestirilir.
Elde edilen liyofilize konjugat karakterizasyon ve hicre kualturd c¢alismalarinda
kullanilmak Uzere +4°C’de saklanir. Reaksiyona giren maddelerin dendrimere mol
orani yaklasik olarak 80:1’dir. Boylelikle G3.5 dendrimerin 64 ylizey grubunun hepsinin
etkin madde ile baglanmasina olanak saglanmistir. Sentez reaksiyonu Sekil 26’da

gOsterilmigtir.
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d) KK-4.5 formulasyonunun hazirlanmasi: KK-4.5 formulasyonlari da KK-3.5
formilasyonu gibi iki basamakli bir reaksiyonla sentezlenmistir. Ilk basamakta
okzaliplatinin modifikasyonu gercgeklestiriimis, daha sonra ise bu bilesigin G4.5
dendrimere baglanmasi gercgeklestiriimistir. Okzaliplatinin modifikasyonu KK-3.5
formUlasyonunun hazirlanmasi bagliginda anlatildigi Uzere gergeklestirilmigtir.

G4.5 dendrimerin metanollu ¢ozeltisinden (%5 a/a) 500uL (0,753umol) alinir.
Metanol vakum altinda ucgurulup kalintt pH’si 3 olan HCI c¢oézeltisinde c¢ozllerek
karboksil uglari aktive edilir (108). Su ugurulduktan sonra kuruyan dendrimerler 5mL
DMF igerisinde tekrar ¢oOzulur. Bu ¢ozeltinin Uzerine 50mg (105,6pmol) modifiye
edilmig okzaliplatin 21,8mg (105,6pmol) DCC ve 12,9mg (105,6umol) DMAP eklenir.
Karigim vakum altinda 24 saat boyunca oda sicakliginda karistirilir. 24 saatin sonunda
reaksiyon sirasinda olusan DCC’den kaynakl ¢okeltiler (6rnegin disiklohekzillire-DCU)
0,45um’lik naylon membran filtreden suzulerek uzaklastirilir. Céztclu ortam ugurulur.
Kalan artik distile suda ¢ozulerek gerekirse tekrar 0,45um’lik naylon membran filtreden
suzllir. Reaksiyondan arta kalan hidrofobik organik maddelerin ortamdan
uzaklastiriimasi icin 25mL DCM ile 5 kez ekstraksiyon yapilir. Ekstraksiyon sonunda
sulu kisim, diyalizle saflastirilip liyofilize edilmek Uzere ayrilir. Liyofilizasyon sulu
¢Ozeltinin -80°C’de 3 saat dondurulmasi, -40°C’de 0,01mbar basingta 22 saat ve
-20°C’de 0,001bar basingta 3 saat bekletiimesiyle gergeklestirilir. Elde edilen liyofilize
konjugat karakterizasyon ve hucre kiltarti ¢alismalarinda kullanilmak Gzere +4°C’de
saklanir. Reaksiyona giren maddelerin dendrimere mol orani yaklasik olarak 140:1’dir.
Boylelikle G4.5 dendrimerin 128 yuzey grubunun hepsinin etkin madde ile

baglanmasina olanak saglanmistir. Sentez reaksiyonu Sekil 27°de gosterilmigtir.
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G-3.5veya G-4.5
Sekil 27. Modifiye okzaliplatinin dendrimer ile konjugasyon reaksiyonu
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Okzaliplatin-Dendrimer Formulasyonlarinin Karakterizasyonu

Okzaliplatinin dendrimerik formulasyonlarinin karakterizasyonunda kullanilan
yontemler Mor Otesi-Gorinlr Bolge Spektroskopisi (UV-Vis), Fourier Dénisumli
Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi, 'H ve 3C Nikleer Manyetik Rezonans (NMR)
Spektroskopisidir. Ayrica dinamik 1g1k sagilimi esasina gore partikul boyutu ve dagilimi
incelenmig, formulasyonlarin yuzey yukleri hakkinda bilgi sahibi olmak icin zeta ()
potansiyel degerleri dlgilmustir. FK-3.5 ve FK-4.5 formilasyonlari igin yukleme orani
ve yukleme etkinligi arastiriimis, KK-3.5 ve KK-4.5 formulasyonlari igin ise yaklasik
olarak mol basina konjuge olmus okzaliplatin miktarlari 'H-NMR’da integrasyonu

yapilan karakteristik piklerin alanlarinin oranlanmasiyla bulunmustur.

a) Mor otesi-goriiniir bolge spektroskopisi (UV-Vis): UV-Vis spektroskopisi
dendrimerlerin karakterizasyonu igin 6nemli bir ara¢ olup, spektrumda gorulen
karakteristik piklerdeki kaymalar, yuzey modifikasyonlarini veya kompleks
olusumlarini belirlemek icin kullanilabilir (98,109). FK-3.5 ve FK-4.5 sulu ¢dzeltilerinin
200-400nm dalgaboylari arasinda spektrumlari alinmis ve saf okzaliplatinin ayni
dalgaboylari arasinda alinmis spektrumu ile karsilastinimistir. Saf okzaliplatin
spektrumunda gorulen piklerin kaybolmasi, siddetinin azalmasi veya yerinin kaymasi

komplekslesmenin gergeklestigini disindurmuastur.

b) Fourier donlusumli kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi: FT-IR
spektroskopisi, dendrimerin fonksiyonel grubunun, konjugasyonun ve ila¢ dendrimer
etkilesiminin belirlenmesi igin kullanilan diger bir yontemdir. FT-IR spektroskopisi ile
ilagc dendrimer etkilesiminin belirlenmesi dendrimer ve etkilesime giren ilacin
spektrumlarinin karsilastiriimasi ile gergeklestirilir (109). UV-Vis tekniginde aciklanana
benzer sekilde FK-3.5 ve FK-4.5 formulasyonlarinda FT-IR spektrumundaki piklerde
gorulen degisimler kompleks olugsumlarini belirlemede kullaniimigtir. Bu degisiklikler
pik yerinin kaymasi, pik siddetinin degismesi ve pik genigliginin artmasi gibi
degisikliklerdir (110). KK-3.5 ve KK-4.5 sentezinde ve okzaliplatin modifikasyonunda
ise kaybolan veya yeni olusan pikler kimyasal reaksiyonlar sirasinda kirilan veya
olusan baglarin gosterilmesini saglamistir. FT-IR spektrumlari 4000-400cm* (Perkin

Elmer) arahdinda alinmigtir.
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c) H ve ¥C Nikleer manyetik rezonans spektroskopisi: NMR rutin
analizlerde dendrimerleri karakterize etmek icin en sik kullanilan tekniklerin basinda
gelmektedir. Yapilarin aydinlatiimasinda en sik kullanilan NMR tipi 'H ve 3C NMR
olmakla birlikte hetero atom iceren dendrimerlerde 3P NMR, 2°Si NMR, 1%°Pt gibi farkli
tip NMR kullaniimasi da faydali olmaktadir (109,111). Elde edilen KK-3.5 ve KK-4.5
konjugatlari ve modifiye edilen okzaliplatin yapilarinin karakterizasyonu H-NMR
(400MHz) ve *C-NMR (100MHz) ile yapilmistir.

d) Partikil boyutu-dagihmi ve zeta ({) potansiyel olgumleri: Secilen
formulasyonlarin partikal boyutu-dagilimi ve elektriksel yukleri hakkinda bilgi edinmek
amaciyla ortalama partikil boyutu (Z-average), polidispersite indeksi (PDI) ve zeta (0)
potansiyel olgimleri dinamik 1sik sacihmi (DLS) prensibine gore calisan Malvern
Zetasizer Nano ZS cihazinda yapilmistir. Olgiimler 173° agida ve 3 tekrarli olarak
gerceklestiriimistir. Her bir tarama suresi 10 saniye, toplam tarama sayisi ise otomatik
olarak secilmistir. Boyut dlgumlerinde standart tek kullanimlik kuivetler, zeta potansiyel

olcumu igin ise zeta potansiyel 6lgum hucreleri kullaniimistir.

e) Yukleme orani, yukleme etkinligi ve konjuge olmus okzaliplatin
miktarinin saptanmasi: FK-3.5 ve FK-4.5 sulu ¢ozeltilerinden hareketle dendrimerin
dallari arasinda tutularak enkapsule edilmis okzaliplatin miktari bulunarak yukleme

orani ve yukleme etkinligi Sekil 28’deki formuller kullanilarak hesaplanmistir.

. Dendrimer Igi Okzaliplatin (mg)
% Yikleme Oranit = - - — - - x 100
Dendrimer (mg) + Dendrimer I¢i Okzaliplatin (mg)

. R Dendrimer I¢i Okzaliplatin (mg)
% Yiikleme Etkinligi = . - x 100
Baslangicta Ortama Eklenen Okzaliplatin (mg)

Sekil 28. % yiikleme orani ve % yukleme etkinligi formdilleri

KK-3.5 ve KK-4.5 formulasyonlarinda dendrimer uglarina konjuge olmus madde
miktari, *H NMR ile saptanmistir. 1 mol dendrimer basina konjuge modifiye okzaliplatin
miktari, etkin maddeye ait oldugu bilinen proton pik alaninin dendrimere ait oldugu

bilinen proton pik alanina oranlanmasiyla bulunmustur.
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Fiziksel Kompleks ve Kimyasal Konjugatlarda in Vitro Salim Galigmalari

Secilen kompleks formulasyonlarinda ve hazirlanan kimyasal konjugatlardan
etkin madde ¢ikisinin belirlenebilmesi icin in vitro salim ¢alismalari yapiimigtir. Salim
calismalari diyaliz membran metoduna goére gerceklestiriimistir (112). Calismalarda
3,5-5kD por agikligina sahip Spectra/Por® Biotech rejenere seliiloz (RC) membranlar
kullaniimistir. Secilen bu por acgikhgr yuksek molekul agirligina sahip olan G3.5
(12927,69g/mol) ve G4.5 (26251,86g/mol) dendrimerlerin membran iginde kalmasini
saglarken, formulasyonlardan salinan okzaliplatin ve diger disuk molekil agirligina
sahip maddelerin membran disina ¢ikigina olanak tanimaktadir.

Membran kullaniimadan dnce Uzerindeki koruyucunun giderilmesi igin ureticinin
belirttigi Uzere 30 dakika distile suda bekletilmis daha sonra g¢alismanin yapilacagi
ortama alinip 30 dakika daha bekletiimistir. Hesaplanan miktardaki formuilasyon
membran igerisine doldurulup membran sizdirmaz kiskaglar ile kapatiimigtir. Kapatilan
membran 25mL ortam igerisine konulmus, onceden belirlenen zaman noktalarinda
ortamdan oOrnekler alinmig, alinan ornek miktari kadar taze ortam c¢ozeltisiyle
tamamlama yapilmistir. Alinan érnekler validasyonu yapilmis miktar tayini yontemi ile
analiz edilmigtir.

Calismalar biyolojik ortami taklit etmek amaciyla 37°C’de gergeklestiriimistir. in
vitro salim caligmalari kani (pH 7.4 fosfat tamponu) ve timaorun asidik g¢evresini (pH
5.5 asetat tamponu) temsil etmesi igin iki farkli pH’ya sahip ortamda gergeklestirilmistir
(113,114). Yapilan tim salim ¢alismalarinda sink kosul saglanmistir.

Zamana kars! yuzde ¢ikan madde miktarlarinin elde edilmesiyle salim profilleri
olusturulmustur. Farkli formulasyonlarinin salim profillerinin kiyaslanmasi fi (fark
faktor) ve f2 (benzerlik faktort) degerlerinin hesaplanmasiyla yapilmistir. f1 degerinin
0-15 f2 degerinin ise 50-100 arasinda bulunmasi iki profilin benzer oldugunu
gOstermektedir (115,116). Fark ve benzerlik faktorlerinin hesaplanmasinda Sekil

29'daki formuller kullanilmaktadir. (Ri=Referans urun, Ti=Test edilen Grln)

S |Rt - Tt|
1_

fl="—5p— x100

1 -0,5
f2=50log {[1 +— X (Rt - Tt)z] x 100}

Sekil 29. Fark (f1) ve benzerlik (f2) faktorlerinin formiilleri (116)
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Dissolusyon profilleri elde edildikten sonra kimyasal konjugatlarin hangi tip
salim kinetigine uydugu arastinimigtir. Kinetik modeller salim verilerinin matematiksel
olarak ifadesini saglayan esitliklerdir. 0.derece, 1.derece, Higuchi, Hixson-Crowell,
Weibull, Korsmeyer-Peppas, Baker-Lonsdale ve Hopfenberg gibi c¢ok sayida
matematiksel model bulunmaktadir (117,118). Bu tez calismasi kapsaminda
dissolusyon verilerine 0.derece, 1.derece, Higuchi, Hixson-Crowell ve Weibull kinetik
modelleri uygulanmistir. Uygulanan kinetik tiplerinin matematiksel ifadeleri Tablo 16’da

gOsterilmigtir.

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

Kinetik Tipi Matematiksel ifade
O.derece Qi=Qo+ Kt
1.derece INQt=INQo+K't
Higuchi Q=K 1?2
Hixson-Crowell Qo? - QiR =Kt
Weibull log [-In(1-(Qt/ Q=))] =K log t - log a

Hucre Kiiltiria GCalismalari

Hiicre kultiri calismalari Trakya Universitesi Teknoloji Arastirma Gelistirme
Merkezi (TUTAGEM) laboratuvarlari tarafindan yaritilmastr.

Hucre kiltart ¢calismasi kapsaminda segilen formulasyonun etkinliginin serbest
okzaliplatinle kiyaslanmasi igin 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromur
(MTT) testi yapiimistir. Hlcre kaltira ¢alismalarinda HT-29 kolon kanseri hlcre hatti
kullanilmigtir. Hucreler azot tankindan alinarak %10 fetal sigir serumu ve %1’lik
penisilin/streptomisin iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) icerisinde ve
75 cm? lik ylizey alanina sahip flasklarda cogaltiimistir. istenen konfluense (%70-80)
gelene kadar 37°C'de ve %5 CO: atmosferinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon
suresince hucrelerin bulundugu sivi ortam iki gunde bir yenilenmistir. Daha sonra
hacreler tripsinize edilerek kaldiriimig, sayilmis ve 96 kuyucuklu plaklara ekilmistir.
Ekimden 24 saat sonra ilag uygulamasi yapilmis, ila¢ uygulanmasinin ardindan 48
saat sonra ise her kuyucuga MTT c¢ozeltisi eklenmis 37°C’de, karanlikta 4 saat
bekletilmistir. Canli htucrelerin MTT'yi indirgeyerek olusturdugu mor formazan kristalleri

cozlulip ve c¢ozeltilerin 570nm’deki absorbanslari dlclilmustir. Absorbans arttikga
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hucrelerin daha fazla formazan olusturdugu ve canh hicre sayisinin arttigi
gOsterilmigtir (119).

Hucre gruplari, uygulama yapilmamis hicreler (negatif kontrol), serbest ilag
uygulanmig hucreler (pozitif kontrol), etkin maddesiz bos dendrimer uygulanmis
hdcreler ve formulasyon uygulanmig hicreler (tedavi grubu) olmak Uzere dort gruptur.
Calisma sekiz tekrarli olarak (n=8) yurutulmus, seri dilusyon seklinde on farkli
konsantrasyonda uygulama vyapilmistir. Herhangi bir uygulama yapilmayan
hicrelerdeki absorbans baz alinarak (bunlarin %100 canli oldugu kabul edilerek) diger
gruplardaki % canlihk degerleri hesaplanmistir. Hucrelerin yarisinin canlihgini
kaybetmesini saglayan konsantrasyon (ICso) degerleri GraphPad Prism 8.2.0 programi

ile dogrusal olmayan (nonlineer) regresyon kullanilarak bulunmustur.

istatistiksel Degerlendirmeler

istatistiksel degerlendirmeler GraphPad Prism 8.2.0 programi kullanilarak
gerceklestiriimistir.  Verilerin normal dagilip dagiimadigi Shapiro-Wilk testi ile
incelenmistir. Test sonucunda p>0,05 ise verilerin normal dagihm gosterdigi kabul
edilmistir. istatistiksel anlamlilik parametrik testlerden ANOVA (analysis of variance)
ile saptanmistir. Analiz sonucunda p degeri 0,01°den kiguk oldugunda sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis olup gruplar arasi kiyaslama Tukey testi ile

yapiimigtir.
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BULGULAR

OKZALIPLATIN MIKTAR TAYiNi YONTEMLERININ VALIDASYONU
Etkin madde miktar tayini i¢in kullanilan HPLC ve spektrofotometrik yontemlerin
validasyonu ICH Q2 (R1) kilavuzuna uygun olarak gerceklestiriimis ve yontemlerin

okzaliplatin miktarini saptamak i¢in kullaniimaya uygun oldugu bulunmusgtur.

Segcicilik (Spesifiklik)

PAMAM-G3.5 ve PAMAM-G4.5 dendrimer ¢ozeltileri ve etkin maddesiz olarak
hazirlanan (blank) c¢ozeltilerin  kromatogramlari  Sekil 30°’da  gOsterilmistir.
Kromatogramlardan da goruldugu Uzere dendrimerlerin ve etkin maddesiz ¢ozeltilerin
okzaliplatin pikine herhangi bir girisim yapmadiklari, dolayisiyla yontemin okzaliplatine
0zgu  oldugu  bulunmustur. Ayrica  200-400nm  dalgaboylari  arasinda
spektrofotometreden alinan spektrumlarda da okzaliplatinin maksimum absorbans
gOsterdigi dalgaboyu olan 255nm’de PAMAM-G3.5 veya PAMAM-G4.5 dendrimerlerin

Olcime girisim yapacak bir absorbans vermedikleri Sekil 31’de gosterilmistir.
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50ugimL Okzalplain | 100ugimL PAMAM G35 | 100ugimL PAMAM G45 | Blank

Sekil 30. Okzaliplatin, G3.5, G4.5 dendrimer ve bos ¢o6zelti kromatogramlari
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Sekil 31. Okzaliplatin, G3.5 ve G4.5 dendrimer spektrumlari

Dogrusallik
Ydéntemler bolimuinde anlatildigi Gzere hazirlanan standart ¢ozeltiler HPLC ve
spektrofotometrede Olglimus, her bir standart ¢ozeltiye karsilik gelen pik alani ve

absorbans degerleri Tablo 17’de gosterilmistir.

Tablo 17. HPLC ve spektrofotometre dogrusallik verileri

HPLC . Spektrofotometre
Pik Absorbans
Standartlan Alani Standartlan
10pg/mL 209.748 100pg/mL 0,571
8ug/mL 168.068 80ug/mL 0,456
6ug/mL 125.146 60ug/mL 0,342
5ug/mL 104.631 50ug/mL 0,288
4ug/mL 82.823 40ug/mL 0,234
2ug/mL 41.634 20ug/mL 0,121
1ug/mL 21.345 10pg/mL 0,066

Bu veriler Microsoft Office Excel 2016 programi yardimiyla islenmis, okzaliplatin
standart egrileri Sekil 32’de regresyon dogrularina ait bilgiler ise $Sekil 33'te,
gosterilmigtir. Buna goére HPLC icin regresyon dogru denklemi y=20989x-317,82
olarak, determinasyon katsayisi (r?) ise 0,9999 olarak, spektrofotometre igin ise dogru
denklemi y=0,0056x+0,0089 r? ise 0,9999 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak her iki

yontem belirtilen konsantrasyon araliklarinda dogrusallik gostermektedir.
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HPLC Standart Egrisi
2500

Spektrofotometre Standart Egrisi

. 07
K]
8 06
00 y=20989- 317,82 'u"“’ y=0,0056x + 0,0089 pd"'ol..
R?=09999 s 05 RY=0,9999 . ,:"”
; 1500 "",,-’ EM ﬂ,ﬁ’ i
; A"J § ,J_gﬁ
o 1000 ,,B’ .: 03 9’9'
.10" o5
.r’"u 02 4.¢"
00 o o
o 01 !,a’ea
00 == 00
0 2 4 6 g 0 n 0 20 40 60 80 100 1
Konsantrasyon [ug/ml) Konsantrasyon (pg/ml)
O Standartlar - =~ - AltGvenArally = ==+ UstGivenAralifi v Regresyon Dofrusu 0 Standartlar - - - - AltGivenAraliyy == == UstGlvenArally oo Regresyon Dorusu
Sekil 32. HPLC ve spektrofotometre standart egrileri
Lineerite Verileri Lineerite Verileri
Konsantrasyon Konsantrasyon
Standart # Alan (y) Standart # ABS (y)
(ng/ml) (ng/ml)
Standart #1 10 209.748 Standart #1 100 0,571
Standart #2 8 168.068 Standart #2 80 0,456
Standart #3 6 125.146 Standart #3 60 0,342
Standart #4 5 104.631 Standart #4 50 0,288
Standart #5 4 82.823 Standart #5 40 0,234
Standart #6 2 41.634 Standart #6 20 0,121
Standart #7 1 21.345 Standart #7 10 0,066
Regresyon istatistikleri Regresyon Istatistikleri
Nokta Sayisi: 7 Nokta Sayisi: 7
Serbestlik Derecesi: 5 Serbestlik Derecesi: 5
Rezidiiel Standart Sapma: 564,92 Rezidliel Standart Sapma: 0,00
R: 1,0000 R: 1,0000
R™: 0,9999 R™: 0,9999
Regresyon Dogrusu Bilgileri Regresyon Dogrusu Bilgileri
Regresyon Dogrusu Egimi: 20.989,44 Regresyon Dogrusu Egimi: 0,0056
Egimlerin Standart Hatas: 72,42 Egimlerin Standart Hatas: 0,00002
Regresyon Dogrusu Kesim Noktasi: -317,82 Regresyon Dogrusu Kesim Noktasi: 0,0089
Kesimlerin Standart Hatasr: 429,29 Kesimlerin Standart Hatasi: 0,0014
_ 0,0001 mg/mlL _ 0,0011 mg/mlL
LoD = 0.1 ug/mlL LoD = 1,1 ug/ml
_ 0,0003 mg/mL _ 0,0033 mg/ml
LoQ = 0,3 ug/mlL LoQ = 3,3 ug/mlL

Sekil 33. Regresyon dogrularina ait bilgiler
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LOD ve LOQ

Microsoft Office Excel 2016 programi yardimiyla her iki yontem icin de
regresyon dogrusunun rezidlel standart sapmasi (o) ve regresyon dogrusunun egimi
bulunmustur. LOD ve LOQ yontemler kisminda anlatilan formdller ile hesaplanmistir.
Buna gore HPLC ve spektrofotometrik yontem igin LOD degeri sirasiyla 0,1pg/mL ve
1,1 yg/mL LOQ degeri ise sirasiyla 0,3pg/mL ve 3,3ug/mL olarak bulunmustur.

Kesinlik

Guln ici ve gunler arasi kesinlik calismalari yontemler bolimdnde anlatildigi
uzere yapilmistir. Ug ayri glinde, her konsantrasyonda hesaplanan % bagil standart
sapma deg@eri %2’nin altinda kaldid1 icin metot guin igi ve gunler arasi kesinlik agisindan
valide edilmistir. Her iki yontem icin birinci, ikinci ve Uglnclu glne ait kesinlik verileri

siraslyla Tablo 18'den Tablo 23’e kadar olan tablolarda verilmistir.

Tablo 18. HPLC yontemi 1. gline ait kesinlik verileri

% Bagil  Giiven

Teorik Ortalama Standart Standart 9
Derisim oy Alan Sapma Hata Standart  Arahgy
Sapma (%95)

6ug/mL 126.651
(9%6120) 127.150 126.052 1490,7 860,6 1,18 + 3703,3

124.455

Spg/mL 104.371
(%100) 103.578 103.951 398,5 230,1 0,38 +990,1

103.905

apgimL 83.131
82.474 82.696 376,5 217,4 0,46 +935,3

(%80) 5o

82.484

Tablo 19. HPLC yontemi 2. gline ait kesinlik verileri

% Bagil  Given

Te(_)ri_k Alan Ortalama Standart Standart Standart  Arahgi
Derigim Alan Sapma Hata Sapma (9%695)
6ua/mL 122.479
((5/'09’1&')) 121.140 121532 8242 4758 0,68  +2047,5
120.977
Sug/mL 99.202
(96100) 99.265 99.306 128,9 74,4 0,13 + 320,2
99.450
4pgimL  78.447
78.408 78.300 222.3 128,3 0,28 +522,2
(%80) ——So A,
78.044
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Tablo 20. HPLC yontemi 3. guine ait kesinlik verileri

% Bagil  Giiven

Teorik Ortalama Standart Standart 9
Derigim Alan Alan Sapma Hata Standart  Araligs
Sapma (%95)

6ua/mL 119.244
(&%20) 119.278 119.132 2235 129,0 0,19 5553

118.875

Sug/mL 99.774
(%100) 99.522 99.417 419,5 2422 0,42 +1042,1

98.955

4pgimL 79.053
80.062 79.540 505,4 291,8 0,64 + 1255,7

(%80) 79.504

Tablo 21. Spektrofotometrik yontem 1. gline ait kesinlik verileri

% Bagil  Giiven

Teorik Ortalama Standart Standart .
Derigim Abs Abs Sapma Hata Sstgzcrjna;t ?(;?9"59;'
60 ImLﬂ
(0/‘:?20) 0330 0,332 0,003 0,002 097  +0,008
0,331
0,281
5(?,/‘:%’3)" 0280 0,281 0,002 0,001 054  +0,004
0,283
0,227
4A0ugimL —">0 204 0,003 0,002 134  +0,007
(%80) 501

Tablo 22. Spektrofotometrik yontem 2. giine ait kesinlik verileri

% Bagil Guven

Teorik Ortalama Standart Standart g
Derigim Abs Abs Sapma Hata Sstggﬂqagt ?(;;;'5%'
(c%?zo) - 0340 0,341 0,002 0,001 0,45 + 0,004
0,343
0,287
5(?,2'%?)" 0,290 0287 0003 0001 088 0,006
0,285
0,229
40pg/mL — S50 —
(%80) - 0,225 0,226 0,003 0,002 1,17 + 0,007

0,224

56



Tablo 23. Spektrofotometrik yontem 3. gune ait kesinlik verileri

% Bagil Guven

Teorik Ortalama Standart Standart g
. . Abs Standart  Arahgi
Derisim Abs Sapma Hata Sapma (%95)
60pgimL — 2339
(c}:?zo) ~ 0340 0,338 0,003 0,002 0,78 + 0,007
0,335
0,285
5(?,/‘;%?)" 0289 0286 0003 0002 107  £0,008
0,283
0,229
4?3}%’5‘;"' 0,227 0228 0001 0,001 051  +0,003
° 0,229
Dogruluk

Dogruluk ¢alismalari yontemler boliminde anlatildigi Uzere yapilmigtir. Her iki
yontem igin Uger ayri konsantrasyon i¢in hesaplanan % geri kazanim degeri %100 + 2
araliginda kaldigr igin metot dogruluk acisindan valide edilmistir. Dogruluk

calismasindan elde edilen veriler Tablo 24 ve Tablo 25'te verilmistir.

Tablo 24. HPLC yontemi dogruluk verileri

Teorik Pr‘?ti.k Orta!a_ma W . Standart % Bagil
Derigim Alan  Derigim Derisim Geri Sapma Standart
(vg/mL) (ug/mL) Elde Sapma
6ug/mL 123.353 5,892
(96120) 124.098 5,928 5,955 99,3 0,081 1,353
126.590 6,046
Sug/mL 104.400 4,989
(96100) 103.587 4,950 4,963 99,3 0,023 0,460
103.560 4,949
apg/mL 83.141 3,976
(%80) 83.308 3,984 3,977 99,4 0,006 0,154

83.052 3,972
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Tablo 25. Spektrofotometrik yontem dogruluk verileri

Pratik Ortalama % % Bagil

DTeer?;il:n Abs Derisim Derigsim Geri Sstzrr;?nagt Standart
(mg/mL) (ug/mL) Elde Sapma
60ug/mL 0,320 59,106
(%6120) 0,325 60,008 59,827 99,7 0,650 1,087
0,327 60,368
50ug/mL 0,270 50,089
(%100) 0,275 50,991 50,510 101,0 0,454 0,899
0,272 50,450
40ug/mL 0,215 39,268
0,210 40,170 39,629 99,1 0,477 1,204
(%80)
0,211 39,449

Stabilite Calismalari

Stabilite calismalarinin sonuglari Tablo 26 ve Tablo 27’de gd&sterilmistir.
HPLC’de pik alanlari, spektrofotometrede ise absorbans degerleri kullanilarak
okzaliplatin konsantrasyonundaki degisiklikler incelenmistir. Ayrica HPLC’de bozunma
urtnlerinden kaynaklanabilecek farkl bir pik olusumunun olup olmadigi kontrol edilmis,
yeni bir pik olusumu gézlenmemigtir. 24 saatin sonunda konsantrasyonlar arasi bagil
standart sapma %2’yi gecmedigi igin okzaliplatinin su igerisindeki ¢dzeltisinin analiz

boyunca stabil kaldigi tespit edilmigtir.

Tablo 26. HPLC igin stabilite verileri

= % Bagil
i?::%r: “?é;::t) Ortalama Sstzgcrina;t Standart
Sapma
O.saat 5,000
1l.saat 4,965
3.saat 4,950 4,930 0,063 1,28

8.saat 4,892
24 saat 4,841

Tablo 27. Spektrofotometre igin stabilite verileri

0 % Bagil
i??nar: (or/nrﬁt) Ortalama Sstzn?na;t Standart
9 W9 P Sapma

O.saat 50,258
l.saat 49,949
3.saat 49,909 49,972 0,164 0,328
8.saat 49,847
24.saat 49,899
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Sistem Uyumluluk Testi
HPLC metodu igin sistem uyumluluk testi sonuglari Tablo 28’de gosterilmistir.
Teorik plaka sayisi 2000 degerinden buyuk, pik kuyruklanma (tailing) faktori 2’den

klguk oldugundan HPLC metodu sistem uygunluk testinden gegmistir.

Tablo 28. HPLC metodu igin sistem uyumluluk testi verileri

. USP  ysp
# Alikonma Yukseklik Alan P.'k o Teorik Tailing
Zamani Genigligi Plaka Faktérii
aktorii
Sayisi
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 541 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

OKZALIPLATININ COZUNURLUK VERILERI
Okzaliplatinin gesitli gdzUculerde, tampon ¢ozeltilerde ¢ozunurligu incelenmis

elde edilen sonugclar Sekil 34’te gosterilmistir.

Cesitli Cézlcllerde Okzaliplatin C6zOnrldga (mg/mL) Cesitli pH'larda Okzaliplatin CézUndrldgl (mg/mL)
14 12
O
A o @
12 -@_i_ 10 A:bp N o N . —E— WE
10 I ° & ¢
4]'1?’ 8 --I—-- ETT) ams _man ...I..
8 o
6
6
4
4 o
N
@ © 2
2 N 091,
0 [snnnuannm] 0 ()] (il (il L] LLiili 11111 11110
Su Metanol Etanol DMF DCM pH2 pH4 pHGE pHT pH8 pH10 pH 12

Sekil 34. Okzaliplatinin gesitli ¢ozlicli ve tamponlardaki ¢ozinirlikleri
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DENDRIMERLERIN COZUNURLUGE ETKIiSININ INCELENMESI
Cesitli ortamlara farkli miktarlarda dendrimer eklenmesinin okzaliplatin
¢6zunurligune olan etkisi incelenmis, sonuglar Tablo 29 ve Sekil 35, 36 ve 37’de

gOsterilmigtir.

Tablo 29. Dendrimer konsantrasyonunun ¢ozunurliige olan etkisi

Dendrimer Ortam Eklenen Dendrimer Miktari (umol)
Cinsi 0 0,05 0,10 0,20 0,40 0,80
Su 7,329 8,008 8538 8861 9425 10,136
= +0,08 +0,05 +0,06 +0,08 +0,04 +0,12
<§f . H 4 7,709 7818 8,027 8373 8631 9,364
<O P +0,32 +0,15 +0,07 +0,11 +0,05 +0,04
a- pH 7 7,729 7,965 8,009 8537 899 9,971
+0,09 +0,31 +0,12 +0,28 +0,04 +0,37

sy 7,329 8,607 9,887 11,408 13,519 19,711

= +0,08 +0,02 10,05 10,30 $0,26 +0,97
L2 pH4 7709 9129 9705 11284 14,197 21,047
< O $0,32 +0,19 10,10 10,10 +0,15 0,21
o pH7 7729 8591 9639 12125 15450 21,063
+0,09 $0,13 10,02 10,43 $0,28 10,32

Dendrimerlerin Cézindrliige Etkisi

=y
w

Gozundrlik (mg/mL)
=
[=]

pH 7 Su pH 4
Eklenen Dendrimer Miktar (umol) \

PAMAM G-3.5 bo 80,05 @0,10 E40,20 E0,40 30,80 PAMAM G-4.5

J

Sekil 35. Dendrimer konsantrasyonunun ¢oziiniirlige olan etkisi
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PAMAM G3.5 Dendrimerin Cozunurlige Etkisi
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Sekil 36. PAMAM G3.5 konsantrasyonunun ¢oziintuirliige olan etkisi

PAMAM G4.5 Dendrimerin Cozunurlige Etkisi
27,0

25,0

23,0

)

N
=
o

’

Cozindrlik (mg/mL
[
~
k=)

11,0
9,0
7,0
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Eklenen Dendrimer Miktari (umol)
O Su O pH4 A pHT eeeeveens Dogrusal (Su) Dogrusal (pH 4) ———- Dogrusal (pH 7)

Sekil 37. PAMAM G4.5 konsantrasyonunun ¢ozinurliige olan etkisi
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OKZALIPLATIN-DENDRIMER FORMULASYONLARININ HAZIRLANMASI

Okzaliplatinin dendrimerik kompleks ve konjugat formulasyonlari hazirlanmisg,
karakterizasyonlari Mor Otesi-Gériinir Boélge (UV-Vis) Spektroskopisi, Fourier
Dontsumli Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi, Niikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR,
13C-NMR), partikil boyutu ve zeta potansiyel olglimleri ile yapilmigtir. Ayrica
hazirlanan komplekslerin yukleme orani ve yukleme etkinligi sonuglari ilgili bagliklarda

verilmistir.

FK-3.5 Formiulasyonlarinin Karakterizasyonu

i) Mor otesi-gorlintir bolge (UV-Vis) spektroskopisi: Okzaliplatinin ve FK-3.5
formulasyonlarindan F6 formualasyonunun 200-400nm dalgaboyu araliindaki
spektrumu alinmistir. Spektrumda gorulen pikin kaybolmasi, pik yerinin kaymasi veya
siddetinin azalmasi gibi degisiklikler kompleksin gergeklestigine dair kanit
olusturmaktadir. Sekil 38’de gérulecegi Uzere 255nm’de goérllen okzaliplatin pikinin F6
formulasyonunda baskilanmis olmasi okzaliplatinin dendrimer dallari arasinda

tutularak kompleks olusturdugunu dusundurmektedir.

400, 0] @ | CSpectrun

400 ,0nn
Sekil 38. FK-3.5 formulasyonu UV spektrumu

ii) Fourier donlsumli kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi: FK-3.5
formulasyonlari temsil etmesi agisindan F6 formilasyonuna ait FT-IR spektrumlari
Sekil 39'da gorilmektedir. FT-IR spektrumunda 3308cm‘'de O-H gerilmesi,
2948cm asimetrik C-H gerilmesi, 2836cm™ simetrik C-H gerilmesi, 1648cm™* C=0
gerilmesi, 1408cm~"de C-O gerilmesi pikleri gérilmektedir.
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Sekil 39. Okzaliplatin, PAMAM G3.5 ve FK-3.5 FT-IR spektrumlari

PAMAM G3.5 dendrimerlerin dzellikle O-H ve C=0 piklerinde gorulen kaymalar
okzaliplatin ile dendrimer arasinda fiziksel bir etkilesim kuruldugunu ve kompleks

olusumunu dugundurmektedir.

FK-4.5 Formulasyonlarinin Karakterizasyonu

i) Mor otesi-gorlintir bolge (UV-Vis) spektroskopisi: Okzaliplatinin ve FK-4.5
formulasyonlarindan F21 formulasyonunun 200-400nm dalgaboyu araligindaki
spektrumu alinmistir. Spektrumda gorulen pikin kaybolmasi, pik yerinin kaymasi veya
siddetinin azalmasi gibi degisiklikler kompleksin gergeklestigine dair kanit
olusturmaktadir. Sekil 40'da gorilecegi Uzere 255nm’de gorulen okzaliplatin pikinin
F21 formullasyonunda siddetinin azalmig ve baskilanmis olmasi okzaliplatinin
dendrimer dallar1 arasinda tutularak kompleks olusturdugunu dusundurmektedir.
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400, 0nm

Sekil 40. FK-4.5 formiilasyonu UV spektrumu

ii) Fourier dontsumlii kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi: FK-4.5
formulasyonlari temsil etmesi agisindan F21 formulasyonuna ait FT-IR spektrumlari
Sekil 41’de gorUlmektedir. FT-IR spektrumunda 3296cm™Y'de O-H gerilmesi,
2949cm™ asimetrik C-H gerilmesi, 2838cm™ simetrik C-H gerilmesi, 1648cm™ C=0

gerilmesi, 1407cmY'de C-O gerilmesi pikleri goriilmektedir.
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Sekil 41. Okzaliplatin, PAMAM G4.5 ve FK-4.5 FT-IR spektrumlari
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PAMAM G4.5 dendrimerlerin 6zellikle O-H ve C=0 piklerinde gorulen kaymalar
okzaliplatin ile dendrimer arasinda fiziksel bir etkilesim kuruldugunu ve kompleks

olusumunu dusundurmektedir.

Modifiye Okzaliplatinin Karakterizasyonu
KK-3,5 ve KK-4,5 formulasyonlari hazirlanmadan 6nce okzaliplatinde kimyasal
modifikasyonlar gerceklestirilmistir. Kimyasal sentez verimi %98,2 olmustur. istenilen

bilesigin sentezlendiginin gosterilmesi i¢in karakterizasyon ¢aligmalari yapiimigtir.

i) Fourier donusumlu kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi: Saf okzaliplatinin ve
yontemler bolimunde anlatildi§i Gzere sentezlenen modifiye edilmis okzaliplatinin FT-
IR sonuglar Sekil 42’de gosterilmistir. Saf okzaliplatin FT-IR spektrumunda 3210 cm
ve 3082 cm’de N-H gerilmesi, 2928cm™* asimetrik C-H gerilmesi, 2863cm simetrik
C-H gerilmesi, 1699cm ve 1661cm*'de C=0 gerilmesi, 1376cm*'de C-O gerilmesi
pikleri gorilmektedir (110,120-123). Modifiye edilmis okzaliplatin FT-IR spektrumunda
ise 3480cm*'de O-H gerilmesi, 3090cm*'de N-H gerilmesi, 2920cm™* asimetrik C-H
gerilmesi, 2856cm* simetrik C-H gerilmesi, 1713cm ve 1662cm*de C=0 gerilmesi,
1361cm*'de C-O gerilmesi pikleri goriimektedir. Ayrica parmak izi bdlgesinde
574cmY'de Pt-O gerilmesi piki gortimustir (124-126). Sentezlenen bilesikte O-H ve
Pt-O gerilmesi piklerinin goérilmis olmasi istenen bilesigin sentezlendigini
disindlirmis, daha ileri karakterizasyon icin bilesigin 'H-NMR ve 13C-NMR

spektrumlari alinmigtir.
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Sekil 42. Okzaliplatin ve modifiye okzaliplatin FT-IR spektrumlari
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i) TH-NMR spektroskopisi: *H-NMR (DMSO-d6): & = 8.63 (1H, NH2), 8.33 (1H,
NH2), 7.98 (1H, NH2), 7.24 (1H, NH>), 3.43 (1H, OH), 2.61-2.57 (4H, siklohekzan), 2.13
(3H, CHs), 1.55 (4H, siklohekzan), 1.21-1.18 (2H, siklohekzan) (106,120,125,127).

™ 70 5] 0 Qe EY T ™)

Sekil 43. Modifiye okzaliplatin *H-NMR spektrumu

iii) 13C-NMR spektroskopisi: 13C-NMR (DMSO-d6): & = 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, CHs) (106,128).
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Sekil 44. Modifiye okzaliplatin **C-NMR spektrumu

IH-NMR ve 3C-NMR sonuglarina goére okzaliplatinde istenilen modifikasyon

gerceklestirilmigstir.
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KK-3.5 Formiillasyonunun Karakterizasyonu
Steglich esterifikasyon reaksiyonu kullanilarak, G3.5 dendrimer ile modifiye
okzaliplatin ester baglariyla baglanmistir. Reaksiyon verimi %50,3 olmustur. istenilen

bilesigin sentezlendiginin gosterilmesi i¢in karakterizasyon ¢aligmalari yapiimigtir.

i) Fourier donusiimli kizilétesi (FT-IR) spektroskopisi: Modifiye edilmis
okzaliplatin, PAMAM-G3.5 dendrimer ve KK-3.5 formilasyonuna ait FT-IR
spektrumlari Sekil 45°te gortlmektedir. KK-3.5 formilasyonunun FT-IR spekturumu,
modifiye okzaliplatin ve G3.5 dendrimerde goérulen fonksiyonel gruplarin konjugat
yapisinda da bulundugunu gostermigtir. KK-3.5 etkin madde ile konjuge olmayan
serbest dendrimer uclarindan dolayr hem dendrimere ait, hem de konjuge oldugu
modifiye okzaliplatin fonksiyonel gruplarina ait piklere sahiptir. FT-IR spektrumunda
3476cm'de O-H gerilmesi, 3135cm™*'de N-H gerilmesi, 2941cm™ asimetrik C-H
gerilmesi, 2880cm simetrik C-H gerilmesi, 1718cm™ C=0 gerilmesi (amit | bandi),
1626cm™*de N-H bikilmesi (amit 1l bandi), 1359cm™*'de C-O gerilmesi pikleri
gorilmektedir. Ayrica parmak izi bolgesi 573cm*'de Pt-O gerilmesi piki gortlmustar
(125,129). Beklenen fonksiyonel gruplar gorilmus, ileri karakterizasyon igin *H-NMR
spektrumu alinmigtir.
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Sekil 45. Modifiye okzaliplatin, PAMAM G3.5 ve KK-3.5 FT-IR spektrumlari
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i) TH-NMR spektroskopisi: KK-3.5 formiilasyonunun 'H-NMR (DMSO-d6)
sonuglari Sekil 46’da verilmistir. Ustte konjugatin altta ise modifiye okzaliplatinin H-
NMR spektrumlari gértilmektedir (130).
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Sekil 46. KK-3.5 ve modifiye okzaliplatin *H-NMR spektrumlari
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KK-4.5 Formillasyonunun Karakterizasyonu
Steglich esterifikasyon reaksiyonu kullanilarak, G4.5 dendrimer ile modifiye
okzaliplatin ester baglariyla baglanmistir. Reaksiyon verimi %46,6 olmustur. istenilen

bilesigin sentezlendiginin gosterilmesi i¢in karakterizasyon ¢aligmalari yapiimigtir.

i) Fourier donusumliu kizilétesi (FT-IR) spektroskopisi: Modifiye edilmis
okzaliplatin, PAMAM-G4.5 dendrimer ve KK-4.5 formilasyonuna ait FT-IR
spektrumlari Sekil 47°de gortlmektedir. KK-4.5 formilasyonunun FT-IR spekturumu,
modifiye okzaliplatin ve G4.5 dendrimerde gorulen fonksiyonel gruplarin konjugat
yapisinda da bulundugunu gostermigtir. KK-4.5 etkin madde ile konjuge olmayan
serbest dendrimer uclarindan dolayr hem dendrimere ait, hem de konjuge oldugu
modifiye okzaliplatin fonksiyonel gruplarina ait piklere sahiptir. FT-IR spektrumunda
3475cm'de O-H gerilmesi, 3085cm™Y'de N-H gerilmesi, 2941cm™ asimetrik C-H
gerilmesi, 2860cm simetrik C-H gerilmesi, 1719cm™ C=0 gerilmesi (amit | bandi),
1625cm™*de N-H bikilmesi (amit 1l bandi), 1355cm™*'de C-O gerilmesi pikleri
gorilmektedir. Ayrica parmak izi bolgesi 573cm*'de Pt-O gerilmesi piki gortlmustar
(125,129,131). Beklenen fonksiyonel gruplar goriilmis, ileri karakterizasyon igin tH-
NMR spektrumu alinmigtir.
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Sekil 47. Modifiye okzaliplatin, PAMAM G4.5 ve KK-4.5 FT-IR spektrumlari
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i) TH-NMR spektroskopisi: KK-4.5 formilasyonunun 'H-NMR (DMSO-d6)
sonuglari Sekil 48’de verilmistir. Ustte konjugatin altta ise modifiye okzaliplatinin H-

NMR spektrumlari gérulmektedir.
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Sekil 48. KK-4.5 ve modifiye okzaliplatin *H-NMR spektrumlari
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Partikiil Boyutu-Dagilimi ve Zeta () Potansiyel Olgiimleri
G3.5 ve G4.5 PAMAM dendrimerlerin metanol ve su igerisindeki, kimyasal
konjugat formulasyonlarinin ise su igerisindeki partikil boyutu ve polidispersite indeksi

(PDI) verileri Tablo 30°da verilmigtir.

Tablo 30. Dendrimerlerin ortalama boyut ve polidispersite indeksi verileri

Dendrimer Ortalama Boyut (nm)  Polidispersite indeksi
PAMAM G3.5 (metanol iginde) 8,24 £ 0,45 0,215
PAMAM G4.5 (metanol icinde) 7,75+£0,19 0,234
PAMAM G3.5 (su iginde) 199,93 + 30,71 0,434
PAMAM G4.5 (su iginde) 257,90 £ 2,98 0,550
KK-3.5 (su iginde) 179,30 + 77,30 0,377
KK-4.5 (su iginde) 155,93 + 13,59 0,340

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

su igerisindeki zeta potansiyel de@erleri Tablo 31’de verilmistir.

Tablo 31. Dendrimerlerin zeta ({) potansiyel verileri

Dendrimer Zeta (¢) 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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Yukleme Orani ve Etkinligi, Konjuge Okzaliplatin Miktari

Fiziksel kompleks formulasyonlari igin % yukleme orani, % yukleme etkinligi ve
bir mol dendrimere karsilik ylklenen okzaliplatinin mol degerleri Tablo 32 ve Sekil
49’da kimyasal konjugatlar igin ise dendrimere konjuge olan modifiye okzaliplatin

miktarlari Tablo 32’de gosterilmistir.

Tablo 32. Dendrimer formulasyonlarina yiiklenme o6zellikleri

Formiilasyon % Yukleme % Yukleme Mol
Kodu Orani Etkinligi Orani
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 51
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 57
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 53
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 yuklenme ozellikleri

Formiulasyon % Yukleme % Yukleme Mol
Kodu Orani Etkinligi Orani
F24 % 27,0 % 42,4 244
F25 % 27,5 % 57,6 251
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

1 Mol Dendrimer ile Komplekslesen Okzaliplatin Miktar
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Sekil 49. 1 mol dendrimer ile komplekslesen okzaliplatin miktari
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Fiziksel Kompleks ve Kimyasal Konjugatlarda in Vitro Salim Galigmalari
Secilen fiziksel kompleks formulasyonlari (F6 ve F21) ve kimyasal konjugatlarla
pH 5.5 ve pH 7.4 olmak Uzere iki farkli ortamda yapilan salim ¢alismasi sonugclari Sekil

50, 51 ve 52’de gosterilmistir.

F6 Formulasyonu Salhm Verileri
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Sekil 50. F6 formiilasyonu in vitro salim verileri

F21 Formulasyonu Salim Verileri
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Sekil 51. F21 formulasyonu in vitro salim verileri
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KK-3.5 ve KK-4.5 Formiulasyonlarinin Salim Verileri
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Sekil 52. Kimyasal konjugat formulasyonlarinin in vitro salim verileri

Fiziksel ve kimyasal konjugatlarin pH 5.5 ve pH 7.4 ortamlarindaki salim profilleri
kargilastiriimis f1 fark faktora ve f2 benzerlik faktort degerleri sirasiyla Tablo 33’ten
Tablo 36’ya kadar gosterilmigtir. Salim profillerine ¢esitli  kinetik modeller

uygulanmasiyla elde edilen veriler ise Tablo 37 ve Tablo 38’de gosterilmistir.

Tablo 33. F6 ve F21 salim profillerinin f1 degeri ile kiyaslanmasi
f1 Fark Faktoru
F6 (pH 5.5) F6 (pH 7.4) F21 (pH5.5) 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 salim profillerinin f2 degeri ile kiyaslanmasi

f2 Benzerlik Faktori

F6 (PH5.5)  F6(pH7.4) F21(pH55) F21 (pH7.4)

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 konjugatlarin salim profillerinin f1 degeri ile kiyaslanmasi

f1 Fark Faktoru

G3.5(pH5.5) G3.5(pH7.4) G4.5(pH5.5) 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 konjugatlarin salim profillerinin f. degeri ile kiyaslanmasi

f2 Benzerlik Faktori

G3.5(pH55) G3.5(pH7.4) G4.5(pH55) 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 formilasyonlarina gesitli kinetik modellerin uygulanmasi

Parametreler

Formiilasyon Tampon Kinetik Tipi 2 K

0.derece 0,605 0,225

1.derece 0,862 0,033

F6 pH 5.5 Higuchi 0,775 4,088
Hixson-Crowell 0,976 0,043

Weibull 0,965 0,614

0.derece 0,566 0,370

1.derece 0,998 0,055

F6 pH 7.4 Higuchi 0,747 6,813
Hixson-Crowell 0,818 0,052

Weibull 0,998 1,009

0.derece 0,571 0,294

1.derece 0,747 0,011

F21 pH 5.5 Higuchi 0,741 5,365
Hixson-Crowell 0,945 0,029

Weibull 0,915 0,604

0.derece 0,545 0,333

1.derece 0,998 0,055

F21 pH 7.4 Higuchi 0,728 6,161
Hixson-Crowell 0,789 0,049

Weibull 0,996 0,895
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Tablo 38. Kimyasal konjugatlara gesitli kinetik modellerin uygulanmasi

Parametreler

Formiilasyon Tampon Kinetik Tipi 2 K

0.derece 0,718 0,414

1.derece 0,939 0,032

KK-3.5 pH 5.5 Higuchi 0,886 7,140
Hixson-Crowell 0,931 0,165

Weibull 0,982 0,866

0.derece 0,718 0,476

1.derece 0,790 0,054

KK-3.5 pH 7.4 Higuchi 0,885 8,203
Hixson-Crowell 0,946 0,172

Weibull 0,954 1,081

0.derece 0,767 0,506

1.derece 0,876 0,038

KK-4.5 pH 5.5 Higuchi 0,918 8,592
Hixson-Crowell 0,949 0,173

Weibull 0,973 1,028

0.derece 0,754 0,480

1.derece 0,774 0,054

KK-4.5 pH 7.4 Higuchi 0,909 8,184
Hixson-Crowell 0,953 0,172

Weibull 0,974 0,998

Hucre Kiltiira Galigmalari
HT-29 hlcre hattinda yapilan g¢alisma sonucunda PAMAM G3.5 dendrimer,
okzaliplatin ve KK-3.5 formulasyonunun %’de canlilik verileri Sekil 53’te verilmigtir.
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Sekil 53. HT-29 hiicre hattinda konsantrasyonlara gore % canlilik verileri

Okzaliplatin ve KK-3.5 formulasyonunun ICso degerleri GraphPad Prism 8.2.0
programi ile dogrusal olmayan (nonlineer) regresyon kullanilarak bulunmustur.
Sonuglar Sekil 54 ve Tablo 39'da gosterilmistir.

Okzaliplatin ICgq KK-3.5 Konjugat IC5,
150 150
« 100+ « 100+
= =
50 -----------—mmmm oo . 50 ;
0 T T T |1v1,” T 1 0 T T T vl[MMEJ T 1
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log konsantrasyon (UM) log konsantrasyon (uM)
Sekil 54. Okzaliplatin ve KK-3.5 konjugati log (ICso) degerleri
Tablo 39. Hucre kilturi galigmasi verileri
Madde log (ICs0) ICs0 (MM) Hill Egimi
Dendrimer >241 > 256 -
Okzaliplatin 1,1470 14,03 -0,7905
KK-3.5 -0,1445 0,72 -0,9116
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TARTISMA

HPLC VE SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLER

HPLC ve spektrofotometri konsantrasyonlari bilinmeyen orneklerin miktarinin
tayininde siklikla kullanilan iki yontemdir. Her iki yontemin de kendine 6zgu avantaj ve
dezavantajlari mevcuttur. Spektrofotometre ile miktar tayini cogu zaman oldukga kolay
ve hizliyken, HPLC ydntemiyle daha dusik miktarda maddelerin tayin edilmesi
mumkuin olmaktadir. Nitekim her iki yontem icin yapilan validasyon g¢alismalarinin
sonucunda bulunan olgim sinirt (LOQ) deg@erleri karsilastirildiginda HPLC yontemiyle
1/10 oranda daha seyreltik numunelerin miktarinin élgtlebilecegi gorulmektedir. Tez
calismasi boyunca farkl 6lgim hassasiyetine gerek duyuldugu durumlarda her iki
yontemin de kullanilabilmesi i¢cin (ICH) Q2 (R1) kilavuzunda belirtilen ilkelere gore
metot validasyonlari gergeklestiriimistir. Her iki yontem de validasyon sartlarini

kargilamaktadir.

OKZALIPLATININ COZUNURLUK VERILERI

Okzaliplatinin  ¢esitli ¢bzuculerdeki ve tamponlardaki  ¢ozunadrlikleri
incelenmigtir. Okzaliplatin klinikte sik kullanilan diger platin trevleriyle kiyaslandiginda
daha yuksek su ¢ozunurligune sahiptir (113). Elde edilen ¢ozunurluk verilerine gore
okzaliplatinin suda 7,329mg/mL ¢dzunUrlige sahip oldugu gorulmustir. Bu sonug
literatirde gorulen 6-8mg/mL arasi verilerle uyum gdéstermektedir (17,130). Amerikan
farmakopesi (USP) degerlendirmesine gore metanolde az, etanolde ise ¢ok az
¢6zUndugu gorllmustur. Steglich esterifikasyon reaksiyonlar i¢in en sik kullanilan
¢bzucu ortam olan DCM’de ne okzaliplatin ne de dendrimerler pratik olarak
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¢ozunmezler. Bu nedenle reaksiyon ortami olarak dendrimerlerin ve okzaliplatinin
daha iyi ¢6zulebildigi DMF kullaniimistir (105,132).

Farkli pH degerine sahip tamponlarda yapilan galisma sonucunda okzaliplatinin
bazik ortamlarda (pH10-12) daha yuksek ¢dzunurlige sahip oldugu goérulmis, tek
yonlu varyans analizi (one way ANOVA) ve Tukey testi kullanilarak bu yuksekligin
istatistiksel agidan anlaml oldugu (p<0,01) gosterilmistir. pH10 ve pH12 diginda kalan
tampon c¢ozeltilerdeki ¢ozinUrlik degerleri arasinda anlamli bir fark goralmemigtir.
Platin mineralleriyle yapilan bir galigmada yuksek hidroksil konsantrasyonuyla ¢ozulen
platin minerali miktarinin arttigi goérulmustar (133). Dolayisiyla ¢ozinurlik verileri bu
¢alismanin bulgulariyla értismektedir.

Cozunurlik cahismasinda dikkat ¢eken bir durum ise pH2, pH10 ve pH12
tamponlarini igeren doygun okzaliplatin ¢ozeltilerinin ¢alisma sonunda renklenmesidir.
Ozellikle klor iyonu igeren asidik veya bazik ortamlarda, okzaliplatinin Pt-O baglarinin
tek tarafli koparak okzalato grubunun yerine klor baglanmasiyla okzaliplatinden bir
donlsim drint olan [Pt{(DACH)OXCI]" olusmaktadir (134). Sayillan tampon
cOzeltilerinin igerisinde bulunan klor iyonlarinin bu dénidstiime neden oldugu ve ¢ozelti

renginin sararmasinin buna bagli oldugu dusunulmektedir.

DENDRIMERLERIN COZUNURLUGE ETKISININ INCELENMESI

Dendrimer aracili ¢ézunurlik artisi gesitli faktorlere baglhidir. Bunlar dendrimerin
cekirdek ve yuzey gruplarinin yapisi, konsantrasyonu, nesli, ¢ozeltinin pH’si, ¢ozucu
tipi, sicaklik ve ortamdaki tuz konsantrasyonudur (62). Bu tez ¢alismasi kapsaminda
ayni kimyasal yapiya sahip (PAMAM) iki farkli nesilde dendrimer kullanilarak bunlarin
okzaliplatin ¢ozunuarligune olan etkileri incelenmistir.

G4-6 dendrimerler misel benzeri bir yapida olup hidrofobik ilaglarin enkapstule
edilebildigi i¢ kisimlara sahiptirler. GO-3 gibi dusuk nesilli dendrimerler daha agik ve
esnek bir yapiya sahip olduklarindan, G7-10 gibi yuksek nesilli dendrimerler ise yuzey
gruplarinin yogunluguna bagh sterik engeller nedeniyle daha diguk enkapsulasyon
Ozelligine sahiptirler (86). Literatirde degisik tipte ve nesillerde dendrimerlerin gesitli
etkin maddelerin ¢ozunurlUklerini artirdidr gosterilmigstir.

Cozundarluklerin istatistiksel incelenmesi varyans analizi (ANOVA) ve Tukey
testi ile GraphPad Prism 8.2.0 programi kullanilarak yapilmigtir. Dendrimer nesli,

dendrimer konsantrasyonu ve ortam pH’sinin ¢ozunurluge olan etkileri incelenmistir.
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Tez galismasi kapsaminda elde edilen veriler incelendiginde agik bir sekilde
dendrimer nesli ve dendrimer konsantrayonu artisinin okzaliplatin ¢ozunarlGgunu
artirdigi gorulmektedir. Bu ¢ozunurluk artiginin okzaliplatin ile etkilegebilecek grup
sayisinin artmasina baglamaktayiz.

Farkli nesilde dendrimerlerin ¢dzunurlige olan etkisi incelendiginde, 0,05umol
G3.5 veya G4.5 dendrimer igeren su ve pH 7 ortamlari haricindeki tim ortamlarda G4.5
dendrimerlerin okzaliplatin ¢6zUnurligunt daha fazla artirdig1 goéralmustir (p<0,01).

Huang ve ark. (135) farkli tipte dendrimerler ile silibinin ¢ézUnarlGgina artirmaya
calismisglardir. Sonuglari calismamizla benzer sekilde olmus ve silibin ¢ozUnurlagu
artan dendrimer nesli ile artis gostermistir. Bu durumu dendrimer neslinin artmasiyla
daha fazla ilacin dendrimerle etkilesim kurmasi olarak agiklamiglardir.

Filipowicz ve Wolowiec (136) riboflavinin ¢éztnurligunu artirmak icin G2, G2.5,
G3, G3.5 ve G4 dendrimerleri kullanmiglar, ve en yuksek ¢ozinurlik artisina G3.5 ve
G4 dendrimerler ile ulasildigini belirtmislerdir. Cozunurlik artisi dendrimer nesli ile
artis gosterdiginden sonuglarimizin bu ¢alismanin bulgulariyla da uyumlu oldugu
gorulmektedir.

Calismadan elde edilen bir diger sonug ise dendrimerlerin sagladigi ¢ézunurluk
artisinin konsantrasyonla pozitif bir korelasyon iginde olmasidir. Lineer regresyon
verilerinden elde edilen r? degerleri de bu durumu gostermektedir. r? degerlerinin
yuksek olmasi, dendrimer konsantrasyonu ve ¢6zunurlik arasindaki iliskinin dogrusal
oldugunu gostermistir. Fakat bu lineer iliskinin hangi konsantrasyona kadar devam
edecegi bilinmemektedir. G3.5 dendrimerlerin su ortaminda yapilan ¢alismasi disinda
elde edilen tum egrilerin Higuchi'nin Ac tipi ¢dzunuarluk egrisiyle uyum sagladigini
soylenebilir (98,137). Kulhari ve ark. (138) konsantrasyon ve ¢6zunurlik arasindaki bu
dogrusalligi dendrimerlerin kuresel ve simetrik yapisiyla agiklamiglardir. G3.5 su
ortaminda vyapilan g¢alisma ise Higuchi'nin An tipi ¢dzUnurlik egrisine uyum
saglamaktadir. An tipi ¢ozinme profiline yiksek konsantrasyonlarda dendrimerler ilag
kompleksinin agregasyonunun neden oldugu dusunulmektedir (139).

G3.5 dendrimerlerin pH 4 ve pH 7 ortamlari igerisinde artan dendrimer miktarina
badli olarak c¢ozunurluk degisimi incelendiginde ardisik basamaklar (0,05umol-
0,1umol-0,2umol-0,4pmol-0,8umol) arasinda genel olarak anlamh bir artis
gorulmemigtir. Bu durumu bozan tek istisna 0,4umol-0,8umol eklenen ¢ozeltiler

arasindadir (p<0,01). Su ortaminda ise ardisik her basamakta ¢dzinUrllkte anlamli bir
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artis gorulmastur. Bu farklihgin tamponlanmamis ortamda, artan dendrimer miktariyla
pH’in artmasindan kaynaklandigi dustunulmektedir. Ayni galisma G4.5 dendrimerler ile
tekrarlandiginda ise daha farkli bir sonuca ulasilmistir. Su ve pH 4 ortamindaki
0,05umol-0,1umol dendrimer eklenmis c¢ozeltiler haric olmak Uzere tim ardisik
basamaklar arasinda anlamli bir ¢ézunarlik artig1 géralmustar (p<0,01).

Son olarak ¢dzucu ortamin ¢dzunurluk artigina olan etkisi incelenmistir. G3.5
dendrimerlerin Ug farkl ortamdaki ¢ézunarlik artis dereceleri incelendiginde ortamlar
arasinda buyudk bir farkhlik goérilmemistir. Calisma G4.5 dendrimerler igin
tekrarlandiginda sadece yuksek konsantrasyonlarda pH 4 ve pH 7 ortamlarinda daha
yuksek ¢ozunurlik artisi gorulmustar.

Devarakonda ve ark. (97) farkh tipte PAMAM dendrimerlerlerin farkh ortamlarda
niklozamitin ¢dézunurliglne olan etkilerini incelemistir. Amin sonlanimh dendrimerlerde
bizim ¢alismamizla benzer sekilde artan dendrimer nesliyle artan ¢ézunurlik verileri
elde etmiglerdir. Ester sonlanimli yarim nesilli dendrimerler ile yaptiklari calismada ise
¢6zunurlikte herhangi bir artis gdézlemlemediklerini belirtmislerdir. Bu durumu ester
sonlanimli dendrimerlerin sadece dallar arasi tersiyer amin gruplarina sahip olduklari,
dolayisiyla su, pH 4, pH 7 ve pH 11 gibi ortamlarda dendrimerin agirlikli olarak
noniyonize halde bulunmasi ve ilagla etkilesememesiyle agiklamiglardir.

Tersiyer amin gruplarinin pKa degerleri, amin sonlanimli dendrimerlerin primer
aminlerinin pKa degerlerinden daha dusuktir (98). Bu durum onlarin tam olarak
protonlanabilmelerinin ancak ¢ok daha disuk pH’larda mimkin oldugu anlamina gelir.
Bu calismada kullanmis oldugumuz G3.5 ve G4.5 yarim nesilli dendrimerler olup
yukarida aciklanan sebeplerle ilacgla etkilesemeyecek noniyonize tersiyer amin
gruplarina sahiptir. Devarakonda ve ark. (97) ¢ozunurlikte artis gdzlemleyememesine
ragmen kullandigimiz dendrimerlerin ¢ézUnurliga artirmasini yizey gruplarinin farkl
olmasina baglamaktayiz. Kullanmis oldugumuz PAMAM G3.5 ve G4.5 dendrimerler
anyonik olup c¢ok sayida eksi yukli ylzey gruplarina sahiptirler. Oysa ki ester
sonlanimh (-OCHs) yuzey gruplari yiksuzdur (140). Okzaliplatin platinin koordinasyon
bilesigi olup eksi yukle etkilesebilir. Dolayisiyla ¢ozunurluk artisinin arkasindaki
mekanizmada dendrimer-okzaliplatin arasinda kurulan elektrostatik etkilesimlerin payi
oldugu dusunulebilir. CozunUrlUk artisinda etkili olabilecek diger bir olasi etkilesim H

baglaridir. Kullanilan dendrimerler H bagi olusturmaya uygun tersiyer aminlere ve
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yuzey gruplarina sahiptirler (137). Okzaliplatinin yapisindaki -NHz, C=0 gibi gruplar
uzerinden dendrimerler ile H bagi olusturabilecegi dustunulmektedir.

Genel anlamda su, pH 4 ve pH 7 ortamlarinin ¢6zUnlrlGglu artirmada
formulasyonlar agisindan belirgin bir etkiye sahip olmadiklarini séylemek mimkuanddar.
Bunun nedeninin kullanilan dendrimerlerin iyonizasyon derecelerinin ¢aligilan
ortamlarda ciddi bir farklilik gostermemesi oldugu dustunulmektedir.

Cozunurlik artigi sadece dendrimerin iyonizasyonuna bagl olmayip eger var
ise ilacin iyonize olabilen gruplariyla da iligkilidir. Gu ve ark. (141) dendrimerlerin
tersiyer aminlerinin (pKa 3-6) tamaminin, primer aminlerinin (pKa 7-9) ise buyuk
kisminin noniyonize halde bulundugu pH 10 gibi yuksek bir pH'da zayif asit yapili
puerarinin ¢ozunurlugunu artirmislardir. Bu durum dendrimer buyuk oranda noniyonize
olmasina ragmen ilag iyonize hale getirilerek de etkilesim kurulabilecegini
gOstermektedir.

Saf suda yapilan ¢ozundrlik c¢alismalarinda PAMAM dendrimerlerin bazik
yapilari nedeniyle dendrimer konsantrasyonunun artmasina baglh olarak ortam

pH’sinin artis gosterebilecedi unutulmamahdir (142).

FiZIKSEL KOMPLEKS FORMULASYONLARININ HAZIRLANMASI

Dendrimer okzaliplatin kompleksleri hazirlanirken bir molekul dendrimer basina
25 ila 250 molekul okzaliplatin ile karistirilarak kompleks olusturulmaya ¢aligiimigtir.
Tez calismasinda kullanilan G3.5 dendrimerler teorik olarak ylizeyde 64 karboksil
grubu, dallar iginde ise 62 adet tersiyer amin grubu olmak Uzere topla 126 etkilesim
noktasina sahipken G4.5 dendrimerlerde bu degerler sirasiyla 128, 124 ve 252’dir.
250:1 okzaliplatin:dendrimer oranina kadar okzaliplatin eklendiginden neredeyse
muUmkin olan tim olasi etkilesim bolgelerinin okzaliplatinle etkilesmesi mimkin
Kilinmigtir (97).

Dendrimer ilag fiziksel komplekslerini konak-konuk etkilesimi (host-guest
interaction) ile agiklamak mumkudn olup bunlarin olusumunda temel olarak elektrostatik
baglar, hidrojen baglari veya hidrofobik etkilesimler rol oynar (58,62).

G3.5 ve G4.5 dendrimerler ile okzaliplatin molekullerinin kompleks olusturma
mekanizmasi “Dendrimerlerin Cozinirlige Etkisinin incelenmesi” baghginda detayli
olarak tartisiimistir. Kisaca kullanilan dendrimerler g¢aligilan ortamlarda, dallari

arasinda cogunlukla noniyonize tersiyer aminlere ve yuzeyde eksi yukli karboksil
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gruplarina sahiptir. Okzaliplatinin bir metal kompleksi olmasi sebebiyle bu eksi yukli
gruplarla etkilesmesi beklenmektedir. Katyonik yapili bilesiklerin galigilan ortamlarda
dendrimer dallar arasindaki tersiyer aminlerle kompleks olusturmasi duguk bir
ihtimaldir  (143). Okzaliplatinin ¢ok da hidrofobik olmayan vyapisi, olusan
komplekslesmenin dendrimer bogluklari araciligiyla degil de yuzey gruplariyla kurulan
iyonik etkilesimlerle gerceklesme olasihdini yukselten bir diger faktordir (144).
Dendrimer ve okzaliplatin yapilarinda -NH, -OH, C=0 gibi gruplarin bulunmasi H bagi

olusumunu da mumkun kilmaktadir (130).

Fiziksel Komplekslerde UV-Vis ve FT-IR Spektrumlari

Hazirlanan fiziksel kompleklerde dendrimer ile okzaliplatin komplekslestiginin
gOsterilmesi spektral yontemlerle yapilmistir. Etkin maddenin orijinal spektrumunda
gorulen degisiklikler kompleklesme hakkinda bilgi vermektedir. UV-Vis veya FT-IR
spektrumunda etkin maddeye ait pikin baskilanmasi, yerinin degismesi veya tamamen
kaybolmasi komplekslesmenin gercgeklestigini gostermektedir. Bu yontem literatlrde
de siklikla kullaniimaktadir. Ornegin Devarakonda ve ark. (98) furosemiti, lgartua ve
ark. (101) karbamazepini, Kolhatkar ve ark. (145) bir kamptotesin tlrevi olan SN-38
bilesigini, Yao ve ark. (146) puerarini, Kong ve ark. (147)10-HCPT bilesigini, Patel ve
ark. (148) ketoprofeni, Singh ve ark. (149) ramipril ve hidroklorotiyaziti, ¢esitli yapida
dendrimer ilag kompleksleri hazirlamis ve kompleks olusumunu UV-Vis veye FT-IR
spektrumlari ile karakterize etmiglerdir.

Saf okzaliplatinin UV spektrumunda yaklasik 255nm civarinda goérulen pik
secgilen G3.5 ve G4.5 kompleksi i¢gin baskilanmis durumdadir. Bu durum kompleks
olusumunun gergeklestigini dugundurmustur. Bunun yanisira komplekslerin FT-IR
spektrumlari incelendiginde 0-30cm™ arasi kaymalar gordlmustir. Bu kaymalar
dendrimer ilag arasi gérilen hidrofilik etkilesimlere baglanmistir (150). Ozellikle O-H
gerilmesi ve C=0 gerilmesi (amit | bandi) piklerindeki kaymalar ve N-H bukulmesi (amit
[l bandi) pikinin kaybolmasi ilag dendrimer arasindaki etkilesimde H bagi olusmasinin
rolu oldugunu dugundurmektedir (101).
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KiMYASAL KONJUGAT FORMULASYONLARININ HAZIRLANMASI

Dendrimer ve okzaliplatinin kimyasal konjugasyonunun gergeklestirilebilmesi
icin okzaliplatinde yapisal modifikasyonlar gerceklestiriimistir. Yapisal degisiklikler
yapilirken molekulin sitotoksik etkisinini kaybetmesine neden olabilecek degisiklerden
kaciniimis, vucut icerisinde gesitli indirgenme-yukseltgenme reaksiyonlariyla kolaylikla
sitotoksik platin tirevlerine donusebilecek bir yapi tercih edilmigtir.

Okzaliplatinin  yapisal modifikasyonlari  temel olarak iki sekilde
gerceklestirilebilmektedir. ik yéntem okzalato grubunun bulundugu halka tzerinde
degisiklikler yapmaktir. Literatlrlerde okzalato grubunu bulunduran halka tGzerindeki
degisikliklerin genellikle cesitli seker yapilarini moleklle eklemede kullanildigi
g6rilmustir. Ornegdin Li ve ark. (151) glukozu, Wu ve ark. (152) ise galaktozu okzalato
grubunu tasiyan halkayr modifiye ederek eklemiglerdir. Diger yontem ise bu tez
calismasinda da kullaniimis olan yukseltigenme (oksidasyon) reaksiyonlari ile
okzaliplatini platin (IV) turevine gevirmektir. Platin (Il) bilesiklerinin platin (V) tlrevlerine
cevrilmesiyle literatirde c¢ok sayida o6rnek vardir (106,126,153). Platin (IV)
komplekslerinin énemli bir avantaji én ilag gibi davranmalaridir. indirgenmedikleri
surece inaktif haldeyken, hicre igine girdiklerinde Pt (lI) komplekslerine indirgenirler
ve onlar gibi etki gosterirler (154). Kanser hicrelerinin hipoksik ortami, glutatyon gibi
indirgeyici enzimler agisindan zengin olmasi Pt (IV) komplekslerinin Pt (Il) tirevlerine
donlsimunlt kolaylastirmaktadir (155,156). Pt (IV) komplekslerinin indirgenme
yetenekleri kompleksi olusturan ligandlar ile yakindan iligkilidir. Chen ve ark. (157,158)
modifikasyon sonucu elde edilen [Pt(OH)(OAc)(Ox)] kompleksinin orta siddette
reduksiyon yetenegine sahip oldugu bildirmislerdir.

Yontemler bélumuande anlatildigi Gzere okzaliplatin platin (V) tlrevine g¢evrilmis,
molekulde olusan hidroksil grubu daha sonra dendrimerlerin karboksil gruplari ile
esterlesmesini saglamistir. Hidroksil grubuna sahip molekullerin karboksil sonlanimli
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 araciligiyla basariyla konjuge etmiglerdir. Bu tez galigmasinda da modifiye
edilmis okzaliplatin G3.5 ve G4.5 dendrimerlere ester baglar ile kovalent olarak
baglanmistir. Baglanma dogrudan geceklestiriimis olup herhangi bir ara baglanti

molekdll (linker) kullaniimamisgtir.

86



Modifiye Okzaliplatinin Karakterizasyonu

FT-IR spektrumunda okzaliplatin ile karsihistirildiginda 3480cm*'de 574cm''de
ortaya ¢ikan pikler sirasiyla O-H ve Pt-O gerilmesi pikleridir (124-126). Bu piklerin
spekrumda goérilmesi Pt-OH bagi kuruldugunu gdstermektedir. Diger yandan platine
eklenen asetat grubuna ait bag yapilari saf okzaliplatinde de bulundugundan
spektrumda bagka bir degisiklige neden olmamistir.

H-NMR spektrumunda yapisal olarak sahip oldugu konformasyon nedeniyle
siklohekzanin ayni karbon atomu Uzerinde bulunan protonlar farkli kimyasal kayma
gosterirler. *H-NMR spektrumunda en diislk (upfield bolge) kimyasal kaymaya sahip
pikler siklohekzanin heteroatomlara en uzak aksiyel yonelimli protonlaridir.
Siklohekzanin azota komsu karbonu Gzerinde bulunan pikler ise siklohekzan protonlari
icerisindeki en ylksek (downfield bdlge) kimyasal kaymaya sahip olanlardir
(120,127,161). NH2 gruplarinin protonlari ise yuksek kimyasal kaymaya sahip olmayla
beraber dotéro atom degisimine bagli olarak yayvan ve basik pikler halinde
gorulmektedir. Siklohekzan protonlarina benzer sekilde, aksiyel yonelime sahip azot
uzerindeki protonlar ekvatoryal yonelime sahip olan azot Uzerindekilerden daha dusuk
kimyasal kayma gosterirler (162). Spektrumda goérulen en siddetli pentet yapili pik
DMSO-d6 pikidir. Elde edilen spektrum literatirde bulunanlar ile kiyaslanmis ve
uyumlu oldugu gorulmustar (106,120,125,126).

13C-NMR spekturumunda asetat ve okzalat gruplarina ait olan karbon atomlari
yuksek kimyasal kaymaya sahip bolgede izlenirken, siklohekzan ve metil grubunun
karbon atomlari disuk kimyasal kayma bdlgesinde izlenir. Spektrumda en dusuk
kimyasal kaymaya sahip karbon metil grubu karbonudur. Siklohekzan karbonlarinin
kimyasal kaymalari azot atomuna yaklastik¢a artar (106,161). Spektrumda goértlen en
siddetli heptet yapili pik DMSO-d6 pikidir. Elde edilen spektrum literatlirde bulunanlar

ile kiyaslanmis ve uyumlu oldugu gorulmustar (106,128).

Kimyasal Konjugatlarda FT-IR ve NMR Spektrumlari

Kimyasal konjugatlarin FT-IR spektrumlarinda etkin madde ile konjuge olmayan
serbest dendrimer uclarindan dolayr hem dendrimere ait, hem de konjuge oldugu
modifiye okzaliplatin fonksiyonel gruplarina ait piklere sahip olmasi beklenmektedir.

Elde edilen spektrumlarda bu durumun gercgeklestigi gorulmustur.
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Dendrimerler ¢ok sayida birbirlerinin aynisi olan kimyasal gruplara sahiptirler
(135,141). Bu gruplar *H-NMR spektrumunda ayni miktarda kimyasal kayma gosterir,
ve genellikle belli noktalardaki siddetli pikler halinde gérilirler. Ornedin amin
sonlanimli PAMAM dendrimerler 6 degisik tipte protona sahiptirler. Bunlardan dordu
dallar arasinda i¢ bolgede kalan metilen (-CH2) gruplariyken, ikisi dendrimerin en dig
katmaninda ylzey grubunun baglandigi metilen gruplaridir. Bu proton sinyallerinin
bazilari spektrumda cakisirlar (144). DMSO-d6'da c¢ozilerek alinan 'H-NMR
spektrumlarinda dendrimerlerin metilen gruplarinin sinyalleri 1,8-3ppm arasinda
gorulmasgtur. Metilen protonlarinin en ylksek kimyasal kaymaya sahip olani dendrimer
dallari arasindaki amit azotuna baglh metilenin protonlaridir. Bahsedilen bu metilen
grubu protonlari G3.5 dendrimerlerde toplam 120 adet, G4.5 dendrimerlerde ise
toplam 248 adettir. Konjugatlarin tH-NMR spektrumlari incelendiginde konjugasyonun
gerceklestigi gorulmastur. Spektrumda gorulen 2,5ppm civarinda goérulen pentet yapili
pik DMSO-d6’ya aittir.

PARTIKUL BOYUTU-DAGILIMI VE ZETA (J) POTANSIYEL OLGUMLERI

Terapotik amagla kullanilacak dendrimerlerin partikil boyutunun ve yukinin
uygun olarak ayarlanmasi son derece dnemlidir. Genellikle buyuk partikiller dalak ve
karacigerde mononukleer fagositik sistem hdcreleri tarafindan kandan uzaklastirilirlar.
10nm’den dusik boyutlular ise bdbreklerden filtrasyon vyoluyla kandan hizla
uzaklastiriirlar. Ek olarak ylksek derecede arti yukli partikiller toksik etkilere
sahipken, yuksek miktarlarda eksi yUk tasiyanlar ise kandan hizla
uzaklastiriimaktadirlar (129).

Dendrimerlerin dnce dogrudan temin edildikleri haldeki (metanol igerisinde)
partikul boyutu olgumleri yapilmistir. Metanol igerisinde dlgimu yapilan dendrimerlerin
partikiil boyutlari 7-8nm civarinda ¢ikmistir. Ureticiden G3.5 ve G4.5 dendrimerlerle
ilgili olarak tam bir boyut bilgisi temin edilememistir. Ancak Uretici molekul agirhigi G3.5
dendrimere yakin olan G4 nesilli dendrimerin boyutunu 4,5nm ve molekul agirhigr G4.5
dendrimere yakin olan G5 nesilli dendrimerin boyutunu ise 5,4nm olarak belirtmektedir.
Yaklagik 3nm civarinda olan bu farkin nedeninin 6lgum metotlarinin farkhihgindan
kaynaklanabileceg@i disunulmektedir. Bununla beraber PDI degerleri yaklagik olarak

0,2 olarak bulundugundan dagilimin dar bir araliga toplandigini sdylemek mumkundur.
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Metanol ugurulup dendrimerler suda ¢ozulerek tekrar dlgim yapilmis ve yapilan
iki 6lcim arasinda ¢ok buyuk bir fark oldugu gorulmastir. Su ortaminda dl¢ulen partikdl
boyutlari yaklagik 30 kat artis gostemistir. PDI degerleri de oldukg¢a koétulesmis 0,5
civarlarina yukselmigtir. Metanolden suya gegiste gozlenen bu ciddi degisim su
icerisinde dendrimerlerin agregatlar olusturmaya basladigini dusundirmektedir.
Benzer bir kiyaslama baska bir galismada da yapiimig ve ayni sonug alinmistir (163).

Ciolkowski ve ark. (164) farkli konsantrasyonda hidroksil sonlanimli PAMAM
dendrimerlerde partikil boyutu dlgimia yapmiglardir. Dendrimer konsantrasyonundan
badimsiz olarak 20nm ila 500nm arasinda agregatlar tespit etmis, bu kadar yuksek
polidispersiteye sahip orneklerde dinamik 1sik sagilimi (DLS) prensibine gore dlgum
yapmanin mumkun olamayacagini belirtmislerdir.

Kang ve ark. (165) karboplatini su ortaminda G3.5 dendrimere yluklemiglerdir.
Hazirladiklari bu formalasyonun partikial boyutunu 258nm PDI degerini ise yaklasik 0,1
olarak bildirmiglerdir. Vu ve ark. (129) ise ayni etkin maddeyi ve ayni nesil dendrimeri
PEG ile konjuge ederek bir formulasyon hazirlanmislardir. PEG ile konjugasyona
ragmen partikal boyutu artmamis, aksine 36nm civarina dugmaustur. Literatirde ayni
dendrimere yapilan benzer ilag konjugasyonlarinin ¢ok farkh partikil boyutlarina neden
olabildigi gorulmastur. Partikal boyutunun belirlenmesinde ¢dzicu ortam kosullarinin
ve ilag-dendrimer etkilesimlerinin dnemli oldugu agiktir.

Hazirlanan konjugatlarin partikil boyutu 6l¢iimus, su igerisindeki ortalama
partikil boyutunun konjugasyon sonunda oncekine gore azaldigi gorulmustir. Bu
azalma dendrimerin ug¢ gruplarinin bazilarina modifiye okzaliplatin baglanmasiyla
dendrimerin daha kompakt bir konformasyona ge¢cmesiyle acgiklanabilir.

Zeta potansiyel 6lcimlerinde G3.5 ve G4.5 dendrimerlerin zeta potansiyeli
yaklagik -26mV olarak bulunmustur. Her iki dendrimer de anyonik yapili karboksil
sonlanimli u¢ gruplarina sahip oldugundan bu beklenen bir durumdur. Konjugasyonun
sonunda her iki dendrimerin de zeta potansiyelinin isaret degistirdigi gérualmustir. Bu
durum katyonik yapili bir metal koordinasyon bilesigi olan modifiye okzaliplatinin
yuzeye konjugasyonunun gerceklestigini desteklemektedir.

Zeta potansiyelin -26mV’dan 10-15mV civarina geldigi disundldigunde yuk
yogunlugunun mutlak deger agisindan dustigu soylenebilir. Dendrimer uglarindaki yuk
yogunlugunun degismesi dendrimerin boyutuna etki eder. Ornegin pH azaldikga amin

gruplarn arasindaki itme kuvvetinin artmasina bagli olarak, katyonik dendrimerlerin
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boyutlarinda artig gorulur (166). Yuzeydeki yuk siddetinin azalmasiyla, dendrimer
uclarinin birbirine uyguladiklari itme kuvvetleri de azalmistir (167). Bu durumun
dendrimerin daha kompakt bir konformasyona gecisinin ve dolayisiyla boyutunun
konjugasyon sonrasi azalmasinin ardinda yatan neden olabilecegi dusunulmustar.
Bununla beraber yuk yogunlugunun azalmasi, partikiller arasi itme kuvvetlerinin de

azalmasina neden olacagindan agregasyon ihtimalinin artabilecegi dusunulmektedir.

YUKLEME ORANI VE ETKINLIiGi, KONJUGE OKZALIPLATIN MIKTARI

Hazirlanan dendrimer okzaliplatin komplekslerinin yikleme orani ve etkinlikleri
yontemler boluminde agiklanan formullere gére hesaplanmistir. Her bir ortamda en
yuksek yukleme oranina 250:1 okzaliplatin:dendrimer oraninda ulasiimigtir. Ancak
genel olarak bu oranin artigiyla yukleme orani artigsinin dogrusal olarak devam
etmedigi gorulmustar. Okzaliplatin konsantrasyonu artmaya devam etse de bir
noktadan sonra yukleme oraninin sabit kalmaya baslamasinin sebebi dendrimerle
etkilesebilen maksimum ilag¢ limitine ulagiimasidir. Bu ¢alismada 1 molekul dendrimer
ile G3.5 dendrimer icin maksimum 18 adet, G4.5 icin ise maksimum 42 adet
okzaliplatinin etkilestigi hesaplanmigstir. Bu etkilesimin sadece dendrimer ug¢ gruplari
araciligiyla gergeklestigi varsayildiginda G3.5 dendrimerin uglarinin yaklasik %28’inin
G4.5 dendrimerin uglarinin ise %33’UnUn okzaliplatin ile etkilestigi goruimustir.
Etkilesimin bir noktada sabitlenmesinin nedeninin dendrimer ug¢ gruplarinda molekiil
yogunlugunun artmasi oldugu dusunulmektedir. Molekul yogunlugunun artmasinin
cesitli elektrostatik engellere neden olabilecegi bu durumun da komplekslesen ilag
molekull sayisini sinirlayabilece@i dusunulmektedir (168).

Genel olarak yukleme etkinliginin artan dendrimer konsantrasyonuyla ve
nesliyle arttigi goértlmektedir. Bu bulgularin G4.5 ve G5.5 dendrimerlere vardenafil
yukleyen Tawfik ve ark. (169) yaptidi calismanin verileri ile de uyumlu oldugu
gorulmastur. Yukleme etkinligi artisinin okzaliplatinle etkilesebilecek yuzey grubu
sayisinin artmasina bagh oldugu dusunulmektedir (169).

Nguyen ve ark. (170) sisplatinin G3.5 dendrimerle olan komplekslerini farkh
yontemlerle hazirlamiglardir. Basit karistirma yontemiyle hazirladiklari kompleksin
%25,2 sonikator kullanarak hazirlananin ise %27,8 ylkleme oranina sahip oldugunu

raporlamiglardir.
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Yukleme ortaminin dendrimer basgina yuklenen okzaliplatin miktarina olan etkisi
incelendiginde belirgin  bir farkllik gordlmemistir. Bu durumun nedeninin
“Dendrimerlerin Coézinirlige Etkisinin incelenmesi” bashginda da tartisildig izere
dendrimerlerin iyonizasyon derecelerinin ortamlar arasinda bir farklilik géstermediginin
dusunulmesidir.

Dendrimerlere konjuge olan etkin madde miktarinin belirlenmesinde matris
destekli lazer desorpsiyonu-iyonizasyonu ugus suresi kitle spektroskopisi (MALDI-
TOF MS), pozitif iyon elektrosprey iyonizasyon kultle spektrometresi (ESI-MS), jel
gecirgenlik kromatografisi (GPC) ve *H-NMR gibi yontemler kullanilabilmektedir (171).
G3.5 ve G4.5 kimyasal konjugatlarinda dendrimer ugclarina konjuge olan ortalama
modifiye okzaliplatin sayisi 'H-NMR’dan elde edilen sonuglara gore sirasiyla 37,9 ve
26,3 olarak bulunmustur. Dendrimer nesli artmasina ragmen konjuge olan etkin madde
sayisi artig gostermemistir. Bu duruma dendrimer neslinin artmasiyla dendrimer uglari
cevresinde olusan molekuler yogunlugun sebep olabilecedi dusunulmustar. Daha fazla
sayida etkin maddenin dendrimer uglarina ulasip reaksiyona girmesinin sterik
engellerle 6nlenebilecegi bilinmektedir (172).

Kirkpatrick ve ark. (167) G3.5, G4.5, G5.5 ve G6.5 dendrimerin yuzeyine
konjugasyon yoluyla sisplatin baglamislardir. Sirasiyla bu dendrimer yuzeylerine
baglanan sisplatin miktarlarini 22, 37, 54 ve 94 olarak raporlamiglardir. Dendrimer nesli
artttkca konjuge olan sisplatin  miktarinin artis gostermesi sonuglarimizia
uyusmamaktadir. Kargilastigimizi dustindugumauz sterik engel sorununu Kirkpatrick ve
ekibinin yasamama sebebinin, sisplatinin okzaliplatine gére daha kuguk yapili bir
molekul olmasindan kaynaklanabileceg@i dusunulmektedir.

Howell ve ark. (173,174) okzaliplatin benzeri bir yapi olan (DACH)Pt grubunu
G4.5 dendrimer uglarina konjuge etmislerdir. 'TH-NMR’dan elde ettikleri sonuglara gére
dendrimer ugclarina farkh reaksiyon kosullarinda 33 ila 40 (DACH)Pt Unitesinin
baglanmis oldugunu bildirmiglerdir.

Literatirde yapisinda okzaliplatin bulunan ve dendrimerik olmayan cesitli ilag
tagiyici sistemler de bulunmaktadir. Ornegin Dutta ve Sahu (113) okzaliplatinin pektin
bazli manyetik nanotayicilarini hazirlamis ve yukleme etkinligini %55,2 olarak
bulmusglardir. Vivek ve ark (114). okzaliplatinin kitosan bazli nanopartikullerini

hazirlamis ve %28,6 ile %91,4 araliginda degdisen yukleme etkinligi bildirmiglerdir.
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Lagarce ve ark. (175) ise okzaliplatin iceren PLGA mikrokureleri hazirlamis %75-90

arasinda degisen yukleme etkinligi bildirmislerdir.

FORMULASYONLARDA iN VITRO SALIM CALISMALARI

in vitro salim galismalari etkin maddelerin gegebilecedi kadar buyik fakat
dendrimerlerin gegemeyecegdi kadar kuguk olan 3,5-5kD por acgikligina sahip diyaliz
membranlar ile yapilmistir. Salim profilleri f1 fark faktért ve f2 benzerlik faktoéru ile
kiyaslanmigtir.

Dendrimer basina en fazla okzaliplatin yluklenen F21 formulasyonu ve nesiller
arasi karsilastirilabilirligin saglanmasi icin bu formalasyonun G3.5 esdegeri olan F6
formulasyonu ile pH 5.5 ve 7.4 ortamlarinda salim calismasi yapilmistir. Salim
profillerinin kiyaslanmasi profilin %85’'ten sonrasinda en fazla tek nokta alinarak
yapilmig, f1 degeri 0-15 arasinda, f2 degeri ise 50-100 arasinda ise profiller benzer
kabul edilmistir (176).

Fiziksel komplekslerin salim profilleri kiyaslandiginda F6 formilasyonunun pH
5.5'te digerlerinden farkh olarak daha hizli salim yaptigi gértlmustur. Diger profiller
arasi anlamh bir fark gorulmemigtir. Kimyasal konjugat formulasyonlarinin salim
profilleri kiyaslandiginda profillerin tamaminin benzer oldugu goérulmastar.

Hem fiziksel kompleksler hem kimyasal konjugatlar okzaliplatin salimini
geciktirmeyi basarmislardir. Ancak bu gecikme suresi ¢ok uzun olmamigtir. Maddelerin
tamaminin salinma suresi serbest okzaliplatin icin ortalama 30 dakikayken, fiziksel
komplekslerde ortalama 60 dakika, kimyasal konjugatlarda ise ortalama 120 dakikadir.
Kompleks yapilarda gecikme suresinin uzun olmamasinin nedeninin platin (ll)
bilesiklerinin PAMAM dendrimerle diisiik baglanma sabiteli (10 - 10> M) kompleksler
olusturmasi oldugu dusunlUlmektedir (177). Kimyasal konjugatlarda salim suresinin
daha da uzatilabilmesi adina kimyasal sentezde gesitli degisiklerin yapiimasi gerektigi
sonucuna variimistir. Dogrudan esterifikasyon yerine cesitli 6zellikte ara baglanti
gruplarn (linker) veya ester yapili baglar yerine yapisal olarak daha stabil olan amit
bagdlar kullanilarak salim suresinin artirabilecegi dustunulmektedir (178,179).

Salim profilleri ¢esitli kinetik modellerle incelenmis ve genel olarak hem
kompleks formulasyonlarinin hem de konjugatlarin Weibull veya Hixson-Crowell tipi

kinetige uyum sagladiklari gorulmagtur.
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Tum bu elde edilen bilgiler i1siginda ara baglantilar asite duyarli gruplar
arasindan segilerek tumor ¢evresinde (pH 5.5) daha hizli salim yapan fakat kanda (pH
7.4) daha yavas salim yapan sistemler hazirlanabilir. Ayrica hazirlanan dendrimerlerin
birleserek agregatlar olusturmaya oldukga meyilli olduklari  goralmustar.
Dendrimerlerin yluzeyine etkin maddenin yanisira gesitli elektrostatik gruplar konjuge
edilmesiyle agregasyonun oOnune gegilerek formulasyonda cesitli gelistirmelerin

yapiimasi mumkundur.

HUCRE KULTURU GALISMALARI

Kolon kanserini taklit eden farkl 6zelliklere sahip ¢ok sayida hicre hatti (HT-29,
HCT-116, LoVo, SW480, DLD-1 gibi) mevcuttur. Bu tez calismasi kapsaminda HT-29
insan kolon adenokarsinomu hicreleri secilmistir. HT-29 hicreleri adenomatéz
polipozisten koken almistirlar (180,181). Sisplatine dogal olarak direnclidirler (182).
Mikrosatellit instabilitesi gorulme ihtimali disuk olan bir hicre hattidir (183). HT-29
hacreleri p53 mutant, KRAS yabani tip (wild type) ve BRAF mutant 6zellige sahiptirler
(184,185). p53 timor baskilayici bir protein olup, mutasyonlari onkojenik strese cevap
olarak verilen hucre dongusunun durdurulmasi ve apopitozun desteklenmesi gibi
normal p53 fonksiyonlarinin kaybina neden olur. insanlarda gériilen kanserlerin
yarisindan fazlasinda p53 mutasyona ugrar (186). Bu nedenle bu tez galismasi
kapsaminda kolon kanser hucre hatlarindan mutant p53’e sahip HT-29 secilmigtir.
Mutant p53’e sahip olmasi nedeniyle HT-29 hucre hattina uygulanan maddelere bagli
olarak gorulen olumudn p53'ten badimsiz olarak, hucre 6lim yolaklarinin aktive
olmasiyla gergeklestigi dusunulmektedir (187).

HT-29 hiicre hattina G3.5 dendrimerler uygulandiginda hicre hattina uygulanan
en yuksek doz dahi hicre canliligini %90’in altina distrememistir. Bu nedenle G3.5
dendrimerin 1Cso de@eri tam olarak saptanamamistir. Elde edilen sonuglara gore 1Cso
degerinin 256uM’dan c¢ok daha yuksek oldugu dusunulmektedir. Anyonik
dendrimerlerin toksisitelerinin duguk oldugu literatur verilerinde de bulundugu igin bu
bulgu literatur ile uyumlu bulunmustur (82).

Okzaliplatin uygulamasinin yapildigi hticrelerde dendrimerin aksine belirgin bir
sitotoksik etki gorulmustir. Non-lineer regresyon ile ICso degeri 14,03uM olarak
hesaplanmigtir. Hesaplanan bu deger diger ¢alismalarda bulunan degerler ile uyum
icerisindedir (188).
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G3.5 konjugatinin uygulandigi hucrelerde gorulen sitotoksik etkinin daha da
arttig1 goralmus 1Cso degeri 0,72uM olarak hesaplanmigtir.

in vitro arastirmalar, makromolekiiler yapili platin én ilaglarinin kiigiik molekdlli
platin bilesikleri ile karsilastirildiginda hucre igine aliminin belirgin sekilde arttigini
gostermektedir (189). Dendrimerik formulasyonun saf okzaliplatinden daha toksik
olmasinin ardinda yatan sebebin, platinin hucre icine daha aktif bir sekilde alinmasi ve

buna bagli olarak daha fazla DNA-platin kompleksi olusmasi oldugu dusunulmektedir.
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SONUGLAR

Bu calismanin temel amaci kanser tedavisinde kullaniimaya aday olabilecek
okzaliplatin benzeri etkilere sahip ¢esitli dendrimerik formulasyonlarin gelistirimesi ve
bunlarin ézelliklerinin in vitro olarak incelenmesidir.

Dendrimerler c¢esitli mekanizmalarla etkin maddelerin  ¢ézunarliklerini
artirabilmektedir. Bu ¢alismada iki farkli nesilde dendrimer kullaniimis ve her ikisinin
de okzaliplatin ¢ozinurlGgunu artirici etki gosterdigi gorulmustir. Ayrica bu etkinin
dendrimer konsantrasyonlari ile dogrusal sekilde arttigi bulunmustur. Dendrimer
nesilleri arasinda kiyaslama yapildiginda G4.5 nesilli dendrimerlerin ¢dézinurltigu G3.5
nesilli olanlarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha fazla
artirdigi goralmustar.

Tez kapsaminda birlikte ¢oktirme yontemiyle dendrimer okzaliplatin fiziksel
kompleksleri ve Steglich esterifikasyon reaksiyonlari ile okzaliplatin tlrevi dendrimer
konjugatlari hazirlanmigtir. Cesitli yontemler kullanilarak hazirlanan formulasyonlar
karakterize edilmislerdir.

Fiziksel komplekslerin ylUkleme oOzellikleri incelenmis ve dendrimer
konsantrasyonu ve ortamin pH degerlerine goére farkhlik gosterdigi gérilmustir. Genel
olarak dendrimer konsantrasyonu arttikca yukleme oraninin arttigi, yukleme
etkinliginin azaldigi gérulmastir. G4.5 dendrimerlerin G3.5 dendrimerlere gore mol
basina 2 ila 5 kat daha fazla okzaliplatin yUkleyebildikleri goraimustar.

Kimyasal konjugatlarda dendrimer uglarina konjuge olmus madde miktari,
'H-NMR ile saptanmistir. 1 mol dendrimer basina G3.5 konjugatina 37,9 molekil G4.5
konjugatina ise 26,3 molekul baglanmistir.
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Calismada kullanilan G3.5, G4.5 dendrimerlerin ve hazirlanan konjugat
formulasyonlarinin partikal boyutu ve dagilimi, zeta potansiyel degerleri incelenmisgtir.
Metanol igerisinde ticari olarak satilan dendrimerler ile dogrudan olgim yapildiginda
partiktl boyutlarinin kigik (<10nm) ve boyut dagiimlarinin dar bir aralikta oldugu
(PDI<0,25) gorulmustur. Dendrimerler metanol ugurularak suda dagitildiklarinda ise
partikil boyutu belirgin sekilde yukselmis (200-250nm), dagiim ise kotulesmistir
(PDI>0,40). Kimyasal konjugatlarin su igerisindeki boyutlari G3.5 i¢in 179,30 + 77,30
ve G4.5 igin 155,93 + 13,59 olarak bulunmus, sirasiyla 0,377 ve 0,340 olmak Uzere
ortalama bir polidispersiteye (sirasiyla) sahip olduklari gérulmuastir. Zeta potansiyel
Olcumlerinde G3.5 ve G4.5 dendrimerler karboksil yapili anyonik yizey gruplarina
sahip olduklarindan eksi yukli olarak bulunmustur. Etkin maddenin dendrimerlere
konjuge olmasiyla yuzey yuku eksiden artiya donmustur.

Karakterize edilen formulasyonlar ile pH 5.5 ve pH 7.4 olmak Uzere iki farkli
ortamda salim calismasi yapiimistir. Salim calismalari diyaliz membran yontemiyle
gerceklestiriimistir. Salim galismalarina gére membran igerisine konulan maddelerin
tamaminin salim sdresi serbest okzaliplatin igin ortalama 30 dakika, fiziksel
komplekslerde ortalama 60 dakikada, kimyasal konjugatlarda ise ortalama 120 dakika
surmustar. Saf okzaliplatinin pH 7.4’te daha hizli salinmaya meyilli oldugu goérulmastar.
Salim profilleri f1 fark faktord ve f2 benzerlik faktoru kullanilarak kiyaslanmigtir.
Kimyasal konjugat formulasyonlari kendi aralarinda kiyaslandiginda salim profilleri
arasinda anlamh farklilik olmadigi goérilmustir. Fiziksel kompleks formulasyonlarinda
ise F6 formulasyonunun pH 5.5 ortamda elde edilen salim profilinin digerlerinden
anlamli olacak sekilde daha hizli salim yaptigi gérulmustar. Salim profillerinin gesitli
salim kinetik modellerine olan uyumlari incelenmis ve genellikle en yluksek uyum
saglayan kinetigin Weibull veya Hixson-Crowell oldugu goralmustar.

Calisma kapsaminda son olarak segilen KK-3.5 formulasyonu ile HT-29 kolon
kanseri hiicre hattinda etkinlik calismasi yapilmigtir. KK-3.5 formulasyonuna ek olarak
saf okzaliplatin ve bos G3.5 dendrimerlerin de sitotoksisiteleri incelenmistir. Calismaya
gore 48 saatin sonunda, saf G3.5 dendrimerlerin uygulandidi hicrelerin en yiksek
dozda (256uM = 3,321mg/mL) bile %90’dan fazla canllik gosterdigi gértlmuastir. Bu
durum G3.5 dendrimerlerin tek baslarina toksisitelerinin olduk¢a disuk oldugunu
gOstermektedir. Verilere nonlineer regresyon uygulanmasiyla saf okzaliplatin ve KK-

3.5 konjugatlarinin ICso degerleri sirasiyla 14,03uM ve 0,72uM olarak bulunmustur.
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Ayrica Hill egiminin KK-3.5 formulasyonunda daha kiguk olmasi doz artisina daha hizl
yanit alindigini gostermektedir.

Sonug olarak tez kapsaminda ¢esitli dendrimerik formulasyonlar hazirlanmis ve
bunlarin 6zellikleri incelenmistir. Hazirlanan formulasyonlar yenilik¢i olmakla birlikte
geligtiiimeye son derece aciktir. Salim hizini yavaslatmaya veya partikil boyutu
dagihmini iyilestirmeye yonelik gelistirmeler yapilabilir. Fakat yapilabilecek bu olasi
degisikliklerin formUlasyonun sitotoksisite 6zelliklerini de ciddi sekilde etkileyebilecegi

unutulmamalidir.
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OZET

Bu tez c¢alismasi kapsaminda okzaliplatinin  yenilikgi  dendrimerik
formulasyonlarinin hazirlanmasi ve in vitro 6zelliklerinin incelenmesi amaclanmistir.

ik olarak okzaliplatinin farkli ¢dziicti ortamlarindaki ¢dzinurlikleri incelenmistir.
Daha sonra, farkl konsantrasyonlarda PAMAM G3.5 ve PAMAM G4.5 dendrimerlerin
¢OzUnUrlGgu artirma yetenekleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar okzaliplatin
¢6zunarlGgunun artan dendrimer konsantrasyonuyla arttigini gostermistir. Ayrica artis
PAMAM 4.5 dendrimerlerde ¢ok daha belirgin olarak gozlenmistir.

Formulasyonlar konak-konuk (host-guest) iligskisine dayanan fiziksel
kompleksler ve etkin madde dendrimer arasinda kovalent bag kurulmasiyla olusan
kimyasal konjugatlar seklinde hazirlanmigtir.

Dendrimerler ilaglarla fiziksel kompleks olustururken, c¢oézucu ozellikleri
dendrimer basina yuklenen ilag miktarini etkileyebildigi icin, kompleksler iki farkli
tamponda (pH 4 ve pH 7) ve saf suda hazirlanmistir. Hazirlanan her formulasyon
yukleme orani ve vyukleme etkinligi agisindan incelenmigtir. PAMAM G4.5
dendrimerlerin PAMAM G3.5 dendrimerlere gore 2-5 kat daha fazla okzaliplatin ile
kompleks olusturdugu gorulmustur. pH 4, pH 7 ve su ortamlarinda kompleks olusturan
okzaliplatin sayisi arasinda ise anlamh bir fark gérilmemistir.

Kimyasal konjugatlar hazirlanirken, dncelikle dendrimeri okzaliplatine baglamak
icin okzaliplatin modifiye edilerek platin (IV) turevi bir bilesige ¢evrilmistir. Daha sonra
bu bilesigin hidroksil gruplari ile dendrimerlerin karboksil gruplari arasinda Steglich

esterifikasyon reaksiyonu ile ester baglari kurulmustur. Kimyasal reaksiyonlardan
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sonra elde edilen bilesikler FT-IR, 'H-NMR, 3C-NMR gibi cesitli spektroskopik
yontemler kullanilarak karakterize edilmiglerdir.

Kompleks formulasyonlarina gére daha uzun sureli salim yaptidi icin ve
dendrimere badli toksisitesi daha dusuk oldugu icin PAMAM G3.5 konjugati
sitotoksisite testi icin secilmistir. Test sonucunda PAMAM G3.5 konjugatinin [Csp
degeri 0,72uM olarak bulunmustur. Saf okzaliplatinin i¢in bu deger 14,03uM’dir.

Sonug olarak, iyilestirmelere acgik, yenilikgi bir dendrimerik ilag tasiyici sistem

gelistirilmigtir.

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, 'H-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 ICso value of PAMAM G3.5 conjugate was found as 0,72uM. For free
oxaliplatin this value was 14,03uM.

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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