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KISALTMALAR

IH-NMR : Proton niikleer manyetik rezonans
AIBN : 2,2°-azobis(2-metilpropiyonitril)

Ala > Alanin

BrMA : 2-Bromoetil metakrilat

BSA : Bovin serum albumin

CDTP : 4-Siyano-4[(dodesilsiilfaniltiyokarbonil)siilfanilJpentanoik asit
Cur : Kurkumin

DCC : N,N -Disiklohekzilkarbodiimit

DCM : Diklorometan

DLS : Dinamik 1s1k sagilmasi

DMAP : Dimetilamino piridin

DMSO : Dimetilsiilfoksit

DNA : Deoksiribo niikleik asit

DOKS : Doksorubisin

DSC : Diferansiyel taramali kalorimetri
EtOAC : Etil asetat

FDA : Gida ve ilag idaresi

FT-IR : Fourier doniistiimli kizilotesi

HBr : Hidrojen bromiir

K2COs3 : Potasyum karbonat

KMK . Kritik misel konsantrasyonu

MAA . Metakrilik asit

MMA . Metil metakrilat

Na2SO4 : Sodyum siilfat

NCA : N-Karboksianhidritlerin

NIPAM - N-Izopropilakrilamid

NP : Nanopartikiil

PDI : Polidispersite

PEG : Poli(etilen glikol)

PEGMA - Poli(etilen glikol) meti eter metakrilat
RAFT > Tersinir katilma-ayrigma zincir transferi
ROP : Halka acilma polimerizasyonu

SCNP : Tek zincir polimer nanopartikiil

Te . Kristallenme sicakligi

TEA : Trietilamin

TEM . Gegirimli elektron mikroskopisi

TFA - Trifloroasitik asit

Ty : Camsi gegis sicakligi

Tm . Erime sicaklig1

UV-Vis : Ultraviole-goriiniir 151k absorbsiyon spektrsokopisi
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SEMBOLLER

°C : Derece santigrat
cm : Santimetre

Da : Dalton

g : Gram

g/mol : Gram boli mol
mg : Miligram

mL : Mililitre
mL/dk : Mililitre bola dakika
nm : Nanometre

viv : Hacimce yiizde
ng : Mikrogram

pL : Mikrolitre



TABLO LIiSTESI

Tablo4.1:

Tablo 4.2 :

Tablo 4.3 :

Tablo 4.4 :

Tablo 4.5 :

Tablo 4.6 :

Tablo 4.7 :

Tablo 4.8 :

Sayfa
RAFT polimerizasyonu ile elde edilen hidrofilik P(PEGMA-r-MAA)
kopolimerlerinin olugsma kosullar1 ve sonuglart...........c.cccoeveiiiiinnnnnn, 49
RAFT polimerizasyonu ile elde edilen amfifilik PEG-b-P(NIPAM-r-
MAA) kopolimerlerinin olugsma kosullar1 ve sonuglart. .............ccoc..e.. 95
Sisplatin  ile P(PEGMA-r-MAA)-2 kopolimerinden SCNP’lerin
olusturulma kosullart ve DLS sonuglart. .........ccocoeevviiiiininiiiennienienne 59
Sisplatin ile PEG-b-(NIPAM-r-MAA)-3 kopolimerinden TSCNP’lerin
olusturulma kosullart ve DLS sonuglart. .........ccocccevvviiiiniiniinenieninne 63
RAFT polimerizasyonu ile elde edilen hidrofilik kopolimerlerin olusma
kosullart Ve SONUGIATL. ....ocviiiiiiiieiie et 80

P(PEGMA-r-BrMA)-1 ve P(PEGMA-r-BrMA)-2 polimerleri ile Cur
kullanilarak sentezlenen SCNP’lerin olusma kosullar1 ve sonuglart. ... 86
RAFT polimerizasyonu ile elde edilen amfifilik kopolimerlerin (PEG-b-
P(MMA-r-MAA)) olusma kosullart ve sonuglart...........ccocoocvrvnnennnne 98
PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 ve PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2
kopolimerleri ile Cur kullanilarak sentezlenen TSCNP’lerin olugma
kosullar: ve SONUGIATL. ........coiiviiiiiiiiiie e 103



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1
Sekil 2.2
Sekil 2.3
Sekil 2.4
Sekil 2.5
Sekil 2.6
Sekil 2.7
Sekil 2.8
Sekil 2.9
Sekil 2.10
Sekil 2.11

Sekil 2.12
Sekil 2.13
Sekil 2.14
Sekil 2.15
Sekil 2.16
Sekil 2.17

Sekil 2.18
Sekil 2.19

Sayfa
> Polimerlerin genel $eKIi. .......cccvvviiiiiiiiiiiiic e 2
> Genel polimerizasyon yontemleri $€mMast..........ccvvvererivereeresineseennenns 6
: RAFT ajaninin genel yapisi......oocveeiveiiiiiiiiiie e 9
: RAFT polimerizasyon mekanizmasi. .........cccoovevvreinieiiniciecnesnenns 10
: Halka agilma polimerizasyonunun mekanizmalart. ............ccceeveennne. 11
- T1aG taS1Y1CT SIStEMIET «..cv.voveieceevece e 13
: Amlfifilik kopolimer ve olusturdugu misel yapist. .......ccccoeveervrnnenne 14
: Tek zincir polimer nanopartikiillerin kavramsal yapist............c......... 16
: Iribas (tadpole) SCNP’IErin YaPISL. ...cvvveveveecrereierireeceereseseseeeesesenanes 17
» SCNP’lerin SENteZ SEMASL......ueeiuvieieriiieeieesieeasieeseeeieesieesieesseeseee e 18

: SCPN'lerin sentezi i¢in kullanilan stratejinin sematik gosterimi: A)

homo-fonksiyonel zincir ¢okmesi, B) hetero-fonksiyonel zincir

cokmesi ve C) capraz baglayici kullanilarak zincir ¢cokmesi. ............ 19
: SCNP’lerin kimyasal baglanma mekanizmalart..............cccooervrnnne. 20
: Tek zincir nanopartikiillerin uygulama alanlarinin sematik gosterimi.
............................................................................................................ 23
: SCPN'lerin sentezi ve korumalarinin kaldirilmas: ardindan Gd®*
VUKIENMESI. ¢t 23
: Floresan etkili tek-zincir nanopartikiil (SCNP) olusumunun sematik
EOSEETTINLL .veevveiereeiee ettt nre s 24
. Katalitik tek-zincir nanopartikiil (SCNP) olusumunun sematik
EOSEETTINLL .veevveiereeiee ettt nre s 25
- Kurkuminoidlerin yapisi. A) Kurkuminoidlerin kimyasal formiilii ve B)
Kurkuminin iki tautomerik formu. ..o, 26
: Cur’in aktif BOIGEIETt. ..ocvvvviiiiiiii 27

: Cur’in kanserler iizerindeki etkileri ve mekanizmalari. (1) Wnt/B-

katenin yolagini inhibe ederek, p21 p27 ve p53 seviyelerini arttirir;
bunun yaninda Siklin D1 ve CDK4 seviyelerinin inhibisyonunu
saglayarak hiicre dongiisiinii zayiflatir bdylece hiicre ¢ogalmasinm
baskilayabilir. (2) TGF-B/Smad2/3 yolagimi baskilayarak E-kadherin
seviyelerinde artis sebep olabilir ve N-kadherin, vimentin ve
fibronektin seviyelerinde azalmayi tetikleyebilir boylece goclii ve
invazyonun inhibisyonunu edebilir. (3) JNK, p38 MAPK ve ERK
yolaginin aktivasyonunu saglayarak ROS {iretimini tetikleyebilir. (4)
Ferroptozu uyararak TFRC, FTL ve FTHI seviyelerininde artisa sebep
olabilir (5) Apoptotik proteinlerin (Bax, Cleaved-PARP, Cleaved-
caspase-3 ve Cleaved-caspase-9) ekspresyonunu artisa sebep olup;
antiapoptotik proteinlerin (Bcl-2) ekspresyonunu inhibe edip apoptozu
destekleyebilir. (6) Beclinl, Atg5, Atg3 ve LC3B-II/I ekspresyonunda
artisa  sebep olarak; PI3K/Akt/mTOR  yolagiyla  otofajiyi
destekleyebilir. (7) JAK/STAT3 yolaginda inhibisyona sebep olarak
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kok hiicresini baskilamak adina Oct4, Sox2 ve Nanog seviyelerini
azaltabilir. (8) Inflamasyonu hafifletmek icin TLR4/NF-xB sinyal
yolagini1 baskilayabilir (TNF-a, IL-6 ve IL-1B). (9) VEGF, CD3l1,
aSMC, iNOS ve COX-2 ekspresyonlarinin inhibisyonunu saglayarak
anjiyogenezisi azaltabilir. (10) Firmicutes/Bacteroidetes oranininda
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ILAC TASIYICI SISTEMLER OLARAK TEK-ZINCiR POLIMER
NANOPARTIKULLER

OZET

Nanoteknolojinin artan cazibesi ile hassas boyut kontrolii ve 06zel olarak
islevsellestirmeye izin veren nano boyutta nesnelerin iiretimi i¢in sentetik teknikler
gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu amagla, polimer zincirlerinin mimari olarak
tanimlanan nanoyapilara ¢okmesi veya katlanmasi ile olusturulan tek-zincir polimer
nanopartikiiller (SCNP) polimer biliminde son yirmi yilda gelismekte olan ve
giiniimiizde hizla biiyliyen bir aragtirma konusudur. Ultra kiigiik ¢apraz-bagh
nanopartikiiller olan SCNP'ler, yiiksek seyreltme kosullarinda zincir i¢i ¢apraz
baglanma yoluyla lineer polimer zincirlerinin ayr1 ayr1 katlanmasi veya ¢dkmesi ile
elde edilir. SCNP’ler geleneksel polimer nanopartikiillerden ¢ok daha kiigiik 1-20 nm
boyutunda polimer nanopartikiillerinin olusumuna olanak saglar. Son yillarda bu alana
olan ilgi kataliz, sensorler, nanoreaktorler ve biyotip alan1i da dahil olmak {izere
SCNP'in ¢esitli potansiyel uygulamalari nedeniyle artmaya devam etmektedir.
Ozellikle ortaya koyduklari ¢ok cesitli uygulamalarm bir sonucu olarak, biyotip
alaninda herhangi bir arastirma konusu i¢in umut verici nanotasiyicilardandir.
SCNP'nin olusumu igin bir dizi sentetik metodoloji kullanilmistir. Orneklerin ¢ogu
seyreltik polimer ¢ozeltilerinde (tipik olarak <1 mg mL™) postpolimerizasyon
modifikasyon reaksiyonlarini igermektedir. Postpolimerizasyon capraz baglama
reaksiyonlar1 tipik olarak verimliliklerine gore secilir; diisiik verimli veya yan
reaksiyonlar igeren reaksiyonlar istenmez. Zincir i¢i c¢apraz baglama, kovalent,
dinamik kovalent ve kovalent olmayan etkilesimler ile olusur.

Bu tez ¢alismasinda, ilag tastyict sistemler olarak tek-zincir polimer nanopartikiiller
ile 3 farkl calisma gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alismalarda ilag molekiilleri SCNP
olusumunda zincir igi ¢apraz baglanmayi gergeklestirecek sekilde secilmis olup
SCNP’lerde herhangi bir ilag yiikklemesine ihtiya¢ duyulmayacaktir.

Ilk olarak sisplatin molekiilii ¢apraz baglayict olarak kullanilarak SCNP’ler
olusturulmustur. Bunun igin tersinir katilma-ayrisma zincir transfer (RAFT)
polimerizasyonu ile poli[poli(etilen glikol) metil eter metakrilat-r-metakrilik asit]
(P(PEGMA-r-MAA)) hidrofilik kopolimeri ve poli(etilen glikol)-b-poli(N-
izopropilakrilamid-r-metakrilik  asit)  (PEG-b-P(NIPAM-r-MAA))  amfifilik
kopolimeri sentezlenmistir. Ayn1 zamanda halka agilma polimerizasyonu kullanilarak
poli[(y-benzil-L-glutamat)-r-(N¢-benzilkarbonil-L-lizin)] [P(Glu-r-Liz)] hidrofilik
kopolimeri ve poli (etilen glikol amin)-b-poli[(y-benzil-L-glutamat)-r-(L-alanin)]
[PEG-b-P(Glu-r-Ala)] amfifilik kopolimeri sentezlenmistir. Bu 6ncii polimerlerin
sisplatin molekiilii ile ultra seyreltik kosullarda reaksiyonu sonucunda SCNP’ler
olusturulmasi hedeflenmistir.

Yapilan ikinci ¢alismada kurkumin molekiiliiniin ¢apraz baglayict olarak
kullanilmasiyla SCNP’ler olusturulmustur. Oncelikle RAFT polimerizasyonu ile
poli[poli(etilen glikol metil eter metakrilat)-r-(bromometakrilat)] (P(PEGMA-r-
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BrMA)) hidrofilik kopolimeri sentezlenmistir. Ardindan kurkumin molekiilii ile ultra
seyreltik kosullarda reaksiyonu sonucunda SCNP’ler olusturulmustur.

Son caligmada ise kurkumin molekiiliiniin ¢apraz baglayici olarak kullanilmasiyla
iribag yapili tek zincir polimer nanopartikiiler (TSCNP) sentezlenerek miselleri
olusturulmustur. Oncelikle RAFT polimerizasyonu ile poli(etilen glikol)-b-poli[(metil
metakrilat)-r-(metakrilik asit)] (PEG-b-P(MMA-r-MAA)) amfifilik kopolimeri
sentezlenmistir. Ardindan kurkumin molekiilii ile ultra seyreltik kosullarda reaksiyonu
sonucunda TSCNP’ler olusturulmustur. Olusturulan TSCNP’ler kullanilarak diyaliz
yontemi ile doksorubisin yiikli miseller olusturulmustur

Tez kapsaminda elde edilen tiim polimerler, jel gegirgenlik kromatografisi (GPC),
niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (*H NMR), diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC) teknikleri ile karakterize edilmistir. Elde edilen SCNP ve
TSCNP’ler ise GPC, DSC, dinamik 151k sagilmasi (DLS), gegirimli elektron
mikroskopisi (TEM) analizleri ile ¢apraz baglanmaya bagli degisen molekiil agirligi,
boyut, cams1 gecis sicakligi ve morfolojisi agisindan karakterize edilmistir. ilag
yikleme verimliligi ve salim davranis1 ultraviole-goriiniir 151k  absorbsiyon
spektroskopisi ve mikroplaka okuyucu ile izlenmistir. SCNP, TSCNP ve misellerin
sitotoksisitesi ve hiicresel alimlar1 incelenmistir. Yapilan c¢alismalar tek zincir
nanopartikiillerin ilag tasiyici sistemler agisindan Onemli bir potansiyele sahip
oldugunu ve bu dogrultuda umut vadeden arastirmalarin gerceklestirilebilecegini
ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tek zincir polimer nanpartikiil (SCNP), amfifilik kopolimer,
tersinir katilma-ayrigsma zincir transfer (RAFT) polimerizasyonu, kurkumin
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SINGLE-CHAIN POLYMER NANOPARTICLES AS DRUG DELIVERY
SYSTEMS

SUMMARY

Nanotechnology is focused on the development of synthetic techniques for producing
nanoscale objects that enable precise size control and specific functionalization. For
that purpose, single-chain polymer nanoparticles (SCNPs), created by the collapse or
folding of polymer chains into structurally defined nanoparticles, are a dramaticly
growing research topic in polymer science that has been developing over the last
twenty-five years. SCNPs, which are ultra-small cross-linked nanoparticles, are
obtained by individual folding or collapse of linear polymer chains by intra-chain
cross-linking under high dilution conditions. SCNPs allow the formation of 1-20 nm
sized polymer nanoparticles which are more smaller than traditional polymer
nanoparticles. Finally, interest in this field continues to increase due to the various
potential applications of SCNP, including catalysis, sensors, nanoreactors and
biomedicine. As a result of the wide variety of applications, they are one of the
promising nano carriers for any research topic in the field of biomedicine. A variety of
synthetic methodologies have been applied to the formation of SCNPs. Most of the
examples include postpolymerization functionalization reactions in dilute polymer
solutions (typically <1 mg mL™). Postpolymerization cross-linking reactions are
typically selected based on their efficiency; reactions with low yields or side reactions
are undesirable. Intrachain crosslinking consists of covalent, dynamic covalent and
non-covalent interactions.

In this thesis, 3 different studies were carried out with single-chain polymer
nanoparticles as drug carrier systems. In the studies, drug molecules were selected to
ensure intra-chain cross linking in SCNP formation, so that no drug loading would be
required in SCNPs.

First, SCNPs were formed using the cisplatin molecule as a cross-linker. For this
purpose, poly[poly(ethylene glycol) methyl ether methacrylate-r-methacrylic acid]
(P(PEGMA-r-MAA)) hydrophilic copolymer and poly(ethylene glycol)-b-poly(N-
isopropylacrylamide-r-methacrylic acid) (PEG-b-P(NIPAM-r-MAA)) amphiphilic
copolymer were synthesized by reversible addition-fragmentation chain transfer
(RAFT) polymerization. At the same time, poly[(y-benzyl-L-glutamate)-r-(Ne-
benzylcarbonyl-L-lysine)] [P(Glu-r-Lyz)] hydrophilic copolymer and poly(ethylene
glycol amine)-b-poly[(y-benzyl-L-glutamate)-r-(L-alanine)] [PEG-b-P(Glu-r-Ala)]
amphiphilic copolymer were synthesized using ring-opening polymerization. It was
aimed to form SCNPs as a result of the reaction of these precursor polymers with
cisplatin molecule under ultra-dilute conditions.

In the second study, SCNPs were formed by using curcumin molecule as a cross linker.
Firstly, poly[poly(ethylene glycol methyl ether methacrylate)-r-(bromomethacrylate)]
(P(PEGMA-r-BrMA)) hydrophilic copolymer was synthesized by RAFT
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polymerization. Then, SCNPs were formed as a result of the reaction with the
curcumin molecule under ultra-dilute conditions.

In the last study, tadpole likesingle chain polymer nanoparticles (TSCNP) were formed
by using the curcumin molecule as a crosslinker and micelles were formed from these
TSCNPs. First, poly(ethylene glycol)-b-poly[(methyl methacrylate)-r-(methacrylic
acid)] (PEG-b-P(MMA-r-MAA)) amphiphilic copolymers were synthesized by RAFT
polymerization. Then, TSCNPs were formed as a result of the reaction with the
curcumin molecule under ultra-dilute conditions. Doxorubicin-loaded micelles were
formed by dialysis using the formed TSCNPs.

All polymers obtained during thesis work were characterized by gel permeation
chromatography (GPC), nuclear magnetic resonance spectroscopy (*H NMR), and
differential scanning calorimetry (DSC) techniques. The obtained SCNPs and
TSCNPs were characterized by GPC, DSC, dynamic light scattering (DLS),
transmission electron microscopy (TEM) analyses and molecular weight, size, glass
transition temperature and morphology that changed due to cross linking. Drug loading
efficiency and release behavior were monitored by ultraviolet-visible light absorption
spectroscopy and microplate reader. Cytotoxicity and cellular uptake of SCNPs,
TSCNPs and micelles were investigated. Studies show that single-chain nanoparticles
provide potential for drug delivery systems and promising studies can be presented.

Keywords: Single-chain polymeric nanoparticle (SCNP), amphiphilic copolymers,
reversible addition-fragmentation chain-transfer (RAFT) polymerization, curcumin.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, Ulusal Nanoteknoloji Girisimindeki (NNI) genel tanimiyla, 1-100 nm
boyut araligindaki yapilar1 ifade eder. Nanoteknolojinin alt dallarindan biri olan
nanotip alani, hastalifin altinda yatan patofizyolojinin daha iyi anlagilmasi igin
hastaligin teshis, tedavi ve dnlenmesi i¢in nano boyutlu yapilar kullanilarak, yasam
kalitesinin arttirilmasidir [1]. Nanoteknoloji alaninda kullanilan ilag tasiyici sistemler
arasinda lipozomlar, nanopartikiiller, nanokapsiiller, polimer-ila¢ konjugatlari,
polipeptitler, albiimin-ilag konjugatlari, antikor-ilag¢ konjugatlar, DNA-ilag
kompleksleri ve polimerik nanopartikiiller sayilabilir [2]. Giliniimiizde, polimer bazli
ilag tasiyicilar ile ilgili yaygin bir sekilde calisma yapilmaktadir ve ilag tasiyici
sistemlerde polimer se¢imi ve tasarimi biiyiilk 6nem tasimaktadir [3]. Tastyicinin
boyutunun kolay ve hassas kontrolii, polimerik misellerin avantajlarindan biridir.
Partikiil biiyiikliigiiniin hazirlama yonteminden ziyade polimerlerin kimyasal yapisina
bagli olmasi ilag tastyic sistem olarak hazirlanan misellerin boyutlarinin kolay ve daha

hassas bir sekilde kontroliinii saglamaktadir [4].

Polimerik ilag tasiyict sistemler ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda hassas boyut
kontrolii ve 6zel olarak islevsellestirmeye izin veren nano-boyutta nesnelerin tiretimi
icin sentetik teknikler gelistirilmeye ve arastirilmaya baslanmistir. Son yirmi yilda,
polimer biliminde gelismekte olan ve glinlimiizde hizla biiyliyen bir aragtirma konusu
olan tek-zincir polimer nanopartikiiller (SCNP) 2001 yilinda Mecerreyes, Miller ve
arkadaglar tarafindan ortaya atilan bir kavramdir [5]. SCNP’ler, polimer zincirlerinin
ayr1 ayr1 zincir i¢i ¢apraz baglanma yoluyla nanoyapilara ¢okmesi veya katlanmasi ile
olugmaktadir. Lineer polimer zincirlerinin ayr1 ayri katlanmasi veya ¢okmesinden
dolay1 SCNP’ler geleneksel polimer nanopartikiillere kiyasla ¢ok daha kiigiik yaklagik
olarak 3-30 nm boyutunda yani protein ve viriis boyutunda yapilardir. Yapilar

nedeniyle ilgi gormekte ve son yillarda oldukga fazla arastirilmaktadirlar [6].



Bu ¢alismasi kapsaminda, SCNP’lerin ilag tasiyici olarak kullanilma potansiyellerinin
arastirtlmas1 hedeflenmistir. Tasarlanan polimerlerin seyreltik ¢ozeltilerinde ilag
molekiilleri ile zincir i¢i ¢capraz baglanmasi saglanmis ve SCNP’ler olusturulmustur.
SCNP’ler polimer zincirlerinin dogrudan ilag molekiilleri ile reaksiyonu sonucunda
olusturuldugundan bu yontem ile elde edilen SCNP’lere herhangi bir ilag yliklemesine
ihtiya¢ duyulmamaktadir.



2. TEORIK BILGI

2.1 Polimerler

Polimer” kelimesi, Yunanca kokenli olup “gok par¢a” anlamina gelir (poly: ¢ok, mer:
parga). Polimerler, “monomer” adi verilen tekrar eden birimlerin kovalent baglarla
birbirine baglanmasiyla olusan, mol kiitleleri binler ile milyonlar arasinda degisebilen
biiyiik molekiillerdir (Sekil 2.1). Bir polimerde bulunan tekrarlanan tinite sayis1 diisiik
ise yani zincir kisa ise bu tiir yapilar oligomer olarak adlandirilir. Tekrarlanan {inite
sayis1 (monomer sayisi) ¢ok fazla oldugunda ise ortaya ¢ikan biiyiik yapili bilesiklere
makromolekiil adi verilir. Gilinlimiizde organik kimya sanayisinin yaklasik %801
plastikler, sentetik tekstil lifleri ve kaucuklar gibi sentetik polimerlerin {iretimine

ayrilmistir [7, 8].

monomer

poli;ner
Sekil 2.1 : Polimerlerin genel sekli.

2.1.1 Polimerlerin siniflandirilmasi

Polimerler; kimyasal yapilari, kokenleri, zincir morfolojileri, termal tepkileri, iiretim
yontemleri ve kullanim alanlarina gore cesitli sekillerde siniflandirilabilir (Sekiil 2.2).

En temel simiflandirmalardan biri, polimeri olusturan monomer tiirlerine goére yapilir.



Eger polimer zinciri sadece tek bir monomer tiirlinden olusuyorsa bu yapiya
homopolimer denir (6rnegin polietilen). Buna karsilik, birden fazla farklit monomer
birimi igeren polimerler ise kopolimer olarak adlandirilir. Kopolimerler de kendi
icinde alternatif, blok, rastgele ve dallanmis kopolimerler gibi alt gruplara ayrilir [9].

Polimerler ayrica kokenlerine gore dogal (seliiloz, kaucuk vb.) ve sentetik (PVC,
polistiren vb.) olarak siniflandirilir. Molekiiler yapilarinin diizenine gore amorf ve yari
kristal, 1s1ya kars1 verdikleri tepkilere gore ise termoset (1sitildiginda sekli sabit kalan)
ve termoplastik (1sitildiginda yeniden sekil alabilen) polimerler olarak iki ana gruba
ayrilir [10].

Bir diger énemli siniflandirma olgiitii ise polimerin mikroyapisidir. Bu baglamda,
tekrarlayan birimlerin uzaydaki diizeni olan taktisite, polimerin fiziksel 6zelliklerini
dogrudan etkiler. izotaktik, sindiyotaktik ve ataktik polimerler bu yap1 farkliliklarina
ornektir [8]. Ayrica, polimerlerin zincir uzunluklari ve molekiil agirliklar1 da mekanik
ve termal 6zellikleri lizerinde belirleyicidir.

Bu ¢ok boyutlu siniflandirma sistemi, polimerlerin hem akademik arastirmalarda hem
de endiistriyel uygulamalarda daha iyi anlasilmasini ve uygun kullanim alanlarinin

belirlenmesini saglar [11].



™ -
2.5 ool
=
e
- P
[ m plinr
-
oot
- -
- Farvigmwek ook
ot S - e
o * e & M
]
armt
7 " ., =
/ P I Pl
r o MM iy O v R
Polimesriesin Siniandelmasg -
" * by Tophirm [ [ Y
", Bymaorurs Qi mapan = Peiraninkeas
- B
e plasnis E
"
., Wl ke s
S
-, w ol "
My n G Puirlinn
", i "l
", -
A
Calyer (yels ke PR e
=
e g

Sekil 2.2 : Polimerlerin siiflandirilmasinin sematik gdsterimi.

2.1.1.1 Poli(amino asit)

Amino asitler en az iki fonksiyonel gruba sahiptir ve bu nedenle biyolojik olarak
parcalanabilen makromolekiillerin olusturuldugu polimerizasyonlar i¢in monomer
olarak kullanilabilirler. Peptit baglariyla baglanan poli(amino asit)’ler diger adi ile
polipeptitler, dogal proteinleri taklit eden yapilara sahip olan, biyolojik olarak
pargalanabilen ve biyouyumlu benzersiz polimer yapilar olarak goriilmislerdir [12-
14]. Ayrica, biyolojik molekiiller olarak polipeptitlerden tiyol, karboksilik asit, amin
ve alkol gibi modifiye edilebilir fonksiyonel gruplar sunan polimerler olusturulabilir.
Poliamino asitler, biyomolekiillerle modifiye edilebilir, ilag yiiklemesi veya salimi
kontrol edilebilir ve yilizeyi degistirilebilir bdylece olusturulan polimere daha fazla
tibbi deger katilabilir. Bu gibi dogal avantajlarindan dolay: spesifik ve gelismis ilag
tastyicilari olarak polipeptitler biiyiik ilgi gérmektedir [12].

Polipeptitler genellikle kimyasal sentez veya mikrobiyal fermantasyon ile sentezlenir.

Kimyasal sentez i¢in, amino asit N-karboksianhidritlerin (NCA) hem kat1 faz sentezi



hem de halka agilmasi polimerizasyonu (ROP) ile sentezi yaygin olarak kullanilan
yontemlerdir. Kati faz sentezi c¢ogunlukla oligopeptitleri tiretmek igin
kullanilmaktadir. Halka agilmasi polimerizasyonu (ROP), NCA monomerlerinin bir
baslaticiyla agilmasini ve bir araya gelerek yiiksek molekiil agirlikli ve iyi tasarlanmis
polipeptit yapilarmin olusmasini saglar [3]. Ayrica, yiiksek tekrarlanabilirlik ve
minimum yan iiriin olugumu ile iglevsellestirilmesine izin vermektedir. Polipeptitlerin
sudaki ¢oziiniirliigii genellikle poli(etilen glikol) (PEG) kullanilarak arttirilir. PEG,
Gida ve Ilag Dairesi (Food Drug Administration, FDA) tarafindan GRAS (Genel
Olarak Giivenli Olarak Kabul Edilir) olarak smiflandirilmistir ve pegilasyon, hidratl
bir koruyucu tabaka olusturarak artirilmig sirkiilasyon yari omiirleri iiretmek igin
basarili bir yontem haline gelmistir. Buna ek olarak PEG gibi polimerlerin
kullaniminin poli(amino asitlerin) bagirsak enzimlerine karsi direnglerini artirdigi

bilinmektedir [15].

Serbest amin grubu,
N-terminus

Birincil protein yapisi, proteini
olusturan amino asit
zincirleridir

Serbest karboksil
grubu, C-terminus

amino group
NH»>

H—C — COOH
acidic
carboxyl

R group group

Aminoasit

Sekil 2.1 : Polipeptitlerin genel semas1 [16].

2.1.2 Polimerizasyon yontemleri

Polimerler, uzun yillar boyunca gelismeye devam ederek enerji, kozmetik, tarim,
elektronik, sanayi, ilag, saglik, vb. pek ¢ok farkli alanda hayati kolaylastirmak igin
kullanilmaktadir. Polimerlerin kullanilacagi alana bagli olarak tasarimlarinin farkl
sekillerde yapilmasina imkan sunmasi en Onemli avantajlarindan biridir [17].
Polimerlerin olustugu reaksiyonlar genel baslikta polimerizasyon reaksiyonlari olarak

adlandirilir [18-21].



Polimerlerin sentezinde farkli kimyasal reaksiyonlardan yararlanilir ve bu reaksiyonlar

genel igleyis mekanizmalarina gore;
» Basamakli polimerizasyon
» Katilma polimerizasyonu
olarak siniflandirilir [19].

Basamakli polimerizasyon, birbiri ile reaksiyona girebilecek iki veya daha fazla
fonksiyonel grup tasiyan monomerlerin arasinda katilma tepkimeleri seklinde
gergeklesir. Polimerizasyonun baglamasiyla birlikte ilk olarak iki monomer tepkimeye
girerek dimer ad1 verilen yapiy1 olusturur. Daha sonrasinda dimerler, bir monomerle
veya baska bir dimer ile etkileserek trimer veya tetramer yapilarini olusturur. Bu
sekilde devam eden katilma tepkimeleriyle zincirler biiylirler ancak bu yavas yavas

gerceklesir Ve uzun bir zaman sonrasinda polimerin mol kiitlesinde artis ile sonuglanir

[22].

Sekil 2.2 : Genel polimerizasyon yontemleri semasi.

Katilma polimerizasyonu, doymamigs monomer molekiillerinin bilyiimeyen zincirin
aktif merkezlerine hizla tek tek katilarak zincir biiylimesi ile makromolekiillerin
olusumudur [23]. Polimerizasyon siiresi arttik¢a, monomer konsantrasyonu azalirken
polimer verimi artar ve monomer polimer doniisiimii de artar [24]. Olusan zincirin
biliylime tepkimesi, monomer molekiilleri ile aktif zincirler arasinda gercgeklesir.
Monomer olarak kullanilan molekiiller genellikle vinil ve dien yapisi bulundurur.

Katilma polimerizasyonunda aktif radikal merkezi olusturmak i¢in genellikle baslatic



katalizor kullanilir. Benzoil peroksit (BPO), azobisizobiitironitril (AIBN) gibi
molekdiller 1s1 yardimiyla aktif radikal merkezler olusturucak sekilde bozunurlar ve
polimerlesme baslar. Bunun disinda fiziksel etkenler olan 1s1, 151k ve yiiksek enerjili
isinlar kullanilarak baslatma radikali olusturularak da polimerizasyon baslatilabilir.

Bahsedilen bu aktif merkezlerin 6zelligine bagli olarak katilma polimerizasyonu;
» iyonik polimerizasyon
» serbest radikal polimerizasyonu
» kontrollii/yasayan polimerizasyon

olarak ii¢ alt baslhiga ayrilir [25].

2.1.2.1 Kontrollii/yasayan radikal polimerizasyonu

Kontrollii/”yasayan™ radikal polimerizasyonu (KRP) ilk kez sonlanma ve transfer
reaksiyonlart olmayan geleneksel polimerizasyonlardan ayri bir yontem olarak
Matyjaszewski tarafindan kullanmilmistir [26]. KRP yontemi de, katilma
polimerizasyonu gibi vinil ve dien yapisi bulunduran monomelerin
polimerlestirilmesinde kullanilabilir. Geleneksel polimerizasyonlara gore avantaji
polimer zincirinin biiylimesini kontrollii bir polimerizasyon ile saglayarak molekiil
agirligr dagiliminin kontrol edilebilmesi ve olusan polimerlerin monodisperse yakin
Ozellikte eldesine olanak saglamasidir. Geleneksel polimerizasyonlarla arasindaki
diger bir 6nemli fark ise geleneksel polimerizasyonlarda zincirin olustuktan sonra
cogalip ve kisa bir zaman i¢inde sonlanmasi ve bu siiregte polimer zinciri ile ilgili
herhangi miidahalenin s6z konusu olmamasidir. Ancak, kontrollii/yasayan radikal
polimerizasyonunda polimer zinciri sonlanmaz ve bu durum sonrasinda olusan
polimer zincirine miidahale sans1 vererek karmasik farkli yapilarda polimer tiretimine
olanak saglar [27-30].

KRP’de monomerlerin tamami bitene ya da polimerizasyon durdurulana kadar polimer
zinciri bilylimeye devam eder ve olusan polimerin molekiil agirligi polimerizasyon
dontisiimii ile dogrusal bir bagint1 icindedir. Boylece polimerler de molekiil agirlig:
kontrolii saglanir. GPC ile dl¢iilen molekiil agirlik dagilimi (PDI) degerlerinin 1’e
yakin olmasi dolayisiyla da dar bir molekiil agirhigr dagilimi 6lgiiliir. Ayrica polimer
zincirinin sonu farkli fonsiyonel gruplar ile zenginlestirilerek kontrol edilebilir.

Boylelikle arastirmacilara zengin bir polimer mimarisi sunar. Bunun sonucunda iyi



tanimlanmus di-, tri- blok, yildiz, firca tipi veya as1 yapi 6zelligine sahip zincirlerin

sentezlenmesine imkan saglamaktadir [31-34].
En yaygin kontrollii/’yasayan’ polimerizasyon yontemleri sunlardir;
» Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP)
» Tersinir Katilma-Ayrisma Zincir Transfer Polimerizasyonu (RAFT)

» Nitroksi Baslaticili Polimerizasyon (NMP) [35, 36].

2.1.2.2 Tersinir katilma-ayrisma zincir transfer (RAFT) polimerizasyonu

RAFT polimerizasyonu, KRP yontemleri arasinda yakin bir gegmise sahip yontemdir.
Rizzardo ve ¢alisma arkadaslari tarafindan 1998 yilinda ilk kez polimerizasyon teknigi
olarak rapor edilmistir. RAFT polimerizasyonu polimer zincirinin biiyiimesini zincir
transfer reaksiyonuyla kontrol eder. RAFT polimerizasyonuyla sentezlenen polimerler
icin kullanilabilir genis monomer araligi; hedeflenen molekiil agirhigina sahip iyi
tanimlanmis polimerlerin eldesi; polimerizasyonun kontrollii gerceklestirilmesi ile
molekiil agirligi dagiliminin (polidispersite) dar oldugu polimer eldesi; blok, graft,
yildiz gibi farkli polimer mimarisinin kolaylikla sentezlenmesi ve polimerizasyon
kosullarinin kolayligi RAFT polimerizasyonunun avantajli kilmaktadir. Ayrica, ATRP
polimerizasyonunda kullanilan metal katalizoriin uzaklastirllmast ve NMP
polimerizasyonu i¢in gerekli olan yiiksek sicaklik gibi dezavantajlar sebebiyle RAFT
polimerizasyon kosullarindaki kolayliklar daha sik tercih edilmesi sebeplerindendir
[37-41].

RAFT polimerizasyonunda, zincir transfer ajan1 (CTA) diger adiyla RAFT ajani
biiyliyen veya sonlanmis polimer zincirlerinin ve aktif radikallerin arasinda dinamik
denge kurulabilmesiyle polimerizasyonun kontollii bir sekilde yiiriitimesini saglar.
RAFT ajani olarak adlandirilan polimerizasyon baslaticilari, ditiyoesterler,
trityiokarbonatlar, ksantat ve ditiyokarbamatlar gibi tiyokarboniltiyo bilesikleridir
(Sekil 2.3). RAFT ajan1 olarak en sik ditiyoester bilesikleri kullanilir [42, 43]. RAFT
ajaninin yapisinda “Z” ve “R” olarak gosterilen farkli islevlerde iki fonksiyonel grup
bulunur. Z fonksiyonel grubu, radikallerin tiyokarbonil bagma baglanmasini
saglarken; R grubu, homolitik ayrilmayr gergeklestirerek yeni monomerlerin
eklenmesinden ve yeni polimer zincirlerinin baslatilmsindan sorumludur. Bu iki
fonsiyonel grubun uyum i¢inde ¢aligmasi gerekmektedir. Bu sebeple dogru RAFT

ajani se¢imi ¢ok dnemlidir [44, 45].
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Sekil 2.3 : RAFT ajaninin genel yapisi.

RAFT polimerizasyonunda, radikallerin toplam sayisi, aktivasyon-deaktivasyon

boyunca sabit kalmalidir ve bu durum, bir baglaticinin yani radikal kaynaginin

varligin1 gerektirir [46]. Polimerizasyon igin peroksit gibi geleneksel baslaticilar da

kullanilabilir ama 4,4'-azobis(4-siyanopentanoik asit) ve AIBN en sik kullanilan

baslaticilarin bagindadir [47].

RAFT polimerizasyonu 5 basamakta gerceklesir (Sekil 2.4):

a)

b)

d)

Baslama basamagi, baslaticidan dis uyaranlar sayesinde radikal olusturulur ve
radikaller monomerler ile reaksiyona girip polimerizasyonu baslatarak aktif
polimer zincirini (Pn) olusturur.

Katilma-ayrisma yolu ile tersinir zincir transferi basamaginda, aktif polimer
zincirinin (Pn) RAFT ajanina (1) katilmasiyla polimerik tiyokarboniltiyo
bilesigi (3) olusurken homolitik ayrilma ile -R fonksiyonel grubu ayrilarak
radikal (R-) olusumu gergeklesir.

Yeniden baslama basamaginda, bir dnceki basamakta olusan radikal (R-)
monomer ile tepkimeye girerek yeni aktif polimer zincirleri (Pm-) olusturur.
Zincir dengesi basamagi RAFT polimerizasyonun temel basamagidir. Pasif
polimerik tiyokarboniltiyo bilesikleri tarafindan biiyiimekte olan aktif radikal
gruplarinin (Pn- ve Pm-) yakalanmasi ile olusan bu basamak geleneksel radikal
polimerizasyonlardaki zincir sonlanma basamaginin RAFT
polimerizasyonunda olmama sebebidir. Aktif radikal gruplari, aktif ve inaktif
adimlar arasinda denge igerisindedir. Bu da dar polidispersiteye sahip
polimerlerin sentezine olanak saglayacak sekilde biitiin zincirlerin esit
biiylimesine olanak saglar. Baska bir deyisle bir polimer zinciri RAFT ajanina
bagl haraketsiz dururken, diger polimer zinciri polimerlesme tepkimesi aktif
olarak biyiimektedir. Elde edilen bu denge sonucunda yasayan polimerlerin

elde edilmesi miimkiin olur.



e) Sonlanma basamaginda, polimer zincirlerinin ¢ogu tiyokarboniltiyo ug

grubuna sahiptir. Boylece kararli polimerler olarak elde edilebilir [39, 47-49].

Monomer (M)
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Sekil 2.4 : RAFT polimerizasyon mekanizmasi.

2.1.2.3 Halka acilma polimerizasyonu (ROP)

Halka agilma polimerizasyonu (ROP), halka yapisi igeren monomerlerin
polimerlesmesini saglayan polimerizasyon yontemidir. ROP’un genel mekanizmasi
katilma polimerizasyonuna benzer sekilde aktif zincirlere monomerler tek tek katilarak
gerceklesir. ROP i¢in kullanilan en yaygin halkali monomerlere laktonlar, laktamlar,
siloksanlar, halkali eterler ve halkali aminler 6rnek olarak verilebilir. Halka agilma
polimerizasyonu ile sentezlenen ticari polimerlere 6rnek olarak poli(biitilen oksit),
polikaprolaktam (Naylon 6), poli(etilen oksit) ve poli(biitilen oksit) verilebilir.

ROP baz1 ozellikleri ile basamakli polimerizasyona benzer iken bazi 6zellikleri ile
katilma polimerizasyonuna benzer bu sebeple iki siniftan ayr1 bir baglikta ele alinir.
Ornegin monomer molekiilleri, katilma polimerizasyonunda oldugu gibi birer birer
zincirlere eklenir. Ayrica, katilma polimerizasyonuna benzer sekilde, yalnizca aktif
zincirler ile monomer molekiilleri arasinda reaksiyon gerceklesir. Ote yandan ROP ta,
tipk1 basamakli polimerizasyonlarda oldugu gibi, polimerizasyonun son asamalarinda
yiiksek molekiil agirlikli polimerler olusur. Ayrica, ROP’ta basamakli polimerizasyon

tepkimelerinde goriilen denge tepkimeleri ile ilerlenir [50-52].
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Halkali bilesiklerin bazilarinda radikal halka agilma vaya katalizor kullanmadan halka
acilmast gibi yontemler kullanilarak polimerlesebilse de, genellikle halka agilma
polimerizasyonlar1 katyonik ya da anyonik mekanizmalar1 ile gergeklesir.
Polimerizasyonun baslangici i¢in Onerilen iki mekanizmadan ilkinin (Sekil 2.5 (a)),
halkanin heniiz agilmadan ilk olarak monomer ile katalizoriin etkilesimi sonucu, daha
sonra baslatici olarak islev gorecek bir ara iiriiniin olustugu ileri siiriilmektedir. Diger
bir 6nerilen mekanizmada (Sekil 2.5 (b)) katalizoriin dogrudan halkaya atak edip actig1
ve bu etkilesim sonucunda iyonik u¢ grup meydana gelerek, baska bir monomerle
reaksiyona girerek devam ettigi digiiniilmektedir [53].

Che oo

Sekil 2.5 : Halka agilma polimerizasyonunun mekanizmalari.

ROP’un gergeklesebilmesi i¢in kinetik ve termodinamik faktorler nemli rol oynarlar.
Monomerin halka yapisindaki gerginligin artmasi ile termodinamik kararlilik azalir.
Monomerlerin polimerlesebilme kriterleri; halkasindaki stibstitii sayisi, halkanin
boyutu ve katalizor se¢imidir. ROP i¢in monomerlerin halka yapisi 3-8 atomludur. Alti
halkaya sahip yapilar daha kararhidir ve halka gerginligi daha az oldugundan bu
yontemle polimerlesmezler [54, 55]. Halkay1 olusturan atom sayisindan kaynakli olan
halka i¢i a¢1 halkadaki gerginlik ile orantilidir. Bu gerginlik kaynakli 3-4 atomlu > 8
atomlu > 5-7 atomlu halkali monomerlerde sirasiyla daha yiiksek bir polimerlesme
derecesine sahiptir [56]. Ayrica, monomer halkas: tizerinde bulunan bir heteroatom
varsa elektrofilik veya niikleofilik baslatict saldirilarint  kolaylastirdigi  igin

polimerlesme daha kolay gerceklesir. Polimerizasyonun baslamasi anyon, katyon veya
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radikal ile olabilir. ROP, polipeptitler gibi polimerlerin sentezinde en sik kullanilan
yontemdir [57, 58].

2.2 Tla¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanoteknoloji, NNI’daki genel tanimiyla, 1—100 nm boyut araligindaki yapilar1 ifade
eder. Son yillarda, kiigiik ya da biiyiikk molekiillerin iletiminde tastyict Sistemler ilgi
cekici bir aragtirma alani haline gelmistir [59]. Bu boyutlarda gelistirilen
nanopartikiiller, tiretim teknikleri ve formiilasyonlarinin g¢esitlenmesi sayesinde daha
yiiksek 6zgiin ¢alisma alanlar1 sunarak ila¢ salimindaki yan etkileri ve sitotoksisiteyi
azaltmaya olanak tanimaktadir [60]. Nanoteknolojinin alt dallarindan biri olan nanotip
alani, hastaligin altinda yatan patofizyolojinin daha iyi anlasilmasi i¢in hastaligin
teshisi, tedavisi ve dnlenmesinde nano boyutlu yapilar kullanilarak yasam kalitesinin
arttirilmasidir [1]. Geleneksel ilag tedavilerinde karsilasilan biyoyararlanim eksikligi,
hedef dig1 dagilim ve toksisite gibi sorunlari agmak amaciyla gelistirilmis ilag tastyici
sistemler, modern farmasotik teknolojinin temel bilesenleri haline gelmistir. Bu
sistemler, terapdtik ajanlarin istenilen dokuya giivenli ve kontrollii bir sekilde
iletilmesini saglayarak hem etkinligi artirmakta hem de yan etkileri azaltmaktadir [61].
Nanoteknoloji alaninda kullanilan ilag tasiyici sistemler arasinda lipozomlar, altin
nanopartikiiller, manyetik nanopartikiiller, karbon nanotiipler, nanokristaller, kuantum
noktalari, dendrimerler, polimerik nanopartikiiller, kati-lipit nanopartikiiller ve
polimerik miseller sayilabilir (Sekil 2.6) [2]. Lipozomlar, fosfolipit ¢ift tabakasindan
olusan, hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglar1 tasiyabilen vezikiiler yapilardir.
Hiicre zarma benzer yapilar1 sayesinde biyouyumludurlar ve hedefe yonelik tasima
yetenekleri oldukga gelismistir [62]. Dendrimerler ise dallanmisg, simetrik yapili, ¢ok
fonksiyonlu yiizey gruplarina sahip makromolekiillerdir. Yiiksek yilikleme kapasitesi,
kontrollii biiyiikliik ve fonksiyonellestirilebilir yiizeyleri ile hem ilag tagiyict hem de
gen terapisi araci olarak kullanilabilmektedir [63]. Ayrica, kati-lipit nanopartikiiller
(SLN) gibi diger sistemler de farmasdtik arastirmalarda hizla gelismektedir. Bu
yapilar, hem kontrollii salim hem de hedefleme 6zellikleriyle ilag¢ tagima stratejilerinde
biiyiikk potansiyel tasimaktadir. Bir diger énemli sistem olan polimerik miseller,
kendiliginden bir araya gelen amfifilik blok kopolimerlerden olusur. Bu yapilar,
Ozellikle hidrofobik ilaglarin ¢oziiniirliiglinii artirmak ve sistemik dolasimdaki

stabilitesini saglamak i¢in kullanilir [64].
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Dendrimerler \ Nanotiipler

Kuantum Kuantum  gati-Lipit
Noktalan Noktalari nanopartikiiller

Polimerik
Nanopartikdller

Sekil 2.6 : ilag tasiyici sistemler [65].

Aragtirilan bu ilag tasiyict sistemleri igerisinde polimerik nanopartikiiller en sik
calisgma yapilan yapilar arasindadir. Polimerik nanopartikiiller, etken maddeyi
dogrudan hapsetme, baglanma ve hedefleme gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilarak
ilag sektoriinde onemli bir rol oynamaktadir [66]. Gliniimiizde, polimer bazl ilag
tastyicilar ile ilgili yaygin bir sekilde ¢alisma yapilmaktadir ve ilag tasiyici sistemlerde
polimer se¢imi ve tasarimi biliyllk Onem tasimaktadir. Polimer sec¢iminde
fizikokimyasal, ara yiizey, mekanik ve biyolojik 6zellikler onemli parametrelerdir [3].
Biyoteknoloji alaninda polimer kimyasinda ilag¢ tasiyici sistemler ile ilgili yapilan
klinik c¢aligmalarda, spesifik dokularin hedeflenmesi ve fiziksel ya da kimyasal

uyaranlara duyarli akilli fonksiyonlara sahip polimerik misellerin 6nemini artirmistir.

2.2.1 Polimerik miseller

Miseller, amfifilik 6zellikleri sayesinde kendiliginden olusabilen, kolayca kontrol

edilebilen ve iyi farmakolojik niteliklere sahip yapilar olarak dikkat c¢ekmeye
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baglamistir [61, 67]. Polimerik miseller, miikkemmel biyouyumluluklari, uzun kan
dolagim siiresi saglama yetenekleri ve diisiik toksisiteleri ile ¢esitli terapdtik ajanlar
tasima alanindaki klinik ¢alismalarda ilgi gormektedir [68]. Polimerik miseller, farkl
hidrofiliklige sahip iki veya daha fazla blok kopolimer zincirlerinin sulu bir ortamda
bir araya gelmesi ile olusan biyouyumlu yapilar olarak tanimlanabilir (Sekil 2.7).
Hidrofobik kisimlar sulu ortamdan ayrilip bir araya gelerek ¢ekirdegi olustururken,
hidrofilik kisimlar bir araya gelerek sulu faz ile etkilesime giren dis kabugu olusturur

[69].

Hidrofilik Blok

ANV VAN ANANANNY
ANV NVANASANAN NN
AN NANASANANANN
ANV NVANANNANNN

Hidrofobik Blok

Amfifilik Blok Kopolimer

Sekil 2.7 : Amfifilik kopolimer ve olusturdugu misel yapisi.

Polimerik misellerin lipozom gibi tasiyicilara nazaran partikiil biiyiikligii a¢isindan
Ustiinliigli, biyiikligiin ¢ogunlukla, blok kopolimerleri olusturan hidrofobik ve
hidrofilik kisimlarin kimyasal yapist ve bu zincirlerin uzunluklarina bagli olmasidir
[70]. Tastyicinin boyutunun kolay ve hassas kontrolii, polimerik misellerin
avantajlarindan biridir.  Partikiil boyutunun, hazirlama yonteminden ziyade
polimerlerin kimyasal yapisina bagli olmasi ilag tasiyici sistem olarak hazirlanan
misellerin boyutlarinin kolay ve daha hassas bir sekilde kontroliinii saglamaktadir. Kan
dolasimi yoluyla ila¢ hedeflemede, polimerik miselin partikiil boyutunun 10-100 nm
cap araliginda uygun oldugu diisiiniilmektedir ¢iinkii bu boyuttaki tasiyici bobrekte
klirensi etkili bir sekilde atlatabilirken retikiiloendotelyal sistemlerde (karaciger ve
dalak) yakalanabilir [4].

Ilag tasiyict sistemler olarak misellerin sagladig1 avantajlar; ¢oziiniirliigii diisiik etkin
maddeleri ¢oziiniir hale getirmekte ve bodylece biyoyararlanimlarini artirmaktadir.

Misellerin, in vitro ve in vivo stabiliteleri arttirilabilir. Boylece hidrofobik kisma
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yiikklenmis etkin madde biyolojik ortamda inaktivasyondan korunabilir. Spesifik
ligandlarin baglanmasi ile hedeflendirme yapilabilir boylece istenmeyen yan etkiler
azaltilabilir. Yeterince uzun siire viicutta (kanda) kalabilmesi ve gerekli bolgede
kademeli olarak salinmasi saglanabilir. Biiylik miktarlarda, kolay ve tekrarlanabilir bir
sekilde {iretilebilmektedirler [71]. Ilag salimi ilag tasiyici sistemlerin etkisini
gbstermesi agisindan onemli bir faktordiir. ilag tastyic1 sistemin hastalik bolgesini
hedefleme etkinligi iyi olsa da etkin maddeyi hedef dokuda/hiicrede salmamasi ya da
yavas salmasi ya da hedef bolgeye ulasmadan kan dolasiminda iken salinmasi
tedavinin etkinligini azaltacaktir. Bu sebeple etkin maddenin tasiyic1 sisteme
yiiklenmesi 6nem tagimaktadir [4].

Polimerik misellere etkin maddenin yiliklenmesi kovalent ya da kovalent olmayan
yontemlerle gergeklestirilmektedir [72]. Kovalent olmayan yontemde etkin maddeler
fiziksel olarak misellerin hidrofobik g¢ekirdeklerine yiiklenirler. Bu yontem kovalent
yontemdeki gibi konjugasyon kimyasi gerektirmediginden etkin madde yilikleme
islemi daha kolaydir ve dolayisiyla bu konuda daha ¢ok ¢alisma mevcuttur [4].
Kovalent yontemde ise etkin madde blok kopolimerin hidrofobik kismina konjuge
edilir ve bu monomerlerin olusturdugu misellerden etkin madde salimi genellikle

uyaranlara duyarli baglarin kirilmasi ile saglanir [73].

2.3 Tek-Zincir Polimer Nanopartikiiller (SCNP’ler)

Polimerik ilag tasiyict sistemler ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda hassas boyut
kontrolii ve 6zel olarak islevsellestirmeye izin veren nano boyutta nesnelerin iiretimi
i¢in sentetik teknikler gelistirilmeye ve arastirilmaya baslanmistir. Biyolojik ortamdan
ilham alarak aragtirmacilar, enzim ve protein gibi biyomakromolekiillerin kendi i¢inde
katlanmig yapilarini taklit ederek yeni bir polimerik tasiyict malzeme olarak SCNP'leri
ortaya atmuglardir [74-78]. Son yirmi yilda, polimer biliminde gelismekte olan ve
giintimiizde hizla biiyiiyen bir arastirma konusu olan SCNP teknolojisi 2001 yilinda
Mecerreyes, Miller ve arkadaglar tarafindan ortaya atilan bir kavramdir [79]. SCNP,
polimer zincirlerinin ayr1 ayri zincir i¢i ¢apraz baglanma yoluyla nanoyapilara ¢dkmesi
veya katlanmasi ile olugsmaktadir (Sekil 2.8). Lineer polimer zincirlerinin ayri ayri
katlanmas1 veya ¢okmesinden dolayr SCNP’ler geleneksel polimer nanopartikiillere

kiyasla ¢ok daha kii¢iik yaklasik olarak 3-30 nm boyutunda yani protein ve viriis
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boyutunda yapilardir. Yapilar1 nedeniyle ilgi gormekte ve son yillarda oldukga fazla
arastirilmaktadirlar [6, 80, 81].

Zincir I¢i Capraz
Baglanma

Tek Polimer Zinciri Tek Zincir Polimer Nanopartikiil
SCNP

Sekil 2.8 : Tek zincir polimer nanopartikiillerin kavramsal yapis1 [82].

SCPN'lerin bir alt sinifi olan iribas (tadpole) tipi yapilar, amfipatik (hem hidrofilik
hem hidrofobik) karakterleriyle 6n plana ¢ikar ve adim1 Kurbaga yavrularina (iribas)
benzer morfolojilerinden alir (Sekil 2.9). Bu tiir yapilarda zincirin bir ucu daha yogun
veya fonksiyonel bir yap1 (6rnegin misel benzeri kiiresel bolge), geri kalan kismi ise
esnek bir kuyruk yapis1 seklindedir [83]. Iribas SCPN’ler, ozellikle ilag tasiyici ve
katalitik nanoreaktor sistemleri gibi uygulamalarda dikkat ¢eker. Zincirin “kafa” kismi
genellikle hidrofobik c¢ekirdekten olusurken, kuyruk boélgesi sulu c¢ozeltilerde
¢oziinlirliigl artiran hidrofilik segmentlerden meydana gelir. Bu yapilar, ¢ekirdek-
kabuk tipi davranis sergileyerek hem kararli hem de kontrollii salim yapabilen
nanosistemler olusturur [84]. Yapisal olarak iribas SCPN’ler genellikle blok
kopolimerler veya dallanmig makromonomerler kullanilarak sentezlenir. Hidrofobik
kisimlar zincirin bir bdlgesine yogunlastirilirken, hidrofilik kisimlar dis ortamla
etkilesim i¢in agik birakilir. Bu konfigiirasyon, zincirin kendi {izerine katlanarak
kompakt ama asimetrik bir morfolojiye ulasmasini saglar. Ozellikle amfipatik
dizilimler, ¢oziicii kalitesine bagli olarak yapinin sekil ve boyutunu belirleyici rol
oynar [85].
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Sekil 2.9 : Iribas (tadpole) SCNP’lerin yapisi.

Polimerik misellerin biiyiikliigiinlin tiimor hedeflemeye etkisi ile ilgili yapilan bir
caligmada, kan dolagimindaki davraniglar1 benzer olan farkli biiyiikliikteki misellerin
tiimdr penetrasyonu aragtirilmistir. Bu ¢alismada, ilag tastyici sistemlerin derin timor
dokusuna penetrasyonunu engelleyebilecek yogun bir interstisyel dokuya sahip
pankreas tiimorii modeli kullanilmis ve ancak en kiigiik partikiil biiytikliigiine sahip
miselin tiimdr dokusuna penetre olabildigi ve yiiksek anti-tiimor aktivite gosterdigi
bildirilmistir [86]. Ayrica, yapilan baska bir arastirmada 30 nm'den kii¢iik yumusak
madde bazli iletim sistemlerinin karaciger ve dalakta birikmeyi ve istenmeyen
immiinojenik reaksiyonlar1 6nledigi bildirilmistir [87].

SCNP'lere polimerlerin ve partikiillerin 6zelliklerini vermek igin c¢esitli tasarim
stratejileri gelistirilmistir. Ozellikle ultra kii¢iik boyutlarinin beklenmedik biyolojik
dagilima neden olacagl disiniilmektedir. Boyutu 6 nm'nin altinda olan
nanopargaciklarin biyolojik uyumlulugunu arttiracak, ancak potansiyellerini kisa
stireli uygulamalarla sinirlandiracak sekilde tam renal klirense sahip olmas1 beklenir.
Genel olarak nanomalzemelerin dagilim ¢aligmalari ile ilgili olarak, boyut 6nemli bir
rol oynamaktadir. SCNP’lerin {i¢ boyutlu yapilarinin olusturdugu molekil igi
etkilesimleri ve son derece kiigiik boyutlar1 nedeniyle biyomedikal uygulamalarda,
ozellikle beyin veya yogun tiimdrler gibi dokulara ulagsmak icin zor ve hassas hedefleri
hedeflerken terapdtik kargo olarak benzersiz avantajlar saglayabilecegi

diistiniilmektedir [88].

2.3.1 SCNP’lerin sentezi

SCNP’lerin olusumu i¢in bir dizi sentetik metodoloji gelistirilmistir. Sentez genel
olarak 3 asamaya ayrilmigtir: SCPN sentezinin ilk adimi, katlanmaya uygun bir
polimer zincirinin (Onciisiiniin) RAFT, ATRP gibi kontrollii polimerizasyon
kullanilarak sentezlenmesidir. Bunun igin genellikle reaksiyona girebilen fonksiyonel

gruplar iceren polimerler tercih edilir. Ozellikle yan zincirlerde bulunan azot, kiikiirt
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veya karbonil gruplari, katlanmay1 saglayacak intramolekiiler baglar i¢in elverislidir
[85]. Eger sentezlenen oncii polimer ¢apraz baglanma igin gereken grup yapilarindan
yoksunsa Onciiye spesifik fonksiyonel gruplarin eklenmesi i¢in polimer azitleme ve
alkilleme gibi reaksiyonlar ile fonksiyonellestirilir.

SCPN’lerin sentezinde son adim, ultra seyreltik ortamda kovalent, kovalent olmayan
veya  dinamik-kovalent  baglanma  yoluyla  zincirin  kendi  lizerine
katlanmasi/¢6kmesidir (Sekil 2.10) [84, 89]. Yapilan ¢alismalar seyreltik polimer
cozeltilerinde (tipik olarak <1 mg/mL) post-polimerizasyon modifikasyon
reaksiyonlarini igermektedir. Post-polimerizasyon ¢apraz baglama reaksiyonlari tipik
olarak verimliliklerine gore secilir; diisiik verimli veya yan reaksiyonlar iceren

reaksiyonlar istenmez [90, 91].

RAFT AZITLEME
ATRP ALKILASYON
NMP VINILASYON

Polimer
Fonksiyonelles-
tirilmesi

Kontrollii
polimerizasyon

Zincir ici
Katlanma / Cokme

KOVALENT
KOVALENT OLMAYAN
DINAMIK-KOVALENT

Sekil 2.10 : SCNP’lerin sentez semasi.

2.3.1.1 SCPN’lerin katlanma (¢c6kme) mekanizmalar:

SCPN’lerin sentezinde kullanilan stratejiler, polimer zinciri tizerindeki fonksiyonel
gruplarin tiiriine ve bu gruplar arasindaki etkilesimlerin bigimine gore siniflandirilir.
Bu smiflandirma kapsaminda, katlanma siireci genellikle ii¢ temel yaklasimla
aciklanir: homo-fonksiyonel, hetero-fonksiyonel ve ¢apraz baglayici (cross-linker)
kullanilarak zincir katlanmasi (Sekil 2.11) [84, 85].
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Sekil 2.11 : SCPN'lerin sentezi i¢in kullanilan stratejinin sematik gosterimi: A)
homo-fonksiyonel zincir ¢okmesi, B) hetero-fonksiyonel zincir ¢okmesi ve C)
capraz baglayici kullanilarak zincir ¢gokmesi.

Homo-fonksiyonel zincir katlanmasi, polimer zinciri lizerinde ayni tiirden reaktif
gruplarin yer almasi ve bu gruplarin birbirleriyle intramolekiiler reaksiyona girmesiyle
gerceklesir. Ornegin; hidrojen bagi, pi-pi etkilesimi veya yalmzca alkin gruplar1 iceren
bir zincir, uygun kosullarda kendiliginden ¢apraz baglanarak katlanabilir [92].
Hetero-fonksiyonel katlanma durumunda ise, birbirini tamamlayan reaktif grup ¢iftleri
(6rnegin KLIK reaksiyonu) zincir boyunca stratejik olarak yerlestirilir ve segici
tepkimeler yoluyla intramolekiiler bag olusumu saglanir [93].

Capraz baglayici kullanilarak katlanma, polimer zincirine disaridan eklenen
bifonksiyonel veya polifonksiyonel bir molekiill (¢apraz baglayici) sayesinde
gerceklestirilir. Bu tiir baglayicilar, reaktif gruplar arasinda koprii gorevi gorerek
katlanma geometrisini ve bag yogunlugunu kontrol etme imkani sunar. Bilesenlerden
biri digerine yavas yavas eklenerek istenmeyen molekiiller arasi ¢apraz baglanmadan
kacinilir. Bu yontemin ana faydalari, 6ncii polimerlerin daha kolay sentezlenmesi ve
capraz baglayici yoluyla ekstra islevsellik saglama olasiligidir. Polimer zincirlerinin
iki yonlii capraz baglayici aracili ¢okiisii, SCPN'lerin elde edilmesi i¢in ¢ok etkili ve
basit bir yontemdir [6, 80].

Bu ii¢ yaklasim; kovalent, dinamik kovalent veya supramolekiiler baglanma stratejileri
ile birlikte ele alindiginda, farkli yapi1 ve fonksiyonlara sahip SCPN’lerin

tasarlanmasina olanak tanir [94].
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2.3.1.2 SCNP’lerin kimyasal baglanma mekanizmalari

SCPN'lerin sentezinde zincir i¢i katlanmay1 ve stabil yapilar elde etmeyi miimkiin
kilan farkli kimyasal baglanma stratejileri kullanilir. Bu stratejiler {i¢ ana grupta
smiflandirilabilir: kovalent baglanma, dinamik-kovalent baglanma ve kovalent
olmayan (supramolekiiler) etkilesimler (Sekil 2.12). Her bir yaklasimin kendine 6zgi

avantajlari, sinirlamalar1 ve uygulama alanlar1 bulunmaktadir.

Capraz-baglama — Farkli capraz-baglama yontemleri

/’ i Kovalent
<_
» H%
Dinamik Kovalent
&» Kovalent olmayan /

supramolekiiler

Sekil 2.12 : SCNP’lerin kimyasal baglanma mekanizmalari [95].

Kovalent baglara dayali sentez, SCPN’lerin yapisal olarak en stabil formunun elde
edilmesini saglar. Bu yontemde, polimer zinciri boyunca 6nceden yerlestirilmis reaktif
gruplar, kontrollii kosullarda capraz baglanarak geri doniigiimsiiz bir katlanma
olusturur. Zincir igi ¢apraz baglama etkilesimlerinde disiilfit ve klik kimyasi gibi
kovalent ¢apraz bag olusumu i¢in ¢Oziicliye konsantre bir polimer ¢dzeltisinin
eklendigi siirekli ekleme yontemi kullanilir [96-100]. Siirekli ekleme teknigi,
molekiiller aras1 birlesmeyi Onlerken daha az ¢oziicii gerektirerek ultra seyreltik
kosullardan ¢ok daha etkilidir.

Kovalent olmayan baglanma, dogadaki protein katlanmasina benzer sekilde zayif ve
tersinir etkilesimlere dayanir. Bu yontemle SCPN’ler, cevresel uyaranlara son derece
duyarl1 ve kendiliginden organize olan yapilar halinde iiretilebilir. Kovalent olmayan,
H-baglanmas1 ve n—m etkilesimleri gibi supramolekiiler etkilesimler, katlanmis

biyopolimerlerde en sik kullanilan zincir i¢i baglanmalardir. Yapilan birgok
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aragtirmada monomerler, polimerlerin sentezleri sirasinda agregatlar olusturmasini
onlemek i¢in korunan hidrojen baglama birimleri ile islevsellestirilir [101-106].

Dinamik kovalent baglanma, kovalent baglarin tersinir sekilde olugsmasina izin verir.
Bu sayede zincir, termodinamik olarak en uygun konformasyonu segerek katlanabilir.
Bu yontemler, SCPN’lerin kendi kendini onarabilen veya c¢evresel uyaranlara yanit
veren akilli sistemler olarak tasarlanmasimi mimkin kilar. SCNP'lerin sentezi,
uyarlanabilir ve duyarli nanoyapilar i¢in ilging bir yoldur. Belirli kosullar altinda, bu
baglar geri donilisimliidiir ve pH, oksidasyon, sicaklik vb. gevresel kosullardaki
degisime tepki olarak kinetik olarak sabitlenebilir veya parcalanabilir (asetal olusumu

ve disiilfit bag1 gibi) [90, 95, 107-109].

2.3.2 SCNP’lerin karakterizasyonu

Sentezi gergeklestirilen SCNP’lerin karakterizasyonu ultra kii¢iik boyutlarindan dolay1
zordur. Bu sebeple genellikle bu nanoyapilar karakterize etmek i¢in ¢oklu teknikler
kullanilarak verilerin dogrulanmasi gerekir. Capraz baglama kimyasinda yer alan
fonksiyonel gruplarin olusumu veya kaybolmasi, polimer yapisinin boyut ve
morfolojisindeki degisiklikler farklt karakterizasyon teknikleri kullanilarak
saptanabilir. Onemli olan, bu nanoyapilarm tek molekiil dogasini kanitlamaktir, bunun
icin de molekiiller arasi capraz baglanma ile olusturulabilecek kiigiikk agregat
konsantrasyonlarini tespit etmek gerekir.

Yirmi yildir yapilan ¢alismalarda SCPN’lerin boyutunun belirlenmesinde en yaygin
kullanilan tekniklerin basinda dinamik 151k sagilimi (DLS) gelir. Bu teknik,
partikiillerin ¢6zelti i¢indeki hidrodinamik ¢apini verir ve katlanma derecesi hakkinda
dolayl bilgi sunar. Ancak, SCPN’ler ¢ok kiigiik ve tekil yapilar oldugundan, yiiksek
¢oziiniirliiklii goriintiileme teknikleri de siklikla tercih edilir. Ozellikle ¢ozeltide kiigiik
acilt X-1511 sacilimi (SAXS) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) gibi
yontemler, partikiil boyutu ve morfolojisi hakkinda dogrudan bilgi saglar.
Katlanmanin  basariyla gerceklesip ger¢eklesmedigi, polimer zincirlerinin
intramolekiiler bag yapilarindan izlenebilir. Niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi, 0zellikle spin-etiketleme yontemleri ile zincir i¢i etkilesimlerin tespiti
acisindan gii¢lii bir tekniktir. Ayrica, floresans rezonans enerji transferi (FRET) gibi
tekniklerle, zincir uclar1 veya belirli segmentler arasindaki mesafeler Olciilerek
katlanmanin etkinligi degerlendirilebilir. SCPN’lerin fonksiyonel uygulamalarda

kullanilabilmesi i¢in yiizey gruplarinin analizi 6nemlidir. Fourier doniistimlii kizil6tesi

21



spektroskopisi (FT-IR) ve X-igsin1 fotoelektron spektrometresi (XPS) gibi teknikler
sayesinde ylizey kimyast ve fonksiyonel gruplarn varligi analiz edilebilir. Bu
ozellikler, Ozellikle hedefli ila¢ tasima ve katalitik aktivite gibi uygulamalarda
belirleyici olur. SCPN’lerin polimer kimyasi agisindan onemli bir diger 6zelligi de
monodisperslik diizeyidir. Katlanma, sadece uygun molekiil agirliginda ve dar dagilim
gosteren zincirlerde diizenli ger¢eklesebilir. Bu nedenle, jel gegirgenlik kromatografisi
(GPC/SEC) ile molekiil agirlig1 analiz edilerek polimer zincirlerinin homojenligi
degerlendirilir. Baz1t SCPN sistemleri biyolojik ortamda islevsel hale getirilmek iizere
tasarlandigindan, biyolojik stabilite, enzimlere karsi direng, ve hiicre i¢i alim gibi
biyofiziksel karakterizasyon g¢aligmalar1 da gereklidir. Bu tiir ¢alismalar genellikle
konfokal mikroskopi, in vitro hiicre testleri ve biyouyumluluk analizleri ile
gerceklestirilir [84, 88, 110].

2.3.3 SCNP’lerin uygulama alanlari

SCNP'lerin Kkatalizor, sensor, nanoreaktér ve nanotip gibi bir¢ok alanda kendine
uygulama alani bulmustur (Sekil 2.13). SCNP'leri igeren aragtirmalar dogadan esas
olarak temel almakla birlikte, bu malzemeler pratik kullanim alanlari1 sunmaktadir.
Tasarim agisindan, parcacigin i¢ alani yararli bir kimyasal ortam sunmaktadir. I¢
kimyasal ortam, hidrofobik veya hidrofilik olabilir. Bu ortam ana polimerin molekiil
agirhi@ degistirilerek, boyutu ve zincirler arasi ¢apraz baglama miktari ile kontrol
edilebilir. Ek olarak, kontrollii polimerizasyon teknikleri ve post-polimerizasyon
modifikasyon teknikleri, istenen fonksiyon i¢in segici alanlarin dahil edilmesine
olanak saglar [84, 111].

Su anda, SCNP'ler sentezi, ortaya koyduklar1 ¢ok ¢esitli uygulamalarin bir sonucu
olarak, ozellikle biyotiptaki herhangi bir arastirma konusundaki anahtar alanlardan
biridir [6]. SCNP'lerin ila¢ tasima potansiyeline ve model ilaglarin yiiklenmesi
hakkinda bazi ¢calismalar olmasina ragmen, SCNP'lerin terapétik ilaglarin yliklenmesi
i¢in kullanimi1 hakkinda ¢ok az ¢aligma bulunmaktadir [112-114]. Hidrofobik ilaglarin,
SCNP'ler de dahil olmak {iizere, kii¢iik nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri
tizerinde onemli bir etki gosterecegi ongoriilmektedir. Polimerde bulunan hidrofobik
monomer miktarinin SCNP'nin katlanmasi tlizerinde bir etkisi oldugu belirlenmistir

[105].
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Sekil 2.13 : Tek zincir nanopartikiillerin uygulama alanlariin sematik gosterimi.

Bu uygulama alanlari icerisinde Perez-Baena ve arkadaslari, MRI i¢in potansiyel
kontrast maddeleri olarak yeni bir gadolinyum (Gd) yiiklii paramanyetik SCNP
gelistirmistir (Sekil 2.14). Bu orjinal yaklasimin yeniligi, geleneksel bir sekilde
polimerik zincir lizerine asilamak yerine bir ¢apraz baglayici seklinde klik reaksiyonu
kullanilarak selatinin olusturulmasina dayanmaktadir. Bu Gd yapisi1 parcalarin i¢
rotasyonunun kisitlandigt konformasyonel olarak sert sistemlerin olusmasiyla
sonuclanmistir. Bu da Gd (III) selatinin makromolekiile rijit olmayan bir sekilde
baglanmas1 veya i¢ esnekligin genellikle birden fazla Gd (III) merkezi igeren

polimerlerin gevsemesini sinirlayan faktorler oldugunu gostermistir [115].

DMF, r.t

Sekil 2.14 : SCPN'lerin sentezi ve korumalarmin kaldirilmas1 ardindan Gd**
yiiklenmesi.
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Gillissen ve arkadaslari tarafindan ¢apraz baglanma ile katlanma sonucu floresan etkisi
ortaya ¢ikan bir floresan probu olusturulmustur (Sekil 2.15). Ayrica, bakir baglanmasi
sonucu kaybolan floresan etki ile bu probun, ¢ok fonksiyonlu ¢apraz baglayicit metal

algilama i¢in de uygulanabilecegi gozlenmistir [116].

ST 1
P &

Floresan olmayan Floresan partikiil
partikiil l

CuMas., 1 ™)

Cuttn Floresan olmayan partikiil

Sekil 2.15 : Floresan etkili tek-zincir nanopartikiil (SCNP) olusumunun sematik
gosterimi.
Metal iyonlarinin ayr1 kendiliginden katlanan polimer zincirlerine katilmasi,
metaloenzimlerin sentetik taklitlerini hazirlamak icin kolay bir yol sunmaktadir.
Rubio-Cervilla ve arkadaslari hafif ve ¢ok yonlii eszamanli baglanma/katlama
stratejisi araciligiyla kompleks Cu (II) iyonlar1 igeren metal-katlanmis polimer
zincirlerine dayali katalitik olarak aktif tek-zincir nanopartikiiller sentezlemislerdir
(Sekils 2.16). SCPN'lerin dogal proteinlerin katlanmasindan farkli olarak sismis halde
gevsek bir sekilde c¢okmeleri sonucu, SCPN'lerin substratlara erisilebilirligi
arttirllmistir. Ek olarak, polimerik cergeve tarafindan saglanan ikinci koordinasyon

kiiresinin metal iyonlarinin katalitik aktivitesini arttirmasi amaglanmistir [14].
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Sekil 2.16 : Katalitik tek-zincir nanopartikiil (SCNP) olusumunun sematik
gosterimi.
Zhi-Yu ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, platin iyonlar1 (Pt (II)) i¢in
koordinasyon bolgesi olarak asili trifenilfosfinli stirenik kopolimerler ve gizli reaktif
grup olarak benzosiklobiiten sentezlenmistir. Zincirde bulunan trifenilfosfin gruplar
platin (I1) ile koordine olabilir ve seyreltik soliisyonda hafif tek-zincir katlanmaya
destek olabilir. Benzosiklobiitenin halka a¢ilma reaksiyonunun neden oldugu
intramolekiiler ¢apraz baglanma ile SCNP iki kez katlanmis olur ve seyreltik
soliisyonda stabil SCNP'ler olusturur. Ikinci ¢okmenin derecesi, ¢apraz baglanma
derecesi ile pozitif olarak iligkilendirilebilir. Kompozit SCNP'ler indirgendikten sonra,
SCNP'lerde koordine edilen platin 1iyonlar1 platin atomlarina indirgenebilir ve kovalent
olarak capraz bagli SCNP'lerin ags1 yapisina gomiilebilir. Bu da platin kiimelerinin ve
hatta tek platinin olas1 varlig1 nedeniyle daha iyi katalitik performans sergileyebilir.
SCNP'lerde sabit ve atomik olarak dagilmig olan Pt (0), p-nitrofenoliin p-aminofenole
indirgenmesi i¢in normal polimerde taginan platin parcaciklarindan daha iyi katalitik
ozellikler sergiler [13]. Gelismekte olan SCNP’ler i¢in kullanim alanlarinin daha da

geniglemesi ve yapilan ¢aligmalarin zamanla gesitlenecegi diistiniilmektedir.

2.4 Kurkumin

Kurkumin (Cur), zencefilgiller (zingiberaceae) ailesine ait olan ve Giineydogu
Asya'da yaygin olarak yetistirilen zerdegal bitkisi Curcuma longa L.'nin kéksapindan

elde edilen dogal sar1 veya turuncu renkli bir bilesiktir [117-120]. Zerdegal bitkisi,
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Kurkuminoids olarak bilinen, Kurkumin (1,7-bis-4-hidroksi-3-metoksifenil-1,6-
heptadien-3,5-dion, Cur I, ~%77), demetoksikurkumin (1,4-hidroksi-3-metoksifenil-
7,4-hidroksifenil-hepta-1,6-dien-3,5-dion, Cur Il, ~%17) ve bisdemetoksikurkumin
(1,7-bis-4-hidroksifenil-hepta-1,6-dien-3,5-dion, Cur Ill, ~%3)'den olusan bir simif
bilesik igermektedir (Sekil 2.17) [117, 121-123]. Cur, zerdecalin %3-5’ini olusturan;
molekiil agirhigr 368.38 g/mol ve molekiil formiilii C21H2006 olan bilesiktir. Oda
sicakliginda, suda ¢6ziinmeyen Cur, hiicre zarma kolaylikla niifuz edebilen lipofilik
bir bilesiktir. Metanol, aseton, DMSO, dietileter ve etanol gibi solventlerde
¢ozlinebilir. Isik duyarliligi fazla olmakla birlikte sicakliga karsi yiiksek kararliliga
sahiptir [123-126].
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Sekil 2.17 : Kurkuminoidlerin yapisi. A) Kurkuminoidlerin kimyasal formiilii ve
B) Kurkuminin iki tautomerik formu.

Vogel ve Pelletier tarafindan 1842°de Curcuma longa L. bitkisinin koksapindan izole
edilmistir. Ardindan Vogel Jr tarafindan 1845 yilinda ilk kez saflastirilmistir [127,
128]. Cur’in -keto ve -enol olmak {iizere iki tautomerik formu bulunmaktadir (Sekil
2.17B). Oda sicakliginda, notr ve asidik pH’l1 sulu ortamlarda ¢oziinmemektedir.
Alkali kosullarda ise enol formunda, notr ve asidik pH’da keto formunda
bulunmaktadir [129-133]. Kurkumin hidrojen atomu alicisi, Michael alicis1 ve metal
selator olmak tizere ii¢ aktif bolgeye sahiptir (Sekil 2.18). Metal selator bolgesi, birkag

metal iyonu ile kompleksler olusturur ve bu 6zelligi Alzheimer, kanser, depresyon ve
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artrit gibi hastaliklarda terapotik bir ajan olarak kullanimi i¢in biliyiik umut
vadetmektedir [134].

B-diketon kismi
Micheal alicis1

Hidrojen atomu alicisi
Antioksidan aktivite
Antikanser aktivite

Protein ile non-
kovalent -7 etkilesimi

Metal selator bolgesi
Sitotoksik etki |

Sekil 2.18 : Cur’in aktif bolgeleri.

2.4.1 Biyolojik etkileri

Cur’in anti-inflamatuar, antiproliferatif, antioksidan ve antianjiyojenik aktiviteler ve
bunlara ek olarak seker, alerjik reaksiyonlar, artrit, demans, Alzheimer hastaligi ve
diger kronik hastaliklar da dahil olmak iizere gesitli terapotik etkilere sahip oldugu
bilinmektedir [135]. Bir¢ok alandaki etkilerinin kesfedilmesinden sonra kanser
alaninda da g¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Hem kemoprevensiyon hem de tedavi
acisindan  baz1  antikanser  Ozelliklerinin  farkli  mekanizmalar {izerinden
gerceklestirebilecegi birgok laboratuvar ve klinik calismada gosterilmis ve rapor
edilmistir (Sekil 2.19) [120, 136]. Cur, diyabette kandaki glikoz ve hemoglobin
diizeylerini azaltmakta boylece anti-hiperlipidemik ve anti-hiperglisemik etki
gosterebilmektedir [137-140].

Yapilan bazi caligsmalarda, Cur metastatik kolorektal kanser hiicre ve HCT-116
dizilerinde ¢ogalmay1 Onleyici aktivite gostermistir [141]. Ayrica, Garcea ve
arkadaglar1 yaptiklari ¢aligmayla, kolorektal kanser hastalarma uygulanan Cur
tedavisinin tiimor hiicrelerinde apoptozu destekleyecek sekilde P53 seviyelerinin asiri
eksprese edildigini bildirmistir. Buna ek olarak Cur uygulamasinin malign kolorektal
dokuda COX-2 protein seviyelerinin degismedigini ve M(1)G protein seviyelerinde

azalmaya sebep oldugunu bildirmislerdir [142].
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Cur; biliylime faktori, transkripsiyon faktorii, sitokinler, hiicre dongiisii proteinleri,
protein kinazlar ve enzimler dahil c¢esitli biyolojik hedefler ve hiicresel yolaklar
tizerinde etkili oldugu yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir [128, 143, 144]. Buna 6rnek
olarak Cur, transkripsiyon faktorii (NFKB)’ nin aktivasyonunu inhibe ederek; sitokin
tiretimi Ve hiicre sagkalimi gibi baz1 hiicresel islevlere etki edebilir [143, 145]. Tiimor
baskilayici, kaspaz yolaklari, protein kinaz ve 6liim reseptorii yollart dahil olmak tizere
coklu sinyal yolaKlarini diizenleyerek tiimor biiylimesini modiile edebilir [118, 146].
Cur farkli kimyasal 6zellikleriyle, kanserin baslamasi ve ilerlemesinde rol alan ¢ok
sayida hiicre i¢i ve hiicre dis1t molekiil ile etkilesime girerek kanserin ilerlemesini

engelleyebilmektedir [147].
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Sekil 2.19 : Cur’in kanserler {izerindeki etkileri ve mekanizmalar1. (1) Wnt/p3-
katenin yolagini inhibe ederek, p21 p27 ve p53 seviyelerini arttirir; bunun yaninda
Siklin D1 ve CDK4 seviyelerinin inhibisyonunu saglayarak hiicre dongiistinii
zayiflatir béylece hiicre cogalmasini baskilayabilir. (2) TGF-/Smad2/3 yolagim
baskilayarak E-kadherin seviyelerinde artis sebep olabilir ve N-kadherin, vimentin
ve fibronektin seviyelerinde azalmayu tetikleyebilir boylece go¢ii ve invazyonun
inhibisyonunu edebilir. (3) INK, p38 MAPK ve ERK yolaginin aktivasyonunu
saglayarak ROS fiiretimini tetikleyebilir. (4) Ferroptozu uyararak TFRC, FTL ve
FTHI1 seviyelerininde artisa sebep olabilir (5) Apoptotik proteinlerin (Bax,
Cleaved-PARP, Cleaved-caspase-3 ve Cleaved-caspase-9) ekspresyonunu artisa
sebep olup; antiapoptotik proteinlerin (Bcl-2) ekspresyonunu inhibe edip apoptozu
destekleyebilir. (6) Beclinl, Atg5, Atg3 ve LC3B-II/I ekspresyonunda artisa sebep
olarak; PI3K/Akt/mTOR yolagiyla otofajiyi destekleyebilir. (7) JAK/STAT3
yolaginda inhibisyona sebep olarak kok hiicresini baskilamak adina Oct4, Sox2 ve
Nanog seviyelerini azaltabilir. (8) Inflamasyonu hafifletmek i¢in TLR4/NF-xB
sinyal yolagini baskilayabilir (TNF-o, IL-6 ve IL-1B). (9) VEGF, CD31, aSMC,
INOS ve COX-2 ekspresyonlarinin inhibisyonunu saglayarak anjiyogenezisi
azaltabilir. (10) Firmicutes/Bacteroidetes oranininda azalmayi tetikleyerek
bagirsak mikrobiyotasini diizenleyebilir [148].
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2.4.2 Farmakokinetik 6zellikleri ve biyoyararlimim

Gida ve ilag Idaresi (FDA) ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan Cur tiiketim igin
onaylanmuis olsa da, zayif biyoyararlanimi ¢esitli hastaliklarin tedavisindeki kullanim
etkisini sinirlamaktadir [149]. Birgok ¢alismada Cur'in yiiksek antikanser potansiyeli
gosterilmis olsa da zayif emilimi ve hizli metabolizmasi nedeniyle biyoyararlaniminin
diisiik oldugu bulunmustur [150]. Zayif biyoyararlanimin yani sira fizyolojik pH
durumunda, 6zellikle bagirsaklarda bozunum gosterebilmektedir [151].

Bu sorunlar nanotasiyicilarin  kullanimiyla asilmaya calisilmistir [152]. Cur
biyoyararlanimini artirmak i¢in lipozomlar, nanopartikiiller ve fosfolipit kompleksleri
gibi birgok ilave bilesikler kullanilarak ¢esitli Cur formiilasyonu gelistirilmistir [153,
154]. Ancak, bu dagitim yontemlerinin ¢ogu, tipik olarak kisa bir salim dongiisii olan
kacinilmaz bir ani salimla sonuglanan fiziksel kapsiilleme yontemi ile Cur yliklenmesi
kullanmustir. Kimyasal konjugasyon gibi ilacin ve tastyici sistemin uyaranlara duyarh
ayrilabilir bir yiikleme ¢esidi kullanilmasi, fiziksel kapsiillemeye {istiin bir alternatif
gibi goriinmektedir. Bu yaklasim, ani salimi1 dnleyerek ila¢ yiikleme icerigi ve salim
profili iizerinde daha fazla kontrol saglar [155, 156]. Cur’in kimyasal yapisinda
bulunan iki aktif hidroksi grubunun varligi, polimer-ilag kombinasyonunun
esterlesmesini kolaylastirir [157]. Asit ve esteraz tepkili Cur salimi igin ester bagini
notr kosullar altinda kademeli olarak hidroliz edilmesi veya asit/esteraz ile hizla

pargalayarak Cur'in siirekli salimimin saglanmasit miimkiindiir [158].

2.5 Sisplatin

Sisplatin, ilk olarak 1978'de FDA tarafindan antineoplastik ajan olarak yumurtalik ve
testis kanserinde kullanim i¢in onaylanmis bir ilactir. Metaller, insan hiicresindeki
biyolojik islemlerin ¢ogu i¢in gereklidir ve sisplatin, metalik-platin i¢eren bir ilagtir.
Onkoloji alanindaki ilerlemelere ragmen Sisplatin hala kemoterapétik ajanlar arasinda
sik tercih edilen maddelerden biridir [159]. Sisplatin bazli kombinasyon kemoterapi,
testis, yumurtalik, bas, boyun, akciger, meme, servikal, mide, prostat kanserleri,
Hodgkin ve Hodgkin olmayan lenfomalar, néroblastoma, sarkomlar, multipl miyelom,
melanom ve mezotelyoma kanserlerine karsi onemli antitiimor aktivite gosterir [160].
Sisplatinin antikanser aktivitesini birden fazla yere saldirarak gosterdigi bulunmustur.
Genellikle genomik DNA (gDNA) veya mitokondriyal DNA (mtDNA) ile DNA
lezyonlar1 olusturmak; DNA, mRNA ve proteinlerin iiretimini bloke etmek; DNA
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replikasyonunu durdurarak sonunda hiicreyi nekroza veya apoptoza yol acan cesitli
transdiiksiyon yollarini etkinlestirmektedir [161].

En iyi bilinen mekanizma, DNA sentezi ve onarimi iizerindeki etkisidir; bu, hiicre
dongiisiiniin durmasina neden olur [159]. Sisplatin bir hiicreye girdiginde, kloriir
ligandlari protein, RNA ve DNA eklentileri olusturmak i¢in hiicre i¢i makromolekiiller
tizerindeki niikleofilik bolgeler ile reaksiyona girebilen pozitif yiiklii sulu bir tiir
olusturan su molekiilleri ile degistirilir [160]. Arastirmalar ayrica, ¢ogu metal gibi
sisplatinin de reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunda rol oynadigini, tiimor
baskilayict protein p53'i etkiledigini, 6liim reseptorii-tiimor nekroz faktorii etkilesimi
yoluyla apoptozu indiikledigini ve intrinsik kaspazlarin mitokondriyal disfonksiyona
neden oldugunu gostermistir. Buna ek olarak endoplazmik retikulum iizerindeki stres
yoluyla hiicrede kalsiyum sinyallemesini etkiler. Bunlar, anti-neoplastik etkilerini

uygulayan mekanizmalardan sadece bazilaridir [159].

2.6 Doksorubisin (DOKYS)

Doksorubisin (DOKS), 1967'de bir mantar tiirii olan Streptomyces peucetius variete
caesiu kiiltiiriiniin bir mutant tiirtinden izole edilmistir [162-167]. DOKS, lipofilik bir
aminoglikoz grubundan (daunosamin) ve tetrasiklik ¢ekirdekten olusan antrasiklin
halkasina sahiptir. Tlaca kirmiz1 rengini veren tetrasiklik halka olup bu halkaya komsu
kinon ve hidrokinon gruplar1 vardir (Sekil 2.20) [168]. Halkanin doymus ucunda
birgok amino seker ve hidroksil grubu bulunur [168, 169]. DOKS, Cs7H29NO11
molekiil formiiliine sahip ve kimyasal yapisinin adlandirmasi (7S,9S)-7-
[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hidroksi-6 ~ metiloksan-2-il]oksi-6,9,11-trihidroksi-9-(2-
hidroksiasetil)-4-metoksi 8,10-dihidro-7H-tetrasen-5,12-dion'dur [170].
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Sekil 2.20 : DOKS’un kimyasal yapist.

DOKS, antrasiklin tiirevi bir antibiyotik ve kanser kemoterapisinde kullanilan bir
ilagtir [171]. Rutin olarak akciger, mide, meme, mesane, multipl miyelom, sarkom,
yumurtalik, tiroid ve pediatrik kanserler gibi ¢esitli kanserlerin tedavisinde tek basina
veya diger antikanser ajanlar1 veya radyasyon ve cerrahiyle birlikte birinci savunma

hatt1 olarak yaygin olarak kullanilan sitotoksik bir kemoterapi ajanidir [166, 172, 173].
DOKS’un kanser hiicreleri tizerindeki etkisini agiklayabilecek iki mekanizma vardir:

» DNA ile i¢ ige gecip topoizomeraz-II aracili DNA onariminin bozulmasi
» Serbest radikallerin olugmasi araciligiyla hiicre membranlari, DNA ve

proteinlere zarar verilmesi [174, 175]

DOKS, DNA’nm ii¢ boyutlu yapisinin diizenlenmesinden sorumlu bir enzim olan
topoizomerazlar ile etkilesime girmektedir. Boylelikle tek ve ¢ift sarmalli DNA baz
ciftlerinin arasina girerek topoizomeraz II aracilifryla DNA kirilmalarina yol agar.
Ayrica, DNA interkalasyonu ile biiyiik molekiillerin sentezlenmesinin engellenmesi,
ROS iiretimi ve demir baglamasi; lipid peroksidasyonu ve DNA hasari, DNA’ya
baglanma ve alkalizasyon, apoptozun indiiksiyonu ve direkt membran etkisi
mekanizmalariyla etkilerini gostermektedir [176].

DOKS genis spektrumlu antineoplastik aktiviteye sahip olmasma ragmen,
kardiyotoksisite gibi yan etkiler kullanimini kisitlamigtir [177-180]. Bu durum
ozellikle hastalig1 ilerlemis yiiksek doz gerektiren hastalarda boyledir [181]. Doza
bagli olan akut ve kronik toksik yan etkilere neden olur. Cesitli hastalarda ¢oklu organ

toksisitesi olusturma potansiyeline sahiptir [182]. Buna ek olarak klinikte sag

31



dokiilmesi, mukozit, ekstravazasyon zedelenmesi, kemik iligi baskilanmasi,
radyosensitizasyon, nefrotoksisite ve gastrointestinal toksisite gibi yan etkileri
bulunmaktadir [183-185]. Bu nedenle kanser tedavisinde gii¢lii bir ajan olan DOKS'un
kullaniminda yan etkisini azaltmaya yardimci olacak ajanlarla ¢alisilmaktadir [186,
187]. Ayrica, bu olumsuz etkileri azaltmak igin lipozomal ve misel formiilasyonlari
gibi ilag tasima sistemleri gelistirilmistir [188]. DOKS'u nanotasiyicilar iginde
kapstilleyerek, ilacin saglikli dokulara maruziyetini azaltirken tiimor bolgesine daha
yiiksek konsantrasyonlarin iletilmesini saglamak miimkiindiir. Bu baglamda, 6zellikle

capraz baglama ile stabilize edilen polimer misel 6nemli bir umut vadetmektedir [189].
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Malzemeler

Metakrilik asit (MAA, inhibitér olarak 250 ppm MEHQ igerir, %99, Aldrich),
poli(etilen glikol) metakrilat (PEGMA, ortalama M= 300/500, inhibitdr olarak 500-
800 ppm MEHQ igerir, Sigma Aldrich), metil metakrilat (MMA, >%99, Sigma
Aldrich)  monomerleri bazik aluminadan gegirilerek  kullanilmistir.  N-
izopropilakrilamid (NIPAM, >0099, Sigma Aldrich), 4-siyano-
4[(dodesilsiilfaniltiyokarbonil)siilfanil Jpentanoik asit (CDTP, min. %97, Strem
Chemicals), poli(etilen glikol) metil eter (PEG, Ms,= 5000 g/mol, Aldrich), 4-
dimetilamino piridin (DMAP, Merck), N,N’-disiklohekzilkarbodiimit (DCC, %99,
Sigma-Aldrich), 2-bromoetanol (%95, Sigma-Aldrich), potasyum karbonat (K>COs,
>0699, Sigma-Aldrich), trietilamin (TEA, Sigma-Aldrich), metakriloil kloriir
(Aldrich), sodyum siilfat (Na2SOs, Merck) ve hekzan (Merck), benzil amin
(ReagentPlus®, %99, Sigma-Aldrich), L-Glutamik asit y-benzil ester (>99.0% (T),
Sigma-Aldrich), H-Lys(Z)-OH (Bachem), L-Alanin (BioUltra, >99.5% (NT), Sigma-
Aldrich), metoksipolietilen glikol amin (PEG-NH,, My,=2000, etiketleme derecesi:
>0.4 mmol/g NHz yiiklemesi), a-pinen (%98, Sigma-Aldrich), trifosgen (reagent
grade, 98%), kurkumin (Sigma), cis-diaminoplatin(IT) dikloriir (CDDP, >99.9, Sigm-
Aldrich), etil asetat (EtOAc, anhydrous, %99.8, Sigma-Aldrich), n-heptan (Emplura),
dietileter (Chem-Lab), aseton (ISOLAB), etanol (ISOLAB), trifloroasitik asit (TFA,
ReagentPlus®, %99, Sigma-Adrich) ve asetik asit i¢inde %33 HBr (Sigma-Aldrich)
satin alindig1 gibi kullanilmstir. 2,2°-Azobis(2-metilpropiyonitril) (AIBN, Aldrich)
metanolden kristallendirildikten sonra kullanilmistir. Diklorometan (DCM, Merck),
tetrahidrofuran (THF, Merck) ve N,N-dimetilformamit (DMF, Daejung) 4A molekiiler

sieve ile kurutularak kullanilmistir.
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3.2 Kullanmilan Cihazlar

Fourier dontisiimlii infrared (FT-IR) spektrumlari platin-ATR aksesuart ile (ZnSe
kristali) ALPHA Bruker spektrometresinde kaydedilmistir. *H NMR 6l¢iimleri 500
MHz’lik Bruker NMR cihazinda CDClz veya DMSO-Ds ¢oziiciisii kullanilarak
alimmustir. Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) dl¢limleri analiz edilecek polimerlere
bagl olarak iki farkli cihazda gergeklestirilmistir. Polipeptitler igin harici bir Wyatt
Technologies Dawn Heleos-II ¢ok agili 151k sagilim (MALS) dedektoriine ve bir Wyatt
Technologies DynaPro NanoStar dinamik 1s1k sacilim (DLS) dedektoriine bagli Tosoh
EcoSEC ikili dedektor (RI ve UV) SEC sistemi kullanilmistir. Eluent olarak 45°C'de
0.5 mL/dk akis hizinda DMF kullanilmistir. Sistem, seri olarak baglanmis bir Tosoh
TSKgel G5000HHR kolonu (7.8 x 300 mm), bir Tosoh TSKgel G3000HHR kolonu
(7.8 x 300 mm), EcoSEC igin bir Tosoh TSKgel SuperH-RC referans kolonu ve bir
Tosoh TSKgel HHR-H guard kolonu (6 x 40 mm) igermektedir. Molekiil agirliklar: ve
molekiil agirlik dagilimlar1 Astra 7.1.2 yazilim paketi kullanilarak hesaplanmistir.
Diger polimerlerin analizleri Viscotek GPCmax ve 2001 Autosampler sistemi ile
gerceklestirilmistir. Bu sistem bir pompa ve Viscotek 3580 kirilma indisi (RI)
dedektoriinden olusmaktadir. Ug adet Viscotek GPC kolon (T3000, LT4000L ve
LT5000L; i¢ ¢ap 7.8 mm, uzunluk 300 mm) seri olarak baglanmis ve bir Tosoh koruma
kolonu (TSKgel® HXL-H, kolon boyutu 6 mm i¢ ¢cap x 4 cm, partikil boyutu 13 pum)
kullanilmistir. Eluent olarak 35°C'de 1 mL/dk akis hizinda THF kullanilmistir. SCNP
olusturulmasi sirasinda enjeksiyonlar 14.50 mm c¢apli siringalar kullanilarak Sujipuli
Technology NE-1600 6 kanalli programlanabilir siringa pompasinda 5 mL/sa
enjeksiyon hiziyla yapilmistir. SCNP, TSCNP ve misellerin ortalama partikiil
boyutlar1 ve boyut dagilimlari, Malvern NanoZSP dinamik 151k sagilimi1 (DLS) cihaz1
kullanilarak 25 °C’de distile suda ve 173° (geri sagilim) dl¢lim agisinda belirlenmistir.
Her durumda, bes 6l¢limiin ortalamalar1 alinmistir. Polimerik miseller, CHRIST Alpha
3-4 LSCbasic liyofilizasyon sistemi kullanilarak dondurularak Kurutulmustur. ilag
enkapsiilasyon verimliligi ve ila¢ salim ¢aligmalar1 i¢in BioTek mikroplaka okuyucu
(Synergy™ HI1) kullanilmistir. Gegirimli elektron mikroskop (TEM) goriintiileri,
JEOL JEM-2100PLUS gecirimli elektron mikroskobu ile elde edilmistir. Ornekler,

misel ¢oOzeltisinin bir bakir 1zgara iizerine dokiilmesiyle hazirlanmis, hava ile
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Kurutulmus ve ardindan uranil asetat ile negatif boyanma yapilmistir. TEM boyut

dagilimi, her 6rnek i¢in 100 partikiil izerinde ImageJ yazilimi ile analiz edilmistir.

3.3 Deneysel Kisim
3.3.1 Capraz baglayici olarak sisplatin kullamilarak SCNP’lerin olusturulmasi

3.3.1.1 RAFT polimerizasyonu ile poli[poli(etilen glikol) metil eter metakrilat-r-
metakrilik asit] (P(PEGMA-r-MAA)) sentezi

[M]/[RAFTajan1]/[AIBN] 100/1/0.33 olacak sekilde toplam monomer molii 0.009815
olmak tizere PEGMA (3.926 g, 3.6 mL, 7.852 mmol/ 4.417 g, 4.089 mL, 8.834 mmol)
ve MAA (0.169 g, 0.166 mL, 1.963 mmol/ 0.0845 g, 83 pL, 9.815 mmol)
monomerleri, CPCTT (0.0274 g, 0.09815 mmol) ve AIBN (0.0053 g, 0.03238 mmol),
5.5 mL 1,4-dioksan i¢inde Schlenk tiip igerisine konulup 3 kere dondur-vakumla-¢6z
(freze-pump-thaw) dongiisii tekrarlandi. Daha sonra oda sicakligina getirilen tiip
70°C’deki yag banyosuna yerlestirilerek 24 saat karigima birakildi. Reaksiyon
sonunda Schlenk tiip sogutularak havaya acildi. Polimer dietil eterde ¢oktiiriiliip
dekante edildikten sonra vakum etiiviinde kurutuldu. Elde edilen kopolimer *H NMR,
GPC ve DSC ile karakterize edildi.

3.3.1.2 PEG-CTPA’nin sentezi

Poli(etilen glikol) metil eter (PEG, Ms= 5000 g/mol) (1.5 g, 0.3 mmol), 4-siyano-
4[(dodesilsiilfaniltiyokarbonil)siilfanil] pentanoik asit (0.1816 g, 0.45 mmol) ve
DMAP (0.036 g, 0.3 mmol), 30 mL kuru diklorometan (DCM) igerisinde tamamen
¢oziindiirildi. Bu ¢ozeltiye 15 mL kuru DCM igerisindeki DCC (0.1395 g, 0.675
mmol) sogukta damla damla ilave edildi. Reaksiyon oda sicakliginda azot atmosferi
altinda 24 saat karigima birakildi. 24 saat sonunda filtre edilerek polimer dietil eterde
¢oktiiriildii ve nuge erleninden siiziilerek vakum etiiviinde kurutuldu (Verim= % 68).
Elde edilen makroRAFT ajan1 *H NMR ve FT-IR ile karakterize edildi.

3.3.1.3 RAFT polimerizasyonu ile poli(etilen glikol)-b-poli(N-izopropilakrilamit-
r-metakrilik asit) (PEG-b-P(NIPAM-r-MAA)) sentezi

[M]/[makroRAFTajan1]/[AIBN] 200/1/0.33 olacak sekilde toplam monomer molii
0.01963 olmak iizere NIPAM (1.1694 g, 0.0103 mol), MAA (0.2224 g, 0.219 mL,
2.5835 mmol), PEG-CTPA (0.347 g, 0.06459 mmol), AIBN (0.0035 g, 0.02134 mmol)
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ve 3 mL kuru THF bir Schlenk tiip igerisine konularak 3 kere dondur-vakumla-¢6z
(freze-pump-thaw) dongiisti tekrarlandi. Daha sonra oda sicakligina getirilen tiip
70°C’deki yag banyosuna yerlestirilerek karisima birakildi. Reaksiyon sonunda
karisim sogutularak havaya agildi. Polimer soguk dietil eterde coktiiriilerek nuce
erleninden siiziildi ve vakum etiiviinde kurutuldu. Ardindan tekrar DCM’da
¢oziindirilip dietil eterde ¢oktiiriildii ve tekrar siiziilerek Kurumaya birakildi. Elde

edilen kopolimer *H NMR, GPC ve DSC ile karakterize edildi.

3.3.1.4 Sisplatin  ile  P(PEGMA-r-MAA) kopolimerinden = SCNP’lerin

olusturulmasi

P(PEGMA-r-MAA) (25 mg) ve NaOH (0.60 mg, 0.015 mmol) distile su (98 mL)
icerisinde ¢oziilerek asir1 seyreltik bir ortam hazirlanip gece boyunca oda sicakliginda
karistir1ldi. Baska bir sisede distile su (2 mL) i¢inde sisplatin (1.87 mg, 0.00624 mmol)
ve glimiis nitrat ([AgNOs3]/[CDDP]= 1.955) ilave edilerck 4 saat karanlikta
karistirtlarak sulu kompleks olusturuldu. Kompleks olusumu sirasinda beyaz giimiis
kloriir ¢okeltisi gozlendi ve 9000 rpm’de santrifiij yapilarak AgCl’in tamamen
¢Okmesi saglandi. Stipernatant 0.22 pL’lik filtreden gegirilerek 5 mL/saat enjeksiyon
hizinda bir siringa pompasi kullanilarak polimer ¢ozeltisine damlatildi. Damlatma
islemi bittikten sonra ¢ozelti 37°C’de karanlikta 2 giin karisima birakildi. Elde edilen
SCNP’ler DLS ile karakterize edildikten sonra liyofilize edildi.

3.3.1.5 Sisplatin ile PEG-b-P(NIPAM-r-MAA) kopolimerinden iribas yapih
TSCNP’lerin olusturulmasi

PEG-b-P(NIPAM-r-MAA) (10 mg), distile su igerisinde 98 mL igerisinde ¢oziilerek
asir1 seyreltik bir ortam hazirlanip gece boyunca oda sicakliginda karistirildi. Bagka
bir sisede distile su (2 mL) i¢inde sisplatin (1.3 mg, 0.00445 mmol) ve giimiis nitrat
([AgNOz]/[CDDP]= 1.955) ilave edilereck 4 saat karanlikta karistirilarak sulu
kompleks olusturuldu. Kompleks olusumu sirasinda beyaz giimiis kloriir ¢okeltisi
gozlendi ve 9000 rpm’de santrifiij yapilarak AgCl’iin tamamen ¢6kmesi saglandi.
Stipernatant 0.22 pL’lik filtreden gecirilerek 5 mL/saat enjeksiyon hizinda bir siringa
pompasi kullanilarak polimer ¢6zeltisine damlatildi. Damlatma islemi bittikten sonra
cozelti 37°C’de karanlikta 2 giin karisima birakildi. Elde edilen SCNP’ler DLS ile

karakterize edildikten sonra liyofilize edildi.
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3.3.1.6 y-Benzil-L-glutamat N-karboksianhidrit (Glu-NCA) sentezi

L-Glutamik asit y-benzil ester (1 g, 4.21 mmol) ve a-pinen (2 mL, 12.64 mmol) 8 mL
etil asetat ile 30 dakika refliiks altinda 90°C yag banyosunda karistirildi. Ayr1 bir beher
icinde trifosgen (0.5956 g, 2.01 mmol) 4 mL etil asetat i¢inde ¢oziildii. 30 dakika sonra
trifosgen ¢ozeltisi, glutamik asit ¢ozeltisine damla damla ilave edildi. Sigsenin dibinde
kat1 glutamik asit kalmadiginda reaksiyon durduruldu. Reaksiyon, n-heptan icine
dokiilerek ¢oktiiriildii ve santrifiij sonucu elde edilen madde kurutuldu. Kuruyan
madde etil asetat ve hekzan ile kristallendirilerek, beyazimsi kati kristaller elde edildi.

Glu-NCA, 'H NMR ve FT-IR ile karakterize edildi.

3.3.1.7 Ne-Benzilkarbonil-L-lizin N-karboksianhidrit (Liz-NCA) sentezi

Ne-Benzilkarbonil-L-lizin (2 g, 7.13 mmol) ve a-pinen (4.3047 mL, 27.11 mmol) 20
mL etil asetat ile 30 dakika refliiks altinda 90°C yag banyosunda karistirildi. Ayr bir
beher i¢inde trifosgen (1.0586 g, 3.56 mmol) 10 mL etil asetat i¢inde ¢oziildi. 30
dakika sonra trifosgen ¢ozeltisi lizin ¢ozeltisine damla damla ilave edildi. Coziiciiniin
bir kismi ugurularak ¢dzeltinin hacmi diisiiriildii ve n-heptan igine dokiilerek
¢oktiiriildi ve santrifiij sonucu elde edilen madde kurutuldu. Kuruyan madde etil asetat
ve hekzan ile kristallendirilerek, beyazimsi kat1 kristaller elde edildi. Liz-NCA, H
NMR ve FT-IR ile karakterize edildi.

3.3.1.8 L-alanin N-karboksianhidrit (Ala-NCA) sentezi

Ogiitiilmiis L-alanin (2 g, 22.45 mmol) ve a-pinen (13.5447 mL, 85.31 mmol) 80 mL
etil asetat ile 30 dakika refliiks altinda 90°C yag banyosunda karistirildi. Ayr1 bir beher
icinde trifosgen (3.3308 g, 11.22 mmol) 20 mL etil asetat i¢inde ¢oziildii. Yarim saat
sonra trifosgen ¢ozeltisi alanin ¢ozeltisine damla damla ilave edildi. Alanin’in tamami
reaksiyon esnasinda ¢ziinmedigi i¢in 6 saat sonra reaksiyon durdurularak filtre edildi.
Coziiciiniin bir kismi ugurularak ¢6zeltinin hacmi diisiiriildii, n-heptan i¢ine dokiilerek
¢oktiiriildii ve santrifiij sonucu elde edilen madde kurutuldu. Kuruyan madde etil asetat
ve hekzan ile kristallendirilerek, beyazimsi kat1 kristaller elde edildi. Ala-NCA, *H
NMR ve FT-IR ile karakterize edildi.
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3.3.1.9 Poli[(y-benzil-L-glutamat  N-karboksianhidrit)-r-(Ne-benzilkarbonil-L-
lizin N-karboksianhidrit)] [P(Glu-NCA-r-Liz-NCA)] sentezi

Polimerizasyon azot gazi altinda yapilmistir. Glu-NCA (0.1 g 0.38 mmol) ve Liz-NCA
(1.0472 g, 3.42 mmol) 12 mL DMF i¢inde ¢oziildii. Tiim monomerler ¢éziindiikten
sonra 1 mL DMF i¢inde benzilamin (0.0041g, 0.04 mmol) konularak hazirlanan stok
cozeltisi reaksiyonu etkinlestirmek i¢in ilave edildi. Reaksiyon 72 saat karigima
birakildiktan sonra polimer dietil eter iginde ¢oktiiriilerek filtrelendi. Dietil eterde
yeniden ¢oktiiriildiikten sonra filtre edilerek elde edilen beyaz toz 30°C'de vakum

altinda kurutuldu. Elde edilen polimer *H NMR ve FT-IR ile karakterize edildi.

3.3.1.10 Poli[(y-benzil-L-glutamat)-r-( Ne-benzilkarbonil-L-lizin)] [P(Glu-r-Liz)]

sentezi

Poli(Glu-NCA-r-Liz-NCA) (1 g), 18 mL trifloroasetik asit igerisinde ¢Oziindiirtildii.
Polipeptit tamamen ¢ozilindiikten sonra ¢ozeltiye 14 mL asetik asit iginde % 33 HBr
ilave edilip 24 saat karisima birakildi ve sonra dietil eterde ¢oktiiriiliip kurutuldu.
Kuruyan polimer DMSQO’da ¢oziilerek suya karst 3 giin diyalizi yapildi ve sonrasinda
liyofilizator ile kurutuldu. P(Glu-r-Liz) *H NMR, GPC ve FT-IR ile karakterize edildi.

3.3.1.11 Sisplatin ile P(Glu-r-Liz) kopolimerinden SCNP’lerin olusturulmasi

Oncelikle sisplatin stok ¢ozelti hazirlamak igin 2 mL distile su i¢ine 2 mg sisplatin ve
2.2 mg giimiis nitrat konularak karanlikta 24 saat boyunca karistirilarak sulu kompleks
olusturuldu. Kompleks olusumu sirasinda beyaz giimiis kloriir ¢okeltisi gézlendi ve 20
dk santrifiij yapilarak AgCl’iin tamamen ¢okmesi saglandi. Ardindan P(Glu-r-Liz)
(0.025 g) 98 mL distile su i¢inde 1 gece oda sicakliginda karisima birakildi. Bir gece
sonrasinda hazirlanan stok ¢6zelti stipernatant 0.22 mL’lik filtreden gecirildikten sonra
37°C’de yarim saat karigsan polimer kopolimer ¢ozeltisine 5 mL/saat enjeksiyon
hizinda bir siringa pompasi kullanilarak damlatildi. Damlatma islemi bittikten sonra
¢ozelti 37°C’de 2 giin karisima birakildi. Liyofilize edilerek elde edilen SCNP DLS ile
karakterize edildi.

3.3.1.12 Poli(etilen glikol)-b-poli[(y-benzil-L-glutamat N-karboksianhidrit)-r-( L-
alanin N-karboksianhidrit)] [PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA)] sentezi

Glu-NCA (0.327 g) ve Ala-NCA (0.6133 g) 5 mL DMF ve 6 mL kloroform iginde
¢ozilildi. Tim monomerler ¢6ziindiikten sonra 1 mL DMF i¢inde PEG-NH> (0.3066 g,
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0.092 mmol) konularak hazirlanan stok ¢ozeltisi reaksiyonu etkinlestirmek i¢in ilave
edildi. Reaksiyon azot atmosferinde 72 saat karisima birakildiktan sonra, polimer dietil
eter iginde ¢oktirtlerek filtrelendi. Dietil eterde yeniden ¢oktiiriildiikten sonra filtre
edilerek elde edilen beyaz toz 30°C'de vakum altinda kurutulup *H NMR ve FT-IR ile
karakterize edildi.

3.3.1.13 Poli(etilen glikol)-b-poli[(y-Benzil-L-glutamat)-r-( L-alanin)] [PEG-b-
P(Glu-r-Ala)] sentezi

PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA) (1 g), 18 mL trifloroasetik asit igerisinde ¢oziildii.
Poli(amino asit) tamamen ¢oziindiikten sonra ¢ozeltiye 14 mL asetik asit i¢inde % 33
HBr ilave edildi 24 saat karisima birakildi ve sonra dietil eterde ¢oktiirtiliip kurutuldu.
Kuruyan polimer DMSO’da ¢6ziilerek suya karsi 3 giin diyalizi yapiladi ve sonrasinda
liyofilizatér ile kurutuldu. PEG-b-P(Glu-r-Ala) 'H NMR, GPC ve FT-IR ile
karakterize edildi.

3.3.2 Capraz baglayici olarak Cur kullamilarak SCNP’lerin olusturulmasi

3.3.2.1 2-Bromoetil metakrilat (BrMA) sentezi

2-Bromoetanol (878 uL, 0.0124 mol) 25 mL kuru DCM igerisinde oda sicakliginda
karistirildiktan sonra trietilamin (1.558 mL, 0.0112 mol) sogukta eklenerek 15 dakika
karistirlldi. Bu ¢ozeltiye sogukta azot altinda 10 mL kuru DCM igerisindeki
metakriloil kloriir (1 mL, 0.0103 mmol) damla damla ilave edildi. Reaksiyon 1siktan
korunarak oda sicakliginda azot (N2) atmosferi altinda 24 saat karisima birakildi.
Cozelti filtre edilip siv1 kisim iki kere 50 mL doymus sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile
ve iki kere 50 mL distile su ile ekstrakte edildi. Organik kisim NazSOgs ile kurutuldu
ve filtre edilerek ¢6ziicii ugurularak BrMA monomeri elde edildi. (Verim= %63). Elde

edilen monomer *H NMR ve FT-IR ile karakterize edildi.

3.3.2.2 RAFT polimerizasyonu ile poli[poli(etilen glikol metil eter metakrilat)-r-
(2-bromoetil metakrilat)] (P(PEGMA-r-BrMA)) sentezi

[M]/[RAFTajan1]/[AIBN] 100/1/0.33 olacak sekilde toplam monomer molii 0.009815
olmak tizere PEGMA (2.3556 g, 7.852 mmol), BrMA (0.3789 g, 1.963 mmol), CPCTT
(0.0274 g, 0.09815 mmol) ve AIBN (0.0053 g, 0.03238 mmol), 3 mL toluen iginde
Schlenk tiip igerisinde konuldu. Ug kere dondur-vakumla-¢éz (freze-pump-thaw)

39



dongiisii tekrarlandiktan sonra oda sicakligina getirilen tiip 70°C’deki yag banyosuna
yerlestirilerek 24 saat karisima birakildi. Reaksiyon sonunda Schlenk tiip sogutularak
havaya acild1 ve polimer dietil eterde ¢oktiiriiliip dekante edildikten sonra vakum
etiiviinde kurutuldu. Elde edilen kopolimer *H NMR, GPC ve DSC ile karakterize
edildi.

3.3.2.3 Cur ile P(PEGMA-r-BrMA) polimerlerinden SCNP’lerin olusturulmasi

P(PEGMA-r-BrMA) polimerinin konsantrasyonu 0.2 mg/mL olacak sekilde aseton
iginde bir gece oda sicakliginda karigima birakildi. Aseton (5 mL) iginde ¢6ziinen Cur
ve potasyum karbonat da 1 gece karisima birakildiktan sonra polimer ¢6zeltisine damla
damla eklendi. Damlatma islemi bittikten sonra ¢ozelti 70°C’de refluks altinda
karanlikta 24 saat karisima birakildi. Daha sonra ¢oziicliniin bir kismu doéner
buharlastiricida ugurularak filtre edildi ve 3 kere distile su ile ektraksiyon yapildi.
Organik kisim NaSOg ile Kurutuldu ve filtre edilerek ¢6ziicliniin bir kismi1 ugurulup
hekzanda ¢oktiiriildii. Cur’i uzaklastirmak icin 3 kez dietil eter ile yikanip vakum
etiiviinde kurutuldu. Elde edilen kopolimer *H NMR, GPC, DLS, DSC ve TEM ile

karakterize edildi.

3.3.2.4 SCNP-2’nin ila¢ salim ¢alismasi

SCNP-2 (10 mg), 1 mL PBS vey asetat tamponu i¢inde ¢6ziindiikten sonra diyaliz
membranina (MWCO = 3500 kDa) yerlestirildi. Diyaliz membrani, 20 mL Tween®
80 (%5 v/v) igeren PBS tamponu (0.01 M, pH 7.4) ve asetat tamponu (0.01 M, pH 5.0)
iceren beherlerin i¢ine konularak 37 °C 100 rpm'de inkiibatorde karisima birakildi.
Onceden belirlenmis siirelerde inkiibe edilmis ¢6zeltiden 3 mL alind1 ve yerine 3 mL
taze tampon ¢ozelti ilave edildi. Cur salim degerleri, UV spektrometrisinde 420 nm'de

absorbans degerleri dlgiilerek belirlendi.

3.3.2.5 Antioksidan aktivite tayini

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal temizleme testi literatiirde agiklanan
yonteme gore belirlendi [190, 191]. DPPH ¢ozeltisi (0.1 mM) metanolde hazirlandi.
Bilesiklerin ¢ozeltileri metanolde dort farkli konsantrasyonda hazirlandi. Ornek
cozeltiler (40 uL) diiz tabanli 96 kuyulu bir plakaya aktarildi. Daha sonra 160 pL 0.1
mM DPPH ¢6zeltisi eklendi ve karisimlar karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe

edildi. Son olarak, inhibisyon (%) her konsantrasyon igin bos bir degere gore 517
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nm'de Olciilen absorbans degerleri kullanilarak belirlendi. DPPH serbest radikal

temizleme aktivitesi denklem 3.1 kullanilarak hesaplandi:

Inhibisyonu (%) = (Akontrol-Asmek/ Akontrot) X 100 (3.1)

3.3.2.6 Antiinflamatuar aktivite tayini

Cur ve SCNP farkli miktarlarda tartilarak DMSO i¢inde ¢oziindiiriildiikten sonra
distile su ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanistir. Hazirlanan
bu ¢ozeltilerden bovin serum albiimini sulu ¢6zeltisinden (1mL, %21'lik) ImL, PBS
(pH 6,4) ¢ozeltisinden 1mL alinarak karistirilmistir. Kontrol grubu olarak distile suda
(1 mL) ¢dziilmiis diklofenak sodyum (10 mg) kullanildi. Ornek (100 uL) ve kontrol
¢ozeltileri (100 pL) diiz tabanli 96 kuyulu bir plakaya aktarildi. Ornekler 37 + 2°C'de
15 dakika inkiibe edildi ve ardindan 70°C'de 5 dakika 1sitildi. Oda sicakliina
sogutulduktan sonra, 660 nm'dek absorbans degerleri dl¢iildii [192].

3.3.2.7 Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) insan meme kanseri hiicre hattt ve CCD-986Sk
(ATCC® CRL-147) insan saglikl1 deri hiicre hatt1, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve
%1 penisilin/streptomisin iceren DMEM/F12 ortaminda, %5 CO: i¢eren nemli bir
atmosferde 37°C'de kiiltiire edildi.

3.3.2.8 SCNP-2’nin in vitro hiicresel alim

MDA-MB-231 hiicreleri 24 kuyucuklu plakalara (kuyu basma 5 x10* hiicre) ekildi ve
37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra kiiltiir ortami, 10 uM SCNP igeren taze
ortamla degistirilerek 3, 6 ve 24 saat inkiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra hiicreler
FBS ve fenol kirmizisi icermeyen F-10 ortamina aktarildi ve hiicre g¢ekirdeklerini
boyamak i¢in 10 pg/mL Hoechst boyasi ile 10 dakika inkiibe edildi. Goriintiileme, 20x
biliylitmede bir floresan mikroskobu (Zeiss Axio Observer Z1) kullanilarak
gerceklestirildi. Hiicre ¢ekirdeklerini gorsellestirmek icin Hoechst (uyarilma: 352 nm,
emisyon: 455 nm) ve yesil GFP kanali Cur’i tespit etmek i¢in kullanildi (uyarilma: 488

nm, emisyon: 509 nm).
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3.3.2.9 SCNP-2’nin in vitro sitotoksisitesi

MDA-MB-231 ve CCD-986Sk hiicreleri 96 kuyulu plakalara (kuyu basma 1 x10*
hiicre) ekildi ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler, her biri
P(PEGMA-r-BrMA), SCNP-2 ve Cur'den olusan alt1 farkli konsantrasyonu (25 uM ila
0.78 uM) igeren taze kiiltiir ortamiyla 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Herhangi bir
bilesik icermeyen ortamla inkiibe edilen hiicreler negatif kontrol grubu olarak
kullanildi. Kiiltlir ortam1, MTT igeren taze ortamla degistirildi ve 3 saat daha inkiibe
edildi. Daha sonra MTT igeren ortam 50 uL DMSO ile degistirildi ve ¢ozeltinin
absorbansi, spektrofotometrik bir mikro plaka okuyucusu (BioTek Synergy H1, ABD)
kullanilarak 570 nm'de 6l¢iildii. Hiicre canliligi, denklem 3.2 kullanilarak hesaplandi:
Canlilik (%) = % x 100 (3.2)
Burada ODy arka plan absorbansini, OD: 6rnek i¢eren ¢ozeltinin absorbansini ve OD¢
ornek igermeyen ¢ozeltinin absorbansini ifade etmektedir. Canlilik seviyesi, GraphPad
Prism 9.0 ile iki yonlii ANOVA kullanilarak analiz edildi.

3.3.3 Capraz baglayici olarak Cur kullamlarak TSCNP’lerin olusturulmasi

3.3.3.1 RAFT polimerizasyonu ile poli(etilen glikol)-b-poli[(metil metakrilat)-r-
(metakrilik asit)] (PEG-b-P(MMA-r-MAA)) sentezi

[M]/[RAFTajan1]/[AIBN] oram1 200/1/0.33 olacak sekilde toplam monomer molii
12.918x107 olarak ayarlanarak farkli oranlarda MMA ve MAA monomeri, PEG-CTA
(0.347 g, 6.4588x10° mol) ve AIBN (0.0035 g, 2.1314x10° mol) ve 3 mL etanol
Schlenk tiip icerisine konuldu. Ug kere dondur-vakumla-¢oz (freze-pump-thaw)
dongiisi tekrarlandiktan sonra oda sicakligina getirilen tiip 70°C’deki yag banyosuna
yerlestirilerek 24 saat karigima birakildi. Reaksiyon sonunda Schlenk tiip sogutularak
havaya agilip, polimer dietil eter i¢inde ¢oktiiriiliip filtre edildikten sonra vakum
etiiviinde kurutuldu. Elde edilen kopolimer *H NMR, GPC ve DSC ile karakterize
edildi.
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3.3.32Cur ile PEG-b-P(MMA-r-MAA) kopolimelerinden TSCNP’lerin

olusturulmasi

PEG-b-P(MMA-r-MAA) polimerlerin konsantrasyonu 0.2 mg/mL olacak sekilde
DCM iginde bir gece oda sicakliginda karisima birakildi. Ertesi giin reaksiyona DMAP
ve DCC eklenerek yarim saat daha karistirildiktan sonra 5 mL DCM i¢inde ¢oziinen
Cur polimer ¢ozeltisine 5 mL/saat enjeksiyon hizinda bir siringa pompasi kullanilarak
damlatildi. Damlatma islemi bittikten sonra ¢6zelti oda sicakliginda karanlikta 2 giin
karisima birakildi. Daha sonra ¢6ziiciiniin bir kismi doner buharlastiricida uguruldu ve
Cur’i uzaklastirmak igin 3 kez dietil eterde ¢oktiiriilerek vakum etiiviinde kurutuldu.
Elde edilen kopolimer GPC, DLS, DSC ve TEM ile karakterize edildi.

3.3.3.3 TSCNP’lerden misel olusturulmasi

TSCNP miselleri diyaliz membran yontemi ile olusturuldu. TSCNP-2 (10 mg) ve
TSCNP-5 (10 mg), 1 mL DMF igerisinde ¢oziildii ve 1 saat oda sicakliginda
karistirildiktan sonra igerisine enjeksiyon pompasi ile 9 mL distile su 0.5 mL/dk hizla
damlatildi. Bir gece oda sicakliginda karisima birakildi ve daha sonra diyaliz membran
(MWCO= 6-8 kDa) igerisine alinarak suya kars1 24 saat diyaliz yapildi. Elde edilen
miseller +4 °C’de depolandi1 ve DLS cihazi ile partikiil boyutu 6l¢iimleri yapildi.

3.3.3.4 TSCNP’lerden DOKS yiiklii misel olusturulmasi

DOKS yiiklii TSCNP miselleri diyaliz membran yontemi ile olusturuldu. TSCNP-5
(10 mg) ve DOKS (0.004 g, 0.006896 mmol) 2 mL DMF igerisinde ¢6ziildii ve 2 saat
oda sicakliginda karistirildiktan sonra igerisine enjeksiyon pompasi ile 8 mL distile su
0.5 mL/dk hizla damlatildi. Bir gece oda sicakliginda karisima birakildi ve daha sonra
diyaliz membran (MWCO= 6-8 kDa) igerisine alinarak suya kars1 24 saat diyaliz
yapildi. Elde edilen miseller +4 °C’de depolandi ve DLS cihazi ile partikiil boyutu

Ol¢timleri yapildi.

3.3.3.5 Kritik misel konsantrasyonunun (KMK) belirlenmesi

Misellerin KMK’lar1, floresans boya ¢6ziindiirme yontemi kullanilarak ol¢iildii.
Hidrofobik olan piren mikroortam polaritesine bagl olarak iyi bilinen degisikliklere
ugramaktadir. Bu nedenle floresans probu olarak piren kullanildi. Piren (5 mg) lizerine
5 mL aseton eklenip ¢o6ziildii. Bu ¢ozeltiden numaralandirilan 14 adet eppendorf tiipii

icerisine 10’ar pL eklenip ¢eker ocagin i¢ine asetonun u¢gmasi igin birakildi. Daha
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sonra 10 mg kopolimere 10 mL distile su eklenip ¢dziildii ve polimer sulu ¢ozeltisi 1
x 10 ile 1 mg/mL arasindaki konsantrasyonlarda olacak sekilde ependorflara 1’er mL
eklendi. Birkag saniye vorteksle iyice karigsmasi saglanan numuneler 1 gece bekletildi.
Ertesi giin kuyucuklara 200’er ul konulup ELISA’da 6l¢tim alindi. Cozeltiler 334
nm’de uyarilarak 384 nm ve 373 nm’deki intensite degerleri oranland1 (I3/l1). Bu
intensite oran1 kopolimer konsantrasyonunun logaritmasina kars1 grafige gecirilerek
en uygun iki dogrunun kesisim noktasindan sulu ortamda kararli misellerin olusumu

i¢in gereken minimum polimer konsantrasyonuna karsilik gelen KMK belirlendi.

3.3.3.6 Ila¢ yiikleme kapasitesi (IYK) ve ila¢c yiikleme veriminin (IYV)

belirlenmesi

Misellere yiiklenen DOKS miktart ELISA cihaz1 ile 485 nm’de 6lgiilen absorbans
degeri kullanilarak asagida verilen denklem 3.3 ve 3.4 kullanilarak hesaplandi.
Oncelikle 5 mg DOKS 10 mL DMSO igerisinde ¢oziildii ve 7 farkli konsantrasyon
olacak sekilde DMSO ile seyreltme yapildi. Elde edilen DOKS c¢dozeltilerinin 485
nm’deki absorbans degerleri dl¢iilerek bir kalibrasyon egrisi olusturuldu. TSCNP-5 ile
elde edilen DOKS yiiklii misellerden alinarak 1 mL DMSO igerisinde 1 giin bekletildi.
Daha sonra 485 nm’de oOlgiilen absorbans degeri kalibrasyon egrisinden elde edilen
denklemde yerine konularak mg/mL degeri hesaplandi. I'YK ve 1YV, denklem 3.3 ve
3.4 kullanilarak hesaplandi.
misel icerisindeki ilag kiitlesi

i = 3.3
HIYK misel kutlesi * 100 (33)

. misel icerisindeki ilag kiitlesi
%IYV = — ————— x 100 (3.4)
yuklenen toplam ilag kiitlesi

: ilag kitlesi
%TlY = ———x 100 (3.5)
toplam kiitle

3.3.3.7 Mtscnppoks’in ilag salim ¢alismasi

TSCNP-5"den elde edilen ilag yiiklii misel ¢ozeltisi (1 mL) diyaliz membrana (MWCO
= 3500 kDa) aktarildi ve Tween 80 (%1 v/v) igceren 20 mL PBS ¢ozeltisinde (pH: 5 ve
7.4) 37 °C'de 100 rpm karistirma hiziyla inkiibe edildi. Onceden belirlenmis siirelerde
inkiibe edilmis ¢6zeltiden 2 mL alind1 ve yerine 2 mL taze PBS 20 mL’lik medyuma
ilave edildi. Orneklerden 200 pL alinarak 96 kuyucuklu plakaya konuldu ve ELISA
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okuyucu kullanilarak DOKS salim degerleri 6l¢iildii. Ornekler 480 nm’de uyarilarak

degeri 6l¢iildii ve ilag salim grafigi olusturuldu.

3.3.3.8 Antioksidan aktivite tayini

DPPH radikal temizleme aktivitesi literatiirde agiklanan yonteme gore belirlendi [190,
191]. DPPH ¢ozeltisi (0.1 mM) metanolde hazirlandi. Bilesiklerin ¢ozeltileri
metanolde dort farkli konsantrasyonda hazirlandi. Ornek ¢ozeltiler (40 pL) diiz tabanli
96 kuyulu bir plakaya aktarildi. Daha sonra 160 uL 0,1 mM DPPH c¢ozeltisi eklendi
ve karisimlar karanlikta oda sicaklifinda 30 dakika inkiibe edildi. Son olarak,
inhibisyon (%) her konsantrasyon i¢in bos bir degere gore 517 nm'de Olgiilen
absorbans degerleri kullanilarak belirlendi. DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi

denklem 3.1 kullanilarak hesaplandi.

3.3.3.9 Hiicre kiiltiira

MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) insan meme kanseri hiicre hattt ve CCD-986Sk
(ATCC® CRL-147) insan saglikli deri hiicre hatti, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve
%1 penisilin/streptomisin iceren DMEM/F12 ortaminda, %5 CO?2 igeren nemli bir
atmosferde 37°C'de kiiltiire edildi.

3.3.3.10 MTscnppoks’un in vitro hiicresel alimi

MDA-MB-231 hiicreleri, kuyu basma 5 x 10* hiicre yogunlugunda 24 kuyucuklu
plakalara ekildi ve 24 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Ortam daha sonra 10 uM
MrTscnppoks igeren taze kiiltiir ortami ile degistirilerek 3, 6 ve 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler PBS ile yikandi, FBS ve fenol kirmizisi
icermeyen F-10 ortamina aktarildi ve ¢ekirdekleri boyamak icin 10 pg/mL Hoechst
boyasi ile 10 dakika inkiibe edildi. Floresan goriintiileme, 20x bilyilitmede bir Zeiss
Axio Observer Z1 mikroskobu kullanilarak gerceklestirildi. Hiicre ¢ekirdeklerini
gorsellestirmek i¢in mavi kanal (uyarilma: 405 nm, emisyon: 435-480 nm)
kullanilirken, DOKS’u tespit etmek i¢in kirmizi kanal (uyarilma: 633 nm, emisyon:

650-680 nm) kullanildi.

3.3.3.11 MTscnppoks’un in vitro sitotoksisitesi

MDA-MB-231 ve CCD-986Sk hiicreleri, kuyu basina 1 x 10* hiicre yogunlugunda 96
kuyucuklu plakalara ekildi ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler 24,
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48 ve 72 saat boyunca alt1 konsantrasyonda (100 uM ila 3.12 uM) Mtscne, MeoL, Cur,
Mrscneooks, DOKS ve DOKS-Cur igeren taze ortamla muamele edildi. Muamele
edilmemis hiicreler negatif kontrol olarak kullanildi. Muameleden sonra ortam, MTT
reaktifi iceren taze ortamla degistirildi ve 3 saat inkiibe edildi. Daha sonra MTT
soliisyonu ¢ikarild1 ve formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 50 uL. DMSO eklendi. 570
nm'deki absorbans, bir BioTek Synergy H1 mikroplaka okuyucusu kullanilarak
Ol¢iildii. Hiicre canliligi, denklem 3.2 kullanilarak hesaplandi. Hiicre canliligi,
istaistiksel analizi GraphPad Prism 9.0'da iki yonli ANOVA kullanilarak
gerceklestirildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada, ilag¢ tasiyici sistemler olarak SCNP’lerin kullanilmasi hedeflenerek 3
farkli ¢alisma gergeklestirilmistir. Yapilan c¢alismalarda ilag molekiilleri ¢apraz
baglayici olarak kullanilarak sentezlenen amfifilik ve hidrofilik kopolimerlerin zincir
ici ¢okmesi saglanmis ve SCNP’lerin ilag tasiyict olarak kullanilmasi hedeflenmistir.
Boylelikle SCNP’lerde ekstra herhangi bir ilag yiiklemesine ihtiyag duyulmayacaktir.
Calismada elde edilen tiim polimerler, GPC, *H NMR ve DSC teknikleri ile karakterize
edilmistir. Elde edilen SCNP ve TSCNP’ler GPC, DSC, DLS ve TEM analizleri ile
capraz baglanmaya bagl degisen molekiil agirligi, boyut, cams1 gecis sicakligi ve
morfolojisi acisindan karakterize edilmistir. Ila¢ yiikleme verimliligi ve salim
davranigt UV-Vis absorbsiyon spektroskopisi ve mikroplaka okuyucu ile izlenmistir.
SCNP, TSCNP ve misellerin sitotoksisitesi ile hucresel alimlar1 klorimetrik testlerle
incelenmistir. Yapilan ¢alismalar SCNP’lerin ila¢ tasiyict sistemler olarak

potansiyelini ortaya koymaktadir.

4.1 Capraz Baglayici Olarak Sisplatin Kullamilarak SCNP’lerin Olusturulmasina
Dair Bulgular

Sisplatin molekiilii ¢apraz baglayici olarak kullanilarak SCNP’ler olusturulmustur.
Bunun i¢in ilk asamada sentezlenecek biitiin amfifilik kopolimerler icin CPCTT RAFT
ajam1 ve PEG kullanilarak makroRAFT ajanit sentezlenmistir. Ardindan RAFT
polimerizasyonu ile P(PEGMA-r-MAA) hidrofilik kopolimeri ve PEG-b-P(NIPAM-
r-MAA) amfifilik kopolimeri sentezlenmistir. Ayni zamanda halka agilma
polimerizasyonu kullanilarak P(Glu-r-Liz) hidrofilik kopolimeri ve PEG-b-P(Glu-r-
Ala) amfifilik kopolimeri sentezlenmistir. Bu 6ncii polimerlerin sisplatin molekiilii ile
ultra seyreltik kosullarda reaksiyonu sonucunda SCNP’ler olusturulmasi

hedeflenmistir.
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4.1.1 RAFT polimerizasyonu ile P(PEGMA-r-MAA\) sentezi ve karakterizasyonu

RAFT polimerizasyonu yontemiyle, [M]/[RAFTajan1]/[AIBN] oram1 100/1/0.33
olacak sekilde ayarlanmistir. PEGMA ve MAA monomerleri, CPCTT ve AIBN 1,4-
dioksan Schlenk tiip igerisine konulup 3 kere dondur-vakumla-¢6z (freze-pump-thaw)
dongiisii tekrarlandi. Elde edilen kopolimer *H NMR, GPC ve DSC ile karakterize
edildi.

Sekil 4.1 : RAFT polimerizasyonu ile P(PEGMA-r-MAA) sentezi.

Gergeklestirilen polimerizasyonlar sonucunda elde edilen polimerlerin teorik olarak
hesaplanan molekiil agirliklar1 ve *H NMR’dan hesaplanan molekiil agirliklar1 Tablo
4.1°de karsilastirilmistir.

Polimerizasyon sonucunda elde edilen polimerin molekiil agirliklar1 THF GPC ile
Ol¢iilmiistiir ve sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir. P(PEGMA-r-MAA) polimerleri igin
24 saat etanol ve 1,4-dioksan iginde gergeklesen polimerizasyonlarin doniisiimleri ve
dolayisiyla teorik molekiil agirliklar1 25000-40000 g/mol arasinda oldugu igin farkl
bir saat denemesi yapilmamustir. Tablo 4.1°de gosterildigi lizere etanol ve 1,4-dioksan
¢oziictileri ile denenen polimerizasyonlar sonucunda GPC’den alinan sonuglarda 1,4-
dioksan ile yapilan polimerlerde PDI 1’¢ daha yakin oldugu icin polimerin daha
kontrollii olduguna ve bu ¢oziicii ile devam edilmesine karar verilmistir. Bu sebeple
P(PEGMA-r-MAA)-2 ve 3 polimerlerinin DSC ile karakterizasyonu yapilmis ve

sispatin ile SCNP yapilmasinda bu polimerlerin kullanimina karar verilmistir.
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Tablo 4.1 : RAFT polimerizasyonu ile elde edilen hidrofilik P(PEGMA-r-MAA) kopolimerlerinin olusma kosullar1 ve sonuglari®.

Kod Besleme orani Coziicii Doniisiim® Mnt®  Mncprc® Mnnvrd DS Unite orani
[PEGMA]/[MAA] %)  (g/mol) (g/mol) (g/mol) [PEGMA]/[MAA]¢
(Yomol)

P(PEGMA-r-MAA)-1 80/20 Etanol 67 28357 49890 33023 1.199 83/17

P(PEGMA-r-MAA)-2 80/20 .1’4- 86 36160 33410 48085 1.159 88/12
Dioksan

P(PEGMA-r-MAA)-3 90/10 .1 4 70 32382 36450 50882 1.208 90/10
Dioksan

P(PEGMA-r-MAA)-4 90/10 Etanol 72 33299 40730 47296 1.433 94/6

*[IMJ/[RAFTajam]/ [AIBN]=100/1/0.33, polimerizasyon siiresi= 24 saat.
® Gravimetrik olarak hesaplanmistir.

‘GPC ile THF icerisinde 35°C’de Olclilmiistiir.

‘ "H NMR ile belirlenmistir.
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Sekil 4.2’de P(PEGMA-r-MAA)-2 ve P(PEGMA-r-MAA)-3 kopolimerlerinin H
NMR spektrumlart verilmistir. RAFT ajaninda bulunan benzen kismina ait e, f ve g
protonlar1 7.3-8 ppm’de gbzlenmistir. PEGMA iinitesinde bulunan metilden gelen 7
protonlar: ise 3.4 ppm’de gdzlenmistir. Polimerin *H NMR spektrumu incelendiginde
hem PEGMA hem de MAA bloklarimin tiim karakteristik protonlari agik¢a
goriilmektedir. P(PEGMA-r-MAA)-2 ve P(PEGMA-r-MAA)-3 kopolimerlerinin
[PEGMA]/[MAA] iinite sayilar1 *H NMR spektrumunda RAFT ajaninda bulunan
benzen halkasindan gelen e, f ve g protonlar1 baz alinarak PEGMA’dan gelen 7
protonu ve her iki monomerdeki -CHz’den gelen 2 ve 5 protonlarimin integrallerinin
oranlanmasi ile hesaplanmigtir. Yapilan integral hesabiyla P(PEGMA-r-MAA)-2 ve
P(PEGMA-r-MAA)-3 kopolimerleri i¢in [PEGMA]/[MAA] iinite sayist sirasiyla
93/13 ve 126/14 olarak bulunmustur. Ayrica, ilgili tnite sayilar1 kullanilarak

hesaplanan monomer yiizdesi ve molekiil agirliklari Tablo 4.1’de verilmistir.

P(PEGMA-r-MAA)-2 ve P(PEGMA-r-MAA)-3 kopolimerlerinin 1sisal davranislari
DSC ile analiz edilmis, yapilan DSC &lgtimii sonucunda ikinci 1sitma basamaginda
gozlemlenen P(PEGMA-r-MAA)-2’nin camsi gegis sicakligt (Tg) -57.56°C ve
P(PEGMA-r-MAA)-3’iin camsi gegis sicakligi (Tq) -62.17°C olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2 : A) P(PEGMA-r-MAA)-2 ve B) P(PEGMA-r-MAA)-3’iin CDCl3
icerisinde ¢ekilmis *H NMR spektrumlars.

Ekzo Ekzo
yukan yukari

g Z

£ z

& &

= -

< g

& i

: o
T, -57.56°C T:-6217°C
T T T T T T T T ¥ T : . ; . :
-50 [1] 50 100 150 -50 0 50 100 150

Sicaklik (°C) Sicaklik ("C)

Sekil 4.3 : P(PEGMA-r-MAA)-2 (sol) ve P(PEGMA-r-MAA)-3 (sag)
kopolimerlerinin DSC grafikleri.
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4.1.2 PEG-CTPA’nmin sentezi ve karakterizasyonu

Anmfifilik kopolimerlerin hidrofilik blogunu olusturmak i¢in CTPA RAFT ajani,
poli(etilen glikol) metil eter (My= 5000 g/mol) ile DCC/DMAP varliginda
esterifikasyon reaksiyonuna sokulmustur (Sekil 4.4). Elde edilen makroRAFT ajaninin
(PEG-CTPA) sentezinin basarili bir sekilde gergeklestirildigi FT-IR, *H NMR ve DSC

ile gosterilmistir.

0]
S S. 0] OH
HOJK/?( [ CHa(CH)ioCH3 + {/\0}\/
CN s 112

DCC/DMAP

o
~ (0] S__S
0/(\/ )/\OJJ\/V \CHZ(CH2)1QCH3
" CN\IS(

Sekil 4.4 : PEG-CTPA’nin sentezi
Sekil 4.5°te verilen FT-IR spektrumunda 3000 cm™’de herhangi bir -OH band:
gdzlenmemis, 2233 cm™’de zayif nitril (-C=N) gerilmesi ve 1087 cm™’de PEG

kismindan gelen kuvvetli eter band1 goriilmiistiir.

1737 cm™® 1099 cm™

1960 cm™

% Gegirgenlik

T T T T T T ¥ T . T v T ¥ I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.5 : PEG-CTPA’nin FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.6, PEG-CTPA'nin *H NMR spektrumunu gostermektedir ve hem PEG hem de
tritiyokarbonat yap1 bloklarmin tiim karakteristik proton sinyalleri spektrumda
goriinmektedir. PEG’den gelen tekrar eden -CH- zincirindeki b protonlar1 3.7

ppm’de, RAFT ajanindan gelen K protonlar1 0.86 ppm'de ve PEG ile RAFT ajanmi

arasindaki d proronlar1 4.24 ppm’de gézlenmistir.
i
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Sekil 4.6 : PEG-CTPA’nin CDCls icerisinde ¢ekilmis *H NMR spektrumu.
PEG-CTPA ig¢in gergeklestirilen DSC Olglimii  sonucunda PEG-CTPA’nin

kristallenme sicakligi (Tc) 23.49°C olarak ve ikinci 1sitma basamaginda gozlenen erime

sicakligl (Tm) 56.21°C olarak bulunmustur.

Ekzo
V“'fa" 23.49°C

=

3

@

L4

<

g

56.21°C
1 ' 1 v 1 T 1 ' 1
-50 0 50 100 150
Sicaklik (°C)

Sekil 4.7 : PEG-CTPA’nin DSC grafigi.
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4.1.3 RAFT polimerizasyonu ile PEG-b-P(NIPAM-r-MAA) sentezi ve
karakterizasyonu

Sentezlenen PEG-CTPA kullanilarak RAFT polimerizasyonu ile
[M]/[makroRAFTajan1]/[AIBN] 200/1/0.33 olacak sekilde NIPAM ve MAA
monomerleri  AIBN varliginda THF igerisinde polimerlestirildi. Elde edilen
kopolimerler GPC, *H NMR ve DSC ile karakterize edildi.

0
~ o s__S
o‘é\/ >/\OJV>( ~CH.CH.(CH.)<CH
112 CN\Q/ 2CH;(CH2)sCH;

/IH\(

ve AIBN
70°C

HO

)s s.
7/, Y[ "CHCH(CH;)eCH,

Sekil 4.8 : RAFT polimerizasyonu ile PEG-b-P(NIPAM-r-MAA) sentezi.
Gergeklestirilen polimerizasyonlar sonucunda elde edilen polimerlerin teorik olarak

hesaplanan molekiil agirliklar: Tablo 4.2’de karsilagtirilmigtir.

Polimerizasyon sonucunda elde edilen polimerin molekiil agirliklart DMF GPC ile
Olglilmiistir ve sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir. PEG-b-(NIPAM-r-MAA)
polimerleri i¢in THF ¢oziiciisii i¢inde farkli saatlerde gerceklesen polimerizasyonlar
sonucunda 2.30-3.30 saatleri arasinda polimerizasyon doniisiimiinde ani bir artis

gozlenmistir.
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Tablo 4.2 : RAFT polimerizasyonu ile elde edilen amfifilik PEG-b-P(NIPAM-r-MAA) kopolimerlerinin olusma kosullar1 ve sonuglari®.

Kod Siire Doniisiim® M, thP Mn,cpct bc Unite oran
(sa) (%) (g/mol) (g/mol) [NIPAM]/[MAA]¢
PEG-b-P(NIPAM-r-MAA)-1 24 98 15933 6959 1.018 81/19
PEG-b-P(NIPAM-r-MAA)-2 17 98 15933 6698 1.034 82/18
PEG-b-P(NIPAM-r-MAA)-3 3.30 96 15717 6660 1.021 77123
PEG-b-P(NIPAM-r-MAA)-4 2.30 37 9360 4020 1.035 62/38
PEG-b-P(NIPAM-r-MAA)-5 1.30 30 8606 6674 1.029 60/40
PEG-b-P(NIPAM-r-MAA)-6 3 40 9685 6563 1.029 63/37

*[M]/[makroR AFTajani]/ [AIBN]=200/1/0.33, Besleme orani [NIPAM]/[MAA] (%mol)= 80/20, ¢dziicii= THF.

b . .
Gravimetrik olarak hesaplanmustir.

GPC ile DMF igerisinde 40°C’de &l¢iilmiistir.

‘ "H NMR ile belirlenmistir.
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Bu sonuglar sonrasinda molekiil agirligit ve PDI'ina bakilarak PEG-b-(NIPAM-r-
MAA)-3 polimerlerinin DSC ile karakterizasyonu yapilmis ve sispatin ile SCNP
olusturulmasinda bu polimerin kullanimina karar verilmistir.

Polimerin 'H NMR spektrumu incelendiginde hem MAA hem de NIPAM yap1
bloklarmin tiim karakteristik protonlart acik¢a goriilmektedir. PEG-b-(NIPAM-r-
MAA)-3 kopolimerlerinin {inite oranlart 'H NMR spektrumunda 6.8-7.66 ppm
arasinda gozlenen 6 protonlarmin integrallerinin 11.72-12.23 ppm arasinda gozlenen

3 protonlarmin integrallerine oranlanmasi ile 77/23 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.9 : PEG-b-(NIPAM-r-MAA)-3’iin DMSO igerisinde ¢ekilmis *H NMR
spektrumu.

PEG-b-(NIPAM-r-MAA)-3 polimerinin termal 6zelligini incelemek amaciyla gekilen
DSC grafigi Sekil 4.10’da verilmis olup sekilde goriildigii gibi -41.08°C’de bir T¢ ve
43.59°C’de bir Tm gbzlenmistir.
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Sekil 4.10 : PEG-b-(NIPAM-r-MAA)-3’iin DSC grafigi.

4.1.4 Sisplatin  ile  P(PEGMA-r-MAA)-2  kopolimerinden ~ SCNP’lerin

olusturulmas ve karakterizasyonu

P(PEGMA-r-MAA)-2 kopolimeri AgNOs kullanilarak aktive edilen sisplatin ile su
icerisinde seyreltik kosullarda reaksiyona sokularak SCNP olusturulmaya caligildi
(Sekil 4.11). Bunun i¢in 6ncelikle P(PEGMA-r-MAA)-2 distile su i¢inde 1 gece oda
sicakliginda karisima birakildi. Baska bir sisede distile su i¢inde sisplatin ve AgNOs
karanlikta karistirilarak sulu kompleks olusturuldu. Kompleks olusumu sirasinda
beyaz AgCI ¢okeltisi gozlendi ve 20 dk santrifiij yapilarak AgCl’{in tamamen ¢okmesi
saglandi. Siipernatant 0.22 mL’lik filtreden gegirildikten sonra 37°C’de yarim saat
karistirildi ve ardindan 1M NaOH c¢ozeltisi eklenen polimer ¢ozeltisine 5 mL/saat
enjeksiyon hizinda bir siringa pompast kullanilarak damlatildi. Damlatma islemi
bittikten sonra ¢ozelti 37°C’de karanlikta 2 giin karisima birakilip SCNP’lerin
olugsmasi beklendi ve siire sonunda DLS ile karakterize edildi.

Farkli konsantrasyon ve kosullar denenerek en iyi sonucu veren SCNP elde edilmeye
calisild1 ve bu siiregte SCNP prosesi sonrasinda DLS ile ilk karakterizasyon yapildi.

Bu denemeler sonucu elde edilen veriler Tablo 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.11 : Sisplatin ile P(PEGMA-r-MAA) kopolimerinden SCNP
olusturulmasi.
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Tablo 4.3’te bahsedilen kriterlerden biri olan reaksiyon ortamina NaOH eklenmesi ilk
denenen SCNP ¢aligmalarinda liyofilizasyon sonrasinda elde edilen SCNP boyutunun
biiylimesine sebep oldugu diisiiniilerek reaksiyon asamasindan ¢ikarilmasina karar
vermistir. Ayrica, yapilan denemelerde doner buharlastirict kullanilarak suyun
ugurulmasi saglanmis ancak sonrasinda DLS ile Olgiilen partikiil boyutlarinin
biiytidiigii belirlenmistir. Bu durumun suyun ugurulmasi igin yiiksek 1silara ¢ikilmasi
gerekliliginden kaynakli olabilecegi degerlendirilmistir. Yapilan bu c¢aligmalar
sonucunda liyofilizasyon yapilarak devam edilmesine karar verilmistir. Elde edilen
SCNP’ler i¢ginde 0.25 mg/mL konsantrasyonda NaOH kullanilmadan yapilan SCNP-
7’nin sonuglarinin daha iyi oldugu goézlenmis ve SCNP-7 DLS, DSC, ve TEM ile

karakterize edilmistir.
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Tablo 4.3 : Sisplatin  ile  P(PEGMA-r-MAA)-2  kopolimerinden  SCNP’lerin
olusturulma kosullar1 ve DLS sonuglari.

Numune Adi Konsantrasyon? NaOH [Sisplatin]/ Partikiil
(mg/mL) [P(PEGMA-r-  Boyutu®
MAA)-2] (nm)

P(PEGMA-r-MAA)-2 1 - - 7.9+0.37

SCNP-1 1 + 9.1 175.3+25.46°¢
SCNP-2 0.25 + 9.1 85.6 +15.3¢

SCNP-3 0.01 + 9.1 7.3+0.89

SCNP-4 0.01 + 71+£03

SCNP-5 0.01 - 5 59+0.9

SCNP-6 0.25 - 9.1 8.2+0.33

SCNP-7 0.25 - 5 6.7+1.84

SCNP-8 0.5 - 5 9.4+0.99

2 Distile su icerisinde hazirlanmistir.

bDLS l¢iimii sonucunda elde edilmistir.

¢ Liyofilizasyon sonrast alinan &lgiim.
P(PEGMA-r-MAA)-2 kopolimerinin distile su ile hazirlanan sulu kompleksinin DLS
sonucu partikiil boyutu 7.9 nm olarak ol¢iilmiistiir. SCNP-7’nin olusumu sonucunda
bu boyutun kiigiilmesi beklenmektedir ve SCNP’in 0.25 mg/mL konsantrasyondaki
sulu kompleksinin DLS ile elde edilen partikiil boyutu 6.7 nm olarak 6l¢iilmistiir.
P(PEGMA-r-MAA)-2 ve SCNP-7’nin DLS ile elde edilen partikiil boyutu dagilim
egriler ¢izilerek Sekil 4.12°de verilmistir. Gozlenen bu kiigiilme sonucunda SCNP-7
olusumunun gergeklestigi degerlendirilmistir. Ayrica, partikiillerin zeta potansiyeli
6l¢iimiinde Pt(II) iyonu ile SCNP olusumu sonucu polimerin negatif yiikiiniin azalmasi
beklenmektedir. Zeta potansiyeli Olglimiinde P(PEGMA-r-MAA)-2’nin  zeta
potansiyeli -2.84 mV iken SCNP’nin zeta potansiyeti -1.16 mV OSlglilmiistiir buda

negatif yiikte azalma oldugunu dogrulamigstir.

59



SCNP-7 P(PEGMA-r-MAA)-2

1 10 100
Partikiil boyutu (nm)

Sekil 4.12 : P(PEGMA-r-MAA)-2 ve SCNP-7’nin DLS 6l¢iimii sonucunda elde
edilen partikiil boyutu dagilim egrileri.

SCNP olusumunda meydana gelen ¢apraz baglanmalar sonucu polimerde gozlenen Tg
degerinin artmasi1 beklenmektedir. DSC ile karakterize edilen kopolimerin Tg’si -57.56

iken SCNP’nin Tg’si -55.55 olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.13).

il;(zac; ——P(PEGMA-r-MAA)-2
. ——SCNP-7

—

T: -57.56°C

Is1 Akis1 (W/g)

T -55.55°C

T T T T T
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Sekil 4.13 : P(PEGMA-r-MAA)-2’nin ve SCNP-7’nin DSC grafikleri.
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SCNP olusumunu kanitlamak i¢in son olarak SCNP-7’nin TEM goriintiilemesi alinmig
ancak Sekil 4.14°de goriildiigi gibi kiiresel kiigiik partikiiller oldugu gibi biiyiik agrege

olmus yapilarin da oldugu gézlenmistir.

Sekil 4.14 : SCNP’in TEM goriintiisii.
Literatirde PEGMA ve MAA gruplart arasinda gii¢lii hidrojen baglarinin

olusabilecegi [193, 194] bildirilmektedir. Dolayisiyla hidrofilik polimerde bulunan
PEGMA ve MAA initeleri arasinda meydana gelen bu giiclii H baglar1 nedeniyle
polimer zincirlerinin birbirinden yeteri kadar uzaklasamadigi ve SCNP sentezinin
beklenildigi sekilde sadece zincir ig¢inde gergeklesemedigi zincirler arasinda da
meydana geldigi degerlendirilmistir. Ayrica, liyofilizasyon sonucu hidroksi
gruplarinin kendi arasinda gii¢lii H-bagi olusturdugunu gosteren makaleler de
bulunmaktadir [195]. Liyofilizasyon sonrasinda gézlenen partikiil boyutu artisinin da
bu sebeple olabilecegi degerlendirilmistir. TEM goriintiisiinde gbzlemlenen biiyiiklii
kiigiiklii agregatlarin bir sebebinin de suyun uzaklastirilmasi sonrasinda partikiiller

arasinda meydana gelen giiglii H-baglar1 olabilecegi diistiniilmektedir.

4.1.5 Sisplatin ile PEG-b-P(NIPAM-r-MAA)-3 kopolimerinden TSCNP’lerin

olusturulmasi ve karakterizasyonu

PEG-b-(NIPAM-r-MAA)-3 kopolimer AgNOs kullanilarak aktive edilen sisplatin ile
su igerisinde seyreltik kosullarda reaksiyona sokularak TSCNP olusturulmaya calisildi
(Sekil 4.15). Bunun i¢in oncelikle sisplatin stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in distile su

icine sisplatin konulup 50°C’de ¢ozlinmesi saglandi ve oda sicakliginda AgNOs ilave
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edilerek karanlikta 72 saat boyunca karistirildi. Kompleks olusumu sirasinda beyaz
AQCI ¢okeltisi gozlendi ve 20 dk santrifiij yapilarak AgCl’'nin tamamen ¢okmesi
saglandi. Ardindan PEG-b-(NIPAM-r-MAA)-3 distile su i¢inde 1 gece oda
sicakliginda karigima birakildi. Bir gece sonrasinda hazirlanan stok c¢ozeltiden
belirlenen miktarda alinarak siipernatant 0.22 mL’lik filtreden gegirildi ve 37°C’de
yarim saat karisan Kopolimer ¢ozeltisine 5 mL/saat enjeksiyon hizinda bir siringa
pompast kullanilarak damlatildi. Damlatma islemi bittikten sonra ¢ozelti 37°C’de

karanlikta 2 giin karisima birakild ve bu siire sonunda DLS ile karakterize edildi.
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Sekil 4.15 : Sisplatin ile PEG-b-P(NIPAM-r-MAA) kopolimerinden iribas yapili
TSCNP olusturulmasi.

Farkli seyreltme kosullar1 ve farkli [CDDP]/[PEG-b-(NIPAM-r-MAA)-3] oranlari

kullanilarak olusturulan TSCNP’lerin olustrulma kosullart ve DLS o6l¢timleri
sonucunda elde edilen partikiil boyutlart Tablo 4.4’te verilmistir. Tablo 4.4’te
goriildiigii gibi elde edilen TSCNP’lerin partikiil boyutlar1 beklenildigi sekilde
baslangic polimerinden daha diisiik degrerler sergilememis tam tersine oldukca yiiksek
degerler Olgilmistiir. Partikiil boyutlarindaki asir1 artisin sebebinin NIPAM’in
sicakliga verdigi bir tepki olabilecegi diisiiniilerek 1s1 uygulamasi olmadan da deneme
yapilmustir. Bu sebeple TSCNP-15 sentezlenirken 1s1 uygulanmamis oda sicakliginda
48 saat karisima birakilmistir. SCNP denemelerinde NaOH’nin ¢okmeye sebep

olabilecegi diisiiniildiigii icin TSCNP olusturulmasinda kullanilmamastir.
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Tablo 4.4 : Sisplatin ile PEG-b-(NIPAM-r-MAA)-3 kopolimerinden TSCNP’lerin
olusturulma kosullar1 ve DLS sonuglari.

Numune Adi Konsantrasyon®  [Sisplatin]/[PEG-b- Partikiil
(mg/mL) (NIPAM-r-MAA)-3] BoyutuP
(nm)
PEG-b-(NIPAM-r-MAA)-3 1 - 54+0.25
TSCNP-1 0.01 7 20.5+11.04
TSCNP-2 0.01 5 8.6+0.63
TSCNP-3 0.25 7 12.6 £5.62
TSCNP-4 0.01 3 110.7 £ 15.84
TSCNP-5 0.01 10 53.5+8.58
TSCNP-6 0.01 5 33.5+17.73°

@Distile su i¢erisinde hazirlanmistir.
PDLS &l¢iimii sonucunda elde edilmistir.
¢Oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

Basarili bir TSCNP olusturulamamasiin sebebinin sisplatinin ¢apraz baglanma
gerceklesecek gruplarmin birbirine yakin olmasi sebebiyle karboksil gruplarinin
yakinlasmasinda sterik engel olabilecegi diisiinlilmiistiir. Karboksil gruplar1 zincirin
iginde yeterince yakin degilse sisplatin zincir i¢i ¢apraz baglanma yapmak yerine
zincirler arasi ¢apraz baglanmay1 tercih etmis olabilir. Ayrica, elde edilen amfifilik
PEG-b-(NIPAM-r-MAA) kopolimerleri su igerisinde bir araya gelme egilimi
gostererek aggregasyona gitmeyi tercih etmis olabilir. TSCNP olusumunda ¢oziicii
olarak kullanilan suyun doner buharlastiricida ugurulurken 1s1 uygulanmasi gerektigi
igin polimer zincirleri arasinda kuvvetli H-bagi etkilesimlerinin gergeklesmesi

nedeniyle de aggregasyon goriilmiis olabilecegi degerlendirilmistir.

4.1.6 y-Benzil-L-glutamat ~ N-karboksianhidrit  (Glu-NCA)  sentezi  ve
karakterizasyonu

Glu-NCA monomerinin sentezi daha once literatiirde belirtildigi sekilde
gerceklestirilmistir [196]. Bunun i¢in, L-Glutamik asit y-benzil ester ve a-pinen etil
asetat igerisinde refliks altinda 90°C’de karistirilirken etil asetat iginde
¢cozlindirilmiis trifosgen ¢ozeltisi reaksiyon balonunun dibinde kati glutamik asit
kalmayana kadar damla damla ilave edilmistir (Sekil 4.16). Yiiksek verimle (%82)
elde edilen Glu-NCA bilesigi FT-IR ve 'H NMR ile karakterize edilerek basarili bir

sekilde sentezlendigi kanitlanmigtir.
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Sekil 4.16 : y-Benzil-L-glutamat N-karboksianhidrit (Glu-NCA) sentezi.
Sekil 4.17°de vy-Benzil-L-glutamat N-karboksianhidrit ve baslangic bilesigi L-
glutamik asit y-benzil esterin FT-IR spektrumlart verilmistir. L-Glutamik asit y-benzil
ester bilesiginin 3049 cm™’de gozlenen genis fenolik ~OH bandi y-benzil-L-glutamat
N-karboksianhidritin FT-IR spektrumunda gozlemlenmemistir. Ayrica, 1842 cm™ ve

1774 cm™’de gozlenen C=0 gerilme titresim piki Glu-NCA sentezini kanitlar
niteliktedir.
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Sekil 4.17 : a) L-Glutamik asit y-benzil ester ve b) Glu-NCA’nin FT-IR
spektrumlari.

Sekil 4.18°de verilen *H NMR spektrumunda N-karboksianhidrit halkasinda bulunan
ave b protonlari sirasiyla 6.2 ve 4.4 ppm’de, benzen halkasindaki aromatik f protonlar
7.4 ppm’de ve N-karboksianhidrit ile benzen arasinda ¢, d ve e ile gosterilen -CHo-

protonlart sirastyla 2.2, 2.6 ve 5.1 ppm’de gozlenmistir.
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Sekil 4.18 : GIu-NCA’nin CDCls igerisinde ¢ekilen *H NMR spektrumu.

4.1.7 Ne-benzilkarbonil-L-lizin  N-karboksianhidrit (Liz-NCA) sentezi ve

karakterizasyonu

Liz-NCA monomerinin sentezi literatiirde belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir
[196]. Ne-Benzilkarbonil-L-lizin ve a-pinen etil asetat icerisinde refliiks altinda
90°C’de karistirilirken etil asetat iginde ¢oziindiiriilmis trifosgen ¢ozeltisi reaksiyon
balonunun dibinde kat1 lizin kalmayana kadar damla damla ilave edilmistir (Sekil
4.19). Yiiksek verimle (%84) elde edilen Liz-NCA bilesigi FT-IR ve 'H NMR ile

karakterize edilerek basarili bir sekilde sentezlendigi kanitlanmistir.

o]
0

CI3COJ\OCCI3 >\\ NH o
o]

EtOAc, 90°C MN o’\©
d H

Sekil 4.19 : Ne-Benzilkarbonil-L-lizin N-karboksianhidrit (Liz-NCA) sentezi.
Sekil 4.20’de Ne-Benzilkarbonil-L-lizin N-karboksianhidrit ve baslangi¢ bilesigi Ne-

(o} NH,
OJL N/M(OH HaQ
©ﬁ H o + HQC@
CH,

benzilkarbonil-L-lizin FT-IR spektrumlar1 verilmistir. Ne-Benzilkarbonil-L-lizin
bilesiginin 3056 cm™’de gdzlenen genis fenolik -OH bandi Ne-benzilkarbonil-L-lizin
N-karboksianhidritin FT-IR spektrumunda gézlemlenmemistir. Ayrica, 1848 cm™ ve

1754 cm™*deki -C=0 gerilme titresim band1 Glu-NCA sentezini kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.20 : a) Ne-Benzilkarbonil-L-lizin ve b) Liz-NCA’nin FT-IR spektrumlari.
Sekil 4.21°de verilen *H NMR spektrumunda N-karboksianhidrit halkasinda bulunan
ave b protonlari sirasiyla 6.7 ve 4.2 ppm’de, benzen halkasindaki aromatik 1 protonlar
7.4 ppm’de ve N-karboksianhidrit ile benzen arasinda c, d-e, f ve h ile gosterilen -CH>-

protonlari sirasiyla 1.9, 1.4, 3.2 ve 5.1 ppm’de gozlenmistir. Amit protonu (g) ise 4.9
ppm’de gorilmektedir.

TMS
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a
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o 1 a s« I 1
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Sekil 4.21 : Liz-NCA’nin CDCls igerisinde ¢ekilen *H NMR spektrumu.
4.1.8 L-alanin N-karboksianhidrit (Ala-NCA) sentezi ve karakterizasyonu

Ala-NCA monomerinin sentezi literatiirde belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir

[196]. L-alanin ve a-pinen etil asetat igerisinde refliiks altinda 90°C’de karistirilirken
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etil asetat i¢inde ¢oziindiiriilmiis trifosgen ¢ozeltisi reaksiyon balonuna damla damla
ilave edilmistir (Sekil 4.22). Elde edilen Ala-NCA bilesigi FT-IR ve 'H NMR ile

karakterize edilerek basarili bir sekilde sentezlendigi kanitlanmistir (Verim= %52).

0
H,C 0
NH, 3 CI3COJ\OCCI3 NN
OH

- 0
o EtOAc, 90°C }H\cm

CH; o

Sekil 4.22 : L-alanin N-karboksianhidrit (Ala-NCA) sentezi.
Sekil 4.23’te L-alanin N-karboksianhidrit ve baslangi¢ bilesigi L-alaninin FT-IR
spektrumlar1 verilmistir. L-alanin bilesiginin 3056 cm™’de gdzlenen genis fenolik -OH
bandi L-alanin N-karboksianhidritin FT-IR spektrumunda gozlenmemistir. Ayrica,

1840 cm™ ve 1758 cm™ deki -C=0 gerilme titresim piki Ala-NCA sentezini kanitlar
niteliktedir.
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Sekil 4.23 : a) L-alanin ve b) Ala-NCA’nin FT-IR spektrumlari.

Sekil 4.24°de verilen 'H NMR spektrumunda N-karboksianhidrit halkasinda bulunan

a ve b protonlari sirasiyla 9 ve 4.5 ppm’de, N-karboksianhidrite bagl ¢ ile gosterilen
-CHs protonlar 1.2 ppm’de goriilmiistiir.
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Sekil 4.24 : Ala-NCA’nin DMSO igerisinde ¢ekilmis olan *H NMR spektrumu.
4.1.9 P(Glu-NCA-r-Liz-NCA) sentezi ve karakterizasyonu

Benzilamin baslaticis1 kullanilarak Glu-NCA ve Liz-NCA monomerleri halka ac¢ilma
polimerizasyonu ile polimerlestirildi (Sekil 4.25). [M]/[benzilamin] oran1 100/1 ve
[Liz-NCA]/[Glu-NCA] monomer oranlart 90/10 olacak sekilde kuru DMF igerisinde
72 saatte gergeklestirilen polimerizasyon sonucunda kopolimer dietil eterde
c¢oktiiriilerek elde edildi. P(Glu-NCA-r-Liz-NCA) kopolimeri *H NMR ve FT-IR ile

karakterize edildi.
Sj ?
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Sekil 4.25 : P(Glu-NCA-r-Liz-NCA) sentezi.
Sekil 4.26’da GIu-NCA, Liz-NCA ve P(GIu-NCA-r-Liz-NCA)’nin FT-IR
spektrumlart verilmistir. Goriildiigii gibi hem GIlu-NCA hem de Liz-NCA
monomerlerinde bulunan N-karboksianhidritin agildigr 1750-1850 cm™’de bulunan

C=0 gerilme titresim bandinin kaybolmasi ile kanitlanmstur.
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Sekil 4.26 : a) Glu-NCA, b) Liz-NCA ve c) P(Glu-NCA-r-Liz-NCA)’nin FT-IR
spektrumlari.

P(Glu-NCA-r-Liz-NCA) polimerinin *H NMR spektrumu incelendiginde hem Glu-
NCA hem de Liz-NCA yap1 bloklarinin tiim karakteristik protonlar1 agikca
goriilmektedir (Sekil 4.27).

HDO DMsSO
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Sekil 4.27 : P(Glu-NCA-r-Liz-NCA)’nin DMSO icerisinde ¢ekilmis olan *H NMR
spektrumu.
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P(Glu-NCA-r-Liz-NCA) polimerinin molekiil agirhigt DMF GPC ile 6lgiildi ve Sekil
4.28’de verildi. Polimerin molekiil agirliginin 15550 g/mol ve polidispersitesinin

1.085 oldugu belirlenerek kontrollii bir sekilde sentezlendigi degerlendirildi.

M = 15550 g/mol
M /M =1.085

20 25 30 35 40
Siire (dk)
Sekil 4.28 : P(Glu-NCA-r-Liz-NCA) DMF igerisinde alinan GPC kromatogrami.
4.1.10 P(Glu-r-Liz) sentezi ve karakterizasyonu

P(Glu-NCA-r-Liz-NCA)’nin koruma gruplar1t TFA i¢inde %33 HBr ile reaksiyonu
sonucunda uzaklastirildi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 : P(Glu-r-Liz) sentezi.
Sekil 4.30°daki karsilastirilmali *H NMR spektrumu incelendiginde P(Glu-NCA-r-
Liz-NCA) polimerinin monomer ucundaki koruyucu benzen halkalarinin

uzaklastirildigi ve P(Glu-r-Liz) polimerinin elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.30 : P(Glu-NCA-r-Liz-NCA) ve P(Glu-r-Liz) polimerlerinin D20 iginde
cekilmis *H NMR spektrumlari.
4.1.11 Sisplatin ile P(Glu-r-Liz) kopolimerinden SCNP’lerin olusturulmasi ve
karakterizasyonu

P(Glu-r-Liz) kopolimeri AgNOs kullanilarak aktive edilen sisplatin ile su igerisinde
seyreltik kosullarda reaksiyona sokularak SCNP olusturulmaya ¢alisildi. Bunun i¢in
oncelikle sisplatin stok ¢ozeltisi hazirlamak igin distile su igine sisplatin konulup
50°C’de ¢oziinmesi saglandi ve oda sicakliginda AgNOs ilave edilerek karanlikta 72
saat boyunca karistirildi. Kompleks olusumu sirasinda beyaz AgCl ¢okeltisi gozlendi
ve 20 dk santrifiij yapilarak AgCl’iin tamamen ¢okmesi saglandi. Ardindan P(Glu-r-
Liz) distile su i¢inde 1 gece oda sicakliginda karigima birakildi. Bir gece sonrasinda
hazirlanan stok cozeltiden belirlenen miktarda alinarak silipernatant 0.22 pl’lik
filtreden gegirildi ve 37°C’de yarim saat karisan kopolimer ¢ozeltisine 5 mL/saat
enjeksiyon hizinda bir siringa pompasi kullanilarak damlatildi. Damlatma islemi
bittikten sonra ¢ozelti 37°C’de karanlikta 2 giin karisima birakildi ve bu siire sonunda

DLS ile karakterize edildi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31 : Sisplatin ile P(Glu-r-Liz) kopolimerinden SCNP’lerin olusturulmasi

Ancak, SCNP’nin partikiil boyutu her 6l¢iimde farkli bir deger olarak elde edildi.
Farkli konsantrasyonlarda farkli sisplatin oranlariyla bir dizi ¢alisma yapildi ancak
tutarli DLS sonucu elde edilemedi. Bu polimerde bulunan glutamik asit ve lizin
tinitelerinin gliglii H-baglari olusturdugu, dolayisi ile polimer zincirlerinin kendi i¢inde
H-baglar1 yaparak bir araya gelme egilimi gosterdigi ve SCNP olusumunun
gerceklesemedigi degerlendirildi. Elde edilen DLS sonuglarinin tutarsiz olmasi
nedeniyle SCNP olusumunun ger¢eklesmedigi, bunun yerine zincirler arasi
reaksiyonlarin gergeklesmis olabilecegi sonucuna varildi. SCNP-1 i¢in bes 6lgiim
gerceklestirildi ve elde edilen DLS grafikleri Sekil 4.31°de verildi.

—SCNP-1_1 —SCNP-1_2
—SCNP-1_3 —SCNP-1_4
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40
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Sekil 4.32 : P(Glu-r-Liz) polimeri ile olusturulan SCNP’nin i¢in DLS grafigi.
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Benzer bir sonug Sekil 4.33’de verilen SCNP-1’in TEM goriintiilerinde de goriildii.
Bir araya gelmis biiyiikli kiigiiklii yapilar P(Glu-r-Liz) zincirlerinin molekiiller
arasinda da agrege oldugunu gostermektedir. Literatiirde [197, 198] sulu ¢ozeltiler
icerisindeki polipeptitlerin kendiliginden birlesme egilimi gosterdigi bildirilmektedir.
Bu durum, polimer zincirlerinin birbirinden uzaklasmasini ve dolayst ile sisplatin ile
reaksiyona girmesini engellemektedir. Kopolimer i¢in farkli ¢oziiciilerde ¢oziiniip

¢ozlinmedigi incelendi ancak su haricinde ¢6ziindiigii bagka bir ¢6ziicii bulunamada.

Sekil 4.33 : SCNP-1’in TEM goriintiileri.

4.1.12 PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA) sentezi ve karakterizasyonu

PEG-NH2> baslaticis1 kullanilarak Glu-NCA ve Ala-NCA monomerleri halka agilma
polimerizasyonu ile polimerlestirildi (Sekil 4.34). [M]/[PEG-NH2] oran1 100/1 ve
[Ala-NCA]/[GIu-NCA] monomer oranlar1 90/10 olacak sekilde kuru DMF ve
kloroform igerisinde 72 saatte gergeklestirilen polimerizasyon sonucunda polimer

dietil eterde ¢oktiiriilerek elde edildi.
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Sekil 4.34 : PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA) sentezi.
Sekil 4.35’de Ala-NCA, Glu-NCA ve PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA)’nin FT-IR
spektrumlart verilmistir. Gortldigi gibi hem GIlu-NCA hem de Ala-NCA
monomerlerinde bulunan N-karboksianhidritin agildig1 1750-1850 cm™’de bulunan

C=0 gerilme titresim bandinin kaybolmasi sonucunda kanitlandi.
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Sekil 4.35 : a) Ala-NCA, b) Glu-NCA ve c¢) PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA)’nin
FT-IR spektrumlari.

PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA) polimerinin *H NMR spektrumu incelendiginde hem
Glu-NCA hem de Ala-NCA yap1 bloklarmin tiim karakteristik protonlar1 agikca
goriilmektedir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36 : PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA) polimerinin DMSO igerisinde
cekilmis *H NMR spektrumu.

PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA) polimerinin molekiil agirligt DMF GPC ile 6l¢iildii
(Sekil 4.37). GPC sonucunda molekiil agirligi 12830 g/mol ve PDI degeri 1.016 olarak

belirlenerek kontrollii bir sekilde sentezlendigi degerlendirildi.
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Sekil 4.37 : PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA) polimerinin DMF igerisinde alinmis
GPC kromatogramu.

4.1.13 PEG-b-P(Glu-r-Ala) sentezi ve karakterizasyonu

PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA) polimeri TFA iginde ¢6ziindiiriilerek %33 HBr ile

reaksiyona sokularak koruyucu gruplarin uzaklastirilmasi saglandi (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38 : PEG-b-P(Glu-r-Ala) sentezi.
Sekil 4.39’da PEG-b-P(Glu-NCA-r-Ala-NCA) polimerinin  monomer ucundaki
koruyucu benzen halkalarinin uzaklastirilmasiyla elde edilen PEG-b-P(Glu-r-Ala)’in

karsilastirilmali NMR spektrumunda benzen grubuna ait pik gézlemlenmemektedir.
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Sekil 4.39 : PEG-b-P(Glu-r-Ala) ve PEG-b-(Glu-r-Ala) polimerlerinin DMSO
icinde ¢ekilmis *H NMR spektrumlari.

4.1.14 Sisplatin  ile  PEG-b-(Glu-r-Ala)  kopolimerinden = TSCNP’lerin

olusturulmasi ve karakterizasyonu

Sisplatin ile TSCNP olusturulmasi reaksiyonu suda gergeklestirildigi i¢in molekiil
agirhigr 5000 g/mol olan PEG-NH: kullanilarak elde edilecek amfifilik kopolimerin
sudaki ¢oziliniirliigliniin daha fazla olmas1 hedeflenmekteydi. Ancak, elde edilen PEG-
b-(Glu-r-Ala) polimeri yapisinda bulunan ve kendi igerisinde kuvvetli H-bag
olusturan gruplar nedeniyle su igerisinde herhangi bir ¢oziiniirliik gostermemistir.
Ayrica, DMSO igerisindeki ¢oziiniirliigliniin de ¢ok zayif oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle, PEG-b-(Glu-r-Ala) polimeri su igerisinde ¢6ziinmedigi igin sisplatin ile

yapilmasi planlanan TSCNP caligsmas1 gergeklestirilememistir.
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Sekil 4.40 : Sisplatin ile PEG-b-(Glu-r-Ala) kopolimerinden TSCNP’lerin
olusturulmasi

4.2 Capraz baglayic1 olarak Cur kullanilarak SCNP’lerin olusturulmasina dair

bulgular

Bu c¢alismada Cur molekiilii ¢apraz baglayict olarak kullanilarak SCNP’ler
olusturuldu. Oncelikle RAFT polimerizasyonu ile P(PEGMA-r-BrMA) hidrofilik
kopolimeri sentezlendi. Ardindan P(PEGMA-r-BrMA) polimeri Cur ile ultra seyreltik
kosullarda reaksiyona sokularak SCNP’ler olusturuldu.

4.2.1 BrMA sentezi ve karakterizasyonu

Hidrofilik polimerde Cur ile ¢capraz bag olusturabilecek monomer olarak kullanilmak
tizere kuru DCM igerisinde 2-bromoetanol ile metakriloil kloriir bilesikleri reaksiyona
sokularak BrMA monomeri elde edildi (Sekil 4.41). Reaksiyon sonunda elde edilen
sar1 vizkoz madde FT-IR ve *H NMR ile karkterize edildi.

0
— TEA
Ho/\/ Br + o —— o/\/ Br
cl DCM

Sekil 4.41 : 2-Bromoetil metakrilat (BrMA) sentezi.
Sekil 4.42°de BrMA’nin FT-IR spektrumu verilmistir. 2-Bromoetanolde gézlenen
3350 cm™’deki genis —OH bandinin BrMA’nin FT-IR spektrumunda kaybolmasi ve
1732 cm¥de -C=0 gerilme titresiminin gdzlemlenmesiyle esterifikasyon

reaksiyonunun basarili bir sekilde gergeklestigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.42 : a) 2-Bromoetanol ve b) BrMA’nin FT-IR spektrumlari.
BrMA nin basaril1 bir sekilde sentezlendigi Sekil 4.43’de verilen *H NMR spektrumu
ile de kanitlanmistir. NMR spektrumunda goriildiigi gibi metakrilat grubundaki b ve
C ¢ift bag protonlari sirasiyla 5.7 ve 6.1 ppm’de, a protonlari ise 1.9 ppm’de gozlendi.

Ayrica, d ve e ile gosterilen -CHz- protonlar1 sirasiyla 4.4 ve 3.5 ppm’de

gorilmektedir.
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Sekil 4.43 : BrMA’nin CDCls igerisinde ¢ekilmis *H NMR spektrumu.
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4.2.2 RAFT  polimerizasyonu ile  P(PEGMA-r-BrMA) sentezi ve

karakterizasyonu

CPCTT RAFT ajant kullanilarak RAFT polimerizasyonu ile
[M]/[RAFTajan1]/[AIBN] 100/1/0.33 olacak sekilde PEGMA ve BrMA monomerleri
AIBN varliginda polimerlestirildi (Sekil 4.44). Elde edilen polimerler GPC, *H NMR
ve DSC ile karakterize edildi.
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Sekil 4.44 : RAFT polimerizasyonu ile P(PEGMA-r-BrMA) sentezi.
Gergeklestirilen polimerizasyonlar sonucunda elde edilen polimerlerin teorik olarak
hesaplanan, GPC ile él¢iilen ve *H NMR’dan hesaplanan molekiil agirliklari ile Tablo
4.5’de karsilastirilmastir.
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Tablo 4.5 : RAFT polimerizasyonu ile elde edilen hidrofilik kopolimerlerin olusma kosullar1 ve sonuglari.?

Kod Coziicii Besleme orani Doniisiim® M, th? Mhn,cpc® be Mn,NMRY Unite orani
[PEGMA]/[BrMA] (%) (9/mol) (g/mol) (g/mol) [PEGMA]/[BrMA]¢
(Yomol) (%Yomol)
P(PEGMA-r-BrMA)-1  Toluene 90/10 94 27473 18853 1.27 26703 88/12
P(PEGMA-r-BrMA)-2  Toluene 80/20 78 22845 18912 1.44 46720 84/16
P(PEGMA-r-BrMA)-3 DMF 80/20 83 24292 21293 1.44 48498 85/15

‘ [M]/[RAFT]/ [AIBN]=100/1/0.33, polimerizasyon siiresi= 17 saat.
® Gravimetrik olarak hesaplanmustir.

‘GPC ile THF icerisinde 35°C’de Olclilmiistiir.

‘ "H NMR ile belirlenmistir.
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Polimerizasyon sonucunda elde edilen polimerlerin molekiil agirliklart THF GPC ile
olgiildit ve GPC kromatogramlart Sekil 4.45 ve 4.48’de verildi. Toluen iginde
gerceklesen polimerizasyon ile elde edilen polimerin molekiil agirligi 18853 g/mol ve
PDI degeri 1.27 olarak belirlendi.

M = 18853 g/mol
M, /M =1.27

12 14 16 18
Sire (dk)

Sekil 4.45 : P(PEGMA-r-BrMA)-1 kopolimerinin THF GPC kromatogrami.
Sekil 4.44’te P(PEGMA-r-BrMA)-1’in CDCls igerisinde ¢ekilmis *H NMR spektrumu
goriilmektedir. RAFT ajaninda bulunan aromatik f, g ve h protonlari 7.3-8 ppm’de ve
PEGMA iinitesinde bulunan 10 protonlar: 3.3 ppm’de gozlendi. Polimerin *H NMR
spektrumu incelendiginde hem PEGMA hem de BrMA {initelerinin tiim karakteristik
protonlari agik¢a goriilmektedir. (PEGMA-r-BrMA)-1 kopolimerinin iinite sayilar
'H NMR spektrumunda RAFT ajaninda bulunan e, f ve g protonlari baz alinarak
PEGMA’dan gelen 10 protonlar1 ve her iki monomerdeki 2 ve 6 protonlarinin
integrallerinin oranlanmasi ile [PEGMA]/[BrMA] hesaplandi. Yapilan integral
hesabiyla PEGMA iinite sayis1 81 ve BrMA fiinite sayis1 ise 11 olarak belirlendi. Tlgili
tinite sayilar1 kullanilarak hesaplanan molekiil agirliklar1 Tablo 4.5’te ayrintili olarak

verildi.
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Sekil 4.46 : P(PEGMA-r-BrMA)-1’in CDCls icerisinde ¢ekilmis *H NMR
spektrumu.

P(PEGMA-r-BrMA)-1 polimerinin termal 6zelligini incelemek amaciyla ¢gekilen DSC
grafigi Sekil 4.47°de verilmistir. P(PEGMA-r-BrMA)-1 polimerinin Ty degerinin -
56.3°C oldugu belirlendi.
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Sekil 4.47 : P(PEGMA-r-BrMA)-1 polimerinin DSC grafigi.
P(PEGMA-r-BrMA)-2 polimerinin molekiil agirligi 18912 g/mol ve PDI degeri 1.44

olarak belirlenmistir. GPC kromatogramlarinda gortildiigii gibi her iki polimerin de
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yiiksek molekiil agirlig1 bolgesinde boyunlu bir pik elde edilmistir. Bu sebeple toluen
yerine PEGMA polimerizasyonlarinda siklikla tercih edilen bir ¢6ziicti olan DMF ile
de 17 saatte bir polimer P(PEGMA-r-BrMA)-3 sentezlendi. Ancak, GPC sonucuna
bakildiginda PDI degerinde bir degisiklik olmadigi halde yiiksek molekiil agirlig
bolgesindeki boynun arttig1 gézlendi. Bu sebeple P(PEGMA-r-BrMA)-2 polimeri ile
calismalara devam edilmesine karar verildi. PEGMA monomeri ile sentezlenen
polimerlerde boyunlu GPC pikleri gézlendigi bilinmekte olup daha az oranda (80/20)
PEGMA igeren P(PEGMA-r-BrMA)-1 polimerinde boynun da az oldugu goriildi.

—— P(PEGMA-r-BrMA)-2
M =18912 g/mol ~—— P(PEGMA-r-BrMA)-3

MM = 1.44

M = 21293 g/mol
M M = 1.4

12 14 16 18
Siire (dk)

Sekil 4.48 : P(PEGMA-r-BrMA)-2 ve 3 kopolimerlerinin THF GPC
kromatogramlari.

[k polimer ile benzer sekilde RAFT ajaninda bulunan aromatik f, g ve h protonlari
7.3-8 ppm’de ve PEGMA iinitesinde bulunan 10 protonlart 3.4 ppm’de gozlendi.
Polimerin H NMR spektrumu incelendiginde hem PEGMA hem de BrMA
tinitelerinin tiim karakteristik protonlari agik¢a goriilmektedir. P(PEGMA-r-BrMA)-2
kopolimerinin iinite sayilart *H NMR spektrumunda RAFT ajaninda bulunan aromatik
e, f ve g protonlar1 baz alinarak PEGMA’dan gelen 10 protonlart ve her iki
monomerdeki 2 ve 6 protonlarinin integrallerinin oranlanmasi ile hesaplandi. Yapilan
integral hesab1 sonucunda PEGMA {inite sayis1 136 ve BrMA {inite sayis1 ise 26 olarak

belirlendi.
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Sekil 4.49 : P(PEGMA-r-BrMA)-2’nin CDCls igerisinde ¢ekilmis *H NMR
spektrumu.

P(PEGMA-r-BrMA)-2 polimerinin isisal 6zelligini incelemek amaciyla ¢ekilen DSC
grafigi Sekil 4.50°de verilmistir. P(PEGMA-r-BrMA)-2 polimerinin Ty degerinin -
55.2°C oldugu belirlendi.
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Sekil 4.50 : P(PEGMA-r-BrMA)-2 polimerinin DSC grafigi.
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4.2.3 Cur ile P(PEGMA-r-BrMA) polimerlerinden SCNP’lerin olusturulmasi ve
karakterizasyonu

Kopolimer zincirlerinin iyi tanimlanmig SCNP’lere katlanmasini saglamak amaciyla,
ultra seyreltik kosullarda BrMA birimlerinin —Br gruplar1 ile Cur’i fenol gruplari
arasinda Williamson eterlesme reaksiyonu gerceklestirildi (Sekil 4.51). Reaksiyonun
ardindan ¢ozelti, ¢oziicliniin buharlastirilmast yoluyla yogunlastirildi ve SCNP'ler
hekzan igerisinde ¢oktiiriildii. Elde edilen kati iiriin, reaksiyona girmemis Cur'u
uzaklastirmak amaciyla birka¢ kez dietil eter ile yikanarak saflastirildi. Saflastirma
sonrasinda, oncii polimerin SCNP'ye doniisiimiinii izlemek i¢in ilk olarak GPC analizi
yapildi. THF kullanilarak gergeklestirilen GPC o6l¢iimlerinde, tutunma zamaninda
daha uzun siirelere kayma gozlendi; bu durum molekiil agirliginda azalmaya isaret
ederek basarili intramolekiiler ¢apraz baglanmayr ve SCNP olusumunu dogruladi.
P(PEGMA-r-BrMA)-1’den ve P(PEGMA-r-BrMA)-2’den elde edilen SCNP'lerin
sayica ortalama molekiil agirliklart (Mncpc) Ve DLS Glglimleri sonucunda belirlenen
partikiil boyutlar1 Tablo 4.6'da verildi. Ayrica, P(PEGMA-r-BrMA)-1 ve P(PEGMA-
r-BrMA)-2’nin ilgili SCNP’ler ile karsilatirildigi GPC kromatogramlar1 Sekil 4.52 ve
4.53’de verilmistir. Her iki polimerden elde edilen SCNP’lerde de 6zellikle Cur
konsantrasyonu azaldik¢a tutunma zamanindaki kaymanin daha belirgin hale geldigi
gozlenmis olsa da en belirgin kaymanin P(PEGMA-r-BrMA)-1 kullanilarak
olusturulan SCNP’lerde oldugu goriildii.

o—{

¢ N g

*
otsthr

Sekil 4.51 : Cur ile P(PEGMA-r-BrMA) polimerlerinden SCNP olusturulmas.
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Tablo 4.6 : P(PEGMA-r-BrMA)-1 ve P(PEGMA-r-BrMA)-2 polimerleri ile Cur
kullanilarak sentezlenen SCNP’lerin olusma kosullar1 ve sonuglari.

Kod Konsantrasyon? [Cur]/ Mnerc®  Partikiil
(mg/mL) [P(PEGMA-r-  (g/mol) Boyutu®
BrMA)] (nm)

P(PEGMA-r-BrMA)-1 - - 18853  7.66 +0.40
SCNP-1 0.2 5 16830 6.22+0.18
SCNP-2 0.2 3 15556  4.76 +£0.34
P(PEGMA-r-BrMA)-2 - - 18912  6.52+0.28
SCNP-3 0.2 3 18628  7.15+0.97
SCNP-4 0.2 2 17916  6.37+0.47

* Aseton igerisinde hazirlanmistir.
b

GPC ile THF igerisinde 35°C’de Olclilmistiir
‘DLS 6l¢iimii sonucunda elde edilmistir.

—— P(PEGMA-r-BrMA)
——SCNP-1
——SCNP-2

M = 18853 g/mol

M = 16830 g/mol

M = 15556 g/mol

12 14 16 18
Siire (dk)

Sekil 4.52 : P(PEGMA-r-BrMA)-1 kopolimeri ve SCNP’lerin THF GPC
kromatogramlari.
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—— P(PEGMA-r-BrMA)-2
——SCNP-3
—— SCNP-4

M = 18912 g/mol

M = 18628 g/mol

M = 179186 g/mol

12 14 16 18
Siire (dk)

Sekil 4.53 : P(PEGMA-r-BrMA)-2 kopolimeri ve SCNP’lerin THF GPC
kromatogramlari.

DLS é6l¢timleri, GPC’de gozlenen egilimi agik bir sekilde dogrulamistir. Daha diisiik
Cur konsantrasyonu kullanilarak hazirlanan SCNP-2'nin hidrodinamik capindaki
azalma, daha yiliksek Cur konsantrasyonu ile ¢oktiiriilen SCNP-1’e kiyasla daha
belirgin olmustur. P(PEGMA-r-BrMA)-1"in hidrodinamik ¢ap1 7.66 nm iken, SCNP-
2 igin bu deger 4.76 nm’ye dismiistiir (Tablo 4.6). Benzer sekilde SCNP-4’iin
hidrodinamik ¢apindaki azalma SCNP-3’e gore daha belirgindir.

SCNP olusumuna gorsel kanit saglamak amaciyla TEM analizi gergeklestirildi.
Karbon kapli bakir gridler tizerine damlatilan ve sulu ortamda dagitilan SCNP-2'nin
ve SCNP-4’tin TEM goriintiileri, I mg/mL konsantrasyonda agregasyon olustugunu
gosterdi (Sekil 4.54 ve 4.55). Bununla birlikte, agregatlarin SCNP-2 i¢in yaklasik 16
nm ¢apinda ve SCNP-4 i¢in yaklagik 20 nm ¢apinda daha kiigiik kiiresel yapilardan
meydana geldigi de agikga goriildii. Gozlenen agregasyon davranisinin Cur birimleri

arasindaki n-w etkilesimlerinden kaynaklanabilecegi degerlendirildi.
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Sekil 4.54 : SCNP-2’nin TEM goriintiisii (5lcek= 200 nm).

Magnifisstion: 30000
\Honvonsgs: oK

Sekil 4.55 : SCNP-4’iin TEM goriintiisii (6l¢ek= 500 nm).
SCNP'lerin basarili bir sekilde olusumunu desteklemek amaciyla DSC analizi
gergeklestirildi. Dogrusal kopolimere kiyasla, SCNP'lerde zincir hareketliliginin
azalmasi Ty degerinde bir artisa yol agmaktadir. Gergeklestirilen dl¢limler sonucunda,
P(PEGMA-r-BEMA)-1 igin —56.3°C olarak belirlenen Ty degerinin, SCNP-2'de
—51.2°C'ye yiikseldigi gbzlenmis ve bu artis, intramolekiiler capraz baglanmanin etkili
bir sekilde gergeklestigini gostermistir (Sekil 4.56). Ancak, P(PEGMA-r-BrMA)-2 ile
SCNP-4’iin Tq degerleri arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil 4.57). Bu
durumun g¢apraz baglanma miktarinin az olmasindan kaynakli oldugu

degerlendirilmistir. Ayrica, GPC ile elde edilen sonuglar da SCNP-4’lin molekiil
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agirhginda ve hidrodinamik ¢apindaki degisimin olduk¢a az
desteklemektedir.
Ekzo
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Sekil 4.56 : P(PEGMA-r-BrMA)-1’in (siyah) ve SCNP-2’nin (kirmiz1) DSC

grafikleri.
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Sekil 4.57 : P(PEGMA-r-BrMA)-2’nin (siyah) ve SCNP-5’in (kirmiz1) DSC

grafikleri.

SCNP-2 ve SCNP-4’te Cur’in varhigmi dogrulamak amaciyla UV/Vis analizleri
gerceklestirildi. Sekil 4.58 ve 4.59°da gosterildigi lizere, SCNP-2 ve SCNP-4’te Cur'e
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Ozgii karakteristik absorbans bandi1 425 nm'de gozlemlenirken, dnciil polimerler bu

bolgede herhangi bir absorbans sergilememistir.

1.5 -

1.0 4

Absorbans

0.5 1

0.0

I I I 1
440 430 520 560 600

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.58 : a) Cur (0.008 mg/mL), b) P(PEGMA-b-BrMA)-1 (5.76 mg/mL) ve c)
SCNP-2’nin (5.76 mg/mL) DCM igerisinde ¢ekilmis UV spektrumlari.

I I
360 400

Abscrbans

0.0 T T T T I
320 360 400 440 480 520 560 600

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.59 : a) Cur (0.002 mg/mL), b) P(PEGMA-b-BrMA)-2 (3.13 mg/mL) ve c)
SCNP-4’iin (3.13 mg/mL) DCM igerisinde ¢ekilmis UV spektrumlari.

Ek olarak, SCNP-2'nin 'H NMR spektrumu incelenerek baslangic (PEGMA-r-
BrMA)-1 polimerini spektrumu ile karsilastirildi. Sekil 4.60°da goriildiigii tizere Cur'e
ait aromatik a—d protonlar1 6.6—7.8 ppm araliginda, -OCHs protonlari ise 4.9 ppm'de
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belirgin olarak gozlendi. Bu sonuglar, Cur molekiillerinin polimer zincirine basariyla

konjuge edildigini agik bir sekilde dogrulamaktadir.

(4]

Sekil 4.60 : A) P(PEGMA-r-BrMA)-1 ve B) SCNP-2’nin CDCl3 igerisinde
cekilmis *H NMR spektrumlari.

4.2.4 Antioksidan aktivite tayini

DPPH testi, kimyasal bilesiklerin serbest radikal giderme kapasiteleri iizerinden
antioksidan aktivitelerinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. SCNP-2 ve SCNP-4’1in antioksidan kapasitesini degerlendirmek amaciyla
gerceklestirilen DPPH radikal giderme testi sonuglari, serbest Cur ile
karsilagtirillmistir. Artan Cur konsantrasyonu ile birlikte SCNP-2'nin ve SCNP-4’{in
DPPH radikalleri tizerindeki giderme aktivitesinde artig gézlenmis olsa da Cur'in 6nciil
polimer zincirine konjugasyonu, radikal giderme kapasitesinin azalmasina neden
olmustur (Sekil 4.61). Onceki calismalar, Cur'in antioksidan aktivitesinin reaktif
fenolik gruplar1 ile B-diketon biriminden tiireyen enol grubuna bagli oldugunu
gostermistir. SCNP-2'nin azalan antioksidan kapasitesi, biiylik olasilikla eterifikasyon
reaksiyonu sirasinda Cur'in fenolik gruplarmin kaybindan kaynaklanmaktadir.

Bununla birlikte, konjuge edilen Cur molekiilleri, B-diketon yapisindan gelen
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antioksidan Ozelliklerini koruyarak radikal giderme reaksiyonlarna katkida

bulunmaya devam etmektedir.
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Sekil 4.61 : SCNP-2, SCNP-5 ve Cur’in DPPH radikal temizleme metodu ile
belirlenen antioksidan aktivite grafikleri.

4.2.5 Antiinflamatuar aktivite tayini

SCNP-2’nin anti-inflamatuvar 6zellikleri sigir serum albiimini (BSA) denatiirasyon
yontemi  kullanilarak  degerlendirildi.  Aktivite ¢alismasinda yasanan Cur
konsantrasyonunun azligi sebebiyle yanlizca SCNP-2 igin ¢alisma gergeklestirilebildi.
Elde edilen sonuglar, hem Cur hem de SCNP-2 i¢in artan konsantrasyonlarla birlikte
yiizde inhibisyon oraninda bir artis oldugunu ortaya koydu. Ancak, SCNP-2'nin
gosterdigi ylizde inhibisyon orani, serbest Cur'e kiyasla daha diisiik bulundu ve bu
durum, Cur'in anti-inflamatuvar aktivitesinde fenolik gruplarin belirleyici rol

oynadigini agikca ortaya koydu (Sekil 4.62).
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Sekil 4.62 : SCNP-2 ve Cur’in sigir serum albiimini denatiirasyon yontemi ile elde
edilen anti-inflamatuar aktivite grafigi.

4.2.6 SCNP-2’nin ila¢ salim ¢calismasi

Elde edilen SCNP’lerin ilag tasiyici olarak potansiyellerini tespit etmek icin SCNP-
2'den Cur salim profili ortam pH'sina bagli olarak degerlendirildi. Cur ile konjuge
edilmis SCNP-2'nin in vitro salim davranisi, normal doku kosullarin1 (pH 7.4) ve
timor ortamini (pH 5.0) taklit eden kosullarda incelendi ve elde edilen sonuglar Sekil
4.63'de verildi. SCNP-2 6rnekleri diyaliz torbasina yerlestirildi ve 37°C’de, %5 (v/v)
Tween 80 iceren fosfat tamponu (pH 7.4) veya asetat tamponu (pH 5.0) igerisinde
inkiibasyona birakildi. Diyalizatlar giinliik olarak toplandi ve 420 nm dalga boyunda
absorbans degerleri UV spektroskopisi ile Olciilerek kiimiilatif Cur salim yiizdeleri
hesaplandi. Sekil 4.61'de goriildiigii tizere, SCNP-2'den Cur'in 20 giin sonunda pH 7.4
ortaminda yaklasik %8 oraninda, pH 5.0 ortaminda ise yaklasik %48 oraninda
salindigr belirlendi. Bu sonuglar, Cur saliminin pH'ya duyarli bir sekilde

gerceklestigini ve asidik ortamda 6nemli 6l¢iide arttigin1 ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.63 : SCNP-2’nin 37°C’de PBS tampon ¢ozeltisi (pH= 7.4) ve asetat
tampon ¢ozeltisi (pH= 5.0) igindeki in vitro salim grafigi.

4.2.7 SCNP-2’nin in vitro hiicresel alimi ve sitotoksisitesi

Sekil 4.64, SCNP-2'nin 3 ve 6 saatlik inkiibasyon siirelerinde MDA-MB-231 hiicreleri
tarafindan in  vitro hiicresel alimin1  gostermektedir. Hiicreler 10 pM
konsantrasyonunda SCNP-2 ile inkiibe edildikten sonra yikandi, Hoechst boyasi ile
boyanarak Zeiss Axio Observer Z1 floresan mikroskobu kullanilarak gériintiilendi.
Elde edilen floresan mikrograflar, her iki zaman noktasinda da SCNP-2'nin hiicreler
tarafindan etkin sekilde internalize edildigini gosterdi. Ayrica, yesil floresan sinyalinin
24 saate kadar anlamli bir azalma gostermeden devam ettigi gézlendi ve bu durum,

SCNP-2'nin hiicreler igerisinde uzun siireli birikimini destekledi.

Hoechst Cur Merge

3sa

6sa

Sekil 4.64 : SCNP-2'nin MDA-MB-231 hiicreleri tarafindan hiicresel alimi. MDA -
MB-231 hiicreleri 10 uM SCNP-2 ile muamele edildi ve 3 ve 6 saat inkiibe edildi.



Sekil 4.65'te verilen hiicre canliligi test sonuglari, MDA-MB-231 ve CDD-996Sk
hiicrelerinin 0.78-25 uM konsantrasyon araliginda P(PEGMA-r-BrMA)-1, SCNP-2
ve Cur ile 24 saat inkiibasyonu sonrasinda elde edildi. Yiiksek konsantrasyonlarda hem
SCNP-2 hem de Cur hiicre canliliginda azalmaya neden oldu. Ancak, bu etkinin MDA-
MB-231 kanser hiicrelerinde daha belirgin oldugu gozlendi. Bu durum, SCNP-2'nin
kanser hiicrelerine karsi segici sitotoksik etki potansiyeline isaret etmektedir. Ote
yandan, P(PEGMA-r-BrMA)-1 polimeri her iki hiicre hattinda da hiicre canliligini

etkilememis ve bu sonuglar polimerin biyouyumlu yapisini desteklemistir.

Mda-mhb-231
1209 .
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1004 - w m SCNP-2
% 80- R M Cur
x *
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=
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CCD-9865k
120+
I P(PEGMA-r-BriviA)-1

100+ v, w m SCNP-2
33 80 m Cur
=
= 604
=
o H
O 40+ * *

204

0 078 156 312 6.25 125 25
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Sekil 4.65 : P(PEGMA-r-BrMA)-1, SCNP-2 ve Cur ile 24 saat inkiibe edilen
MDA-MB-231 ve CCD-987Sk hiicrelerinin canlilik sonuglar1 (* p<0.05).
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4.3 Capraz Baglayic1 Olarak Cur Kullamlarak TSCNP’lerin Olusturulmasina
Dair Bulgular

Bu calismada Cur molekiilii ¢capraz baglayici olarak kullanilmasiyla iribas yapili
TSCNP’ler ve miselleri olusturulmustur. RAFT polimerizasyonu ile hidrofilik
amfifilik PEG-b-P(MMA-r-MAA) kopolimeri sentezlenmis, ardindan Cur ile ultra
seyreltik kosullarda reaksiyona sokularak TSCNP’ler olusturulmustur. Olusturulan

TSCNP’ler kullanilarak diyaliz yontemi ile DOKS yiiklii miseller olusturulmustur.

4.3.1 RAFT Polimerizasyonu ile PEG-b-P(MMA-r-MAA) sentezi ve
karakterizasyonu

RAFT polimerizasyonu ile sentezlenen makroRAFT ajam1i  kullanilarak,
[M]/[makroRAFTajan1]/[AIBN] 200/1/0.33 olacak sekildle MMA ve MAA
monomerleri AIBN varliginda etanol iginde polimerlestirildi (Sekil 4.66). Elde edilen
kopolimerler *H NMR, GPC ve DSC ile karakterize edildi.

(o]
~ o;/\ J\/xs s.
0%\/ o CH,CH,(CH,)gCH
112 CN\IS( 2CH,(CHz)gCH3
%(o\

0

ve AIBN
70°C

HO

\]

0
O\l/\ S S\
W:(W/ 0 r m Y CH;CH,(CH;)sCHy
112 CN n s
HO o ? o

Sekil 4.66 : RAFT polimerizasyonu ile PEG-b-P(MMA-r-MAA) sentezi.

Gergeklestirilen polimerizasyonlar sonucunda elde edilen polimerlerin teorik olarak
hesaplanan molekiil agirliklar, GPC ile 8lgiilen ve *H NMR’dan hesaplanan molekiil
agirliklart ile Tablo 4.7°de karsilastiriimastir.
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Polimerizasyon sonucunda elde edilen polimerin molekiil agirliklar1 THF GPC ile
Olgiildii ve GPC kromatogramlari Sekil 4.67 ve 4.68’te verildi. Etanol iginde
gerceklesen polimerizasyon ile elde edilen PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 ve PEG-b-
P(MMA-r-MAA)-2 polimerinin molekiil agirliklar: sirasiyla 18517 g/mol ve 19722
g/mol olarak belirlendi. iki polimerin de PDI degerleri 1’e yakin ¢iktig1 i¢in kontrollii

polimerizasyonun basarili bir sekilde gerceklestigi degerlendirildi.

97



Tablo 4.7 : RAFT polimerizasyonu ile elde edilen amfifilik kopolimerlerin (PEG-b-P(MMA-r-MAA)) olusma kosullar1 ve sonuglar1.?

Kod Besleme oram1  Doniisiim® Mn,thP Mn,cpc® pe¢ Mn,.nmRrY Unite orami
[MMAJ[MAA] (%) (g/mol)  (g/mol) (g/mol)  [MMAJ/[MAAJ
(Yomol)
PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 80/20 86 22114 18517 1.09 20388 77123
PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 90/10 80 19800 19722 1.10 24662 89/11

*IMJ/[PEG-CTA]/ [AIBN]=200/1/0.33, polimerizasyon siiresi= 24 saat, polimerizasyon ¢oziiciisi= Etanol.
® Gravimetrik olarak hesaplanistir.

‘GPC ile THF icerisinde 35°C’de Olclilmiistiir.

‘ "H NMR ile belirlenmistir.

98



M = 18517 gimol
M /M =1.09

14 15 16 17
Siire (dk)

Sekil 4.67 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 kopolimerinin THF GPC kromatogrami.

M = 19722 g/mol
M /M =1.10

14 15 16 17
Siire (dk)

Sekil 4.68 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 kopolimerinin THF GPC kromatogrami.

Sekil 4.69 ve 4.70°de elde edilen kopolimerlerin *H NMR spektrumlari verilmistir.

Her iki kopolimerin spektrumunda da goriildiigii gibi makroRAFT ajaninda bulunan

PEG kismina ait b ile gosterilen -CH> protonlari ile MMA f{initelerindeki bulunan ve

6 ile gosterilen metoksi protonlartyla birlikte 3.5 ppm’de ¢ikmistir. Ayrica, MAA

tinitelerine ait 3 protonlar1 12.4 ppm’de gozlenmistir. Polimerlerdeki [MMA]/[MAA]

tinite sayilar1 4.14 ppm’de gozlemlenen d protonlan ile 3.55 ppm’de gozlenen 6

protonlarinin

integrallerinin  12.4 ppm civarinda gozlenen 3 protonlarinin

integrallerine oranlanmasi ile hesaplandi. Yapilan integral hesabiyla PEG-b-P(MMA-
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r-MAA)-1 icin MMA iinite sayisi 119 ve MAA {inite sayisi ise 36 olarak belirlendi.
PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 igin MMA tinite sayis1 172 ve MAA linite sayisi ise 24
olarak belirlendi. Ayrica, tH NMR spektrumlarindan yapilan hesaplamalar sonucunda
elde edilen kopolimerlerdeki % monomer oranlarinin besleme oranina yakin oldugu
tespit edildi. Ilgili {inite sayilar1 kullanilarak hesaplanan molekiil agirliklar1 Tablo

4.7’de ayrintili olarak verildi.
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Sekil 4.69 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1’in DMSO igerisinde ¢ekilmis *H NMR
spektrumu.
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Sekil 4.70 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2’nin DMSO icerisinde ¢ekilmis *H NMR
spektrumu.
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PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 ve PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 kopolimerlerinin termal
davraniglarin1 incelemek amaciyla g¢ekilen DSC grafikleri Sekil 4.71 ve 4.72’de
verilmistir. PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 polimerinin Tgq degeri -31.2°C ve PEG-b-
P(MMA-r-MAA)-2 polimerinin Ty degerinin -38.8°C oldugu belirlendi.

Ekzo
yukari

—i

Is1 Akisi (Wig)

=60 =30 0 30 60 90 120
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Sekil 4.71 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 polimerinin DSC grafigi.
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Sekil 4.72 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 polimerinin DSC grafigi.
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43.2Cur ile PEG-b-P(MMA-r-MAA) kopolimelerinden = TSCNP’lerin

olusturulmasi ve karakterizasyonu

Iribas TSCNP’ler, sentezlenen amfifilik kopolimerlerin MAA iinitelerinin bir kisminin
Cur ile ¢apraz baglanmasi sonucunda olusturuldu (Sekil 4.73). Sentezlenen PEG-b-
P(MMA-r-MAA)-1 polimeri ve DMAP kuru DCM igerisinde N> altinda 24 saat
karisima birakildi. Ardindan Cur ve kuru DCM igerisinde DCC karisimi siringa
pompasi kullanilarak 5 mL/saat enjeksiyon hizinda N> altinda damlatildi. Damlatma
islemi bittikten sonra oda sicakliginda 48 saat karanlik ortamda karisima birakildi.
Reaksiyon sonunda DCM’in biiyiik kism1 ugurularak kalan kisim dietil eter i¢erisinde
¢oktiriildi ve TSCNP’ler ¢oziiciiniin dekante edilmesi ve katt malzemenin Cur’in
tamamen uzaklastirilabilmesi i¢in dietil eter ile yikanarak kurutulmasi sonucunda elde

edildi. Elde edilen TSCNP’ler GPC, DLS, UV, DSC ve TEM ile karakterize edildi.

™
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Sekil 4.73 : Cur ile PEG-b-P(MMA-r-MAA) kopolimelerinden iribas yapili
TSCNP’lerin olusturulmasi.

TSCNP’lerin sentezi i¢in kullanilan farkli konsantrasyonlar ve farkli [Cur]/[PEG-b-
P(MMA-r-MAA)] oranlari ile elde edilen TSCNP’lerin GPC ve DLS sonuglar1 Tablo
4.8’de karsilastirilmistir.

[ribas yapili TSCNP olusturulmasinda ilk asamada yiizey alanindaki kiigiilme
sebebiyle GPC dl¢limleri sonucunda elde edilen molekiil agirlifinda azalma goriilmesi
beklenmektedir. PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 ile elde edilen TSCNP’lerden TSCNP-1
haricindeki digerlerinde kii¢iilme gozlemlendi (Sekil 4.74) ve ikinci basamak kabul
edilen DLS olgiimleri gerceklestirildi. DLS verilerinde de GPC sonucuna benzer
sekilde kiiciilme beklenmektedir. Elde edilen verilere bakildiginda TSCNP-2’nin DLS
ile dlgiilen partikiil boyutunda azalma goriildii. GPC ve DLS sonuglar1 g6z 6niinde
bulundurularak polimerin molekiil agirligina gore en ideal kiigiilme TSCNP-2’de

gozlemlendi. PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 kopolimeri ile olusturulan TSCNP’lerden
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ise GPC ve DLS sonuglarina bakilarak polimerin molekiil agirligina gore en ideal

kiiglilme TSCNP-5 gozlemlendi (Sekil 4.75).

Tablo 4.8 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 ve PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 kopolimerleri
ile Cur kullanilarak sentezlenen TSCNP’lerin olusma kosullar1 ve sonuglari.

Kod Konsantrasyon? [Cur]/ Mhn cpc? Partikiil
(mg/mL) [PEG-b-(MMA-r-  (g/mol) Boyutu®
MAA)] (nm)
PEG-b-P(MMA-
r-MAA)-1 - - 18517 6.53 £0.43
TSCNP-1 0.33 3 18625 7.35+0.19
TSCNP-2 0.2 3 16791 6.16 £ 0.66
TSCNP-3 0.2 5 17920 7.24+£0.78
TSCNP-4 0.2 7 17334 6.64 +0.60
PEG-b-P(MMA-
r-MAA)-2 - - 19722 6.81 £0.61
TSCNP-5 0.2 3 18923 6.50 £0.22
TSCNP-6 0.2 5 19355 8.34 +0.60

‘DCM igerisinde hazirlanmustir.
GPC ile THF igerisinde 35°C’de Olctilmiistiir

‘DLS Ol¢limii sonucunda elde edilmistir.
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—— PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1

M = 18517 g/mol — TSCNP-1
—— T TSCNP-2
M = 18627 g/mol —— TSCNP-3
—— TSCNP-4

M = 16793 g/mol

M = 17920 g/mol

M = 17344 g/mol

14 15 16 17
Siire (dk)

Sekil 4.74 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 kopolimeri ve TSCNP’lerin THF GPC
kromatogramlari.

—— PEG-b-P(MMA -r-MAA )

——TSCNP-5
——TSCNP-6

M = 19722 g/mol

M = 18923 g/mol

Mn= 19355 g/mol

14 15 16 17
Siire (dk)

Sekil 4.75 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 kopolimeri ve TSCNP’lerin THF GPC
kromatogramlari.

DCM'de igerisinde belli bir konsantrasyonda hazirlanan Cur, PEG-b-P(MMA-r-
MAA)-1, TSCNP-2, PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 ve TSCNP-5’in UV spektrumlari
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karsilagtirildi. Asagida verilen Sekil 4.76 ve 4.77 incelendiginde PEG-b-P(MMA-r-
MAA)-1’de ve PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2’de Cur’in 424 nm'de go6zlenmeyen
absorpsiyon pikinin TSCNP-2'de ve TSCNP-5te gozlendigi goriillmektedir.

1.0 5

0.5

Absorbans

b)

a)

c)

0.0 T T T T T T ' T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.76 : a) Cur (0.002 mg/mL), b) PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1 (7 mg/mL) ve c)
TSCNP-2’nin (7 mg/mL) DCM igerisinde ¢ekilmis UV spektrumlari.

1.0

0.5 b)

Absorbans

0'0 v 1 M 1 M I ' 1 b 1 \ 1
300 350 400 450 500 550 600
Dalga boyu (nm)
Sekil 4.77 : a) Cur (0.002 mg/mL), b) PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2 (10 mg/mL) ve
¢) TSCNP-52in (10 mg/mL) DCM igerisinde ¢ekilmis UV spektrumlari.

Her iki polimerin ve bu polimerlerden olusturulan TSCNP-2 ve TSCNP-5’in termal
davraniglart DSC ile incelenerek Sekil 4.78 ve 4.79°da verilmistir. DSC grafiklerinde
PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1’in Tg degerinin 31.23°C ve TSCNP-2’nin Ty degerinin
49.90°C oldugu, PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2’in Ty degerinin 38.79°C ve TSCNP-5’in
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Ty degerinin 53.81°C oldugu goriilmektedir. Ty degerinde gbzlenen bu artis TSCNP

olusumu desteklemektedir.

Ekzo
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Sekil 4.78 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-1’in (siyah) ve TSCNP-2’nin (kirmizi) DSC
grafikleri.
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Sekil 4.79 : PEG-b-P(MMA-r-MAA)-2’nin (siyah) ve TSCNP-5’in (kirmizi1) DSC
grafigi.

Son olarak, TSCNP-5’in morfolojisi TEM ile goriintiilendi (Sekil 4.80) ve TSCNP-

5’in 10-30 nm ¢apinda monodispers ve kiiresel yapida oldugu belirlendi.
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| ekll 4.80 : TSCNP-5’in STEM goruntulen (olgek— 10 nm)

43.3TSCNP’ler ile bos ve DOKS yiikli misellerin olusturulmasi1 ve
karakterizasyonu

TSCNP-2 ve TSCNP-5 kullanilarak diyaliz yontemi ile miseller olusturuldu. Elde
edilen misellerin karakterizasyonu i¢in DLS ve TEM kullanildi. DLS 6lgiimleri igin
misellerin 1 mg/mL olacak sekilde sulu ¢ozeltileri hazirlandi. Yapilan Ol¢timler
sonucunda misellerin ortalama partikiil boyutlarinin Mrscnp-2 icin 23.18+1.88 nm ve
Mrscnes igin - 35.13£1.77 nm oldugu tespit edildi. Misellerin morfolojisi TEM ile
goriintiilendi (Sekil 4.81).

ns e

Sekil 4.81 : Mrscnp-2 (S0l) ve Mrscne-s (sag) miselinin TEM goriintiileri (6lgek= 100
nm).

Polimerlerin hidrofobik bilesenleri ile ilag arasindaki hidrofobik etkilesimler ilag
kapsiillenmesinde ana itici gii¢ oldugundan, DOKS yiiklemesi i¢in diyaliz yontemini
kullanildi. Mtscne-s miseli DOKS yiiklemesinden sonra pargacik boyutunda ciddi bir
artis gézlemlendi. Yapilan 6l¢iimler sonucunda misellerin ortalama partikiil boyutu
112.346.92 nm oldugu tespit edildi. DOKS yiiklii Mtscne-s misellerinin morfolojisi de
TEM ile incelenerek Sekil 4.82°de verildi. IYK ve 1YV degerleri, daha &nce

olusturulmus kalibrasyon egrileri kullanilarak numunelerin 485 nm'deki emiliminin
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belirlenmesiyle hesaplandi. DOKS, %6'lik IYK ve %20'lik iYV'de Mrscne-s

misellerine iyi bir sekilde kapsiillendi.

% 9/4/2024 vac mode HV spot | det mag [ | mode — 200 nm —
11:26:54 AM High vacuum | 30.00kV | 3.0 STEM 3 300 000 x BF BOUN-LifeSci

Sekil 4.82 : DOKS yiiklii Mtscnpe-s miselinin STEM goriintiileri (6lgek= 200 nm).
4.3.4 KMK’nin belirlenmesi

KMK’nin belirlenmesi i¢in giderek azalan farkli konsantrasyondaki misel
cozeltilerinin icine floresan Ozelligi olan piren molekiilii eklendi ve ELISA ile
floresans Ol¢iimii alindi. Cozeltiler 334 nm’de uyarilarak 384 nm ve 373 nm’deki
intensite degerleri oranlandi (Is/l1). Bu intensite oran1 TSCNP konsantrasyonunun
logaritmasina kars1 grafige gegirilerek en uygun iki dogrunun kesisim noktasindan
sulu ortamda kararli misellerin olusumu i¢in gereken minimum TSCNP
konsantrasyonuna karsilik gelen kritik misel konsantrasyonu Mtscnp-2 V€ MTscnp-s i¢in
sirasiyla 12.66 pg/mL (Sekil 4.83) ve 1.21 pg/mL (Sekil 4.84) olarak belirlendi.
Gozlemlenen diisik KMK degerleri sebebiyle TSCNP-5'den elde edilen misellerinin
cok diislik kopolimer konsantrasyonlarinda stabil kalabilecegini ve bunun da ilacin
dolasim siiresini artirabilecegini gosterdi. Bu sebeple de DOKS yiiklemek igin

TSCNP-5’1in kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 4.83 : Mrscne-2 'nin sulu ¢ozelti konsantrasyonunun (mg/mL) logaritmasina
kars1 floresans yogunluk oraninin I3/l; grafigi.
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Sekil 4.84 : Mrscnp-s'in sulu ¢6zelti konsantrasyonunun (mg/mL) logaritmasina
karsi floresans yogunluk oraninin I3/l; grafigi.

4.3.5 Mtscnppoks’un ilag salim ¢alismasi

Elde edilen misellin ilag tasiyici olarak potansiyellerini tespit etmek igin daha dnceden
olusturulmus DOKS yiiklii miselin ilag salim ¢alismas1 pH’a bagli olarak PBS tampon
¢ozeltisi i¢inde (pH= 7.4 ve pH= 5.0) ig¢inde 37°C’de inkiibe edilerek incelendi.
Medyumlardan belirlenen siireler icerisinde oOrnekler alindi ve ELISA cihazi
kullanilarak 6l¢iimleri yapildi. Kiimiilatif olarak birlestirilen sonuglar sonrasinda Sekil
4.85’te gosterildigi iizere TSCNP-5’ten elde edilen DOKS yiiklii misellerin salim
grafikleri elde edildi. Yapilan salim ¢aligmasinda miselden pH 7.4'te salinan DOKS
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miktar1 %5 gibi bir oran ile ihmal edilebilir diizeydeydi. Salim ortami pH’1 5.0%e
diisiiriildiiglinde, misel ilac1 salmaya basladi ve salinan DOKS miktar1 %29 oranina
ulasti. Bu tiir farkliliklar, DOKS'un kan dolasimi sirasinda kapsiillenmesine ve asidik
tiimor bolgelerine ulastiktan sonra salinmasina izin veren ilgili misellerden DOKS
salimmin pH bagmmliligint dogrulamaktadir. pH 7.4'te, polimer ile DOKS =n-n
etkilesimleriyle giiclii bir sekilde tutundugu i¢cin DOKS tamamen hidrofobik ¢ekirdek
tarafindan yakaland1 [199]. Ote yandan, pH 5.0'te n- & etkilesimleri azalmakta ve bu

da DOKS'un kagmasina neden olmaktadir.
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Sekil 4.85 : Mrscnppoks’un 37°C’de PBS tampon ¢ozeltisinde (pH= 7.4 ve pH=
5.0) igindeki in vitro salim grafigi.

4.3.6 Antioksidan aktivite tayini

Antioksidan aktivite tayini igin DPPH metodu radikal temizleme aktivitesini
belirleyerek kimyasal bilesiklerin antioksidasyonunu 6lgmek i¢in siklikla kullanilan
bir yontemdir. TSCNP'lerin antioksidan kapasitesini test etmek igin Cur ve tasiyici
sistemler {izerinde bir DPPH radikal temizleme testi gergeklestirildi. Sekil 4.86°da
goriildiigli lizere yapilan tasiyicilarda, Cur konsantrasyonunun artmasiyla DPPH
radikalleri tizerinde artan temizleme aktivitesi gosterdi. Cur’in, polimerlere
konjugasyonu radikal temizleme yeteneklerini azaltir. Yapilan onceki caligsmalar,
Cur'in antioksidan aktivitesinin iki fenolik hidroksil grubu ve bir f-diketon kismindan
bir enol dahil olmak iizere benzersiz reaktif gruplarindan kaynaklandigin1 dogruladi.
Napnopartikiillerin azaltilmis antioksidan kapasitesi, biiyiik olasilikla molekiilii

baglamak i¢in Cur tizerindeki her iki fenol kisminin kullanilmasindan
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kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, bagli Cur molekiilleri, radikal sondiirme

reaksiyonlarina katkida bulunan p-diketon kisminin antioksidan aktivitesini yansitir.

Cur mTSCNP-2

w B a
o o o

% Inhibisyon
S

=
o o

I n 'm
85 70 55

Konsantrasyon (ng/mL)

100 40

Cur mTSCNP-5

% Inhibisyon
N w B al
o o o o

[
o

|II .III .III .III S
85 70 55 40

100

o

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.86 : TSCNP-2, TSCNP-5 ve Cur’in DPPH radikal giderme metodu ile
belirlenen antioksidan aktivite grafikleri.

4.3.7 Mtscnepoks’un in vitro hiicresel alim ve sitotoksisitesi

Sekil 4.87°de Mtscnppoks'Un 3, 6 ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda MDA-MB-231
hiicreleri tarafindan in vitro hiicresel alimini gostermektedir. Hiicreler 10 pM
MTscnppoks ile inkiibe edildi. Ardindan yikandi, Hoechst boyama ile boyandi ve
goriintiileme 40x biyiitmede floresan mikroskopisi (Zeiss Axio Observer Z1)
kullanilarak goriintiilendi. Mavi kanal Hoechst floresansini, kirmizi kanal ise DOKS
floresansini tespit etmistir. Floresan goriintiileri, tim zaman noktalarinda 6nemli alim
oldugunu ve hiicrelerde 24 saate kadar DOKS birikimini gosteren kalict kirmizi

floresan sinyalini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.87 : Mtscnpooks'Un MDA-MB-231 hiicreleri tarafindan hiicresel alima.
MDA-MB-231 hiicreleri 10 uM Mrscnepoks ile muamele edilerek 3, 6 ve 24 saat
inkiibe edildi.

100 uM ile 3.125 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat boyunca
MTscne-s, MpoL, Cur, Mtscnepoks, DOKS ve DOKS-Cur ile inkiibe edilen MDA-MB-

231 hiicreleri i¢in canlilik testi sonuglar1 Sekil 4.88’de gosterilmistir. Hiicre canliligy,
tiim bilesikler i¢cin zamana ve konsantrasyona bagl bir sekilde azaldi ve en belirgin
azalmalar 72 saat sonra gozlemlendi. Mtscnp-s, MpoL, Cur sinirlt sitotoksisite gosterdi
ve hiicre canliligini cogu konsantrasyon ve zaman noktasinda %60'n iizerinde tuttu.
Buna karsilik, MTtscneooks daha yiiksek sitotoksisite gosterdi ve ¢ofu zaman
noktasinda serbest DOKS ve DOKS-Cur'e oldukga benzedi. Mtscnppoks'un en yiiksek
sitotoksisitesi, Ozellikle daha yiiksek konsantrasyonlarda 72 saatte goézlemlendi.
Ozellikle, Mtscnppoks'un serbest DOKS ve DOKS-Cur'e kiyasla 24 saatte daha fazla
sitotoksisite gosterdigi, bunun da muhtemelen doksorubisinin akut salinimindan

kaynaklandig: dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 4.88 : Mrscne-s, Mpor, Cur, Mrscnpooks, DOKS ve DOKS-Cur ile 100 uM
ile 3.125 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilig1. Hiicre canliligi MTT testi kullanilarak
degerlendirildi ve 570 nm'de emilim dSl¢iildii.

100 uM ile 3.125 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat boyunca
MTscnes, MpoL, Cur, Mtscnepoks, DOKS ve DOKS-Cur’in saglikli CCD-986Sk
hiicreleri i¢in canlilik testi sonuglar1 Sekil 4.89°da gosterilmistir. MDA-MB-231
hiicrelerine benzer sekilde, hiicre canlilig1 zamana ve konsantrasyona bagli bir sekilde
azaldi. Mrscnp-s Ve MpoL, daha diisiik konsantrasyonlarda canliligi %60'n {izerinde
tutarak minimal sitotoksisiteye neden oldu. Mrscnprooks, serbest DOKS ve DOKS-Cur
ile karsilastirilabilir sitotoksisite gosterdi ve canliliktaki en biiyiik azalma daha yiiksek
konsantrasyonlarda ve 72 saatte gézlemlendi. Ilging bir sekilde, Cur, dzellikle yiiksek
konsantrasyonlarda, MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla CCD-986Sk hiicrelerinde
biraz daha yiiksek sitotoksisite gosterdi.
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0 312 625 125 25 50 100 0 312 6.25 125 25 50 100
Konsantrasyon {(pM) Konsantrasyon (pM)

m Mrscnes

B Mpoy

w= Cur

= Mrscnpoox
= DOX

= DOX-CUR

Canlilik (%)

0 312 625 125 25 50 100
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.89 : Mrscnp-5, MpoL, Cur, Mtscnrooks, DOKS ve DOKS-Cur ile 100 uM
ile 3.125 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen
CCD-986Sk hiicrelerinin canliligi. Hiicre canliligt MTT testi kullanilarak
degerlendirildi ve 570 nm'de emilim 6l¢iildi.
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5. SONUC

Ilk calismada sisplatin konjuge SCNP'ler sentezlenmeye calisilmis ancak ¢oziicii
ortaminin su olmasi nedeniyle SCNP’lerin eldesinde agregasyon sorunlari; polimer
icinde gerceklesen hidrojen baglari kaynakli farkli boyutlarda istenmeyen ¢okme
olusumlarinin gézlenmesi gibi sebeplerden basarili sonuglar elde edilememistir.
Ikinci ¢alismada Cur konjuge SCNP’lerin olusturulmasi icin RAFT polimerizasyonu
yoluyla P(PEGMA-r-BrMA) hidrofilik kopolimeri sentezlenmistir. Oncii kopolimer
ile ¢apraz baglayici olarak Cur kullanilmasiyla Williamson eterifikasyonu yoluyla
SCNP olusumu gergeklestirilmistir. Elde edilen SCNP’ler GPC, DLS ve TEM
analizleriyle dogrulandigi gibi iyi tanimlanmis yapilar sergilemis ve fizyolojik ve
timor simiilasyonu kosullar1 altinda kontrollii Cur salimi1 géstermistir. Yapilan hiicre
testlerinde SCNP yiiksek hiicresel alim ve segici antikanser aktivite gosterirken,
polimerin tek basina saglikli hiicrelerde giivenli oldugu gosterilmistir.

Son olarak Cur konjuge iribas yapili TSCNP’lerin olusturulmasi igin RAFT
polimerizasyonu  yoluyla  PEG-b-P(MMA-r-MAA)  amfifilik  kopolimeri
sentezlenmistir. Bu polimerler ile Cur molekiiliiniin Fischer esterifikasyonu yoluyla
TSCNP olusumu gergeklestirilmistir. Elde edilen TSCNP’ler GPC, DLS ve TEM
analizleriyle dogrulandig: gibi iyi tanimlanmis yapilar sergilemis ve fizyolojik ve
tiimdr simiilasyonu kosullar1 altinda kontrollii Cur salinimi géstermistir. TSCNP’lerde
karsilasilan diisiik Cur yiikleme kapasitesini desteklemek amaciyla DOKS ile kombine
calismalarini degerlendirmek i¢cin TSCNP-5’den DOKS yiiklii misel olusturulmustur
ve bu yapilarda fizyolojik ve tiimor simiilasyonu kosullar1 altinda kontrolli DOKS
salinimi gostermistir. Yapilan hiicre testlerinde Mrscne'nin yiiksek hiicresel alim ve
secici antikanser aktivitesi gosterirken, polimer tek basina saglikli hiicrelerde giivenlik
gostermistir. Bu sonuglar Cur konjuge SCNP ve TSCNP'lerin ilag tasiyicilar olarak

umut verici adaylar olduklarin1 gostermistir. Farkli kanser modelleri ve terapotik
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uygulamalar genelinde etkinliklerini kesfetmek icin daha fazla aragtirma yapilmasi

gerekmektedir.
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