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MEME KANSERI TEDAVISI iCIN YENI BiR POLIMERIK IKiLi iLAC
TASIMA SISTEMININ GELISTIRILMESI

OZET

Kanser tedavisinde kullanilan konvansiyel yontemlerinin sistemik etkiye sahip
olmas1 bundan dolay1 kanserli hiicrelerin yani sira saglikli hiicrelerin de olumsuz
olarak etkilenmesi ilag tasiyici sistemler iizerine yapilan caligmalarin giderek
artmasii saglamistir. Kemoterapotik ajanlarin  diisilk ¢ozlniirliikleri, yiiksek
toksisiteleri, diisiik stabiliteye sahip olmalar1 tedavinin etkinligini sinirlamaktadir.
Polimerik ila¢ tasiyici sistemlerin gelistirilmesi antikanser ilaci tiimor bdlgesine
hedeflemeyi saglamakta ve yan etkileri azaltmaktadir. ikili ilag tastyici sistemlerin
kanser tedavisinde kullanilarak sinerjestik etkiye sahip antikanser ajanlarin bir arada
verilmesiyle tedavinin etkinligini arttirilmaktadir. Akciger kanserinden sonra en sik
goriilen ikinci kanser ¢esidi olan meme kanserinde cerrahi tedavi, radyoterapi,
hormone terapi ve kemoterapi tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir.
Kemoterapotik ajan olarak kanser tedavisinde kullanilan alkilleyici bir ajan olan
Gemsitabin ve platin tiirevi bir antikanser ila¢ olan Cisplatin’in bir arada kullanilmasi
meme kanseri tlizerindeki sitotoksik etkiyi arttirdigi bilinmektedir. Bu ¢alismayla
birlikte Gemsitabin ve Cisplatin yiiklii nanopartikiillerin sentezi gergeklestirilmis ve
nanopartikiillerin MDA-MB-231 meme kanseri ve CCD-1079Sk saglikli fibroblast
hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir. Literatiire bakildiginda
Cisplatin ve Gemsitabin antikanser ilaglarin bir arada kullanilarak meme kanserini
hedef alan ila¢ tasiyici sistemin gelistirilmesi ilizerine yapilan ¢aligmalar sinirlidir.
Arastirma diisiik doz kullanimiyla yan etkilerin azaltilmas1 ve meme kanseri hedefli
bir polimerik ikili ilag tasiyici sistem gelistirilmesini amagladigindan kadinlarda en
sik goriilen kanser tipi olan meme kanserinin tedavisindeki etkinligin arttirilmasi
acisindan onem tasimaktadir. Yeni bir polimerik ikili ila¢ tasima sisteminin literatiire
kazandirilmasi ¢aligmay1 ayrica 6nemli kilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Gemsitabin, Cisplatin, ilag tastyic1 sistemler
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DEVELOPMENT OF A NEW POLYMERIC DUAL DRUG DELIVERY
SYSTEM FOR BREAST CANCER TREATMENT

SUMMARY

The fact that the conventional methods used in cancer treatment have a systemic
effect that cause the side effects of cancerous cells as well as healthy cells have led to
an increasing number of studies on drug delivery systems. Insolubility, high toxicity,
and low stability of chemotherapeutic agents limit the effectiveness of the treatment.
The development of polymeric drug delivery systems enables targeting the
anticancer drug to the tumor site and reduces side effects. By using dual drug
delivery systems in cancer treatment, the effectiveness of the treatment is increased
by combining anticancer agents that have synergetic effect. Surgical treatment,
radiotherapy, hormone therapy and chemotherapy are used as treatment methods in
breast cancer, which is the second most common type of cancer after lung cancer. It
is known that the combined use of Gemcitabine, an alkylating agent used in cancer
treatment as a chemotherapeutic agent, and Cisplatin, a platinum-derived anticancer
drug, increases the cytotoxic effect on breast cancer. In this study, Gemcitabine and
Cisplatin loaded nanoparticles were synthesized and the cytotoxic effects of
nanoparticles on MDA-MB-231 breast cancer and CCD-1079Sk healthy fibroblast
cell line were investigated. When we look at the literature, studies on the
development of a drug delivery system targeting breast cancer by using a
combination of Cisplatin and Gemcitabine anticancer drugs are limited. The research
Is important in terms of increasing the effectiveness in the treatment of breast cancer,
which is the most common type of cancer in women, as it aims to reduce side effects
with the use of low doses and to develop a polymeric dual drug delivery system
targeted at breast cancer. Adding a new polymeric dual drug delivery system to the
literature also makes the study important.

Keywords: Breast cancer, Gemcitabine, Cisplatin, Drug delivery systems

XVi



1. GIRIS

Gilinlimiizde antikanser ilaglar basta olmak {izere bir¢ok ila¢ molekiilii i¢in giderek
artan sayida nanopartikiil temelli ilag¢ tastyict sistemler gelistirilmektedir. Ayrica
yapilan deneysel ve klinik ¢alismalarla birlikte bu ilag tasiyici sistemlerin in vitro ve
in vivo etkinliklerinin gosterilmesi bu ilag tasiyict nanopartikiillerin kanser basta
olmak tizere bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanilmas1 agisindan énem tasimaktadir.
Tani ve tedavide kullanilmak tizere farkli tekniklerle gelistirilen ve gesitli 6zelliklere
sahip nanopartikiiller molekiiler goriintilemeyi mimkiin kilmalar1 sayesinde
hastaligin erken tespiti ve hastalik evresinin belirlenmesini, ilacin kontrollii salim1 ve
dozaj diizeyinin minumum diizeye indirilmesini, yan etkilerin azaltilmasini ve tedavi

etkinliginin arttirilmasini saglamaktadir [1].

Nanopartikiillerin hastaligin tan1 ve teshisinde sahip oldugu istiin ozellikleri
nedeniyle yapilan c¢alismalar farkli nanopartikiil hazirlama ve karakterizasyon
tekniklerinin  gelistirilmesi alaninda yogunlasmustir. Ilag tasiyic1 sistemlerin
gelistirilmesinde kitosan ve dekstran gibi dogal maddeler, dallanmis polimerlerden
olusan dendrimerler, siiperparamanyetik demir oksit nanopargaciklar (SPIONs) gibi
¢esitli manyetik nanopargaciklar, lipozomlar, altin nanopargaciklar ve polilaktik asit,
poliakrilat, polikaprolakton, polietilen glikol gibi g¢esitli molekiillerden olusan
polimer yapili nanopartikiiller kullanilmaktadir [2]. Dis uyaranlara tepki verebilen
polimerler sentezlenerek bunlarin nanopartikiillere doniistiiriilmesi ve sentezlenen
nanoparcaciklarin yiizeylerine fonksiyonel polimerler araciligiyla islevsellik
kazandirilmasi1 kansere hedeflendirilmis kontrollii salinan ilag tasiyici sistemlerin
gelistirilmesine ivme kazandirmistir. Kontrollii polimerizasyon tekniklerinin ve bu
tekniklerle sentezlenen polimerlerin karakterizasyon yontemlerinin gelistirilmesiyle
saglik alaninda yiiksek potansiyele sahip iyi karakterize edilmis polimerlerden

olusturulan nanopargaciklarin kullanimi artmaktadir.

Ilag tastyict polimerik nanopartikiiller suda iyi ¢dziinmeyen antikanser ilaglarin

biyo¢oziirliiglinii arttirarak ilagtan yiiksek biyoyararlanimi saglamaktadir. Ayni



zamanda nanopartikiillerin ikili ila¢ tasiyici sistemler olarak tasarlanmasi ya da

cesitli tedavi yontemleriyle kombinasyonuyla tedavinin etkinligi arttirilabilmektedir.

Bu ¢alismada meme kanserine yonelik tedavinin etkinliginin arttirilmasi i¢in yeni
ikili ilag tasiyict sistemin gelistirilmesi amaglanmistir. Calismada tersinir eklemeli -
parcalanma zincir aktarimi polimerizasyonu (RAFT) teknigi kullanilarak fruktoz
seker Unitesi iceren Gemsitabin (Gem) ve Cisplatin (cisPt) antikanser ilaglarini
tasiyan polimerik ilag¢ tasiyict nanopartikiillerin sentezi, karakterizasyonu ve in vitro
etkinliklerinin belirlenmistir. Bu kapsamda polimerlerin sentezinde kullanilacak
fruktoz ve glukoz metakrilat yapili monomerler ve Gem ile fonksiyonlandirilmig
RAFT ajani sentezlenip karakterize edilmistir. ilk olarak seker monometlerinin
homopolimerizasyonu Gem tasityan RAFT ajani ile hazirlanmis akabinde metakrilik
asit ile diblok kopolimerleri sentezlenmistir. Sentezlenen polimerlere cisPt ilag
yiiklemesi gerceklestirilmesinin ardindan olusturulan nanopartikiillerin sitotoksisite,
ilag salim ve hiicre i¢i alim etkinlikleri hem CCD-1079Sk saglikli fibroblast hiicre
hattt hem de MDA-MB-231 gogiis kanseri hiicre hatlart  kullanilarak in vitro olarak

arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tiimor Mikrocevresi ve EPR etkisi

Tiimor; komsu hiicre ve organlara ya da viicudun diger kisimlarina yayilma
potansiyeli tastyan normalden farklilasmis hiicrelerin anormal sekilde boliinmesiyle
meydana gelmektedir. Viicudun diger kisimlarina yayilmayan tiimorler iyi huylu
tiimor olarak adlandirilmakla birlikte istilaci hiicrelerden olusan koétii huylu tiimorler
metastatik Ozellik tasirlar. Kanserin metastatik formunda kanserli hiicreler kanserin
baslangicta olustugu konumdan komsu hiicre ya da dokulara lenfatik yolla bolgesel
lenf diigiimlerine ya da kan yoluyla hematojenik olarak yayilir [3,4]. Timor
mikrocevresi olarak adlandirilan timoriin mevcut oldugu hiicresel ¢evre kan
damarlari, fibroblastlar, bagisiklik sistemi hiicreleri, kemik iliginden tiirevlenen
enflamasyon hiicreleri, lenfositler ve ekstraselliller matriks bilesenlerinden

olusmaktadir (Sekil 2.1) [5].
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Sekil 2.1 : Timdr mikrogevresini olusturan bilesenler [6].

Varolan tiimor ekstraselliiler sinyaller araciliiyla etrafini ¢evreleyen mikrogevreyle

etkilesime girerek tiimor anjiyogenezini ve periferal immiin toleransi saglar. Ayrica
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tiimdr mikrogevresi kanser ilerlemesinin ve ilag direncinin arastirilmasinda énemli
rol oynamaktadir. Tiimor; yayilma yetenegi, ekstraselliiler matriks bilesenlerini
yikima ugratma kapasitesi, kan akisi icerisinde varligini siirdiirebilme yetenegi ve
viicudun farkli dokularina yerlesebilme kapasitesi olmak iizere dort temel 6zellige
sahiptir. Timortiin dokular arasinda gelisimi ve ilerlemesi iginde bulundugu doku

mikrogevresi ile yakindan iligkilidir [7].

Timor anjiyogenezi hiicrelerin  boliinlip c¢ogalmalar1 igin gereken besinlere
ulagsmalar1 agisindan 6nem tasimaktadir. Kanser hiicreleri bulunduklar1 boélgelerde
anjiyogenezi arttirip kan akisiyla gelen besinleri kullanarak boliinmeleri igin gerekli
enerjiyi buradan elde ederler. Kanserli hiicrelerde hizli bir sekilde enerji eldesi
gerekliliginden dolay1 kolayca yikilarak yiliksek enerjinin elde edildigi

karbonhidratlar hiicreler i¢in 6nemli bir kaynak olarak teskil etmektedir [8].

Kanserin tani ve tedavisinin arastirilmasinda doku mikrogevresi timor olusumu ve
gelismesi silireci ilizerine etkisinin anlagilmast ¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Timor
mikrocevresi aynt zamanda kanserin hangi asamada oldugu, tedaviye karsi timor
bolgesinde gelisen direnci, kanserli hiicrelerin immiin sistem tarafindan taninamasi
ve metastazda Oonemli rol oynamaktadir. Bu sebeple yapilan arastirmalar timor

mikrogevresini hedef alan tedavi yontemlerine yogunlagmustir.

Birgok kanser normalde damarli olmayan g¢ogunlukla epitel dokularda olusan
etraftaki doku ve organlar1 iggal eden karsinomlardan meydana gelmektedir.
Kanserin 6nemli bir belirteci olan anjiyogenezdeki artig tiimor bolgesinde anormal
vaskiiler yapilarin olusmasina sebep olmaktadir. Tiim6r dokularinda diflizyon kisith
hale geldiginde, besin alimi, atiklarin uzaklastirilmas1 ve oksijen iletimi i¢in yeni
vaskiiler yapilarin olusturulmasi anjiyogenez olarak adlandirilmaktadir [9]. Tiimor
bolgesinde bulunan damarlar islevleri, yapilart ve organizasyonlar1 itibariyle
heterojen bir 6zellik gosterirler. Tiimor bolgesinde bulunan vaskiiler yapilar normal
hiyerarsik diizenlerinden uzaklagmistir ve normal vaskiiler yapidan daha gecirgen
Ozellik tasimaktadir Tiimor damar sistemi bilesenlerin timor dokularina birikmesine
yol acan zayif bir lenfatik sistemi de beraberinde barindirmaktadir. Bu tiir bir etki
arttirilmis gegirgenlik ve alikonma (EPR) etkisi olarak adlandiriimaktadir (Sekil 2.2)
[10,11].



EPR etkisi tiimor dokularinin sahip oldugu, terapdtik amagla gelistirilen molekdillerin
pasif hedeflendirilmesinde yararlanilan bir 6zelliktir. Pasif hedeflendirmede timor
dokularina niifuz eden vaskiiler yapilarin sahip oldugu porlarin boyutundan daha
kiiciik bir capa sahip olan nanopartikiiller sayesinde kullanilan terapdtik ajanin

iletimi, tiimor bolgesinde alikonmasi ve kontrollii salim1 amaglanmaktadir.
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Sekil 2.2 : Arttirilmis gegirgenlik ve alikonma etkisiyle hedefli nanoilag alimi [12].

EPR etkisinin terapotik bir molekiilin tiimor bolgesine hedeflendirilmesinde
kullanilmas:  konsepti Maeda’nin  ¢alismasinda  Poli(stiren-ko-maleik  asit)
neokarzinostatin (SMANCS) molekiiliiniin timor dokularina yonelik kullanilmasiyla
baglamistir [13]. EPR etkisi ilk olarak Maeda ve Matsumura tarafindan 1986 yilinda
kullanilmistir. Yaptiklar1 calismada polimer konjugati antikanser bir protein olan
neokarzinostatini kullanarak radyoaktif isaretlenmis, molekiiler agirhig:r 12 kDa ile
160 kDa arasinda degisen terapotik ajanin 19 ve 72 saat aralifi igerisinde kan
damarlar1 igerisindeki konsantrasyonlarinit ve tiimor bolgesindeki birikimi
incelemislerdir. Timoér bolgesindeki birikimin  sebebinin  bolgedeki vaskiiler
yapilanmadaki artig, arttirllmis gegirgenlik ve diisiik kan akisi ya lenfatik sisteme

geri alimdan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir [14].

Tiimor dokularindaki anormal yapidaki gecirgen damarlar ve EPR etkisi sayesinde
nanopartikiiller diger dokulardan daha cok tiimdr dokularinda birikim gosterirler.
Nanopartikiillerin yiizeylerinin modifikasyonuyla partikiil boyutunun arttirilmasi

nanopartikiillerin tiimor bdlgesine iletimini etkiler. Ayrica karaciger ve dalakta



bulunan retikiiloendoteliyal sistemin (RES) de EPR etkisini azalttig1 bilinmektedir.
RES monositlerden olusan viicut sistemindeki yabanci madde ve partikiillerin
fagositozundan sorumlu hiicrelerden olusmakta olup mononiiklear fagosit sistem
olarak da bilinmektedir. Bu hiicrelerin biiyiikk cogunlugu (%90) karacigerde geri
kalan1 ise dalakta bulunmaktadir. RES viicuttaki diger yabanci maddeler gibi
terapotik amagla verilen nanopartikiilleri de hedef almaktadir. Nanopartikiillerin
tiimor bolgesine iletilmesindeki bu zorlugu partikiillerin yiizey modifikasyonuyla
asabilmek miimkiin olmaktadir [14]. Ornegin dekstran, albiimin, polietilen glikol gibi
biyouyumluluk saglayan molekiiller demir oksit nanopartikiillerin yiizey

modifikasyonu i¢in kullanilmaktadir [15].

2.2. Kanser; Meme Kanseri ve Tedavi Yontemleri

Kanser; hiicre boliinmesi, programli hiicre 6liimii gibi 6nemli hiicresel siire¢leri
diizenleyen proto-onkogen ve tiimor baskilayici genler olarak adlandirilan genlerde
bir¢ok genetik ve somatik mutasyonun birikmesiyle hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmas1 ve yayilmasiyla sonuclanan multifaktoriyel bir hastaliktir. Kanser diinya
genelinde gerceklesen Oliimlere yiiksek oranda sebebiyet veren 6nemli hastaliklarin
basinda gelmektedir. Her yil kanser sebebiyle milyonlarca insanin kanser nedeniyle
vefat ettigi bilinirken 2012 yilindan 2030 yilina kadar ortaya ¢ikan kanser vakalarinin
%50 oraninda artacagi diistiniilmektedir [17].

Insanlar etkileyen birgok tip kanser gesidi bulunmaktadir. Kadinlarda en yaygin
olarak diinya genelinde ise akciger kanserinden sonra en yaygin ikinci kanser ¢esidi
olan meme kanseri 2020 yilinda 2.3 milyondan fazla kadinda teshis edilmis ve ayn
yil igerisinde diinya genelinde 685 bin kiginin Olimiine sebep olmustur [18].
Kanserin ¢esidine ve asamasina gore kullanilan farkli tedavi yontemleri
bulunmaktadir. Bunlarin arasinda kemoterepi, cerrahi tedavi, radyoterapi, hormonal
terapi, immunoterapi gibi tedavi yontemleri bulunmaktadir. Bazi durumlarda

tedavinin daha etkili olmasi i¢in yontemlerin kombinasyonu kullanilabilmektedir.

Cerrahi tedavi bir¢cok klinik meme kanseri vakasinda en sik kullanilan tedavi
yontemlerinin basinda gelmektedir. Cerrahi tedavi meme kanserinin lokal tedavi
yontemlerinden birisidir. Bu ydntemde viicudun yalniz tedavinin uygulandig
bolgedeki hiicreleri etkilenmektedir. Yapilan ameliyatlarda memenin tamamen

alinarak tiimoriin ¢ikarilmasi ya da meme korunarak yalnizca tiimor cerrahi yontemle
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uzaklastirllmasiyla gerceklesmektedir. Meme koruyucu cerrahi olarak anilan bu
yontem segmental ya da parsiyel (kismi) mastektomi olarak adlandirilmaktadir.
Onkoplastik cerrahi yontemlerin giinlimiizde giderek gelismesiyle beraber meme
koruyucu cerrahi tedavi teknik olarak daha miimkiin hale gelmekle beraber ameliyat

oncesi neoadjuvan kemoterapinin tedavi basarisini da arttirdig1 bilinmektedir [19].

Meme kanserinde diger bir tedavi yontemi olan radyoterapide X 1sinlar1 kullanilarak
kanser hiicrelerinin yapilarina zarar vererek hiicreleri yok etmek amaglanmaktadir.
Radyoterapi de cerrahi tedavi gibi lokal tedavi yontemlerinden biridir. Kanserli
hiicrelerin yanisira saglikli hiicrelerin de radyoterapiden etkilenmesi bu yontemin
dezavantajlarinin basinda gelmektedir. Yontemin saglikli hiicrelere de zarar veren
yan etkilerini azaltmak amaciyla dnceden belirlenen miktarda 1sinin daha az dozlara
boliinmesiyle hastaya verilmektedir. Meme kanserinde radyoterapi tiimoriin cerrahi
olarak ¢ikarilmasinin ardindan kemoterapiyle birlikte ya da tek basina adjuvan tedavi

olarak uygulanmaktadir [20].

Bazi durumlarda meme kanseri hiicrelerinde hormon reseptorlerinin anlatimi
artmistir. Bu sebeple hiicrelerin yiizeylerinde fazla bulunan hormon reseptorleri
sebebiyle kanser hiicreleri dstrojene diuyarli hale gelmektedirler. Ostrojen hormonu
bu kanserli hiicrelerin bdliinmesi ve ¢ogalmalari i¢in gereklidir. Hormonal tedavide
amag¢ Ostrojene duyarli bu kanser hiicrelerinde Ostrojen reseptdriiniin islevinin
baskilanmasiyla kanserli hiicrelerin boliinmesi ve ¢ogalmalarini  durdurmaktir.

Hormonal terapi tiim viicudun etkilendigi sistemik tedavi ¢esitlerinden biridir [21].

Meme kanserinde ¢ogunlukla adjuvan veya neoadjuvan olarak kullanilan
kemoterapide tek basina ya da birkac antikanser ilacin hastaya verilerek kanserli
hiicrelerin yok edilmesi amaglanir. Ayn1 zamanda cerrahi miidahelenin miimkiin
olmadigi lokal ileri meme kanserinde ve metastatik ileri ever meme kanserli
hastalarda da kemoterapi temel tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir. Tim
viicudun etkilendigi sistemik bir tedavi tiirii olan kemoterapide olusan yan etkileri

azaltmak amaciyla antikanser ilaglar hastaya dozlar seklinde uygulanmaktadir [22].

Biitiin kemoterapi ajanlarinin etkisi bir ya da daha fazla mekanizmayla hiicre
dongiisiinii bozarak kanserli hiicreleri apoptaza ugratmalarina dayanir. Bahsedildigi
gibi kanserli hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalma yetenekleri normal hiicrelerden farkli

ozelliktedir. Kanserli hiicrelerin DNA’larinda biriken mutasyonlar sonucu 6nemli



hiicresel siireglerde etkili olan tiimdr baskilayici genlerin sessizlesir ve proto-
onkogenlerin aktiflesir. Bunun sonucu olarak normal hiicre dongiisii kontrolii bu
hiicrelerde etkisizlesmistir ve hiicreler kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak yayilirlar.
Hiicre dongiisii mitoz evresi, G1 fazi, sentez fazi (S faz) ve G2 fazi olmak iizere 4
asamadan olusmaktadir. DNA sentezinin gerceklestigi sentez fazi olan S fazinin
ardindan olusturulan kromozomlarin hiicrelere dagitilmasi ve hiicre boliinmesi mitoz
evresinde gerceklesir. Kemoterapi ajanlart DNA’ya dogrudan miidahale ederek ya da
hiicre boliinmesinde 6nemli islevi olan proteinleri hedef alarak hiicreleri apoptaza
stiriikler. Kemoterapi ajanlarinin kanserli hiicrelere etki ederek yok edilmelerini
saglamasina karsilik normal hiicreler iizerinde de sitotoksik etkilerinin bulunmasi

yontemin basglica kisitliligini olusturmaktadir [23].

Kemoterapi ajanlar1 biyokimyasal 6zelliklerine ya da hiicre dongiisiine etkilerine
gore siniflandirilmaktadir.  Platinyum iceren ajanlar (Cisplatin, Karboplatin,
Oksaliplatin) DNA, RNA ve oOnemli proteinlerle kovanlent baglar yapabilen
alkilleyici ajanlardir. Antifolatlar (Metotreksat, Raltireksed) ve pirimidin analoglari (
Gemsitabin, 5-Florourasil, Kapesitabin) ise DNA ve RNA sentezinde yer alan dogal
metabolitlerin yapisal analoglar1 olan anti-metabolitlerdir ve bu antikanser ilaglar
dogal metabolitin yerine gecerek ya da DNA veya RNA sentezinde yer alan anahtar
bir enzimin Kkatalitik bolgesi i¢in bu dogal metabolitlerle rekabete girerek etki
ederler. Bunlarin disinda anti-tiimor antibiyotikleri olan ve DNA’daki belirli dizilerin
arasima girebilen antrasiklinler (Doksorubisin, Epirubisin), DNA’nin {i¢ boyutlu
yapisin1  etkileyen bir enzim olan Topoizomerazin inhibitdrleri (Topotekan,
[rinotekan, Etoposid) ve Tubulin proteinine baglanarak mitoz sirasinda
mikrotiibiillerin olusumu engelleyen tubulin baglayic1 antikanser ilaglar vinka
alkoloidler (Vinkristin, Vinorelbin) ile taksanlar (Paklitaksel, Doketaksel) diger

kemoterapik ajanlar1 olusturmaktadir [22].

Kemoterapi ajanlar1 hiicre dongiisliniin herhangi bir agsamasinda etki edebilen faz
spesifik olmayan antikanser ilaglar1 olabilecegi gibi hiicre dongiisiiniin belli bir
asamasinda etki edebilen faz spesifik ilaglar da olabilmektedir. Antikanser ilagalar
hiicre dongiisiine etkilerine gore bu sekilde smiflandirmak ilaglarin nasil etki
ettiginin anlagilmast ve aym islevde olmayan antikanser ilaglarin bir arada
kullanilarak combine tedaviden maksimum verimliligin elde edilmesi agisindan

onemlidir. Ornegin Cisplatin hiicre déngiisiiniin herhangi bir asamasinda kolayca etki



edebilen ve DNA hasarina yol agarak hiicreleri apoptoza siiriikleyen faz spesifik
olmayan antikanser bir ilacgtir. Faz spesifik ajanlarda ise genellikle esik doza kars
gelisen bir yanit olugsmaktadir ve bu dozun yukarisinda hiicrelerin 6liimiinde artis
gozlenmemektedir. Buna 6rnek olarak Gemsitabin ve 5-Florourasil gibi alkilleyici
ajanlar faz spesifik olmayan antikanser ilaglarin tersine bir doz yanit iligkisi

gosterirler ve esik doz ¢ogunlukla normal dokulara olan toksisite ile sinirlidir [24].

Klinikte ¢ogu kemoterapi uygulamasi farkli siniflardaki kemoterapi ajanlarinin
kombinasyonu halinde kullanilmasiyla gergeklestirilmektedir. Kombinasyonlar
olusturulurken hiicre dongiisiiniin farkli asamalarini hedefleyen ve daha az
kemoterapi direncine olasiligini saglayan, bir arada kullanildiklarinda maksimum
kemoterapoétik etkiyi gosteren, sinerjestik etkinin olusmasi icin etki mekanizmalari
farkli olan ve minimum dozda kullanildiginda birlikte etki gosterebilen, sisteme olan
toksisitesinin ve yan etkilerin en aza indirgendigi antikanser ilaglarin bir arada
kullanilmast tedavinin etkinligini arttirmaktadir [25]. Antikanser ilaglardan alinan
verimin arttirtlmasi ve yan etkilerin azaltilmasi i¢in kullanilan ilaglarin ilag tasiyic
bir sistem ile birlikte verildigi hedefli ilag molekiilleri gelistirilmektedir. Bu amagla
polimerik yapidaki lipozomlar, polimer ila¢ konjugatlari, dendrimerler, polimerik

miseller gibi ilag tastyict sistemler kullanilmaktadir.

2.3. Polimerizasyon Teknikleri

Polimerler monomerlerin kovalent baglarla olusturdugu yiiksek molekiil kiitleli
makromolekkiilerdir. ~ W. H. Carothers 1929°da  polimerlerin, katilma
polimerizasyonu ve polimerizasyonu olmak iizere iki farkli sekilde sentezlendigini

belirtmistir [26] (Sekil 2.3).

Radikalik Katilma

‘ Polimerizasyonu
Katilma Anyonik Katilma

‘ Polimerizasyonu ‘ Polimerizasyonu
Polimerizasyon lyonik Katilma

Polimerizasyonu
‘ Kondenzasyon ‘ Katyonik Katilma

Polimerizasyonu Polimerizasyonu

Sekil 2.3 : Polimerizasyon ¢esitlerinin siniflandirilmast



2.3.1. Katilma Polimerizasyonu

Cift bag iceren vinil bilesikleri yapisindaki m bagi sayesinde serbest radikalik
baglaticilar ya da iyonik baslaticilarla kolayca etkileserek polimerizasyonu
gerceklestirecek aktif merkezler olusturabilirler. Katilma polimerizasyonunda
monomer molekiilleri, zincirdeki aktif merkezlere ard arda ve hizla katilarak polimer
zincirini  bilyltiirler. Zincir biiyiime reaksiyonlari, aktif zincirler ve monomer
molekiilleri arasinda ger¢eklesmektedir. Polimerizasyonun ilk anlarinda yiiksek
molekiil kiitleli polimer zinciri olusurken tepkime siiresince de ortamda yalnizca

yiiksek molekiil kiitleli polimer ve monomer bulunmaktadir [27, 28].

2.3.2. Kondenzasyon Polimerizasyonu

Kondenzasyon reaksiyonlar1 genellikle —OH, -NH,, -COOH gibi fonksiyonel grup
tastyan molekiiller arasinda gozlenmektedir. Tepkimeye katilan molekiillerin
birlesmesi aralarindan kiiciik bir molekiiliin (genellikle su) ayrilmasi ile olusur.
Kondenzasyon polimerizasyonu ile polimer elde edilebilmesi i¢in en az iki noktadan
kondenzasyona girebilecek kimyasal maddeler gerekmektedir. Kondenzasyon
polimerizasyonu diger adiyla basamakli polimerizasyon bu fonksiyonel gruplar
arasinda adim adim ilerlemektedir. Boylece polimerizasyon ortamindaki monomerler
birbirleriyle tepkimeye girerek polimerin molekiil kiitlesi, uzun bir zaman araliginda
yavas yavag artis gosterir. Polimerizasyon, reaksiyona giren maddelerden birinin
tilkenmesi ve biitlin zincirlerin her iki yonde ayni fonksiyonlu gruplarla sonlanmasi

ile tamamlanir [27, 28].

2.3.3. Kontrollii Yasayan Serbest Radikalik Polimerizasyon

Gegtigimiz son 20 yilda, geleneksel radikalik polimerizasyon ve iyonik
polimerizasyon yontemlerindeki sinirlamalar nedeniyle sentezlenen polimerin
molekiil kiitlesinin, kimyasal ve molekiiler yapisinin kontrol edilebildigi kontrollii
yasayan serbest radikalik polimerizasyon tiirleri {izerine yapilan c¢aligmalar dikkat

cekmektedir [29].

Kontrollii yasayan serbest radikalik polimerizasyon yonteminde aktif ve gegici tiirler
arasinda hizli ve ayarlanabilir bir denge s6z konusudur. Bu sayede olusan polimerin
molekiil kiitlesi kontrol edilebilmekte ve diisiik molekiil agirlik dagilimina sahip
polimerlerin sentezi gerceklestirilebilmektedir. Ayrica polimer zincirlerindeki aktif

uclar sayesinde reaksiyon ortaminda bulunan monomerler tamamen tiikense bile
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yeniden monomer ilavesi ile polimerizasyon yeniden baslatilabilmektedir. Farkli
monomerin ilavesi ile blok kopolimerler sentezlenebilmektedir (Sekil 2.4).
Polimerizasyon asamalarinda serbest radikal polimerizasyonundan farkli olarak

sonlanma ve zincir transfer basamagi bulunmamaktadir.

Kompozisyon Yapi
SeeNSaNsa o YT
Homopolimer Lineer Yildiz/ Cok kollu Tarak Polimer

Blok Kopolimer Graft Kopolimer % @

Rastgele Kopolimer Gradyan Kopolimer Dallanmis Ag
Sekil 2.4 : Kompozisyon ve yap1 bakimindan polimerler

Polimerizasyonun baglama basamagi ¢ok hizli ilerlerken nispeten yavas zincir
uzamasi nedeniyle olusan kopolimerlerin blok reaksiyonunda deaktivasyon hiz sabiti,
aktivasyon hiz sabitinden yiiksek oldugu icin reaksiyon her zaman sola dogru
ilerleme egilimi gostermektedir. Bu nedenle pasif haldeki polimer zinciri aktif hale
gectiginde, yapiya kisa bir siire icerisinde yeni monomerler eklenerek yapi tekrar
pasif hale ge¢mektedir. Bu islem bir dongii halinde devam ederek kontrollii zincir
uzamast gergeklestirilmektedir [30]. Polimerizasyon uzunlugu dagilimi kontrol
edilebilmektedir.

kakt kh
P-H —_— P
kdeakt (+M)

Sekil 2.5 : Polimerizasyonda aktivasyon-deaktivasyon dengesi.

Kontrollii yasayan serbest radikalik polimerizasyon yontemleri gradyan, blok, ii¢ ve
cok kollu yildiz kopolimerler, bolgeye 6zgii fonksiyonel polimerler ve kontrollii as1
yogunlugu ve asi dagilimma sahip as1 kopolimerleri dahil olmak {izere yeni
(ko)polimerler olusturmak i¢in kullanilabilmektedirler. Ek olarak, inorganik
malzemeler ve dogal iirlinler, nanokompozitler ve kopolimerler olusturmak igin

sentetik polimerlere baglanabilmektedirler.

Giiniimiizde siklikla kullanilan kontrollii yasayan serbest radikalik polimerizasyon

yontemlert;

e Nitroksit Aracili Polimerizasyon (Nitroxide-Mediated Polymerization, NMP),
11



e Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (Atom Transfer Radical
Polymerization, ATRP),

e Tersinir Katilma-Parcalanma Zincir Transfer Polimerizasyon (Reversible
Addition-Fragmentation Chain Transfer Polymerization, RAFT) olarak

smiflandirilmaktadir.

2.3.3.1. Nitroksit aracili polimerizasyon (NMP)

Georges tarafindan 1993 yilinda raporlanan benzoil peroksit ve kararli serbest radikal
TEMPO  (2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinil-N-oksi)  bilesigi varliginda stirenin
kontrollii  polimerizasyonu, modern kontrollii yasayan serbest radikalik

polimerizasyonun baslangici olmustur.

2,2,6,6,-Tetrametil-1-piperidiniloksi
(TEMPO)

2,2,5-Trimetil-4-fenil-3-azaheksan-3-nitroksit
(TIPNO)

2,2,5-Trimetil-4-(izopropil)-3-azahekzan-3-nitroksit
(BIPNO)

Sekil 2.6 : NMRP baglatic tiirleri

NMP°de kontrol, hareketsiz alkoksiaminler ve aktif olarak yayilan radikaller
arasindaki dinamik denge ile saglanmaktadir. Kararli nitroksit radikali, polimer
zincirinin biiylime basamagini kontrol eder ve sicaklik etkisiyle ayrilan ug grup,
biiytimekte olan zincirin sonuna tekrar eklenir ve bu sayede olusan aktivasyon-
deaktivasyon dengesi ile polimerlesmenin kontrollii olarak gergeklesmesi saglanir
[31].
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Sekil 2.7 : NMP'de aktivasyon-deaktivasyon dengesi.

NMP, katalizor olarak pek c¢ok metalin kullanilabilirligi ve polimerizasyon
sonrasinda herhangi bir saflagtirma islemine ihtiya¢ duyulmamasi gibi avantajlara
sahip olsa da reaksiyon ortam sicakligi akrilat tiirevi monomerlerin kaynama
noktasindan  daha yiikksek oldugu i¢in  akrilat tiirevi monomerlerin

polimerizasyonunda etkin olarak kullanilamamaktadir [32].
2.3.3.2. Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP)

ATRP’de baslatici olarak bir alkil halojeniir (RX), katalizor olarak ise bir ge¢is metal
kompleksi kullanilmaktadir. Katalizor olarak genellikle Cu, Fe, Ru, Ni ve Os gibi
gecis metal kompleksleri tercih edilmektedir. ATRP’de, hareketsiz tiirler, bir
elektron transfer islemi yoluyla radikaller olusturmak i¢in gecis metal kompleksi
tarafindan aktive edilir. Aym1 zamanda geg¢is metali daha yiiksek oksidasyon
durumuna oksitlenir. Bu tersine cevrilebilir siire¢, hizli bir sekilde, agirlikli olarak
cok diistik radikal konsantrasyonlar1 ile bir denge kurar. Sonug¢ olarak, benzer
molekiiler agirliklara ve dar molekiller agirlik dagilimma sahip polimerler
hazirlanabilmektedir [33].

. kakt R. * +1
R-X + M{"-Y/Ligant ———> M + MM=Y/Ligant
Kgeakt \‘\\kS

\\
Sekil 2.8 : ATRP'de aktivasyon-deaktivasyon dengesi.
ATRP’de ¢ok islevli baslaticilarin kullanimi ile yildiz polimerlerin ve telekelik
polimerin sentezi kolaylastirilabilmektedir. Ancak polimerizasyon sirasinda

kullanilan halojen fazlasinin reaksiyon sonrasinda uzaklastirilmasi i¢in ilave islem

gerektirmektedir [34].
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2.3.3.3. Tersinir katilma parcalanma zincir transfer polimerizasyonu (RAFT)

Tersinir katilma parcalanma zincir transfer polimerizasyonu ilk kez 1998 tarihinde
Rizzardo tarafindan ortaya atilmistir. NMP ve ATRP yontemlerinde polimerizasyon
tersinir zincir sonlanmasi ile kontrol edilirken RAFT polimerizasyonunda ise tersinir
zincir tepkimeleri zincirin biiyiime adimini kontrol etmektedir. Bu durum RAFT
polimerizasyonunda daha gesitli monomerlerin kullanilmasina olanak saglamaktadir.
Polimerizasyonda kullanilan RAFT ajami olarak tanimlanan tiyokarboniltiyo
bilesikleri, aktif ve aktif olmayan polimer zincirleri arasinda transfer edilerek
polimerizasyonu kontrol altinda tutmaktadir. RAFT ajanlar1 ditiyoesterler,
ditiyokarbamatlar, tritiyokarbonatlar ve ksantatlar olarak icerdigi Z grubuna gore

dort farkli sinifta incelenmektedir.

S
)I\ R
z S/
Ditiyoester Ditiyokarbamat Tritiyokarbonat Ksantat
S
S S S
- )J\
S R" R R’ R R’ R
\T &= \S i \0 s~

R"
Sekil 2.9 : RAFT ajani ¢gesitleri.

Z grubu aktiflestirici gruptur, oncelikle S=C baginin stabilitesini ve ara radikalin
stabilitesini etkilemektedir. R grubu ise hicbir yan reaksiyon gergeklestirmeden
koptugu i¢in ayni zamanda serbest-radikal seklinde ayrilan grup olarak da
bilinmektedir. Ayrilan radikalik R grubu polimerizasyonu baslatacak yetkinlige
sahiptir.
RAFT polimerizasyonu 5 basamakta gerceklesmektedir:
e Baslama basamagi; bu asamada bir radikal baglaticist (AIBN, ACP, K2S20s)
monomerle tepkimeye girerek biiyiimekte olan bir polimer zinciri olusturur.
e Zincir transfer basamagi; polimerizasyonun ilk basamaginda biiyiiyen
radikalin (Pne) tiyokarboniltiyo bilesigine (RSC(Z)=S) katilmasini1 ara
radikalin parcalanmasiyla polimerik tiyokarboniltiyo bilesigi (PnS(Z)C=S) ve

yeni radikal (R¢)’in olusmas1 takip eder.
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e Yeniden baglama basamagi; ayrilan radikalik grup monomerlerle tepkimeye
girerek yeni biiyiimekte olan bir polimer zinciri olusturur.
e Zincir dengesi; aktif olarak biiylimekte olan polimer zincirleri ile RAFT ajam
arasinda denge kurularak, polimer kiitlesinin kontrolii saglanir.
e Sonlanma basamagi; radikal-radikal sonlanmasi seklinde klasik serbest
radikal polimerizasyonlardaki gibi meydana gelmektedir.
Polimerizasyon tamamlandiginda zincirler tiyokarboniltiyo u¢ grubunu igerir ve
kararli materyaller olarak izole edilebilirler.
RAFT polimerizasyonu, kontrollii molekiiler agirhiga ve diisiik polidispersitelere
(birgok monomer i¢in 1.05 ile 1.40 arasinda) sahip cok g¢esitli polimerleri
sentezlemek i¢in kullanilmaktadir. RAFT ile polimerize olabilen bazi monomerler
arasinda stirenler, akrilatlar, akrilamidler ve bir¢ok vinil monomer bulunmaktadir. EK
olarak, RAFT yontemi, blok, gradyan, tarak, firca, yildiz, asir1 dallanmis ve ag
kopolimerleri gibi belirli makromolekiiler mimarilere sahip polimerlerin sentezine
izin vermektedir. RAFT polimerizasyonu, genis bir ¢oziicii yelpazesinde (su dahil),
genis bir sicaklik araliginda (25-140°C), yiiksek fonksiyonel grup toleransinda ve
polimerizasyon i¢in metallerin bulunmadig1 ortamda gergeklestirilebilmektedir. Bu
ozellikler, RAFT polimerizasyonu yoOntemini bircok polimer sentezi tiirlinden

avantajl kilmaktadir [35-38].

1. Baslama

Monomer (M)

2. Zincir Transferi

3. Yeniden Baslama

. Monomer (M) .
R S o Pm

4. Zincir Dengesi

P,—S s—pP, Pn—S s
o )I\ Pal——————— \|/ —_— Y+ P,
@ vz s D l !
5. Sonlanma
Pn Py 3 {lii Polimer

Sekil 2.10 : Polimerizasyon basamaklari.
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RAFT ajanlar1 hem R hem de Z siibstitiientlerinde ¢esitli fonksiyonel gruplarla
sentezlenebilme 6zellikleri sayesinde, kiigiik molekiillii ilaglara, peptitlere veya daha
bliyilk biyo makromolekiillere konjligasyon i¢in reaktif u¢lu homo veya
kopolimerlerin sentezinde kullanilabilmektedir. Alternatif olarak, RAFT ajanlar1

tepkimelerden sonra dogrudan terapotik maddeye de baglanabilmektedir [39].

2.4. Nanoteknoloji ve Tla¢ Tasiyic1 Sistemler

Konvansiyonel ila¢ tedavilerinde sik ve belirli araliklarla ila¢ kullanim1 s6z konusu
olmakla birlikte hastalikli hiicrelere veya dokulara spesifik ila¢ tasinmasi miimkiin
olmamaktadir. Klasik ila¢ uygulamalarinda hastalikli bolgeye ulasan etken maddenin
konsantrasyonu tedavinin etkililigi acisindan Onem tasimaktadir. Hedeflenen
bolgenin yaninda saglikli hiicrelere de ulasan etken maddeler 6nemli istenmeyen
etkilere sebep olabilmektedir. Bu istenmeyen etkiler hastalarin tedaviye olan

umudunu diisiirmekle birlikte tedavinin durdurulmasina dahi sebep olabilmektedir.

Etken maddelerin c¢ogunun zayif ¢oziiniirliikleri, yiiksek toksisiteleri, yiiksek
dozajlarda kullanilmalari, agregasyon gostermeleri, viicutta spesifik olmayan
dagilimlari, in vivo bozunma ve kisa yar1 dmiirleri sebebiyle tedavideki kullanimlar
siirhidir. Buna karsilik glinlimiizde, gesitli disiplinlerden arastirmacilarin, ilaglarin
sorunlarinin azaltilmasina yardimci olmak igin bir araya gelmesiyle, ilag tagima
sistemleri hizla gelismektedir [40]. Teknolojinin ilerlemesi ve bilimsel gelismelerin
hizla artmasi, yapilan ¢alismalar1 sagladigi birgok avantajlar sebebiyle akilli ilag
tasiyict sistemlerin gelistirilmesi lizerine yogunlastirmistir. Hastaliklarin tedavisinde
kullanilan geleneksel yontemlerin hasta tarafindan alinan ila¢ dozaj siklig1 azaltmasi,
dolasimda sirkiile olan ilag diizeyi dalgalanmalarmi ve ilacin yan etkilerini

diistirmeleri sebebiyle yerini yeni ilag tasiyici sistemlere birakmasi1 beklenmektedir.

[lag tasima sistemleri lipozomlar, miseller, nanopartikiiller, polimer-ilag konjugatlar,
dendrimerler, metal nanopartikiiller ve karbon nanotiipler olarak cesitli siniflara

ayrilmaktadir.
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A. Polymer-drug conjugates ®
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Sekil 2.11 : Farkli tipteki nanotasiyici sistemlerinin sematik gosterimi [41].

Hedefli ilag tagima sistemleri, etken maddelerin gegmise gore daha etkili ve rahat bir
sekilde hedefe iletilmesini saglayabilmekte, etken maddenin yarilanma Omriinii
uzatabilmekte, ilacin farklilastirilmasini saglayabilmekte ve saglik maliyetlerini
azaltabilmektedir [42]. Ek olarak, yeni ilag¢ tagima sistemleri, in vivo olarak kisa yari
omiirleri olan, kolayca bozunabilen peptitlerin ve proteinlerin farmakokinetigini

gelistirerek, koruma saglayabilmektedir [43].

Hedefe yonelik ila¢ tasiyict sistemler kanser hastaliginin tedavisinde onemli yer
tutmaktadir. Kanser hiicrelerinin gesitliligi, evreleri ve bircogunun farkli 6zellikler
gostermesi tedaviyi zorlastirmaktadir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan etken
maddelerin (Cisplatin, Gemsitabin, Doksorubisin, Epirubisin gibi) tiimorlii dokuda
bir segiciliginin olmamasi, saglikli hiicrelere de zarar vermesi ayrica tedavi siiresince
ciddi yan etkilerinin olmasi1 arastirmacilar1 hedefli ilag tasiyict sistemlerin
gelistirilmesine sevk etmistir. Polimerik ilag tasiyici sistemler gibi hedefli ilag
tastyict sistemleri kanser tedavisinde; saglikli hiicrelerin sitotoksik bilesiklerden
korunmasi, doz simnirlayict yan etkilerin azaltilmasi ve ilaca direngli kanserli

hiicrelerle miicadele dahil olmak {izere ¢esitli avantajlara sahiptir [44].
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2.4.1. Polimerik ilag tastyici sistemler

Polimer bilimindeki gelismeler sayesinde polimerler ¢ok farkli uygulama alanlarinda
calisma konusu olmustur. Ozellikle polimerlerin ilac tasima sistemlerinde kullanimi
ile, bu alanda biiyiik bir ilerlemeler kaydedilmistir. Bu zamana kadar kontrollii ve
hedefli tasima saglamak i¢in bir¢ok polimer gelistirilmistir [45]. Sentetik veya dogal
kaynaklara dayali bu polimerler, biyouyumluluk, yiiksek ila¢ tasima kapasitesi, uzun
dolasim siiresi ve gerekli patolojik bdlgelerde birikme yetenegi gibi ¢esitli 6zellikler
tasimakta olup polimerik miseller, dendrimerler, nanopargaciklar, nanojeller,
nanokapsiiller gibi belirli bir tasima sistemine gore sentezlenebilmektedirler [46]. ilag
tagima sistemlerinin hazirlanmasinda parcalanabilen ve sonrasinda biyolojik olarak
uyumlu bilesenlere ayrilabilen polimerler biyolojik olarak parcanmayan polimerlere
gbre daha ¢ok tercih edilmektedir. Ilag tasima sistemlerinde kullanilan polimerler ve

ornekleri Tablo 2.1’de gosterilmektedir [47].

Tablo 2.1. Pargalanabilirliklerine gore polimerlerin siniflandirilmasi

Polimerler Polimer Gruplari Numuneler

Albumin,Kolajen, Jelatin, Sigir

Proteinler ve Insan Serum Albuminleri
Dogal ve biyolojik olarak (BSA ve HSA)
pargalanabilirler Seliiloz, Dekstran, Kitozan,
Polisakkaritler Kondroitin siilfat, Aljinat

Nisasta, Hiyaluronik asit
Poliamidler Poliamino asit, Polipeptid

Poli(laktik asit)
Poli(glikolik asit)
Poli(laktik-ko-glikolik asit)
Poli(kaprolakton)
Poli(dioksanon)
Poli(hidroksibiitirat)

Poliesterler
Sentetik ve biyolojik
olarak parcalanabilirler

Polinahidritler
Poliortoesterler
Polifosfoesterler
Silikon elastomerler

Polifosfat, Polifosfonat,
Polifosfit

Sentetik ve biyolojik Poli(etilen-ko-vinil Poli( metil metakrilat)
olarak pargalanamayanlar asetat)
Poliakrilatlar

Polimerik nanopartikiillerin diger ila¢ tasiyici sistemlere goére bazi avantajlari

bulunmaktadir. Bunlar;

e Etken madde yiikleme kapasitesi yiiksektir.
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Polimerik partikiiler yap1 etken maddeyi bozunmaya karsi korur. Boylece
etken maddenin hedef hiicrelere veya bolgeye etkili sekilde ulasma olasilig

artar.

Polimerik nanopartikiiller etken maddenin belirli bolgeye hedeflendirilmesini

ve kontrollii bir sekilde saliminin yapilmasini saglar.

Polimerik nanopartikiillerin yiizey Ozellikleri g¢esitli yontemlerle veya
ajanlarla fonksiyonlandirilarak nanopartikiillerin retikiiloendoteliyal sistem
(RES) hiicreleri tarafindan taninmasi engellenir ve etken maddenin hedef

hiicrelere ulasma olasilig1 artar.

Polimerik nanopartikiiller biyolojik sivilarda diger kolloidal tasiyict
sistemlere gore daha yiiksek stabiliteye sahiptirler ve kolaylikla sterilize

edilebilirler.

Polimerik nanopartikiiller tagidiklar1 etken maddenin hedef bolgede salimina

neden olduklart i¢in etken maddelerin sistemik toksisitesini azaltirlar [48].

Polimer temelli nanokiireler, polimer konjugat kompleksleri, polimerik miseller ve

dendrimerler olmak iizere birgok ¢esit polimerik nanopartikiiller gelistirilmektedir

(Sekil 2.12). Ilag tasiyict sistemler olarak gelistirilen polimerik nanopartikiiller

antikanser ilacin timor bdlgesine tasinmasini ve hedeflendirilmis ilag tastyici

sistemlerin kullanilmasiyla gesitli kanser tiplerine kars1 tedavi etkinligini arttirmay1

saglamaktadir. Ilag molekiillerinin polimerik bir tasiyici sistem araciligiyla iletimi

ilacin dozajinin ayarlanmasi ve kontrollii bir sekilde salimini saglamaktadir.

Sy

@

Polimerik misel Dendrimer Polimerik nanopartikiil

Sekil 2.12 : Polimerik yapili ilag tagiyici sistemler.

Karbonhidratlar kanser metastazi, hiicre biiyliimesi ve inflamasyon gibi bir¢ok

biyolojik siirecte Onemli rol oynamaktadirlar. Spesifik membran proteinleri
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tarafindan yiiksek hiicresel birikim ve taninma 6zelligi gosteren, biyolojik olarak
uyumlu ve pargalanabilir biyomakromolekiiller olduklari i¢in hedefli ila¢ tasima
sistemi olarak kullanilabilirler. Bir¢ok seker arasinda, fruktoz molekiilleri, literatiirde
tarif edildigi gibi meme kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edilen GLUTS (iyi
bilinen bir fruktoz tasiyicisi) tarafindan benzersiz bir biyouyumluluk ve spesifik
taninmaya sahiptir. Karbonhidratlarla iliskili dikkat c¢ekici 6zellikler nedeniyle,
glikopolimerler, meme kanseri tedavisi i¢in ¢ok islevli materyaller olusturmak icin
uygun bir aday olarak kabul edilebilir. Bunun nedeni glikopolimerin tasidigi fruktoz
monomerinin, meme kanseri hiicrelerinde asir1 eksprese edilen GLUTS tarafindan
spesifik taninma icin ideal bir platform saglamasidir. Son yillarda, in vitro
goriintiileme ve in vitro kanser tedavisi dahil olmak iizere in vitro uygulamalar
tizerinde fruktosile edilmis glikonanopartikiillere dayali bir dizi arastirma yapilmistir

[49-51].

2.4.2.1kili ilag tastyic1 sistemler

Kombinasyon tedavisi, giiniimiizde kanser i¢in énemli tedavi stratejilerinden biridir.
Ancak, konvansiyonel dozaj formlarinin birlikte uygulanmasina dayanan mevcut
kombinasyon tedavisi kemoterapotik ilaglarin kisa yari Omiirleri, yetersiz timor
seciciligi gibi baz1 dezavantajlar igermektedir. Diger taraftan nanoteknoloji tabanli
hedefli ilag salim sistemleri bu sorunlar1 gidermede ve lstiin terapotik etki saglama
konusunda biiyiik umut vaat etmektedir [52]. Bu boliimde, farkli ilaglarin
kombinasyonunu tek bir nanotasiyict sistemde iceren ¢alismalara Ornekler
verilmektedir. Fonksiyonlandirilmis nanopartikiiller, akilli dagitim sitemleri olarak
cesitli bariyerleri asmak ve terapdtik ajanlarin kanser hiicreleri ile etkilesimini

arttirmak tizere yogun olarak arastirtlmigtir.

Iki veya daha fazla kemoterapdtik ajanin kombinasyonu her zaman ayri ayr
uygulanan ajanlarin toplamindan daha iistiin etkinlikte sonu¢ vermeyebilir. Belirli bir
etki seviyesindeki ilag etkilesimlerinin nicel bir 6l¢ilisii olan kombinasyon indeksi
(CI), yaygin olarak genel etkiyi belirlemek i¢in denklem 2.1°de verilen formiille
hesaplanir.

D1 D2

Cl=—+——
Dm1 + Dm?2 (2.1)
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Denklem 2.1°de goriildiigi lizere D1 ve D2, ayirict bir etki elde etmek icin
kombinasyon indeksi formiiliinde 1. ve 2. ilacin dozudur, 6rnegin yar1 maksimum
inhibitor konsantrasyon (ICsp), orta etkili doz (EDso) veya orta dldiiriicti doz (LDso);
Dml ve Dm2 ise ayn etkiyi elde etmek icin ayr1 ayn tek ilag formiilasyonlarinda 1.
ve 2. ilacin dozudur. Kombinasyon tedavisinde terapotik etki {i¢ fakli sekilde olabilir:
Her bir bireysel ajanin monoterapisinin toplamina esit (toplamsal etki, Cl = 1) veya
daha biiyiik (sinerjistik etki, CI monoterapi toplamindan < 1) veya daha kiigiik
(antagonizm, CI > 1) olabilir. Birlikte uygulama sisteminin ideal bir tasariminda

sinerjik etki i¢in CI < 1 olmalidir.

Kontrollii/hedefli ila¢ salim sistemleri, ¢oklu ilag molekiillerini ayni anda tasiyabilen
nanotastyicilarin tasarimiyla sistemik yan etkileri azaltirken ilgili bolgede ilag
sinerjizmini artirmak suretiyle belirtilen smirlamalar hafifletebilir. Ornegin, Lu ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir c¢aligmada doksorubisin ve dihidroartemisinin
birlikte uygulandiginda test edilen tim gogiis kanseri hiicre hatlarina (MCF-7 ve
MDA-MB-231) kars1 sinerjik bir etki (CI < 1) gosterdigi bulunmustur [53].

Song ve arkadaslariin yaptig1 bir ¢alismada gemsitabin (Gem) ve oksaliplatin (Pt)
polimer-ilag konjugatlarinin her ikisini de igeren hibrit miseller elde edilmistir [54]
(Sekil 2.13).

MPEG-b-P(LA-co-MCC)

MPEG-b-P(LA-co-MCC/PY)
P(PY) for short

acﬁmi\fkar%@»«{\og, Mmz: lc},‘/\#{;\r‘, T%"
el

MPEG-b-P(LA-c0-MCC)

MPEG-b-P(LA-co-MCC/Gem)
P(Gem) for short

e R

"\ Gemcitabine
P(Pt) ‘ Co-assembly ' P{Gem)
@ @ P 1 Gemcitabine
. /k /' 7 :7/‘_,\4
.y v @ @ N\
/ . ° . J/. ° .. t
reee o iy 9% . h
< . J Ll ° o
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Sekil 2.13 : Oksaliplatin yiiklii M(Pt) ve gemsitabin yiiklii M(Gem) miseller ve ikili
ilag yiiklii miseller M(Gem/Pt) olusturmak i¢in P(Pt) ve P(Gem)’in kendiliginden
olusumu ve birlikte olusumu [54].
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MCF7 hiicre hattinda yapilan in vitro calismalarda ICso degerlerinden elde edilen
sonuglar kiyaslandiginda 48 saat ve 72 saatte hem Gem ve Pt birlikte uygulandiginda
hem de her iki ilac1 iceren kombinasyonlar1 i¢in CI degerlerinin 1’in oldukga altinda

oldugu bulunmustur [54].

Yapilan bir diger ¢alismada da karboplatin ve gemsitabin igeren nanotasiyici
sistemin yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalar 1s181inda etkinliginin

serbest ilag uygulamalarina kiyasla artirildigini ve ilag¢ direncinin azaltildigi rapor

edilmistir [55] (Sekil 2.14).

T =DSPE-PEG,,
® -pspc

«&* = Cholesterol
@ =pora

‘ = Carbo + GMP core_~ e

Sekil 2.14 : Karboplatin ve gemsitabin igeren nanotastyici sitemin sematik gosterimi
[55].

Yapilan diger bir ¢alismada cisplatin ve gemsitabin antikanser ilaglarini ayni anda

tasiyabilen ve bu ilaglar sicakliga duyarli olarak serbest birakabilen polimer kaph

lipozom nanotasiyict sistem ([poli(dietilen glikol) metakrilat-ko-poli(oligoetilen

glikol) metakrilat]-b-poli(2-etilheksil) metakrilat), tersinir ekleme-pargalanma zincir

transferi (RAFT) polimerizasyon yontemi ile sentezlenmistir [56] (Sekil 2.15).

Hazirlanan formiilasyonlarin, iki pankreas kanseri hiicre hattina (MiaPaCa-2 ve
BXPC-3) kars1 sitotoksik etkileri in vitro olarak test edilmistir. Sicaklik duyarli ilag
salim1 yapan nanotasiyicilarin, test edilen her iki hiicre hattinda, monoterapiler olarak
veya serbest ilaglarin kombinasyonu halinde kiyaslandiginda 1Cso degerlerinde 10
kattan fazla daha iyi sonuglar elde edildigi bildirilmistir [56]. Cisplatin ve gemsitabin
iceren ikili ilag tagtyict sistemlerine drnek olarak manyetik poli(etil-2-siyanoakrilat)

(PECA) nanopartikiiller arayiizey polimerizasyon yontemi ile hazirlanmistir [57].
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Sekil 2.15 : (a) Nanoformiilasyonlari i¢in kullanilan bilesenlerin kimyasal yapisi. (b)
Is1 uygulamasindan sonra, TR blogu bobinden globiile gegise ugramasi ve lipid
membranin bozulmasi ve ilaglarin salimi [56].

Gogiis kanserine yonelik gemsitabin ve cisplatin birarada uygulandigi kombinasyon
tedavisini igeren hedefli polimerik nanotasiyici sitemler literatiirde bulunmamaktadir.
Bu nedenle, bu c¢alismada kullanilan terapotik —strateji, farkli ilaglarin
kombinasyonlarini i¢eren yeni bir hedefli polimerik konjugat platformlarinin sentezi
ve antikanser ilaglarin birlikte iletimiyle istenen sinerjik bir etki olusturarak daha

etkin bir tedavi yaklagimi sunabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Kullanilan Cihazlar

3.1.1. Kimyasallar

1-Biitantiol (>%99,0), potasyum terbutoksit (>%98,0), karbondisiilfid (>%99,0), 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid  hidrokloriir (EDC, >%98,0), 1-
hidroksibenzotriazol hidrat (HOBT, >%97,0), 4,4’- azobis(4-siyanovalerik asit)
(ACVA, >%98,0), sodyum hidroksit (ACS Reagent, >97 pellet) , borontrifloriir dietil
eterat (sentez igin), D-glukoz (>%99.5), D-(-)-fruktoz (>%99,0), 2-hidroksi etil
metakrilat (HEMA, >%99,0), akriloil kloriir (>%97,0), asetik anhidrit (Reagentplus®
>%99,0), florosein-O-metakrilat (>%95,0), 2,2'-azobis(2-metilpropiyonitril) (AIBN,
%98,0), cisplatin (cis-diaminplatinum (I1) dikloriir) (cisPt, >99,9), giimiis nitrat
(>%99,0), florosein izotiyosiyanat (FITC, >%90,0), dietil eter (>%99,5), petrol eteri
(ACS Reagent >%90,0), trietilamin (EtsN, >%99,0), N,N-dimetil formamid (DMF,
>9%99,8), diklorometan (DCM, HPLC igin >%99,8), tetrahidrofuran (THF, >%99,9),
kloroform (>%99,4), trifloroasetik asit (TFA, Reagentplus® %99,0), nitrik asit
(HNOg3, ACS Reagent >%70,0) kimyasallarinin tamami Sigma Aldrich’den alinarak
kullanildi. Metanol (MeOH, >%99,5), asetonitril (likit kromotografi i¢in >%99,9),
dioksan (likit kromotografi igin >%99,8), piridin (EMSURE ACS Reagent >%99,5),
toluen (EMSURE, analiz i¢in), sodyum tiyosiilfat (EMPLURA, >97,0), hidroklorik
asit (HCl, EMPLURA >%32,0) ¢oziiciilerinin tamami1 Merck’ten temin edilerek
kullanildi. Etil asetat (EtOAc, >99,7% LC-MS i¢in), n-hekzan (>%96,0) ¢oziiciileri
ve sodyum bikarbonat ( >%99,0), sodyum karbonat ( >%99,0), sodyum siilfat (ACS
analizi i¢in) kimyasallar1 Isolab’dan alindi. Sodyum asetat (ACS Reagent >%99,0)
Alfa Aesar’dan temin edildi. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazoliyum
bromid (MTT), fosfat bovine serum tampon ¢ozeltisi (PBS, tablet 100 mL igin)
Invitrogen’den temin edildi. 4 A molekiiler sieve Merck, 3,5 kDa Diyaliz membrant
Repligen’den alindi. Gemsitabin hidrokloriir (Gem) KOCAK farma A.S. tarafindan
temin edildi. Geri kalan tiim kimyasallar Sigma Aldrich’ten alinarak herhangi bir

ileri saflastirma yapilmaksizin kullanildi.
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Reaksiyonlar sirasinda HEIDOLPH Labortechnique 1siticili manyetik karistirict
kullanilmis ve reaksiyon sonunda elde edilen maddelerin ¢oziiciileri HEIDOLPH
Labaroto doner buharlastirict kullanilarak ugurulmustur. Saflastirma asamalarindan
sonra elde edilen maddeleri kurutulmak i¢in VACUCELL vakum inkiibatori
kullanilmistir. 'H NMR &lgiimleri, 500 MHz’lik Bruker NMR cihazinda CDCl3 ve
CD30D ¢oziiciileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Fourier doniisiimli infrared
(FTIR) spektrumlar1 platin-ATR aksesuar1 ile (ZnSe kristali) ALPHA Bruker
spektrometresinde kaydedilmistir. Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) ol¢iimleri,
bir pompa ve Viscotek VE 3580 refraktif indeks (RI) dedektoriinden olusan Viscotek
GPCmax VE 2001 Autosampler sistemi kullanilarak alimmistir. Seri olarak
baglanmis li¢ Viscotek GPC kolonu (T3000, LT4000L ve LT5000L) (i¢ ¢cap 7,8 mm,
300 mm uzunluk) ve bir Viscotek guard kolonu (CLM3008, i¢ ¢ap 4,6 mm, 10 mm
uzunluk) kullanilmistir. Olgiimler 35 °C’de 1,0 mL/dakika akis hizinda yapilmistir ve
¢oziicli olarak THF kullanilmistir. Dedektor, dar molekiil agirligi dagilimina sahip
PS standartlartyla kalibre edilmis ve veriler Viscotek OmniSEC 4.7.0 yazilimi
kullanilarak analiz edilmistir. DMF-GPC deneyleri TOSOH EcoSEC/GPC
sisteminde gergeklestirilmistir. Sistem kirilma indeksi (RI), UV, DLS Wyatt
Dynapro Nanostar ve DAWN HELEOS-18 ¢ok acili lazer 15181 sagilma dedektorii
(MALLS dedektorii, Wyatt Teknoloji, Santa Barbara, CA, ABD) i¢ermektedir. N,N-
Dimetilformamid (0.01 M LiBr/DMF, 50 °C’de 0,5 mL/dakika akis hizina sahip
DMF sinift) mobil faz olarak kullanildi. DMF-GPC analizleri seri olarak baglanmis
(TSKgel HHR guard kolon, G3000 HHR ve G5000 HHR) (7,8 mm ID x 30 cm)
kolonlarla gerceklestirildi. Nanopartikiillerin ortalama partikiil boyutu ve partikiil
boyutu dagilimlari, 633 nm dalga boyunda ve 25°C’de bir Malvern NanoZSP
dinamik 1s1k sag¢ilim (DLS) spektrometresi cihazi kullanilarak dH2O igerisinde

173°’lik 6l¢tim agisi ile belirlenmistir.

3.2. Gemsitabin ve Cisplatin Yiiklii Nanotasiyic1 Sistemin Sentezi

Iki ilag iceren tastyict sistemin sentezlenmesi igin Oncelikle nanopartikiilleri
olusturulacak polimerlerin  RAFT polimerizasyonunda kullanilacak Gemsitabin
(Gem) tastyan ajan sentezlenmistir. Polimerlerin tekrarlanan iinitelerini olusturacak

seker monomerlerinin sentezlendikten sonra diblok kopolimerlerin sentezi
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gerceklestirilmistir. Diblok polimerler hidroliz edilmis, ardindan Cisplatin (cisPt)

yiiklenerek ikili ilag yiiklii nanopartikiillerin sentezi gergeklestirilmistir.

3.2.1. RAFT ajam sentezi

Gem konjuge RAFT ajami ii¢ basamakta sentezlenmistir. Oncelikle RAFT ajaninin
Onciisii olan bis-(biitansiilfanil tiyokarbonil) disiilfid sentezlenmis, bu Oncii
kullanilarak ~ biitil ~ 2-siyanopropan2-il-tritiyokarbonat (CBPA) RAFT ajam

sentezlenerek son basamakta bu ajanin Gem ile reaksiyonu gerceklestirilmistir.

3.2.1.1. Bis-(biitansiilfanil tiyokarbonil) disiilfid sentezi

Bis-(biitansiilfanil tiyokarbonil) disiilfid sentezi literatiirdeki prosediire gore
gerceklestirildi [58]. 100 mL kuru dietileterde potasyum ter-butoksit (4,190 g, 0,037
mol) 250 mL’lik iki boyunlu cam balonda ¢oziiliir. 4 mL 1-Bitantiol (3,368 g, 0,037
mol) cam pipet yardimiyla balona eklenir ve 5-10 °C’de karistirilir. Yarim saat
karismanin ardindan beyaz toz seklinde potasyum tiyobiitanat katisini igeren
stispansiyon 0 °C’ye sogutulur ve 2,24 mL karbon disiilfid (2,842 g, 0,037 mol)
siringa ile damlatilarak eklenir. Yarim saatin sonunda olusan sari1 kati siiziiliip tartilir
(7 g, 0,034 mol) Kat1 100 mL dietil eter ile ¢oziilir ve iyot (I2) (2,150 g, 0,017 mol)
balona yavas yavas eklenir ve 1,5 saat boyunca oda sicakliginda karistirilmaya
birakilir. Bu asamaya kadar olan tiim iglemler azot gazi altinda gergeklestirilir. 2
saatin sonunda karigimdan beyaz potasyum iyodiir katisi filtre kagidi ile siiziilerek
uzaklastirilir. Turuncu renkli siv1 filtrat reaksiyona girmeyen I uzaklastirmak igin 2
kere sodyum tiyosiilfat c¢ozeltisiyle 1 kere distile suyla yikanir. Sodyum siilfat
tizerinden kurutulur, filtre kagidiyla siiziiliip doner buharlastiricida ugurulur. Kirmizi
s1vi seklinde bis-(biitansiilfanil tiyokarbonil) disiilfid elde edildi ve proton ve karbon
niikleer manyetik rezonans (*H NMR, ¥C NMR) spektroskopisiyle karakterize
edildi. 'H NMR (500 MHz, CDCls) § ppm 2.98-2.39 (m, 3H), 1.81-1.58 (m, 2H),
1.49-1.30 (m, 2H), 1.10-0.81 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) & ppm 13.65 (d, J = 13.49 Hz,1C), 22.66-21.55 (m,1C),
29.40 (s,1C), 38.04 (5,1C), 221.58 (5,1C).
3.2.1.2. Biitil 2-siyanopropan2-il-tritiyokarbonat (CBPA) sentezi

Bis-(biitansiilfanil tiyokarbonil) disiilfid (5,464 g, 16,5 mmol) 120 mL etilasetat ile
iki boyunlu 250 mL’lik balonda ¢oziliir. ACVA (6,979 g, 24,0 mmol) tartilip balona
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eklenir. Balon yag banyosuna alinir ve yarim saat boyunca oda sicakliginda azot gazi
altinda karigtirilir. Ardindan balon reflux sicakliginda (80 °C) 24 saat boyunca
karistirtlmaya birakilir. Karisim 5 kere distile suyla yikanir. Sodyumsiilfat tizerinden
kurutulur, filtre kagidiyla siiziiliip doner buharlastiricida ugurulur. biitil 2-
siyanopropan2-il-tritiyokarbonat 1:2 etilasetat:hekzan ¢oziicti sistemi kullanilarak
kolon kromatografisiyle saflastirilir [58]. Elde edilen biitil 2-siyanopropan2-il-
tritiyokarbonat (CBPA) 'H NMR spektroskopisiyle karakterize edildi. *H NMR (500
MHz, CDCls) 6 ppm 1.07-0.83 (m, 1H), 1.69 (dd sekt., 1H), 1.55-1.34 (m, 1H), 2.62-
2.26 (m, 1H), 2.87-2.64 (m, 1H), 3.55-3.16 (m, 1H), 1.90 (ddt, 1H).

3.2.1.3. Gemsitabin konjuge RAFT ajam (CBPA-Gem) sentezi

Gemsitabin konjuge RAFT ajani (CBPA-Gem) sentezi igin literatiirde var olan
prosediir uyarlandi [59]. Gemsitabin hidrokloriir (Gem) (0,205 g, 0,686 mmol),1-
Hidroksibenzotriazol hidrat (HOBT) (0,093 g, 0,686 mmol), 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimid hidrokloriir (EDC) (0,131 g, 0,686 mmol), CBPA
(0,201 g, 0,686 mmol) tartilip iki boyunlu 100 mL’lik cam balona alinir, 26 mL kuru
dimetil formamid (DMF) ve 2 mL piridin ile ¢oziilir ve argon gazi altinda oda
sicakliginda 96 saat boyunca karistirilir. Ugurulup 50 mL Diklorometan (DCM) ile
coziilir ve 3 kez %10 Sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile yikanir. Sodyum siilfat
tizerinden Kurutulup siiziiliir, doner buharlastiricida ugurulur. 1:10 MeOH:DCM
¢oziicti sistemi kullanilarak kolon kromatografisi ile saflagtirilir. Elde edilen madde
'H NMR spektroskopisiyle karakterize edildi. *tH NMR (500 MHz, CDCls) § ppm
10.38-9.73 (1 H, m), 8.06 (1 H, s), 6.37-6.05 ( 1 H, m), 5.87-5.52 (1 H, m), 4.71-
426 (1 H, m), 427-3.53 (1 H, m), 3.37-3.25 (1 H, m), 2.74-2.44 ( 1 H, m), 2.38-
225(1H, m), 186 (1H,d,J=18.97 Hz),1.66 (1 H, dd, J=14.25, 7.02 Hz), 1.42
(1H,td, J=1458,7.16,7.16 Hz),0.93 (1 H,t, J=7.25, 7.25 Hz).

3.3. Monomer Sentezi

Polimerizasyonda kullanilmak {izere dort farkli (met)akrilat yapili Glukoz ve Fruktoz

seker monomeri sentezlendi.
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3.3.1. 1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz (3-GIluAc) sentezi

1,2,3,4,6-penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz daha o6nce literatiirde varolan prosediire
gore sentezlendi [60]. Sodyum asetat (6,1 g, 0,074 mol) ve asetik anhidrit (65 mL,
0,690 mol) yarim saat boyunca azot gazi altinda karistirilir. Reflux sicakligina
cikarilir ve 5 dakika araliklarla B-D-Glukopiranoz (Glu) (11,9 g, 0,066 mol) yavas
yavas eklenir. 45 dakika sonunda tiim Glukoz eklendikten sonra reaksiyon karisimi
500 mL buzlu su igerisine ¢oktiiriiliir. 15 dakika karistirildiktan sonra beyaz kati
¢okelek krozeden siiziiliir, vakum etiiviinde kurutulur. Elde edilen iirin *H NMR
spektroskopisiyle karakterize edildi. *tH NMR (500 MHz, CDCls3) & ppm 5.72 (d, J =
8.31 Hz, 1H), 5.25 (t, J = 9.43, 9.43 Hz, 1H), 5.21-5.05 (m, 1H), 4.29 (dd, J = 12.50,
453 Hz, 1H), 4.12 (dd, J = 12.49, 2.12 Hz, 1H), 3.84 (ddd, J = 10.04, 4.48, 2.19 Hz,
1H), 2.17-2.00 (m, 1H).

3.3.2. 2-(2',3',4',6'- Tetra-O-asetil-p-D-glukoziloksi)etil metakrilat (GIUACMA)

sentezi

2-(2',3',4' 6'-tetra-O-asetil-B-D-glukoziloksi)etil metakrilat sentezi daha oOnce
literatiirde var olan prosediire gore gergeklestirildi [61]. B-GluAc (11 g, 28 mmol)
120 mL diklorometan ile 3 boyunlu 250 mL’lik cam balonda ¢oziiliir. 4 A molekiiler
sieve eklenir ve balon septayla kapatilarak azot gazi altinda yarim saat karistirilir. 2-
hidroksi etil metakrilat (4,78 mL, 39 mmol) cam siringa ile balona eklenir. Balon
buza alinir ve Borontrifloriir dietil eterat (17,37 mL, 140 mmol) yavas¢a damlatilir.
Reaksiyon karanlikta oda sicakliginda 48 saat boyunca gercgeklesir. Reaksiyon
karigimi filtre kagidiyla siiziiliir. Bir kere buzlu suyla, iki kere sodyum bikarbonat
¢ozeltisiyle, bir kere de distile suyla yikanir. Ugurulur, Sodyum siilfat {izerinden
kurutulup filtre kagidiyla siiziiliir ve doner buharlastiricida ugurulur. GIUACMA 1:3
dietil eter: petrol eteri kolon kromatografisiyle saflastirilir. Elde edilen iiriin *H NMR
spektroskopisiyle karakterize edildi. *tH NMR (500 MHz, CDCls) & ppm 6.16 (s, 1H),
5.66-5.52 (m, 1H), 4.61 (ddd, J = 16.67, 8.00, 2.68 Hz, 1H), 4.52-4.43 (m, 1H), 4.43-
4.31 (m, 1H), 4.31-4.19 (m, 1H), 4.00-3.86 (m, 1H), 3.84-3.72 (m, 1H), 1.58-1.32
(m, 1H), 4.16 (d, J = 11.86 Hz, 1H), 2.00-1.95 (m, 1H).

3.3.3. 2-(2',3',4',6'-Tetra-O-asetil-p-D-glukoziloksi)etil akrilat (GIUACA) sentezi

2-(2',3",4',6'-tetra-O-asetil-B-D-glukoziloksi)etil akrilat sentezi daha dnce literatiirde

varolan prosediir uyarlanarak gerceklestirildi [61]. B-GluAc (5,79 g, 14 mmol) 75
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mL diklorometanla 3 boyunlu 100 mL’lik cam balonda ¢ziiliir. 4 A molekiiler sieve
eklenir ve cam balon septayla kapatilarak azot gazi altinda yarim saat karistirilir. 2-
hidroksi etil akrilat (2,38 mL, 20 mmol) cam siringa ile balona eklenir. Balon buza
alimir ve borontrifloriir dietil eterat (9,14 mL, 74 mmol) cam siringayla yavasca
damlatilir. Reaksiyon karanlikta oda sicakliginda 48 saat boyunca gerceklesir.
Reaksiyon karigimi filtre kagidiyla siiziiliir. Bir kere buzlu suyla, iki kere sodyum
bikarbonat ¢ozeltisiyle, bir kere de distile suyla yikanir. Ugurulur, Sodyum siilfat
tizerinden kurutulup filtre kagidiyla siiziiliir ve doner buharlastiricida ugurulur. Uriin
1:3 dietil eter:petrol eteri kolon kromatografisiyle saflastirilir. Elde edilen iiriin H
NMR spektroskopisiyle karakterize edildi. *H NMR (500 MHz, CDCls) § ppm 3.71
(ddd, J = 9.99, 4.76, 2.41 Hz, 1H), 3.85-3.79 (m, 1H), 4.05 (ddd, J = 11.61, 5.03,
3.80 Hz, 1H), 5.09 (t, J = 9.69, 9.69 Hz, 1H), 5.21 (t, J = 9.50, 9.50 Hz, 1H), 6.46-
6.40 (m, 1H), 6.14 (t sekt., J = 6.86, 6.86, 5.36, 5.36, 5.36, 5.36, 5.36 Hz, 1H), 5.90-
5.84 (m, 1H), 4.28-4.24 (m, 1H), 4.34-4.28 (m, 1H), 2.16-2.01 (m, 1H).

3.3.4. 2,3:4,5-Di-O-izopropiliden-B-D-fruktopiranoz (ipr-Fru) sentezi

2,3:4,5-di-O-izopropiliden-B-D-fruktopiranoz sentezi i¢in literatiirde var olan
prosediir takip edildi [62]. Beyaz kati1 toz halindeki D-fruktoz (18 g, 100 mmol) 500
mL’lik cam balonda 350 mL aseton icerisindeki 17,5 mL soguk konsantre siilfirik
asit iizerine eklenir. Balon oda sicakliginda manyetik karistirici lizerine alinarak 8
dakika boyunca tiim seker ¢oziinene kadar karistirilir. Reaksiyon oda sicakliginda ek
olarak 82 dakika boyunca gergeklesir, ardindan balon buz igerisine alinarak
sogutulur. Balon karismaktayken iizerine soguk 250 mL suda sodyum hidroksit (5,5
g, 137 mmol) ¢ozeltisi eklenir. Soliisyon doner buharlastiricida ugurulur. 100 mL
DCM ile ¢oziiliir 50 mL dH2O0 ile iki kez ekstrakte edilir. DCM faz1 sodyum siilfat

tizerinden kurutulur, filtre kagidiyla siiziiliip déner buharlastiricida ugurulur.

3.3.5. 1-O-Metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz  (ipr-FruMA)

sentezi

1-O-metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz sentezi igin daha once
literatiirde var olan prosediir takip edildi [62]. Daha dnceden sentezlenen ipr-Fru (10
g, 3,84x10 mol) monomeri tartilip 100 mL diklorometanla 250 mL’lik iki boyunlu
cam balonda ¢éziiliir. Trietilamin (11,78 mL, 8,45x1072 mol) iki boyunlu cam balona

eklendikten sonra karisim argon gazi altinda 45 dakika boyunca oda sicakliginda
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karistirilir. Balon buza almarak akriloil kloriir (4,68 mL, 5,76x10° mol) cam siringa
ile yavasca damlatilir. Karanlikta oda sicakliginda 24 saat boyunca reaksiyon
gergeklesir. Ardindan reaksiyon karigimi iki kere 0,1 M sodyum karbonat ¢ozeltisiyle
bir kere de distile suyla ekstrakte edilir. Sodyum siilfat iizerinden kurutulur, filtre
kagidiyla siiziiliip doner buharlastiricida ucurulur. Uriin 1:2 etilasetat:hekzan eluent
sistemi kullamlarak kolon kromatografisiyle saflastirilir. ipr-FruMA *H NMR
spektroskopisiyle karakterize edildi. *H NMR (500 MHz, CDCl3) d ppm 6.16 (s, 1H),
5.66-5.52 (m, 1H), 4.61 (ddd, J = 16.67, 8.00, 2.68 Hz, 1H), 4.52-4.43 (m, 1H),
4.43-4.31 (m, 1H), 4.31-4.19 (m, 1H), 4.00-3.86 (m, 1H), 3.84-3.72 (m, 1H), 1.58-
1.32 (m, 1H), 4.16 (d, J = 11.86 Hz, 1H), 2.00-1.95 (m, 1H).

3.3.6. 1-O-Akriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-FruA) sentezi

1-O-akriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz = sentezi ic¢in daha Once
literatiirde var olan prosediir takip edildi [63]. Daha onceden sentezlenen ipr-Fru (10
g, 0,384 mmol) monomeri tartilip 100 mL diklorometanla 250 mL’lik iki boyunlu
cam balonda ¢oziiliir. Trietilamin (11,78 mL, 0,845 mmol) iki boyunlu cam balona
eklendikten sonra karisim argon gazi altinda 45 dakika boyunca oda sicakliginda
karistirilir. Balon buza alinarak metakriloil kloriir (5,63 mL, 5,76 mmol) cam siringa
ile yavas¢a damlatilir. Karanlikta oda sicakliginda 24 saat boyunca reaksiyon
gergeklesir. Ardindan reaksiyon karigimi iki kere 0,1 M sodyum karbonat ¢ozeltisiyle
bir kere de distile suyla ekstrakte edilir. Sodyum siilfat tizerinden kurutulur, filtre
kagidiyla siiziiliip doner buharlastiricida ugurulur. Uriin 1:2 etilasetat:hekzan eluent
sistemi kullanilarak kolon kromatografisiyle saflastirilir. ipr-FruA 'H NMR
spektroskopisiyle karakterize edildi. *tH NMR (500 MHz, CDCl3) & ppm 6.51-6.43
(m, 1H), 6.18 (td, J = 17.33, 7.87, 7.87 Hz, 1H), 5.86 (dd, J = 10.45, 1.32 Hz, 1H),
4.64-4.60 (m, 1H), 4.51 (d, J = 11.77 Hz, 1H), 4.36 (t, J = 4.57, 4.57 Hz, 1H), 4.26
(ddd, J =9.18, 6.74, 2.61 Hz, 1H), 3.92 (td, J = 7.32, 3.66, 3.66 Hz, 1H), 3.78 (d, J =
12.54 Hz, 1H), 1.55-1.33 (m, 1H), 4.16-4.13 (m, 1H).

3.4. RAFT Polimerizasyon Yontemiyle Polimer Sentezi

Tersinir eklenme parcalanma zincir transferi polimerizasyonu yontemi kullanilarak

Fruktoz akrilat (ipr-FruA) ve Fruktoz metakrilat (ipr-FruMA) monomerleriyle
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homoblok polimerleri sentezlenmis ardindan asit monomeriyle diblok polimerlein

sentezi gergeklestirilmistir.

3.4.1. P(ipr-FruA) Homoblok polimer sentezi

Sentezlenen ipr-FruA monomeri (0,5 g, 1,6 mmol) tartilip kiigiik bir viale alinir ve
1,988 mL asetonitril ile ¢oziilir. CBPA (6,9 mg, 212,0 mmol) viale eklenir.
Ardindan 2,2'-Azobis(2-methylpropionitrile) (AIBN) (0,52 mg, 3,18 umol) viale
eklendikten sonra vial hizlica septa ve parafilmle kapatilarak azot gazi altinda buz
icerisinde yarim saat boyunca karistirilir. Ardindan vial 60 °C yag banyosuna
alimarak polimerizasyon baslatilir. 17 saat polimerizasyonun ardindan vial yag
banyosundan almir. igne ile delinip buza konularak polimerizasyon sonlandirilir.
Polimer ugurulur, 1 mL THF ile ¢oziiliip 40 mL soguk hekzanda iki kez ¢oktiiriiliir.
Vakum etiiviinde kurutulur. 0,1 g polimer elde edildi. Elde edilen madde jel dagilim

kromografisi (GPC) ve *H NMR spektroskopisiyle karakterize edildi.

3.4.2. P(ipr-FruMA) Homoblok polimer sentezi

Daha 6nceden sentezlenmis ipr-FruMA monomeri (0,50 g, 1,46x10° mol) tartilip
kiigik bir viale alimir ve 1,825 mL asetonitril ile ¢oziilir. CBPA (5,60 mg, 194
mmol) viale eklenerek ¢o6ziilir. Ardindan AIBN (0,48 mg, 2,92 umol) viale
eklendikten sonra vial hizlica septa ve parafilmle kapatilarak azot gazi altinda buz
icerisinde yarim saat boyunca karistirilir. Ardindan vial 60 °C yag banyosuna
alinarak polimerizasyon baglatilir. 17 saat polimerizasyonun ardindan vial yag
banyosundan alinir. igne ile delinip buza konularak polimerizasyon sonlandirilir.
Polimer ugurulur, 1 mL THF ile ¢oziiliip 40 mL soguk hekzanda iki kez ¢oktiiriiliir.
Vakum etiiviinde kurutulur. 0,4 g polimer elde edildi. Elde edilen madde GPC ve H
NMR spektroskopisiyle karakterize edildi.

3.4.3. P(ipr-FruMA-b-MACc) Diblok polimer sentezi

Homoblok polimer P(ipr-FruMA) (0,2 g, 9,59 umol) tartilip kiigiik bir viale alinir.
1,917 mL asetonitril ile ¢oziiliir. Viale metakrilik asit (0,976 mL, 1,15 mmol) eklenir.
Ardindan AIBN (0,279, 1,67 pumol) viale eklendikten sonra vial hizlica septa ve
parafilmle kapatilarak buz igerisine alinir ve azot gazi altinda yarim saat boyunca
karistirilir. Ardindan vial 60 °C yag banyosuna alinarak polimerizasyon baglatilir. 16

saat polimerizasyonun ardindan vial yag banyosundan almir. Igne ile delinip buza
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konularak polimerizasyon sonlandirilir. Polimer ugurulur, 1 mL tetrahidrofuran ile
¢oziliip 40 mL soguk hekzanda iki kez ¢oktiiriiliir. 0,15 g polimer elde edildi. Elde
edilen madde GPC ve 'H NMR spektroskopisiyle karakterize edildi.

3.4.4.P(ipr-FruMA)-Gem Homoblok polimer sentezi

ipr-FruMA monomeri (1 g, 2,9 mmol) tartilip kiigiik bir viale alinir ve 3,65 mL
asetonitril ile ¢oziilir. Gem konjuge edilen CBPA RAFT ajam1 (20,8 mg, 389,0
mmol) viale eklenerek ¢oziliir. Viale florosein-O-metakrilat (1,70 mg, 4,29 pumol)
eklenir. Ardindan AIBN (0,96 mg, 5,84 umol) viale eklendikten sonra vial hizlica
septa ve parafilmle kapatilarak azot gazi altinda buz igerisinde yarim saat boyunca
karistirilir. Ardindan vial 60 °C yag banyosuna alinarak polimerizasyon baslatilir. 17
saat polimerizasyonun ardindan vial yag banyosundan alinir. Igne ile delinip buza
konularak polimerizasyon sonlandirilir. Polimer ugurulur, 1 mL tetrahidrofuran ile
¢oziiliip 40 mL soguk hekzanda iki kez ¢oktiiriiliir. 0,74 g polimer elde edildi. Elde
edilen madde GPC ve H NMR spektroskopisiyle karakterize edildi.

3.4.5.P(ipr-FruMA-b-MACc)-Gem Diblok polimer sentezi

Homoblok polimer P(ipr-FruMA) (0,2 g, 9,05 umol) tartilip kiigiik bir viale alinr,
1,809 mL asetonitril ile ¢oziiliir. Viale metakrilik asit (0,092 mL, 1,08 mmol) eklenir.
Ardindan AIBN (0,37 mg, 2,26 umol) viale eklendikten sonra vial hizlica septa ve
parafilmle kapatilarak buz igerisine alinir, azot gazi altinda yarim saat boyunca
karistirilir. Ardindan vial 60 °C yag banyosuna alinarak polimerizasyon baslatilir. 16
saat polimerizasyonun ardindan vial yag banyosundan alinir. Igne ile delinip buza
konularak polimerizasyon sonlandirilir. Polimer ucurulur, 1 mL THF ile ¢ozilip
soguk 30 mL hekzanda iki kez ¢oktiiriiliir. 0,2 g polimer elde edildi. Elde edilen
madde GPC ve *H NMR spektroskopisiyle karakterize edildi.

3.5. Sentezlenen Polimerlerin Hidrolizi

Sentezlenen P(ipr-FruMA-b-MAc) ve P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem polimerlerinin
izopropiliden halka korumalarimi kaldirmak amaciyla asidik ortamda hidroliz
reaksiyonu gerceklestirildi. Reaksiyon sonucunda hidroliz edilmis P(FruMA-b-MAC)
ve P(FruMA-b-MAc)-Gem polimerleri metanolde ¢oziiliip dietil eter igerisinde

cokturiilerek elde edildi.
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3.5.1. P(ipr-FruMA-b-MACc) Diblok polimerinin hidrolizi

Diblok P(ipr-FruMA-b-MAc) polimeri (0,15 g, 4,82 umol) tartihip 10 mL’lik cam
balona alinir ve 3,25 mL kloroform ile ¢oziiliir. Cam balona 0,3 mL distile su eklenir
ve azot gazi altinda 15 dakika karistirilir. Ardindan trifloroasetik asit (TFA) (2,21
mL, 289 mmol) cam siringayla damlatilarak eklenir. Reaksiyon 24 saat boyunca oda
sicakliginda karanlikta gergeklesir. Polimer ugurulur, 1 mL metanolde ¢oziiliip 7 mL
soguk dietil eter igerisine ¢oktiiriiliir. Elde edilen 0,12 g polimer GPC ve 'H NMR

spektroskopisiyle karakterize edildi.

3.5.2. P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem Diblok polimerinin hidrolizi

Diblok P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem polimeri (0,2 g, 7,42 umol) tartilip 10 mL’lik
cam balona alinir ve 3,25 mL kloroform ile ¢ziiliir. Cam balona 0,3 mL distile su
eklenir ve azot gazi altinda 15 dakika karistirilir. Ardindan TFA (3,69 mL, 482
mmol) cam siringayla damlatilarak eklenir. Reaksiyon 24 saat boyunca oda
sicakliginda karanlikta gergeklesir. Polimer ugurulur, 1 mL metanolde ¢oziiliip 7 mL
soguk dietil eter icerisine ¢oktiiriiliir. Elde edilen 0,13 g polimer GPC ve 'H NMR

spektroskopisiyle karakterize edildi.

3.6. Polimerik Nanopartikiillerin Sentezi

3.6.1. Cisplatin tasimayan polimer nanopartikiil sentezi

50 mg P(FruMA-b-MAc) (NPO) ve P(FruMA-b-MAc)-Gem (NP1) iki ayr viale
tartilarak 5 mL distile suda ¢oziiliir. 0,025 mL 2 mg/mL florosein izotiyosiyanat (0,5
mg, 12,8 pumol) eklenir. Toplam hacim 10 mL olacak sekilde distile suyla

tamamlanir.
3.6.2. Cisplatin yiiklii nanopartikiil sentezi

3.6.2.1. Cisplatin aktivasyonu

Cisplatin (cisPt) yiiklii nanopartikiil olusturmak i¢in onceden hazirlanan suda cisPt
soliisyonu kullanildi. cisPt (100 mg, 33,3 mmol) tartilip 50 mL su eklenerek ¢oziiliir.
Ardindan giimiis nitrat (113 mg, 66,6 mmol) eklenerek 20 saat boyunca oda
sicakliginda karistirildi. Olusan giimiis klorlir katisin1 uzaklastirmak icin karigim

alinarak 2,5 saat boyunca santrifiij edildi ve santrifiij tipi degistirildi. cis-
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[Pt(NH3)2(H20)2]*? soliisyonu alarak 0,22 mikrometrelik siringa filtresiyle filtre
edildi. Soliisyonun igerdigi Platinyum (Pt) elementi miktar1 indiktif eslesmis
plazma-kiitle spektroskopisi (ICP-MS) analizi kullanilarak belirlendi.

3.6.2.2. P(FruMA-b-MAc) Polimerine cisPt yiiklenmesi: P(FruMA-b-MAc)-

cisPt nanopartikiilii sentezi (NP2)

P(FruMA-b-MAc) polimeri (50 mg, 19,8 umol) tartilip viale alinir. Toplam hacim 10
mL olacak sekilde distile su ile ¢oziilir. 0,35 mL 0,1 N NaOH eklenerek pH 9’a
getirilir. 0,025 mL 2 mg/mL florosein izotiyosiyanat (0,5 mg, 12,8 umol) eklenir.
1,03 mL cisPt soliisyonu siringa ile ¢ekilerek 0,2 mL/saat olacak sekilde vial 250
rpmde karisirken siringa pompasiyla eklenir. Ardindan vial 37 °C’lik inkiibatore
alinarak 24 saat boyunca karistirilir. Ornek 3,5 kDa diyaliz membrani igerisine bir
giin boyunca alinip suya karsi diyaliz gerceklestirilir. Olusturulan nanopartikiil NP2
dinamik 151k sac¢ilimi (DLS) 6l¢timiiyle karakterize edildi. Nanopartikiiliin igerdigi Pt

elementi miktar1 ICP-MS analizi kullanilarak belirlendi.

3.6.2.3. P(FruMA-b-MACc)-Gem Polimerine cisPt yiiklenmesi: P(FruMA-b-
MAC)-Gem-cisPt sentezi (NP3)

P(FruMA-b-MAc)-Gem polimeri (50 mg, 22,8 pumol) tartilip viale alinir. Toplam
hacim 10 mL olacak Sekilde distile su ile ¢oziiliir. 0,375 mL 0,1 N NaOH eklenerek
pH 9’a getirilir. 0,025 mL 2 mg/mL florosein izotiyosiyanat (0,5 mg, 12,8 umol)
eklenir. 1,029 mL cisPt soliisyonu siringa ile ¢ekilerek 0,2 mL/saat olacak sekilde
vial 250 rpmde karisirken siringa pompasiyla eklendi. Ardindan vial 37 °C’lik
inkiibatore alinarak 24 saat boyunca karistirildi. Ornek 3,5 kDa diyaliz membrani
igerisine bir glin boyunca almip suya karsi diyaliz gerceklestirildi. Olusturulan
nanopartikiil NP3 DLS o6l¢iimiiyle karakterize edildi. Nanopartikiiliin icerdigi Pt

elementi miktar1 ICP-MS analizi kullanilarak belirlendi.

3.7. Ila¢ Salim Deneyi

NP3 ile 37 °C’de iki farkli pH’ta salim deneyi gerceklestirildi. ikiser mL &rnek 3.5
kDa’lik diyaliz membran igerisine almarak pH 5.5 ve pH 7.4’te 40 mL’lik fosfat
bovine serum tampon ¢ozeltilerine (PBS) alinarak 37 °C’lik inkiibatorde karistirildi.

Deney baslatildiktan sonra 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 30, 48, 52, 72, 80 ve 96 saat
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sonra tampon c¢ozelti igerisinden 1’er mL o6rnek cekilerek, 1’er mL PBS ¢dozeltisi
kondu. Salim deneyinden alinan 6rnekler ICP-MS kullanilarak analiz edildi. ICP-MS
analizine gonderilen numuneler asagida anlatilan prosediire gore hazirlandi. 2%
nitirk asit (HNOgz) (%70 lik ¢ozelti) ve 2% hidroklorik asit (HCI) (%37 lik ¢6zelti)
iceren aqua regia karisimi hazirlandi. 128 mL suya 4 mL HNOs ve 11,4 mL HCI
konularak aqua region soliisyonu hazirlandi. 1 mL salim deneyinden alinan 6rnekler
tizerine vial igerisinde 4 mL ve 250 puL NP2 ve NP3 nanopartikiilleri ve cisPt
soliisyonu orneklerinin {izerine 4,75 mL aqua region soliisyonu eklendi. Vialler septa
ile kapatilarak 90 °C yag banyosunda 4 saat boyunca sitildi. Islem sonunda
orneklerin hacimleri kontrol edilip, salim o6rneklerinin son hacmi 5 mL, diger

orneklerin son hacmi 10 mL olacak sekilde distile su (dH20) ile tamamland.

3.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.8.1. Hiicrelerin biiyiitiilmesi

Hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 i¢cin MDA-MB-231 meme kanser hiicre hatti ve CCD-
1079Sk saglikl1 deri fibroblast hiicre hatt1 kullanildi. Her kuyuda 5x10° hiicre olacak
sekilde 200 pL D-MEM besi yerinde 96 ve 12 kuyulu plate igerisine ekim yapilarak
%10 CO: igeren 37 °C’lik inkiibatdrde hiicrelerin kuyulara tutunmalari i¢in 24 saat
bekletildi. 24 saatin sonunda hiicrelerin iistiindeki besiyeri bosaltilarak kuyular PBS
ile yikandi. Ardindan kuyulara yeni besiyeri eklenerek hiicrelere uygulanacak islem

gerceklestirildi.

3.8.2. Sitotoksisite testi

Gem, cisPt soliisyonu, NPO, NP1, NP2 ve NP3 olmak iizere 6 Ornek hiicrelere
uygulandi. Her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 200 uL. D-MEM besi yerinde 96
kuyulu plate igerisine ekim yapilarak %10 CO igeren 37 °C’lik inkiibatérde 24 saat
bekletildi. Ornekler 0,78125 ug/mL, 1,5625 pg/mL, 3,125 ug/mL, 6,25 ug/mL, 12,5
ug/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi. Ardindan kuyulardaki besiyeri
bosaltilarak 3 tekrarli olacak sekilde MDA-MB-231 ve CCD-1079Sk hiicrelerine 100
uL besi yeriyle birlikte 100 uL 6rnek 6 farkli konsantrasyonda hazirlanan ornekler
eklendi. Kontrol olarak 100 pL dH20 kullanildi. Hiicreler 24 saat boyunca %10 CO2
igeren 37 °C’lik inkiibatorde bekletildi. 24 saatin sonunda hiicrelerin {izeri
bosaltilarak 100 uL MTT karanlik ortamda eklenerek 3 saat boyunca 37 °C’de
inkiibe edildi. 3 saat sonunda hiicrelerin iizeri bosaltilip 100 pL dimetilsulfoksid
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(DMSO) eklendi. Ardindan hiicre canliligin1 belirlemek i¢in mikroplaka okuyucu
(ELISA Reader) cihazinda 6lgtim alind.

3.8.3. Hiicre i¢ci alimin incelenmesi

Hazirlanan Gem ve cisPt iceren NP3 nanopartikiiliiniin hiicre i¢i alim o6zelligi
degerlendirilmek tizere MDA-MB-231 ve CCD-1079Sk hiicre hatlarinda floresan
mikroskopisi kullanilarak inceleme yapildi. Hiicreler 12 kuyucuklu plate igerisine her
kuyucukta 2x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat boyunca %10 CO- iceren
37 °C’lik inkiibatérde kuyucuklara tutunmalar1 i¢in bekletildi. Nanopartikiil 0,625
ug/mL konsantrasyon olarak hazirland1 ve 12 kuyucuklu plate iginde D-MEM besi
yerinde biiyiiyen MDA-MB-231 ve CCD-1079Sk hiicrelerinin iizerine uygulandi.
Hiicreler %10 CO2 igeren 37 °C’lik inkiibatorde 3 ve 6 saat bekletildi. 3 ve 6.
saatlerin sonunda kuyucuklarin iizerleri bosaltilarak kuyular PBS ile yikandi.
Ardindan hiicrelerin iizerine FBS igermeyen besiyeri ve 6, 6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) eklendi. 30 dakikanin ardindan floresan mikroskopisi kullanilarak hiicreler

goriintiilendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. RAFT Ajam Sentezi

Diblok kopolimerin sentezinde basvurulacak antikanser ila¢ yiiklii RAFT ajani 3

basamakta sentezlenmistir.

4.1.1. RAFT Ajam icin oncii sentezi

Bis-(biitansiilfanil tiyokarbonil)disiilfid bilesigi butantiyoliin potasyum tert-butoksit
ile muamelesi sonucunda olusan potasyum tiyobiitanat ile karbondisiilfidin
reaksiyonundan elde edildi. (Sekil 4.1) Reaksiyon dietil eter igerisinde oda
sicakliginda 1,5 saat karistirildi. Ham iiriin 2 kez sodyumtiyosiilfat ile 1 kez de distile
suyla ekstrakte edildi. %88 verimle elde edilen iiriin ileri bir saflastirma yapilmadan

bir sonraki asamada kullanilmak iizere 4 °C’de saklandi.

CS, (1eq.) S S
H.KO (1 eq. 5eq.
A NNsH C4HoKO (1 eq.) - N5k I, (0.5eq.) ‘/\/\S)LS—SJLS/\/\
(1 eq) Et,0 Et,0
0.5 sa, 27 °C 1.5 sa, 27 °C

Sekil 4.1 : Bis-(biitansiilfanil tiyokarbonil)disiilfid sentezi.

Elde edilen iiriin *H NMR ve 3C NMR spektroskopisiyle karakterize edildi. Bis-
(biitansiilfanil tiyokarbonil)disiilfid bilesigine ait metilen ve metil protonlart Sekil
4.2°de (A) agikca goriilmektedir. Metil protonlarina (d) kiyasla bilesigin yapisindaki
diger protonlarin integrasyon degerleri goz Oniine alindiginda bilesigin sentezinin
basarili sekilde gerceklestirildigi goriilmektedir. Benzer sekilde Sekil 4.2°de (B)
goriilen *C NMR spekturumuna bakildiginda bilesigin yapisindaki bes farkli karbon

atomuna ait pikler spektrumda acik sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.2 : Bis-(biitansiilfanil tiyokarbonil)disiilfid bilesigine ait *H NMR (A) ve *C
NMR (B) spektrumu (CDCls).

4.1.2.CBPA RAFT Ajani sentezi

Biitil 2-siyanopropan 2-il-tritiyokarbonat (CBPA) sentezi bis-(biitansiilfanil
tiyokarbonil)disiilfit ile 4,4’- azobis(4-siyanovalerik asit) (ACVA) bilesiklerinin
reaksiyonu sonucunda elde edildi. (Sekil 4.3) Reaksiyon etil asetat igerisinde 75-80
°C’de 24 saat boyunca gerceklesti. 5 kez distile suyla ekstrakte edilerek ham {iriin
elde edildi. Ardindan CBPA bilesigi 1:2 etil asetat:hekzan eluent sistemi kullanilarak

kolon kromotografisi yontemiyle %89 verimle saflastirildi.

S S NC CN S CN
/\/\SJLS—SJLS’\/\ + HOWN=N/\><[(°HET>/\/\SJLS>§/\WOH
(0] (0] c
(1eq.) (2.1 eq) 80 °C, 24 sa (0}

Sekil 4.3 : 2-Siyanopropan 2-il-tritiyokarbonat (CBPA) sentezi.

Reaksiyon sonunda elde edilen iiriin *H NMR (Sekil 4.4) ve FTIR (Sekil 4.7) ile
karakterize edildi. Tiim protonlar Sekil 4.2°de agikca goriilmektedir. Bir onceki
asamada sentezlenen oncii bilesigin 'H NMR spektrumunda oncii bilesikte 2.66-2.71
ppm aralifinda goziiken CH2S- ait triplet pik reaksiyon sonrasinda sentezlenen
CBPA bilesiginde 3.23-3.44 ppm araliginda triplet olarak goziikmektedir ve 2.47-
259 ile 2.34-2.44 ppm araliklarinda multiplet pikler olarak goziikmektedir.
Karboksil grubuna komsu karbon atomuna ait protonlar spektrumda 2.62-2.74 ppm

araliginda triplet pik olarak ¢ikmistir. Ayrica siyano grubunun bagl oldugu karbon
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atomuna bagli metil grubuna ait protonlardan gelen 1.88 ppm’de ¢ikan singlet pik

bilesigin basarili sekilde sentezlendigini gostermektedir.

o
-
-—0.94 ©

75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.
ppm

Sekil 4.4 : Biitil 2-siyanopropan2-il-tritiyokarbonat bilesigine ait ‘H NMR
spektrumu (CDCls).
CBPA bilesigine ait FTIR spektrumu Sekil 4.7°de gosterilmektedir. FTIR
spektrumunda 2233 cm™ dalga sayili bant siyano grubuna ait karbon ve azot
atomunun yaptig1 {iclii baga ait gerilme titresimi ve 1715 cm™ dalga sayili bant
karbonil grubunun karbon ve oksijen atomlar1 arasindaki ikili baga ait gerilme
titresimini gostermektedir. FTIR spektrumuna goére karboksil ve siyano gruplarinin
yapiya katilmasiyla CBPA bilesiginin basarili sekilde sentezlendigi ayrica

anlasilmaktadir.

4.1.3. Gemsitabin konjuge CBPA RAFT ajam (CBPA-Gem) sentezi

CBPA bilesigine Gem konjugasyon reaksiyonu aktif ester kimyasi lizerinden 6nceki
asamada sentezlenen CBPA ve Gem kullanilarak HOBT ve EDC varliginda oda
sicakliginda 96 saat boyunca gergeklesti (Sekil 4.5). Ham firtin diklrometanda
¢oOziiliip sodyum bikarbonat ¢ozeltisiyle ekstrakte edilerek elde edildi. Daha sonra
{iriin 1:15 MeOH:DCM eluent sistemi ile kolon kromatografisiyle saflastirildi. Uriin

%40 verimle elde edildi.

HOBT (1 eq.)
JL X/\rrOH HCI.H,N N\P EDC (1eq) /\/\SJL >§/\n,

DMF, Piridin L

96 sa, 27 °C
(1eq.) (1 eq) OH

Sekil 4.5 : CBPA-Gem RAFT ajani1 sentezi.

39



Elde edilen iiriin 'H NMR spektroskopisi (Sekil 4.6) ve FTIR (Sekil 4.7) ile
karakterize edildi. Sekil 4.6’da CBPA-Gem RAFT ajanina ait protonlar
goriilmektedir. 'H NMR spektrumuna gére reaksiyonun sonucunda olusan iiriiniin
CBPA bilesiginden gelen 16 protonu spektrumun 0,84-3,37 ppm araliginda ve Gem
bilesiginden gelen 10 proton ise spektrumun 3,63-10,15 ppm araliginda
goziikmektedir. 'H NMR spektrumunda goziiken biitiin protonlara ait piklerin
integrasyon degerleri amin grubuna ait protonun (h) integrasyon degerine gore
kiyaslandiginda CBPA-Gem bilesigi  basarili  bir sekilde sentezlendigi
anlagilmaktadir. Ayn1 zamanda reaksiyon soiucunda olusan bilesikte Gemsitabin
bilesiginin 'H NMR spektrumunda 6.18 ppm’de ve CBPA bilesiginin *H NMR

spektrumunda 3.32’de ¢ikan pikin spekturumun sagina kayma gdsterdigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.6 : Sentezlenen CBPA-Gem bilesigine ait *H NMR spektrumu (CDCls).

Sekil 4.7°de verilen FTIR spektrumunda CBPA/Gem bilesigindeki karbonil
grubunun karbon atomuna bagli azot atomunun hidrojen atomuyla yaptig1 tekli bagin
titresiminin olusturdugu bant FTIR spekturumda 3000 ve 3600 dalga sayilari
arasinda goziikmektedir. Ayni1 zamanda CBPA bilesiginden gelen siyano grubunun
karbon ve azot atomlar1 arasindaki iiclii bagin gerilme titresimi spektrum {izerinde
2233 cm™ dalga sayili bant seklinde goriilmektedir. Bilesigin yapisinda bulunan iki
karbonil grubunun gerilme titresimleri 1645 cm™ ve 1715 cm™ dalga sayili bantlarda

goziikkmektedir.
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Sekil 4.7 : CPBA, Gem ve CBPA-Gem bilesiklerine ait FTIR spektrumu.

4.2. Monomer Sentezi

Diblok kopolimerlerin hazirlanmasinda akrilat ve/veya metakrilat fonsiyonaliteleri

iceren iki farkli seker (glukoz ve fruktoz) monomerinin sentezi gergeklestirilmistir.

4.2.1. 1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz (8-GluAc) sentezi

1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz  (B-GluAc) sentezi B-D-glukopiranoz
(Glu) bilesiginin asetik anhidrit varliginda sodyum asetat kullanirak asetillenmesi
reaksiyonu sonucunda elde edildi (Sekil 4.8). Buzlu suda c¢oktiirilip vakum

etiiviinde kurutuldu. %43 verimle B-GluAc sentezlendi.

OH OAc
o o O
NaOAc (1.3 eq. (o]
HO L (3ea)  Leo
HO OH * o > ""AcO OAc
0 140 °C, 45 dk OAc
(1eq.) (12.3 eq.)

Sekil 4.8 : 3-D-glukopiranoz asetilasyon reaksiyonu.

'H NMR spektroskopisi (Sekil 4.9) ve FTIR (Sekil 4.10) kullanilarak karakterize
edildi. Sekil 4.9.°da B-GluAc bilesigine ait protonlar agik sekilde gosterilmistir.
Spekturumda yapiya katilan bes asetil grubuna ait protonlar 2.01, 2.03, 2.09, 2.09 ve
2.11 ppm’de singlet pikler olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.9 : 1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz (B-GluAc) bilesigine ait *H
NMR spektrumu (CDCls).

FTIR analizinde elde edilen verilere gore B-GIUAC ve Glu bilesiklerine ait FTIR

spektrumu Sekil 4.10’da gosterilmektedir. Glu bilesiginin gosterildigi egride

yapidaki hidroksil grubuna ait oksijen ve hidrojen atomlarinin tekli baglarina ait

titresim spektrumda 3226 cm™ dalga sayili yaygin bant seklinde goziikmektedir. B-

GluAc bilesigine ait egride diger egriden farkli olarak karbonil grubuna ait 1741 cm™

dalga sayili bant olarak ve karbonil gerilme titresimi, 1209 cm™ dalga sayili bant

goriilmektedir.
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Sekil 4.10 : B-D-Glukopiranoz (Glu) ve 1,2,3,4,6-penta-O-asetil 3-D-glukopiranoz
(B-GluAc) bilesiklerine ait FTIR spektrumu.
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4.2.2. 1-(2-Etoksi metakrilat)-2,3,4,6-tetra-O-asetil-B-D-glukopiranoz bilesiginin
(GIUACMA) sentezi

Bir onceki asamada sentezlenen B-GluAc bilesigi borontrifloriir dietil eterat
varliginda 2-hidroksi etil metakrilat ile reaksiyonu sonucunda 1-(2-etoksi
metakrilat)-2,3,4,6-tetra-O-asetil-3-D-glukopiranoz (GluAcMA) sentezlendi (Sekil
4.11). Ham iiriin iki kere sodyum bikarbonat ¢ozeltisiyle, bir kere de distile suyla
ekstrakte edildi. Uriin 1:3 dietil eter: petrol eteri eluent sistemiyle kolon

kromotografisi yontemi kullanilarak saflagtirildi. %51 verimle GIUACMA monomeri

elde edildi.

OAc
OAc

(o}
(o} BF;Et,0 (5eq.)
HO 3="2 o (0]
Ao OoAc + o — > AcOl )
OAc DCM c OAc \/\o)j\ﬂ/
40 sa, 27 °C
(1eq.) (1.4 eq)

Sekil 4.11 : 1-(2-Etoksi metakrilat)-2,3,4,6-tetra-O-asetil-3-D-glukopiranoz
bilesiginin sentezi.
Sentezlenen GIUACMA monomeri *H NMR spektroskopisi (Sekil 4.12) ve FTIR
(Sekil 4.13) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.12°de GIUACMA monomerine ait
protonlar gosterilmektedir. Monomere ait 6.11 ve 6.31 ppm’de ¢ikan vinil grubu
protonlart bilesigin basarili sekilde sentezlendigini gostermektedir. Ayni1 zamanda
4.00-4.50 ppm araliginda ¢ikan metilen protonlar1 (i,h) ve 2.17 ppm’de ¢ikan metil

protonlarina ait singlet pike bakilarak bilesigin sentezinin geerceklestigi

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.12 : 1-(2-Etoksi metakrilat)-2,3,4,6-tetra-O-asetil-3-D-glukopiranoz
(GluAcMA) bilesigine ait 'H NMR spektrumu (CDCls).
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FTIR analizinde elde edilen verilere gore B-GIuAc ve sentezlenen GIUACMA
bilesigine ait FTIR spektrumu Sekil 4.13’de gosterilmektedir. FTIR spektrumda
yapidaki pi bagi yapmis karbon atomunun hidrojen atomu arasindaki gerilme
titresimini gosteren 754 cm™ dalga sayili bant ve 1740 cm™ de ¢ikan metakrilat
tinitesinin karbonil grubuna ait bandin goriilmesi GluAcMA bilesiginin basarili

sekilde sentezlendigini belirtmektedir.
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Sekil 4.13 : 1,2,3,4,6-Penta-O-asetil 3-D-glukopiranoz (B-GIuAc) ve 1-(2-etoksi
metakrilat)-2,3,4,6-tetra-O-asetil-3-D-glukopiranoz (GluAcMA) bilesiklerine ait
FTIR spektrumu.

4.2.3. 1-(2-Etoksi  akrilat)-2,3,4,6-tetra-O-asetil-B-D-glukopiranoz  (GIuAcA)

bilesiginin sentezi

Onceden sentezlenen B-GIUAC borontrifloriir dietil eterat varhiginda 2-hidroksi etil
akrilat ile metakrilatlanmasi reaksiyonu sonucunda 1-(2-etoksi akrilat)-2,3,4,6-tetra-
O-asetil-B-D-glukopiranoz (GIUACA) sentezlendi (Sekil 4.14). Ham f{iriin iki kere
sodyum bikarbonat ¢dzeltisiyle, bir kere de distile suyla ekstrakte edildi. Uriin 1:3
dietil eter: petrol eteri mobil faz sistemiyle kolon kromotografisi yoOntemi

kullanilarak %40 verimle saf bir sekilde elde edildi.

OAc

o (o} ( ) OAc
BF,Et,0 (5 eq.
HO 3=h o o
A?ogo oAc + o _ Aci\oo o 4
OAc I DCM ¢ ORc "o m
40 sa, 27 °C
(1eq.) (1.4 eq)

Sekil 4.14 : 1-(2-Etoksi akrilat)-2,3,4,6-tetra-O-asetil-3-D-glukopiranoz (GIuAcA)
bilesiginin sentezi.
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Elde edilen GIuACA monomeri *H NMR spektroskopisi (Sekil 4.15) ve FTIR (Sekil
4.16) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.15°de GIUACA monomerine ait
protonlar gosterilmektedir. *H NMR spektrumuna gére yapiya katilan vinil grubuna
ait protonlar 5.87 ve 6.43 ppm’de ¢ikan dublet pikler ve 6.13 ppm’de ¢ikan dd pik
olarak goziikmektedir.
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Sekil 4.15 : 1-(2-Etoksi akrilat)-2,3,4,6-tetra-O-asetil-B-D-glukopiranoz (GIuAcA)
bilesigine ait *H NMR spektrumu (CDCls).

B-GluAc ve GluAcA monomerine ait FTIR spektrumu Sekil 4.16’da
gosterilmektedir. Spektrumda karbonil grubuna ait 1741 cm? dalga sayils
goriilmektedir. Ayrica, vinil grubuna ait 752 cm™ dalga sayili bant monomerin

sentezinin basarili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.16 : 1,2,3,4,6-Penta-O-asetil 3-D-glukopiranoz (B-GIluAc) ve 1-(2-etoksi
akrilat)-2,3,4,6-tetra-O-asetil-B-D-glukopiranoz (GluAcA) bilesiklerine ait FTIR
spektrumu.

45



4.2.4. (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz (ipr-Fru) sentezi

D-Fruktopiranoz’un (Fru) asidik ortamda sodium hidroksit varlliginda aseton
igerisinde oda sicakliginnda 1,5 saat boyunca reaksiyona girmesiyle 2,3:4,5-di-O-
izopropiliden)-B3-D-fruktopiranoz (ipr-Fru) sentezlendi (Sekil 4.17). Reaksiyon
karisimi DCM ve dH2O ile ekstrakte edilerek saflastirildi ve vakum etiiviinde

kurutuldu.

0 OH
o o

NaOH (1.3 eq.)
H,S0,4,Aseton B #\O OAv
1,5 sa, 27 °C

(1eq.)

Sekil 4.17 : (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz (ipr-Fru) sentezi.

H 0 [T

OIl,"'
3

2,3:4,5-di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz (ipr-Fru) bilesiginin karakterizasyonu
icin FTIR analizi kullanildi. Fru ve ipr-Fru bilesiklerine ait FTIR spektrumu Sekil

4.18de verilmistir.
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Sekil 4.18 : D-Fruktopiranoz (Fru) ve (2,3:4,5-di-O-izopropiliden)-3-D-
fruktopiranoz (ipr-Fru) bilesiklerine ait FTIR spektrumu.

FTIR spektrumunda Fru bilesigine ait egride 3000-3500 cm™ arahiginda goriilen
hidroksil gruplarinin titresiminden kaynaklanan bant ipr-Fru bilesigine ait egride

3283 cm'* dalga sayili tek bir bant seklinde goriilmektedir.
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4.2.5. 1-O-Metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz  (ipr-FruMA)
sentezi

Onceden sentezlenen izopropiliden Fruktoz’un (ipr-Fru) trietilamin varhginda
metakriloil ~ kloriirle  reaksiyonu  sonucunda  1-O-metakriloil-2,3:4,5-di-O-
izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-FruMA) sentezlendi (Sekil 4.19).

(0]
(0] o 3 .2 eq.
- A e S

20 sa, 27 °C

(1eq.) (1.5eq.)
Sekil 4.19 : 1-O-metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-
FruMA) sentezi.
Ham iiriin iki kere sodyum bikarbonat ¢ozeltisiyle, bir kere de distile suyla ekstrakte
edilir. Uriin 1:2 etil asetat:hekzan sistemiyle kolon kromotografisi ydntemi

kullanilarak saflastirildi. Uriin %70 verimle elde edildi.

Sekil 4.20°de verilen 'H NMR spektrumuna gore 1.97 ppm’de goriilen vinil grubuna
ait siglet pike gore integrasyon degerleri goz Oniine alindiginda ipr-FruMA
bilesiginin basarili sekilde sentezlendigi anlasilmaktadir. Ayrica monomere ait vinil
grubu protonlar1 spektrumda 5.61 ve 6.16 ppm’de singlet pikler olarak

gozikmektedir.

1.00 |——6.16 ©
1.00 j—r5.61 @
.63
4.50 i
4.38
4,26
= 4.15
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Sekil 4.20 : 1-O-metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-
FruMA) bilesigine ait *H NMR spektrumu (CDCls).

75 7.0 65 6.0 55 5.

Sekil 4.21°de verilen FTIR spektrumunda ipr-Fru bilesigine ait egride goriilen
hidroksil grubuna ait 3283 cm™ dalga sayili bant ipr-FruMA bilesigine ait egride
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goriilmemektedir. Ayrica yine aym egrideki 1723 cm™ dalga sayili bant bilesige

eklenen  akrilat yapisimin  vinil grubuna ait atomlarin titresiminden

kaynaklanmaktadir.
-OH
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Sekil 4.21 : (2,3:4,5-di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz (ipr-Fru) ve 1-O-
metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-FruMA) bilesiklerine ait
FTIR spektrumu.
4.2.6.1-O-Akriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-FruA) sentezi
Onceden sentezlenen izopropiliden Fruktoz’un trietilamin varhiginda akriloyil
kloriirle  akrilatlanmas1  reaksiyonu  sonucunda  1-O-akriloil-2,3:4,5-di-O-
izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-FruA) sentezlendi (Sekil 4.22). Ham iiriin iki kere
sodyum bikarbonat ¢dzeltisiyle, bir kere de distile suyla ekstrakte edilir. Uriin 1:2 etil
asetat:hekzan sistemiyle kolon kromotografisi yontemi kullanilarak saflastirildi.

Uriin %81 verimle elde edildi.

O ,—OH o pen o]
7‘0\;&@ . CIJ\/ Et;r;;zzeq) »710\%

20 sa, 27 °C

(1eq.) (1.5 eq.)

Sekil 4.22 : 1-O-akriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-FruA)
sentezi.

Elde edilen ipr-FruA monomeri *H NMR spektroskopisi (Sekil 4.23) ve FTIR (Sekil
4.24) kullanilarak karakterize edildi.
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Sekil 4.23 : 1-O-akriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-FruA)
sentezi bilesigine ait 'H NMR spektrumu (CDCls).
Sekil 4.23’de ipr-FruA monomerine ait protonlar gosterilmektedir. Spektrumda
Fruktoz monomerinin halka yapilarinda bulunan protonlar 3.75-4.64 ppm
araliklarindaki piklerde goriilmektedir. Jzopropiliden halkalarma bagli metil
gruplarma ait pikler 1.17-1.63 ppm araliginda singlet pikler olarak gdziikmektedir.
'H NMR spektrumuna gore vinil grubu atomlarmdan gelen protonlardan
kaynaklanan 5.88 ve 6.48 ppm’de dublet, 6.18 ppm’de kuartet olarak ¢ikan pikler

monomerin basarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.

% Gegirgenlik

ipr-Fru-A

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.24 : (2,3:4,5-di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz (ipr-Fru) ve 1-O-akriloil-
2,3:4,5-di-O-izopropiliden-D-fruktopiranoz (ipr-FruA) bilesiklerine ait FTIR
spektrumu.
ipr-Fru ve ipr-FruA monomerine ait FTIR spektrumu Sekil 4.24°te gosterilmektedir.
FTIR spektrumda bulunan pi bag1 yapan karbon atomlarinin ve bilesigin yapisindaki

49



karbonil grubuna ait karbon ve oksijen atomlarinin titresimlerinden kaynaklanan

sirasiyla 1635 ve 1729 cm™ dalga sayili bantlar ipr-FruA monomerinin basarili

sekilde sentezlendigini belirtmektedir.

4.3. RAFT Polimerizasyon Yontemiyle Polimer Sentezi

Oncelikle CBPA RAFT ajanim1 denemek amaciyla sentezlenen ipr-FruA ve ipr-

FruMA monomerleri kullanilarak iki farkli polimerizasyon gerceklestirildi. Ardindan

ipr-FruMA monomeri kullanilarak sentezlenen homoblok polimer kullanilarak

metakrilik asit (MAc) zincir uzatma reaksiyonu gerceklestirilerek P(ipr-FruMA-b-
MACc) diblok kopolimeri sentezlendi. Benzer sekilde CBPA-Gem RAFT ajaniyla

diblok polimer sentezlendi. Polimerlerin molekiiler agirliklarinin belirlenmesi igin

GPC ve 'H NMR analizleri yapild1 (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 : Polimerizasyon kosullar1 ve polimerlerin karakterizasyonu

Polimer Siire Don®  Mnnvr Mncec®
[M]:[RAFT]:[B]
(sa) (%) (kDa) M, Mw/Mn

P(ipr-FruA) [75]:[1]:[0,15] 17 20 500 130 1,18
P(ipr-FruMA) [75]:[1]:[0,15] 17 80 20,85 10,30 1,16
P(ipr-FruMA-b-MACc) [120]:[1]:[0,175] 17 75 31,15 10,40 1,18
P(ipr-FruMA)-Gem [75]:[1]:[0,15] 16 75 22,10 16,75 1,31
P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem  [120]:[1]:[0,25] 16 90 31,00 12,80 1,12

@ Polimerizasyon dontigiimii gravimetrik analizle belirlendi.

b Molekiiler agirlik (My) ve polidispersitise indeksi (Mw/M,) THF GPC ile belirlendi.

4.3.1. P(ipr-FruA) Homoblok polimer sentezi

Polimerizasyon [ipr-FruA]:[CBPA]:[AIBN] = [75]:[1]:[0,15] oraninda ve monomer
konsantrasyonu 0,8 M olacak sekilde 60 °C’de gergeklestirildi (Sekil 4.25.) Polimer

THF’te ¢oziiliip soguk hekzana c¢oktiiriilerek reaksiyona girmemis monomerden

uzaklastirildi.
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Sekil 4.25 : CBPA RAFT ajaniyla P(ipr-FruA) homoblok polimer sentezi.

Elde edilen P(ipr-FruA) homoblok polimeri *H NMR spektroskopisi (Sekil 4.26)
FTIR ve GPC (Sekil 4.27) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.26’da P(ipr-FruA)

polimerine ait protonlar gosterilmektedir.

6.47
6.17
5.85

L

75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0
ppm

Sekil 4.26 : P(ipr-FruA) homoblok polimerine ait *H NMR spektrumu (CDCls).

Polimerin sahip oldugu molekiil agirligt NMR sonucuna gore hesaplama yapilarak 5
kDa olarak bulunmustur. *H NMR spektrumunda 6.47, 6.17 ve 5.85 ppm’de ¢ikan
monomere ait vinil grubu protonlarmin dontisiimii kullanilarak tekrarlanan seker
monomerinin tinite sayis1 10 olarak bulunmustur. Homoblok polimere ait FTIR (A)
ve GPC (B) grafigi Sekil 4.27°de verilmistir. Spektrumda polimerdeki karbonil
grubunun atomlar1 arasindaki titresimden kaynakli 1741 cm™ dalga sayili pik
goriilmektedir. ipr-FruA monomerinden sentezlenen homoblok polimere ait GPC

sonucuna gore polimerin Mw/Mn degeri 1,18 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.27 : A) P(ipr-FruA) homoblok polimerlerine ait FTIR spektrumu B) P(ipr-
FruA) homoblok polimerine ait GPC grafigi.

4.3.2. P(ipr-FruMA) Homoblok polimer sentezi
Polimerizasyon  [ipr-FruMA]:[CBPA]:[AIBN]  [75]:[1]:[0,15] oraninda ve

polimerizasyon ortaminin molaritesi 0,8 M olacak sekilde 60 °C’de 17 saat boyunca

gerceklestirildi (Sekil 4.28). Polimer THF’te ¢oziiliip soguk hekzana ¢oktiiriilerek
elde edildi.
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Sekil 4.28 : CBPA RAFT ajaniyla P(ipr-FruMA) homoblok polimer sentezi.

Elde edilen P(ipr-FruMA) homoblok polimeri *H NMR spektroskopisi (Sekil 4.29),
FTIR ve GPC (Sekil 4.32) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.29°da P(ipr-
FruMA) homoblok polimerine ait protonlar gosterilmektedir. *H NMR analiziyle
6.16 ve 5.61 ppm’de ¢ikan monomere ait vinil protonlarinin doniisiimii kullanilarak
yapilan hesaplamaya gore polimer yapisina katilan seker {initesi sayis1 66 olarak
belirlenmistir. *H NMR sonucuna gére homoblok polimerin sahip oldugu molekiiler

agirlik 20,85 kDa olarak hesaplamustir.
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Sekil 4.29 : P(ipr-FruMA) homoblok polimerine ait tH NMR spektrumu (CDCls).
4.3.3. P(ipr-FruMA-b-MACc) Diblok polimer sentezi

Polimerizasyon [MACc]:[P(ipr-FruMA)]:[AIBN] [120]:[1]:[0.175] oraninda ve
polimerizasyon ortami1 molaritesi 0,6 M olacak sekilde 60 °C’de 16 saat boyunca
gerceklestirildi (Sekil 4.30). Polimer THF’te ¢oziiliip soguk hekzana ¢oktiirtilerek
elde edildi.

JSL cN OH AIBN )SL CN
ANNs s 66 + o:; > N5 s 601 )66 OH
" i © OH  Asetonitril o © S o
o Y 60 °C, 16 sa OH o_k

Sekil 4.30 : P(ipr-FruMA-b-MAc) diblok polimer sentezi.

Elde edilen P(ipr-FruMA-b-MAc) diblok polimeri *H NMR spektroskopisi (Sekil
4.31), FTIR ve GPC (Sekil 4.32) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.31°de P(ipr-
FruMA-b-MAC) diblok polimerine ait protonlar gosterilmektedir. *H NMR analiziyle
monomere ait 6.71 ve 6.56 ppm’de c¢ikan vinil grubu protonlarinin doniisiimii
kullanilarak yapilan hesaplamaya gore polimer yapisina katilan asit tinitesi sayist 60
olarak belirlenmistir. *H NMR sonucuna goére diblok polimerin sahip oldugu
molekiiler agirlhik 31,15 kDa olarak hesaplamistir. P(ipr-FruMA) homoblok
polimerine ve P(ipr-FruMA-b-MACc) diblok polimerine ait FTIR spektrumu Sekil
4.32°de (A) gosterilmistir. Spektruma gore diblok polimere ait egride 2750-3250 cm”
! dalga sayilar1 arasinda goriilen yayvan bant zincir uzatma polimerizasyon
reaksiyonu sonrasinda yapiya katilan asit iinitelerinin karboksil grubundaki oksijen

ve hidrojen atomlarimin titresiminden kaynaklanmaktadir. Ayrica spektrumdaki asit
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tinitelerinin  karbonil grubunun atomlar1 arasindaki ikili bagin titresiminden

kaynaklanan 1691 cm™ dalga sayil1 bant diblok polimere ait egride goriilmektedir.
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Sekil 4.31 : P(ipr-FruMA-b-MAc) diblok polimerine ait *H NMR spektrumu
(CDCl5).
Sekil 4.32’de (B) P(ipr-FruMA) homoblok polimerine ve P(ipr-FruMA-b-MACc)
diblok polimerine ait GPC analizi sonuglart gosterilmektedir. GPC analizine gore
P(ipr-FruMA)  homoblok  ve  P(ipr-FruMA-b-MAc)  diblok  polimerleri
karsilastirildiginda homoblok polimere ait Mw/Mn polidispersite indeksi 1,16 ve
diblok polimere ait Mw/Mn polidispersite indeksi 1,18 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.32 : A) P(ipr-FruMA) homoblok ve P(ipr-FruMA-b-MAc) diblok
polimerlerine ait FTIR spektrumu B) P(ipr-FruMA) homoblok ve P(ipr-FruMA-b-
MACc) diblok polimerlerine ait GPC grafigi (THF).

4.3.4.P(ipr-FruMA)-Gem Homoblok polimer sentezi
Polimerizasyon [ipr-FruMA]:[CBPA-Gem]:[AIBN] [75]:[1]:[0.15] oraninda ve

polimerizasyon ortaminin molaritesi 0,8 M olacak sekilde 60 °C’de 17 saat boyunca
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gerceklestirildi (Sekil 4.33). Polimer THF’te ¢oziiliip soguk hekzana g¢oktiiriilerek
elde edildi.
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Sekil 4.33 : CBPA-Gem RAFT ajaniyla P(ipr-FruMA)-Gem homoblok polimer
sentezi.

Elde edilen P(ipr-FruMA)-Gem homoblok polimeri *H NMR spektroskopisi (Sekil
4.34.), FTIR ve GPC (Sekil 4.37) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.34°te P(ipr-
FruMA)-Gem diblok polimerine ait protonlar gosterilmektedir. *H NMR analiziyle
6.16 ve 5.61 ppm’de ¢ikan monomere ait vinil protonlarinin doniisiimi kullanilarak
yapilan hesaplamaya gére polimer yapisina katilan seker iinitesi sayist 63 olarak
belirlenmistir. tH NMR sonucuna gore homoblok polimerin sahip oldugu molekiiler

agirlik 22,10 kDa olarak hesaplamistir.
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Sekil 4.34 : P(ipr-FruMA)-Gem homoblok polimerine ait *H NMR spektrumu
(CDCls).

4.3.5. P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem Diblok polimer sentezi

Polimerizasyon [MACc]:[P(ipr-FruMA)-Gem]:[AIBN] [120]:[1]:[0,25] oraninda ve
polimerizasyon ortami molaritesi 0,6 M olacak Sekilde 60 °C’de 17 saat boyunca
gerceklestirildi (Sekil 4.35). Polimer THF’te ¢oziiliip soguk hekzana g¢oktiiriilerek
elde edildi.
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Sekil 4.35 : P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem diblok polimer sentezi.

Elde edilen P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem diblok polimeri *H NMR spektroskopisi
(Sekil 4.36), FTIR ve GPC (Sekil 4.37) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.36’da
P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem diblok polimerine ait protonlar gosterilmektedir. *H
NMR analiziyle monomere ait 6.71 ve 6.56 ppm’de ¢ikan vinil grubu protonlarinin
donilisimii kullanilarak yapilan hesaplamaya gore polimer yapisina katilan asit
{initesi sayis1 105 olarak belirlenmistir. 'H NMR sonucuna gére diblok polimerin

sahip oldugu molekiiler agirlik 31,00 kDa olarak hesaplamistir.
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Sekil 4.36 : P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem diblok polimerine ait *H NMR spektrumu
(CDCls).

P(ipr-FruMA)-Gem homoblok polimerine ve P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem diblok
polimerine ait FTIR spektrumu Sekil 4.37°de (A) verilmistir. Spektrumda MAC
monomerinin karbonil grubu atomlarinin titresiminden kaynaklanan 1701 cm dalga
say1li goriilmektedir. Ayrica spektruma gore diblok polimere ait egride goriilen 2750-
3250 cm™ dalga sayilari arasinda goriilen yayvan bant yapiya katilan asit iinitelerinin
karboksil  grubundaki  oksijen ve  hidrojen atomlarmin titresiminden

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.37 : A) P(ipr-FruMA)-Gem homoblok ve P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem diblok
polimerlerine ait FTIR spektrumu, B) P(ipr-FruMA)-Gem homoblok ve P(ipr-
FruMA-b-MACc)-Gem diblok polimerlerine ait GPC grafigi (THF).

Sekil 4.37’de (B) P(ipr-FruMA)-Gem homoblok polimerine ve P(ipr-FruMA-b-
MACc)-Gem diblok polimerine ait GPC sonuglar1 gosterilmektedir. GPC analizine
gore P(ipr-FruMA)-Gem homoblok ve P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem  diblok
polimerleri karsilastirildiginda homoblok polimere ait Mn/Mw polidispersite indeksi
1,30 ve diblok polimere ait Mw/My polidispersite indeksi 1,12 olarak bulunmustur.

4.4. Sentezlenen Polimerlerin Hidrolizi

4.4.1. P(ipr-FruMA-b-MACc) Diblok polimerinin hidrolizi

0,18 g diblok P(ipr-FruMA-b-MAc) polimerinin ipr-FruMA initelerinin hidroliz
edilmesi i¢in polimer kloroform ve suda coziildiikten sonra 24 saat boyunca oda
sicakliginda TFA ile hidroliz reaksiyonu gergeklestirildi (Sekil 4.38). 0,10 g hidroliz

edilmis polimer elde edildi.

S

s

CN TFA CN

OH OH
/\/\s)l\s Ay CHCl3, dH,0 ‘/\/\s)l\s A e
oo 0 24 sa, 27 °C 02 o
OH o H o
o)
0
0

OH
o} Y OH
o-ﬁ H
Sekil 4.38 : P(ipr-FruMA-b-MAc) polimerinin hidroliz reaksiyonu.

'H NMR spektrumuna gore diblok polimerin fruktoz {initelerinin izopropiliden
halkalarindaki metil gruplarina ait protonlardan gelen 1.3-1.6 ppm’deki pikin hidroliz
sonrasinda yok oldugu goriilmektedir. (Sekil 4.39)
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Sekil 4.39 : A) P(ipr-FruMA-b-MACc) ve B) hidroliz sonras1 P(FruMA-b-MAC)
polimerlerine ait *H NMR spektrumu (A: CDCls, B: CDs0D).

Hidroliz edilmis P(FruMA-b-MACc) polimerine ait FTIR ve GPC grafigi Sekil 4.40’ta

gosterilmektedir. FTIR spektrumuna bakildiginda 3500 cm™

dalga sayili bant
hidroliz sonras1 polimerdeki seker iinitelerinin hidroksil gruplarina ait oksijen ve
hidrojen atomlarinin titresimlerinden kaynaklanmaktadir. GPC analizi sonucunda

polimere ait Mw/Mn degeri 1,31 olarak belirlenmistir.

A B —— P(FruMA-b-MAc)
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Sekil 4.40 : Hidroliz edilen P(FruMA-b-MAc) polimerine ait A) FTIR ve B) GPC
grafigi (H20).

4.4.2. P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem Diblok polimerinin hidrolizi

0,2 g Diblok P(ipr-FruMA-b-MACc)-Gem polimerinin ipr-FruMA initelerinin

hidroliz edilmesi i¢in polimer kloroform ve suda ¢oziildiikten sonra 24 saat boyunca

58



oda sicakliginda TFA ile hidroliz reaksiyonu gergeklestirildi (Sekil 4.41). 0,1 g

hidroliz edilmis polimer elde edildi.

CN TFA
/\/\SJLS 1051 Me3 CHCI3 dH,0 ‘/\/\SJLS 1051 /163
o (o] (0] ° (o] o
24 sa, 27 °C OH %

HN_N._O of o J(
0

ey o
N (0] (o}

FN\OH o]

F  OH o-ﬁ

CN

Sekil 4.41 : P(ipr-FruMA-b-MACc)-Gem polimerinin hidroliz reaksiyonu.

'H NMR spektrumuna (Sekil 4.42) gore P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem fruktoz

tinitelerinin izopropiliden gruplarina ait protonlardan kaynaklanan 1.3-1.6 ppm’deki

pikin yok olmasiyla hidroliz reaksiyonunun basari ile gergeklestigi anlagilmaktadir.
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75 70 65 60 55 50 45 40 3.5
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Sekil 4.42 : A) P(ipr-FruMA-b-MAc)-Gem ve B) hidroliz sonrasi P(FruMA-b-
MAC)-Gem polimerlerine ait *H NMR spektrumu (A: CDCls, B: CD;0D).

Hidroliz edilen diblok polimere ait FTIR ve GPC grafigi Sekil 4.43’te goriilmektedir.

FTIR spektrumuna bakildiginda 3500 cm™ dalga sayili bant hidroliz sonrasi

polimerdeki seker iinitelerinin hidroksil gruplarina ait oksijen ve hidrojen atomlarinin

titresimlerinden kaynaklanmaktadir. GPC analizinden elde edilen verilere gore

diblok polimerin Mn/Mw degeri 1,43 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.43 : Hidroliz edilen P(FruMA-b-MAc)-Gem polimerine ait A) FTIR ve B)
GPC grafigi (H20).

4.5. Polimerik Nanopartikiillerin Sentezi

P(FruMA-b-MAc) (NPO) ve P(FruMA-b-MAc)-Gem (NP1) hidroliz edilmis diblok
polimerler 0,025 mL 2 mg/mL florosein izotiyosiyanat (0,5 mg, 12,8 umol)
eklendikten sonra hacim 10 mL’ye tamamlandi. Ayrica cisPt ilag yiiklemesi
gerceklestirilmek tizere P(FruMA-b-MAc) ve P(FruMA-b-MAc)-Gem hidroliz
edilmis diblok polimerler (0,5 mg, 12,8 umol) tartilarak iizerine 0,025 mL 2 mg/mL
florosein izotiyosiyanat (0,5 mg,12,8 umol) eklenip 0,1 N NaOH ¢ozeltisiyle pH 9’a
getirildi ve son hacim 10 mL olacak sekilde tamamlandi. Nanopartikiiller
olusturulmadan cisPt suda ¢6ziiniir hale getirmek i¢in glimiis nitrat ile reaksiyona
sokuldu. Elde edilen cis-[Pt(NHs)2(H20)2]*? soliisyonu kullanilarak orneklere ilag
yiiklemesi gerceklestirildi.

4.5.1. cisPt Aktivasyonu

cisPt ve glimiis nitratin oda sicakliginda 20 saat boyunca suda reaksiyonu sonucunda
cis-[Pt(NH3)2(H20)2]*? sentezi gerceklesti (Sekil 4.44). Olusan giimiis kloriir katis1

reaksiyon karigtminin santrifiij yapilip filtrelenmesiyle uzaklastirildi.

CI\Pt/NHg . OHZ\P(NH;.,
+ AgNO; >
\ N
ct” “NH, dH,0 oH? “NH,
o
(1 eq.) 2 eq_) 20 sa, 27 °C

Sekil 4.44 : Glimiis Nitrat ile cisPt aktivasyonu reaksiyonu.

60



Sudaki cisPt bilesiginin ortalama boyutu DLS analizi kullanilarak 0,7 = 0,003 nm
olarak belirlendi. Soliisyonun igerisindeki Pt elementi miktar1 ICP-MS analizi
kullanilarak 108,2 + 3,80 ng/mL olarak belirlendi.

4.5.2. P(FruMA-b-MACc) Polimerine cisPt yiiklenmesi: NP(FruMA-b-MACc)-
cisPt nanopartikiilii (NP2) sentezi

P(FruMA-b-MACc) diblok polimeri suda ¢oziilerek pH 9’a getirilip olusturulacak
nanopartikiilleri floresan mikroskobunda goriintiillemek amaciyla soliisyona florosein
izotiyosiyanat eklendikten sonra cisPt soliisyonu 0,2 mL/sa olacak sekilde siringa
pompastyla damlatildi. Damlatma islemi bittikten sonra ilag yiikleme etkinliginin
arttirtlmas1 amaciyla elde edilen karisim 37 °C’de 24 saat boyunca galkalayici
inkiibatorde bekletildi (Sekil 4.45). Daha sonra baglanmamis cisPt ilacini

uzaklastirmak i¢in suya kars1 diyaliz edildi.

S B CN
o~ ENALOH  CisfPUNHI (0L A~~g g P OH
m
AL n 1 FITC, dH,0 > o=o=Xo0 . o
OH o 37 °C, 24 sa, pH:9 o O
OH r Pt o o
o] H;N NH; 0O

OH OH

OH OH

Sekil 4.45 : P(FruMA-b-MAc) polimerine cisPt yiiklenmesi.

Olusturulan P(FruMA-b-Mac) nanopartikiilii (NP2) dinamik 1sik sagilimi (DLS)
Ol¢iimiiyle karakterize edildi (Tablo 4.2). Nanopartikiiliin saytya gore boyut dagilimi
grafigi Sekil 4.46°da gosterilmektedir.
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Sekil 4.46 : cisPt, P(FruMA-b-MAc)-cisPt (NP2) 6rneklerin DLS analiz sonucu.
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Nanopartikiil igerisinde bulunan Pt elementi miktar1 ICP-MS analizi kullanilarak

41,72 + 1,46 ng/mL olarak belirlendi.

4.5.3. P(FruMA-b-MACc)-Gem Polimerine cisPt yiiklenmesi: P(FruMA-b-MACc)-

Gem-cisPt nanopartikiilii (NP3) sentezi

P(FruMA-b-MACc)-Gem diblok polimeri suda ¢oziilerek pH 9’a getirilip
olusturulacak nanopartikiilleri floresan mikroskobunda goriintiillemek amaciyla
soliisyona florosein izotiyosiyanat cklendikten sonra cisPt soliisyonu 0,2 mL/sa
olacak sekilde siringa pompasiyla damlatildi. Damlatma islemi bittikten sonra ilag
yiikleme etkinliginin arttirilmasi amaciyla elde edilen karisim 37 °C’de 24 saat
boyunca calkalayici inkiibatorde bekletildi (Sekil 4.47). Daha sonra baglanmamis

cisPt ilacin1 uzaklastirmak i¢in suya kars1 diyaliz edildi.

S

U CN TFA U CN

P S 105 = CHCI3, dH,0 ‘/\/\3 S 105 /163

24 sa, 27 °C o 0?4 % °

OH

OH
Q- L 0

OH

OH

Sekil 4.47 : P(Fru MA-b-MAC)-Gem polimerine cisPt yiiklenmesi.

Olusturulan P(FruMA-b-MAC)-Gem-cisPt nanopartikiillerin boyut ve boyut dagilimi
DLS olgiimiiyle belirlendi (Tablo 4.2). Nanopartikiilin DLS grafigi Sekil 4.48’de

gosterilmektedir.

Sayi (%)

T t |
1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)

Sekil 4.48 : Sudaki cisPt, NP(FruMA-b-MAc)-Gem-cisPt (NP3) 6rneklerin sayiya
gore boyut dagilimi grafigi.
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Nanopartikiil igeirsinde bulunan Pt elementi miktar1 ICP-MS analizi kullanilarak

82,73 + 2,90 ng/mL olarak belirlendi.

4.6. Sentezlenen Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
Nanopartikiillerin boyutlarinin, zeta potansiyellerinin ve morfolojilerinin incelenmesi
amaciyla dinamik 1s1k sagilimi (DLS) analizi ve gegirimli elektron mikroskopisi
(TEM) analizi gerceklestirilmistir.
4.6.1. DLS Analizi
Sudaki nanopartikiillerin boyut ve zeta potansiyelleri Zetasizer DLS 6l¢iim cihaziyla
analiz edildi (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49 : P(FruMA-b-MACc) (NPO), P(FruMA-b-MAc)-Gem (NP1), P(FruMA-b-
MAC)-cisPt (NP2) ve P(FruMA-b-MAc)-Gem-cisPt (NP3) nanopartikiillerinin DLS
analiz sonucu.

Orneklere ait DLS verileri Tablo 4.2.’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2 : Nanopartikiillere ait DLS analiz verileri

Ornek Potansiyeli PDI
(mV) (d.nm)
P(FruMA-b-MAc) (NPO) -4,6 + 0,89 0,606 6,1 £0,35
P(FruMA-b-MAc)-Gem (NP1) -7,9+ 0,38 0,401 25,9 +0,67
P(FruMA-b-MAc)-cisPt (NP2) -37,2 + 2,80 0,336 63,3+0,78

P(FruMA-b-MAc)-Gem-cisPt (NP3) 24,4 + 2,56 0,243  1150=+3,14
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NP(FruMA-b-MAc) (NP0O) ve NP(FruMA-b-MAc)-Gem (NP2) 6rneklerinin sudaki
ortalama boyutlar1 sirasiyla 6,1 = 0,35 nm ve 25,9 + 0,67 nm olarak belirlendi.
P(FruMA-b-MACc)-cisPt (NP1) ve P(FruMA-b-MACc)-Gem-cisPt (NP3) orneklerinin
sudaki ortalama boyutlari sirasiyla 63,3 £ 0,78 nm ve 115,0 + 3,14 nm olarak ve zeta

potansiyelleri sirasiyla -37,2 = 2,80 mV ve -24,4 + 2,56 mV olarak belirlendi.

4.6.2. TEM Analizi

Gem ve cisPt yiiklii nanopartikiile (NP3) ait boyut ve morfolojinin incelenmesi
amacityla TEM analizi gerceklestirilmistir (Sekil 4.50). Nanopartikiile ait TEM
goriintlisii Sekil 4.50°de verilmistir.

Sekil 4.50 : P(FruMA-b-MACc)-Gem-cisPt nanopartikiiliine (NP3) ait TEM
goruntisu.
TEM analizi incelendiginde diizgiin morfolojide cisPt ve Gem yiikli

nanopartikiillerin sentezlendigi goriilmektedir.

4.7. Sitotoksisite Testi

Orneklerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerini incelemek amaciyla 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromid (MTT)  sitotoksisite  testi
gerceklestirildi. Meme kanserini hedef alan ikili ilag¢ tasiyici sistemin gelistirildigi
calismada MDA-MB-231 meme kanserli hiicre hatt1 ve kontrol grubu olarak CCD-
1079Sk saglikli hiicre hattt kullanildi. Hiicrelere tasiyici sistemin toksisitesini
degerlendirmek amaciyla ilag icermeyen tasiyici sistem, yalniz Gem veya yalniz
cisPt iceren nanopartikiil ve Gem ve cisPt antikanser ilaglarinin her ikisini de igeren

nanopartikiilleri  iceren  Ornekler uygulandi.  Nanopartikiilin  etkinligini
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degerlendirmek amaciyla tasiyici sisteme yiiklii olmayan yalniz Gem ve cisPt
ornekleri de ¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulandi ve 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan hiicre canliligin1 kolorimetrik olarak incelemek amaciyla
hiicreler tizerine MTT eklendi ve 3 saat sonunda mikroplak okuyucu (ELISA Reader)
cihaziyla dl¢iim alind1 (Sekil 4.51). Orneklerin CCD-1079Sk hiicrelerinin canliligina
olan etkisi Sekil 4.51°deki (A) grafikte gosterilmektedir. Hazirlanan 6rnekler iginde
en CCD-1079Sk hiicreleri iizerinde de yiiksek toksisite gosteren drnegin yalniz Gem

igeren nanopartikiil oldugu anlasilmaktadir.

Olgiim sonuglarma gore drneklerin MDA-MB-231 hiicrelerinin canliligina olan etkisi
Sekil 4.51°deki (B) grafikte gosterilmektedir. Gem igeren nanopartikiiliin hiicreler
tizerinde sitotoksik etkisi oldugu ve cisPt igeren nanopartikiiliin hiicreler iizerinde
ondan daha az sitoksisiteye sahip oldugu gozlenmektedir. Ilag igermeyen polimerik
tastyici sistemin hiicreler lizerinde yiiksek sitotoksisite gostermedigi goriilmektedir.
Iki ilac1 iceren formiilasyonlarm hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerinin
anlasilabilmesi i¢in daha uzun siireli sitotoksisite deneylerinin yapilarak tekrar

degerlendirilmesi gerekmektedir.

A CCD-10195k B MDA-MB-231
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Sekil 4.51 : A) CCD-1079Sk hiicrelerinin % hiicre canliligi ve B) MDA-MB-231
hiicrelerinin % canlilig.

4.8. Hiicre I¢i Internalizasyonu

NP3 nanopartikiiliiniin hiicre i¢i alimi degerlendirilmek tizere MDA-MB-231 ve
CCD-1079Sk hiicre hatlar1  kullanilarak analiz  gerceklestirildi. Hiicrelerin
nukleuslarint gortintiilemek amaciyla DAPI boyama yontemi kullanildi. Kontrol
grubu olarak nanopartikiil icermeyen hiicre Ornekleri de boyanarak floresan

goriintiileri alindi (Sekil 4.52). Hiicrelere ait 3. ve 6. Saatlerdeki floresan
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mikroskopisi gorintiilleri Sekil 4.52°de gosterilmistir. Floresan mikroskopisi
goriintiilerine gore 3. ve 6. saatlerde nanopartikiiliin hiicrelerin icine etkin sekilde
alindig1 goriilmektedir. Hiicrelerin igerisine alinan nanopartikiiller karsilastirildiginda
zamanla birlikte hiicre i¢ine alimda artis oldugu anlasilmaktadir. Saglikli CCD-
1079Sk hiicrelerine uygulanan nanopartikiiliin hiicre i¢ine alimmin MDA-MB-231
hiicrelerinin igerisine alinan nanopartikiil miktarindan da az oldugu goriilmektedir.
Hiicre i¢i alim incelemesine gére Gem ve cisPt igeren nanopartikiiliin in vitroda

kanserli hiicreler icerisine etkin bir sekilde aliminin gerceklestigi anlasilmaktadir.

CCD-1079Sk MDA-MB-231

Kontrol

6 saat

3 Saat

Sekil 4.52 : (A) CCD-1079Sk, (B) MDA-MB-231 kontrol gruplari, NP3 uygulanan
CCD-1079Sk ve MDA-MB-231 hiicrelerinin sirastyla (C) ile (D) 3. Saat ve (E) ile
(F) 6. saat floresan mikroskopisi goriintiileri.



5. SONUC

Polimerik yapida ikili ilag tasiyici sistemi gelistirmek iizere RAFT polimerizasyon
yonteminde kullanilan tritiyokarbonat yapili CBPA RAFT ajani basarili sekilde
sentezlenmistir. Antikanser ila¢ molekiilii olan Gemsitabin (Gem) CBPA RAFT
ajanina  konjuge edilmistir.  Sentezlenen RAFT  ajaminin  (CBPA-Gem)
karakterizasyonu *H NMR spektroskopisi ve FTIR kullanilarak gergeklestirilmistir.

Polimerizasyonda kullanilmak iizere seker iinitesi (fruktoz) igeren (met)akrilat yapili
monomerlerin sentezi gerceklestirilmistir. Saflagtirilan monomerlerin

karakterizasyonu *H NMR spektroskopisi ve FTIR kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Sentezlenen CBPA-Gem RAFT ajani kullanilarak once fruktoz iinitesi tasiyan
glikopolimer sentezlenmistir. Daha sonra metakrilik asit monomeri ile zincir uzama
reaksiyonu gerceklestirilmistir. Polimerlerin karakterizasyonunda GPC, FTIR ve H

NMR cihazlari kullanilmigtir.

Olusturulan diblok polimerlere bir diger antikanser ilacit olan cisplatin (cisPt)
yiiklenerek nanopartikiillerin sentezi gergeklestirilmistir. Nanopartikiillerin boyut
dagilimi ve zeta potansiyeli analizi DLS ol¢limii ile gergeklestirilmistir. DLS
sonu¢larina gore boyutu 63,3 + 0,78 nm olarak 0l¢iilen cisPt yiiklii nanopartikiiller ve
boyutu 115 + 3,14 nm olarak oOlciilen cisPt ve Gem igeren nanopartikiiller
olusturulmustur. Pasif hedeflemeden yararlanilarak meme kanseri tedavisinde
kullanilmak tizere nanopartiikiiller olusturulmus ve hedefleme i¢in uygun boyutlarda
nanopartikiillerin sentezi gerceklestirilmistir. Bunun yam1 sira TEM analizi
gerceklestirilen cisPt ve Gem yiiklii nanopartikiillerin diizgiin morfolojide ve ilag
tastyici sistem olarak kullanilmak {izere uygun boyutlarda nanopartikiiller seklinde

sentezlendigi anlasilmistir.

Nanopartikiillerin in vitro etkinlikleri CCD-1079Sk saglikli fibroblast ve MDA-MB-
231 meme kanseri hiicre hatlarinda incelenmis ve hiicre i¢i alim (internalizasyon)

etkinlikleri floresan mikroskopisi kullanilarak arastirilmistir.
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Elde edilen verilerin, CBPA-Gem RAFT ajaninin farkli yapida polimerlerin
sentezinde kullanilmasi agisindan literatiire katki sagladigi diistiniilmektedir. Meme
kanserini hedef alan ikili ila¢ tasiyici sistemin etkinliginin daha iyi anlasilmasi i¢in
ileri galismalar gerekmektedir. Hedefli ilag tasiyici sistem ile ilgili ¢alismalara devam

edilmesi planlanmaktadir.
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