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SUPRAMOLEKULER ETKILESIMLERLE YILDIZ TiPi AMFIFILIK
KOPOLIMERLERIN OLUSTURULMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Yillar igerisinde ilaci belirli bir etki bolgesine daha giivenilir bir sekilde tasimak i¢in
farkli ilag tastyici sistemler tasarlanmis ve gelistirilmistir. Son zamanlarda geleneksel
olmayan yontemlerle misellerin olusturulmas: dikkat ¢ekmektedir. Geleneksel
polimerik misellerden farkli olarak bu miselleri olusturan amfifilik blok kopolimerler
kovalent olmayan etkilesimler ile olusturulur. Bu etkilesimler arasinda konak-konuk
etkilesimi ile olusturulan supramolekiiler amfifiller, makrosiklik konak molekiilleri
supramolekiiler sistemlere dahil ettigi icin ayirt edici 6zellikler gosterir.

Bu calismada, supramolekiiler etkilesimler yoluyla siklodekstrinin (-CD) inkliizyon
kompleks olusturma 6zelliginden faydalanilarak supraamfifilik yildiz kopolimerler
elde edilmistir. Bu supraamfifilik yildiz kopolimer ile miseller olusturulup misellerin
ilag tagima etkinligi incelenmistir. Dort kollu hidrofobik blogu olusturmak amaciyla e-
kaprolakton ~monomeri pentaeritriol baglatict  varliginda halka acgilmasi
polimerizasyonu yontemiyle sentezlenmis ve klik reaksiyonu ile her kolun ug
kisimlarina B-CD takilmistir. Hidrofilik blok i¢in mPEG zincirlerinin u¢ kismina 1-
adamantilamin (AD) takilmistir. B-CD ve AD arasinda olusan konak-konuk
kompleksinden yararlanilarak dort kollu  supraamfifil yildiz kopolimerler
olusturulmustur. Sentezlenen polimerler FT-IR, GPC, 'H NMR, 2D H NOESY ve
DSC ile karakterize edilmistir. Diyaliz yontemi kullanilarak supramfifillerin
kendiliginden birlesmesi ile olusturulmus misellere doksorubisin (DOKS)
yiiklenmistir. DOKS yiiklii ve bos misellerin partikiil boyutlar1 DLS ile karakterize
edilip tastyici olarak potansiyelleri incelenmistir.

Anahtar kelimeler: ilag tastyic1 sistemler, misel, yildiz polimer, supraamfifilik blok
kopolimer, konak-konuk etkilesimi, siklodekstrin
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF AMPHIPHILIC STAR
COPOLYMERS VIA SUPRAMOLECULAR INTERACTIONS

SUMMARY

Over the years, different drug delivery systems have been designed and developed in
order to deliver drug to a specific area in a safer manner. Recently, the micelles formed
via nonconventional methods have attracted attention. Unlike conventional polymeric
micelles, the amphiphilic block copolymers which create these micelles are formed by
non-covalent interactions. Among these interactions, supramolecular amphiphiles
formed by host-guest interaction exhibit distinctive features as they incorporate
macrocyclic host molecules into supramolecular systems.

In this study, supraamphiphilic star copolymers were obtained by the inclusion
complexation property of cyclodextrin (B-CD) through supramolecular interactions.
Micelles were formed with this supraamphiphilic star copolymer and drug delivery
efficiency of micelles was investigated. In order to form a 4-armed hydrophobic block,
e-caprolactone monomer was polymerized by ring opening polymerization method
using pentaerythritol as the initiator and f-CD was conjugated to the ends of each arms
by the click reaction. For the hydrophilic block, 1-adamantylamine (AD) was
conjugated to the ends of the PEG chains. By using the host-guest complexation
between B-CD and AD, 4-armed star copolymers were formed. The synthesized
polymers were characterized by FT-IR, GPC, 'H NMR, 2D 'H NOESY NMR and
DSC. Micelles were formed by self-assembly of supramphiphiles using dialysis
membrane method and then loaded with doxorubicin (DOX). Particle sizes of DOX
loaded and empty micelles were characterized by DLS and their potential was
investigated as carriers.

Keywords: Drug delivery systems, micelle, star polymer, supraamphiphilic block
copolymer, host-guest interaction, cyclodextrin
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1. GIRIS

Geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilan ilaglarin zayif ¢6ztintirliik, diisiik stabilite,
kontrol edilemeyen salim ve 6zellikle kanser ilaglarinin normal dokulara yonelik ciddi
yan etkilere yol agan dezavantajalar1 bulunmaktadir. Iyi tanimlanmis nanoyapilar olan
polimerik miseller biyo-bozunur amfifilik blok kopolimerlerin kendiliginden
birlesmesiyle olusan hidrofobik bir ¢ekirdek ve hidrofilik bir kabuk yapisina sahip
kiiresel, supramolekiiler yapilardir. "Cekirdek-kabuk" yapisi sayesinde ilaglarin
¢Oziiniirliiglinii, stabilitesini, siirekli salimin1 ve biyoyararlanimini artirmak igin

hidrofobik ilaglar1 kapsiilleyebilirler.

Yildiz polimerler, en az ii¢ dogrusal polimer zincirinin bir g¢ekirdek etrafina
baglanmasiyla olusan dallanmis yapili makromolekiillerin en temel halidir. Yildiz
amfifilik kopolimerler dallanmis yapilari sayesinde dogrusal kopolimerlere gére daha
iyi stabiliteye sahip miseller olusturabildigi i¢in olduk¢a dikkat cekmektedir. Yildiz
amfifilik kopolimerler kullanilarak elde edilen miseller ila¢ yiiklemesi ve salimi i¢in
stabil bir ortam saglamaktadir. Ayn1 zamanda dogrusal polimerler ile
karsilagtirildiginda yildiz kopolimerler, daha kii¢lik hidrodinamik yarigapa, daha
diisiik viskoziteye ve krittk misel konsantrasyonuna sahiptirler. Bu 06zellikleri
sayesinde amfifilik yi1ldiz kopolimerler ilag tasiyici sistemlerinin olusturulmasi igin

avantaj saglamaktadir.

Yeni bir aragtirma alan1 olan supramolekiiler amfifiller, supramolekiiler kimya ve
geleneksel amfifil alanlarin birlestirilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Geleneksel amfifillerin
aksine kovalent olmayan etkilesimler veya dinamik kovalent baglar temelinde
olusturulan supramolekiiler amfifiller ¢ok ytiksek derecede yapisal karmagikliga sahip

nanomalzemelerin sentezini saglar.

Son zamanlarda geleneksel olmayan yontemler kullanilarak miseller olusturmaya
yonelik ilgi artmaktadir. Hidrojen bagi, © — = istifleme etkilesimleri, konak-konuk
etkilesimleri dahil olmak iizere supramolekiiler amfifilleri olusturmak i¢in ¢esitli

kovalent olmayan etkilesimler vardir. Kovalent olmayan etkilesimler ile olusturulmus



supraamfifiller kullanilarak elde edilen misellerin ¢ekirdek ve kabuk yapilar
arasindaki etkilesimler kimyasal yerine fizikseldir. Bu nedenle fiziksel etkilesimler
ayr1 modifikasyonlara ve gesitli bilesenlerin kolay kombinasyonlarina izin verdiginden

yapilarin 6zelliklerini ayarlamay1 ve optimize etmeyi kolaylastirir.

Konak-konuk etkilesimleriyle olusturulan supramolekiiler kompleksler, amfifilik
polimerleri olusturmanin basit, etkili ve dinamik bir yoludur. Supramolekiiler konak-
konuk etkilesimi Kontrollii dallanma derecesine sahip amfifilik yildiz seklindeki
yapilarin olusturulmasini kolaylastirmak i¢in bloklarin baglantt noktasi olarak
kullanilabilir. Diisiik toksisiteleri ve miikemmel biyouyumluluklari sayesinde
siklodekstrinler (CD'ler) ilaglar, siirfaktanlar veya polimerler gibi ¢esitli konuklarla
inkliizyon kompleksi olusturmada en yaygin kullanilan konak molekiillerinden biridir.
CD'ler, nisastanin enzimatik bozunmasi ile elde edilen o-1,4-glukozidik baglarla
baglanan D-glikoz iinitelerinden olusan siklik oligosakkaritlerdir. En yaygin dogal
CD’ler 6, 7 ve 8 glikopiranoz birimlerinden olusan a, 8, ve y CD'dir. Bunlar arasinda
B-CD miikemmel kavite boyutu, etkili kompleks olusturma, ila¢ yiikleme kapasitesi
ve nispeten diisiik maliyet yoniinden idealdir. CD'ler hidrofobik bosluklara ve
hidrofilik yiizeye sahip c¢ekici amfifilik makromolekiillerdir. CD'lerin benzersiz
yapilar1 istenilen yap1 ve islevlere sahip CD tabanli polimerlerin tasarlanmasini ve
sentezlenmesini saglar. CD’lerle etkilesime girebilen ¢esitli gruplar arasinda
adamanten (AD) 103-10° M1ik yiiksek baglanma sabiti ile CD bosluguyla siki bir
kompleks olusturmaktadir. CD ve AD arasindaki bu gii¢lii etkilesim ve kolay konak-
konuk kompleks olusumundan yararlanarak ilag¢ ve gen tasimimi igin c¢esitli

siklodekstrin temelli kendiliginden birlesmis sistemler gelistirilebilir.

Bu calismanin amaci CD’lerin inkliizyon kompleks olusturma o6zelliginden
faydalanilarak supramolekiiler amfifilik yildiz kopolimerlerin sentezlenip karakterize
edilmesi, bu supraamfifil yildiz kopolimerlerden diyaliz membran yoOntemiyle
misellerin olusturulmasi ve ila¢ yiikleme ¢alismasiyla potansiyel ilag tasiyict sistem

olarak kullanilmasinin incelenmesidir.



2. TEORIK BIiLGIi

2.1 Polimerizasyon

Polimerler, cok sayida kiiclik molekiiliin birbirine baglanmasiyla olusan yiiksek
molekiil agirligina sahip makromolekiillerdir. Polimerleri olusturmak igin birbirleriyle
birlesen kiigiik molekiillere monomer denir ve monomerlerden makromolekiil
olusturma siireci ise polimerizasyon olarak adlandirilir. Polimerler polimerizasyon
yontemine gore basamakli ve katilma polimerizasyonu olmak {izere temelde ikiye

ayrilir [1-3].

2.1.1 Basamakh polimerizasyon

Basamakli polimerizasyonda -OH, -NH2, -COOH gibi fonksiyonel gruplar: tasiyan
monomerler 6nce dimerler, ardindan trimerler, daha uzun oligomerler ve sonunda
uzun zincirli polimerleri olusturmak i¢in reaksiyona girerler. Yan iiriin olarak H>O,
HCI, NH3 gibi kiigiik molekiiller olusur [4]. Dogal ve bazi sentetik polimerlerin ¢ogu
basamakli polimerizasyon ile tiretilir. Basamakli polimerizasyon mekanizmasi yoluyla

tiretilen polimerlere poliesterler, poliamidler ve poliiiretanlar 6rnek verilebilir [5].

Basamakli polimerizasyonda olusan iriin tipi, monomerlerin fonksiyonu ile yani
monomerin reaktif fonksiyonel grup sayisit ile belirlenir. Tek fonksiyonlu
monomerlerle birlikte kullanilan iki fonksiyonlu monomerler diisiik molekiil agirlikl
polimerler olustururken iki fonksiyonlu monomerler uzun polimer zincirleri olusturur
(Sekil 2.1). Ug veya daha fazla reaktif gruba sahip monomerlerle olusturulan

polimerler ise ags1 yapidadirlar [2, 6].
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Sekil 2.1 : Basamakli polimerizasyonun sematik gdsterimi.

2.1.2 Katilma polimerizasyonu

Katilma polimerizasyonunda ¢ift bag iceren monomerik birimler, biiyliyen polimerik
zincir tizerindeki reaktif bolgelere hizlica eklenerek polimerler olusur. Polimerizasyon

stireci li¢ farkli agsamada gergeklesir (Sekil 2.2) [1]:

Baslama: Baslatici 151k, 1s1 veya kimyasal reaksiyonun bir sonucu olarak ayrisir ve
iyon (anyon, katyon) veya radikal seklinde reaktif bir tiir olusturur. Bu reaktif tiir
monomerdeki C=C ¢ift bagma eklenerek bir radikal veya iyonik mekanizma ile
polimerizasyonu baslatan aktif monomeri olusturur. Bu sekilde elde edilen aktive

edilmis monomer, olusturulacak polimer zincirindeki tekrar eden birimlerden ilki olur.

Tlerleme: Monomerler birinci aktif monomere eklenir ve her yeni monomer birimi bir

sonraki baglanma i¢in aktif bir bolge olusturur.

Sonlanma: Zincirin uzamasi reaksiyondaki biiyiiyen bagka zincirlerle birleserek veya

aktif bolgenin kendiliginden nétrlesmesiyle son bulur [1, 7].

Mn . Mne

Baslama I-I le

llerleme  Mne M. Mn+me
Sonlanma Mn* Mme —— Mn+m/Mn+Mm

Mne Mme—— Mn Mme

Sekil 2.2 : Katilma polimerizasyon mekanizmasinin sematik gosterimi.



Olusturulan aktif grup, monomeri ¢ok yiiksek bir oranda ekler bu da kisa siirede
yiiksek molekiiler agirlikli polimer zincirlerinin olugsmasini saglar. Bu nedenle
reaksiyon ortami basamakli polimerizasyonundan farkli olarak biiyiik polimerler ve
monomerlerden olusur. Polimer zincirlerinin molekiil agirligi polimerizasyon
sirasinda ¢ok fazla degismez ancak daha fazla monomer polimere doniisiir ve zamanla

monomer konsantrasyonu azalir [2, 8].

2.1.3 Halka ac¢ilmasi polimerizasyonu

Katilma ve basamakli polimerizasyonlara ek olarak baska bir polimerizasyon ¢esidi de
halka agilmasi polimerizasyonudur (ROP). Halkasal monomer ailesinin son derece
biiyiik oldugu bilinmekte ve bu da ROP igin genis bir yelpaze saglamaktadir [9, 10].
Bugiine kadar siklik eterler, asetaller, amidler (laktamlar), esterler (laktonlar) ve
siloksanlar gibi ¢ok cesitli siklik monomerlerin halka agilma polimerizasyonu ile
basarili polimerler elde edilmistir [1, 9]. Ayrica, kontrollii/yasayan ROP blok ve as1
kopolimerler ile iyi tanimlanmis zincir uzunlugu ve ug¢ fonksiyonlarina sahip yildiz

sekilli polimerler gibi ¢esitli polimer mimarilerini sentezlemek igin uygulanmistir [11,

12].

ROP baglama, ilerleme ve sonlanma asamalarindan olusan bir zincir
polimerizasyonudur. Polimerizasyonu baslatmak icin bir katalizor veya baslaticiya
ihtiyag vardir. Siklik monomer halkasinin agilmasina yonelik baslangic adimi ile
birlikte monomer biiyliyen zincire eklenir. Basamakli polimerizasyonun aksine
monomer monomerle ve daha biiyiik boyutlu tiirler genellikle birbirleriyle reaksiyona
girmez. Halka agilmasi polimerizasyonlarinin ¢ogunda polimerin molekiil agirlig

doniisiimle ve monomerin baglaticiya oraniyla dogrusal olarak artar [13].

Bagslatici ile monomer aktif bir merkeze doniistiiriilerek halka agilir. Baglaticiya bagh
olarak polimerizasyon katyonik, anyonik gibi farkli ana reaksiyon mekanizmalarindan

birine gore ilerler [10, 14].

Baslatici olarak niikleofilik reaktiflerin kullanildig: halka agilmasi polimerizasyonlari
‘anyonik ROP' olarak siniflandirilir. Baglatma igin uygulanabilen niikleofilik reaktifler
cogunlukla organometalleri (alkil lityum, alkil magnezyum bromiir, alkil aliiminyum,
vb.), metal amidleri, alkoksitleri, aminleri ve alkolleri igerir. Anyonik halka
acilmasinda monomerler sirasiyla karsilik gelen poliester, polikarbonat, poliamid,

poliiiretan ve polifosfatin olusumuna izin veren ester, karbonat, amid, iiretan ve fosfat



gibi polarize baglara sahiptir. Siklik monomerlerdeki polarize fonksiyonel grup X-Y
ile temsil edilecek olursa burada Y atomunun (oksijen, nitrojen, siilfiir, vb.) yiiksek
oranda elektron ¢ekme O6zelligi X atomunda (genellikle karbon atomu) elektron
eksikligine neden olmaktadir. Boylece baslaticinin X atomuna niikleofilik saldirisi ile
monomerin halka ac¢ilmasi tetiklenir ve Y™ anyonu olusur. Bu yeni olusan niikleofilik
yapt baska bir monomer molekiilindeki X atomuna saldirarak bu islemin

tekrarlanmasiyla polimerlesme gergeklesir (Sekil 2.3) [10, 13].

Sekil 2.3 : Anyonik halka agilmas1 polimerizasyonun sematik gosterimi.

Anyonik ROP'un aksine "katyonik ROP" baglatici olarak "elektrofilik" reaktiflerin
kullanildig1 baska bir polimerizasyon sinifin1 temsil eder. Katyonik ROP’ta kullanilan
Bronsted asidi, Lewis asidi ve giiclii organik asitlerin alkil esterleri gibi baslaticilar
elektrofilik 6zellige sahiptir. Katyonik ROP’ta monomerler polarize baglari temsil
eden Y-X ile gosterilecek olursa Y (atom veya fonksiyonel grup) Lewis bazi gibi
elektrofillerle reaksiyona girmesini saglayan elektron ¢iftine sahiptir. Y atomunun
elektron ciftini baslatict ile paylagsmasi sonucu halka agma reaksiyonu gerceklesir.
Elektron agisindan zengin durumda X atomu katyonik merkez haline gelir. Baska bir
monomerin Y atomunun elde edilen siklik veya asiklik katyonik merkeze

saldirmasiyla halka agilma polimerizasyonu devam eder (Sekil 2.4) [10].
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Sekil 2.4 : Katyonik halkasi agilmasi polimerizasyonun sematik gosterimi.

2.2 Yildiz Polimerler

Yildiz polimerler merkezi bir ¢ekirdekten (atom, kiiclik molekiil, dalli makromolekiil,
nanojel, nanopartikiil vb.) yayilan en az ii¢ makromolekiiler zincir (kol) ile karmasik
makromolekiiler mimarilere sahiptir. Benzersiz topolojik yapilart ve {stiin
fiziksel/kimyasal 6zellikleri sayesinde ilag tasima, gen tasima, doku miihendisligi,
teshis, tibbi cihazlar gibi uygulamalar i¢in ¢esitli malzemelerin tasarlamasinda yildiz
polimerlere odaklanilmustir [15, 16]. Ug boyutlu kiiresel yapilar1 sayesinde 6zgiin
hidrodinamik hacim ve kapsiilleme yetenekleri gosterirler. Yildiz polimerler ayni
molekiill agirligima sahip dogrusal polimerlerle karsilagtirildiginda, kiiciik
hidrodinamik yarigapa ve daha yiiksek zincir ucu fonksiyonlarina sahiptirler. Ayrica
daha az kol dolagmasi sayesinde seyreltik ¢ozeltilerde daha diisiik ¢ozelti viskozitesi
sergilerler [17]. I¢ ve dis aktif gruplar cesitli fonksiyonlara sahip yapilarin
olusturulmas1 i¢in uygun bir yap1 saglar. Yildiz polimerler yiiksek yogunlukta
fonksiyonellik gostermelerinden dolayi Gistiin uyarici-cevap 6zelligine sahiptir [15, 18,
19]. Yildiz polimerler hidrofobik ve hidrofilik bloklari bir arada bulundurabildigi igin
amfifilik kopolimerlerin olusturulmasina olanak saglamaktadir. Bu benzersiz
mimariye dayanarak yildiz kopolimerlerin oldukga seyreltik ¢ozeltilerde kendiginden

birlesme ile miseller olusturulmasi saglanabilir. Bu &zellikleri sayesinde amfifilik



yildiz kopolimerler ilag tasiyict sistemlerinin olusturulmasi i¢in oldukca avantaj

saglamaktadir [20].

Kol tiirlerinin kimyasal bilesimlerine bagli olarak yildiz polimerler iki kategoriye
ayrilir: homo yildiz polimerler ve miktoarm yildiz polimerler. Homo yildiz polimerleri
ayn1 kimyasal bilesime ve benzer molekiil agirligina sahip kollardan olusan simetrik
bir yapidan olusur. Buna karsilik miktoarm yildiz polimerler ise farkli kimyasal
bilesimlere, molekiil agirligina veya farkli fonksiyonel gruplara sahip iki veya daha
fazla kol tiirti igerir [21, 22]. Yildiz polimerlerin sentezi genellikle ¢ekirdek oncelikli,
kol oncelikli ve asilama yaklagimlar1 olmak {izere {i¢ stratejiden biri kullanilarak

gergeklestirilir (Sekil 2.5) [23].
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Sekil 2.5 : Yildiz polimerlerin sentezi.

2.2.1 Cekirdek oncelikli yaklasim

Cekirdek oncelikli yaklagimda polimerin kollar1 dnceden sentezlenmis birden fazla
reaktif bolge iceren cekirdekten baslayarak biiyiir. Bu yaklasim, baslatici ¢ekirdegin
fonksiyonel grup sayisini diizenleyerek yildiz polimerlerin belli sayida kol ile
sentezlenmesi igin uygundur. Kol sayist ve kol uzunlugunun ayni oldugu yildiz
polimerleri sentezleyebilmek igin ¢ekirdek {izerindeki baglatici bolgelerinin
reaktivitelerinin esit olmasi1 gerekmektedir. Cekirdek Oncelikli yaklasim,
kontrollii/yasayan polimerizasyon yontemleri kullanilarak monomerlerin ve ¢ok
fonksiyonlu baslaticilarin ¢esitli birlesimleri ile yap1, bilesim ve fonksiyonlandirmada

yuksek seviyede kontrole sahip yildiz polimerlerin elde edilmesini saglamistir.



Reaksiyona girmemis monomerler, ligandlar ve katalizorlerin ¢oktiirme gibi yollarla
uygun sekilde ortamdan uzaklastirilmasiyla saf y1ldiz polimerler elde edilebilir. Bu da
polimerizasyonun miikemmel verimle sonuglanmasini saglar. Ancak kol oncelikli
yaklasimla hazirlanan yildizlarla karsilastirildiginda, kol sayisinin genel olarak 3 ile 8
arasinda olmasi1 ve daha kiigiik bir ¢ekirdek alana sahip olmasi bu yaklagimi
siirlandirmaktadir. Cekirdek baslatici olarak kiiglik molekiiler boyutlara ve az sayida
fonksiyonel gruba sahip bilesiklerin kullanilmasi, ortaya ¢ikan yildiz polimerin hem
cekirdek boyutunu hem de kol sayisini sinirlandirir. Bu sorunu gidermek icin
fonksiyonlandirmig dendritik polimerler, polisakkaritler, nanopartikiiller ve nanojeller
biiyiik ¢ekirdek boyutlari ve yiiksek kol sayilarina sahip yildiz polimerleri olusturmak
icin ¢ok fonksiyonlu baslaticilar olarak kullanilmistir [23].

2.2.2 Kol oncelikli yaklasim

Yakinsak yaklagimi olarak da bilinen kol oncelikli yaklagimda lineer kollarin
biiyiimesi ve ardindan kollarin divinilbenzen gibi ¢apraz baglayicilar araciligiyla bir
araya gelmesiyle c¢ekirdek olusumu goézlenir. Hem floresan hem de biyoemilebilir
ozelliklere sahip asir1 dalli yildiz sekilli poli(L-laktik asit) (PLLA) polimerlerinin
sentezinde kullanilmistir. Kollarin 6nce olusturulmasi ve izole edilip karakterize
edilebilmesi gibi sentez asamalarmin kontrolii, kol Oncelikli yaklagimin
avantajlarindandir. Boylece miktoarm yildizlar1 sentezlemek icin ideal olan tam kol
yapist iizerinde daha fazla kontrol saglanir. Bu yontem ayrica cekirdek oncelikli
yaklasimda karsilasilan diisiik molekiil agirlikli ¢ekirdeklerin karmasikligini da onler.
Diger bir avantaji ¢apraz baglayicinin fonksiyonel gruplarinin bilinmesi ile kol
sayisinin  kolayca degerlendirilmesidir. Bununla birlikte ¢ekirdek ve asilama
yaklasimlartyla elde edilenlere kiyasla daha genis kol sayis1 dagilimi gostermesi ve

verimin diisiik olmasi bu yaklagimi sinirlandirmaktadir [18, 22].

2.2.3 Asillama/birlestirme yaklasimi

Cekirdek ve kol, yildiz olusumundan 6nce bagimsiz olarak sentezlenip karakterize
edilebilebilmektedir. Bu nedenle ¢ekirdek ve kol 6ncelikli yaklagimla kiyaslandiginda
asilama yaklagimi ile hazirlanan yildiz polimerler, yiiksek seviyede yapisal kontrole
olanak saglar. Birlesme reaksiyonu kullanilarak c¢ekirdegin ve kollarin bir araya
gelmesiyle y1ldiz polimerler elde edilir. Ornegin, "birlestirme" stratejisinde kullanilan

reaksiyonlardan biri olan klik reaksiyonlari, iyi tanimlanmis yapilara sahip miktoarm



yildiz polimerlerin sentezinde avantajlara ve yliksek birlestirme etkinligi sayesinde iyi
bir verime sahiptir. Yildiz polimerin kollar1 fonksiyonel baslaticilar kullanilarak
baslatilan polimerizasyon yontemiyle olusturulabilir. Ayrica onceden sentezlenmis
yasayan dogrusal polimerlerin polimerizasyon sonrasi son grup modifikasyonu
yontemi tercih edilerek de elde edilebilir. Birlesme yaklasimi ile hazirlanan yildiz
polimerlerin kol sayisi, birlesme reaksiyonunun kantitatif olmasi kosulu ile ¢ekirdek
tizerindeki fonksiyonel grup sayisina esittir. Genellikle bu yontem diisiik kol sayilarina
(4-8 kol) sahip yildizlar1 sentezlemek igin kullanilir. Ciinkii, daha yiiksek kol sayisi
cekirdek etrafindaki sterik engele neden olacagindan kollarin c¢ekirdege eksik

baglanmasina sebep olabilir [21, 23].

2.3 Supramolekiiler Kimya

Supramolekiiler kimya ile ilgili ¢aligmalar 1987 yilinda Nobel 6diilii alan kimyagerler
Donald J. Cram, Charles J. Pedersen ve Jean-Marie Lehn dahil olmak iizere gesitli
alanlarindaki bir¢ok arastirmaci tarafindan baglatilmistir. Supramolekiiler kimya, Jean
Marie Lehn tarafindan "molekiil 6tesi kimya" veya "kovalent olmayan bagin kimyas1"
olarak tamimlanmustir [24, 25]. Supramolekiiler kimya, molekiiller arasi kuvvetler
tarafindan bir arada tutulan iki veya daha fazla kimyasal tiiriin birlesmesiyle olusan
daha yiiksek karmasikliga sahip organize yapilar inceler. Supramolekiiler yapilar,
supramolekiiler komplekste bulunan Van der Waals etkilesimi, elektrostatik etkilesim,
hidrojen bag1 ve hidrofobik etkilesim dahil olmak iizere molekiiller arasindaki zayif
ve tersinir kovalent olmayan etkilesimlerin bir sonucudur. Molekiiler tanima, konak-

konuk kimyasi ve nano kimya gibi farkli arastirma alanlarin1 kapsar [26, 27].

Kovalent baga dayanan molekiiler kimyanin o6tesinde supramolekiiler kimya,
molekiiller aras1 kovalent olmayan etkilesimler yoluyla olusan yapilarin kimyasini
arastirir. Supramolekiiler kimyanin amaci molekiiler bilesenlerin yapist ve onlar1 bir
arada tutan etkilesim tiirlerini (hidrojen bagi, hidrofobik etkilesimler, konak-konuk

etkilesimi vb.) incelemektir. Bunlar iki genis sinifa ayrilir [28] :

(1) siiper molekiiller, birka¢ bilesenin spesifik molekiiller aras1 birlesimiyle olusmus

1yi tanimlanmis oligomolekiiler tiirler,

(2) molekiiler diizenekler, cok sayida bilesenin yapisina bagli olarak az veya cok iyi

tanimlanmis mikroskobik organizasyona ve makroskopik ozelliklere sahip spesifik
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kendiliginden birlesmeyle olusan polimolekiiler sistemler (filmler, katmanlar,

membranlar, vezikiiller, miseller, mezofazlar, ylizeyler, katilar, vb.).

Cogalma, sinyal iletimi, biyokataliz, bilgi depolama gibi temel biyolojik siirecler
molekiiler bilesenler arasindaki molekiiller arasi1 etkilesimlere dayanir. Enzimler,
virlisler, zarlar ve biyolojik olarak ilgili fonksiyonel gruplara sahip diger bircok
karmasik yap1 temelde basit kendiliginden birlesme siiregleriyle olusturulur.
Enzimlerin substrat ile etkilesimi, molekiiler tamimaya ve koplementer kovalent
olmayan baglanma bolgelerine dayanir. Ayn1 zamanda genetik bilgiyi kodlamaktan
sorumlu DNA en yaygin bilinen supramolekiiler yapilardan biridir. Cift sarmalli DNA
n — 7 etkilesimlerini stabilize etmenin yani sira koplementer hidrojen bagiyla birbirine
baglanabilen iki dogrusal sarmalin bir 6rnegidir. Biyolojik sistemlerde goriilen bu
yapilar, yapay supramolekiiler tiirevlerde taklit edilebilir. Doganin supramolekiiler
kimyadaki 6rnekleri, insanlar tarafindan gelistirilen basit model sistemlerinden ¢ok
daha gelismis diizeydedir. Bununla birlikte yapay modeller temel mekanizmalar1 daha
derinlemesine anlamamiza ve gelecekte daha karmasik sistemler gelistirmemize

yardimet olur [29, 30].

Supramolekiiler kimya disiplinlerarasi yapisi sayesinde kimya, fizik, malzeme ve
yasam bilimleri gibi bir¢ok bilimsel alanda yaygindir [29]. Biyolojik kimyadan
malzeme bilimine kadar genis ve c¢esitli konular ele almasiyla kataliz, ilag tastyici
sistemler, biyoterapi ve elektrokimyasal sensor alanlarinda biiylik bir potansiyele
sahiptir [31]. Kimyadan gelistirilen ve simdi kimyanin vazgecilmez bir pargasi olan
supramolekiiler kimya, molekiillerin kovalent olmayan bag etkilesimlerine
odaklanarak bunlarin yapilarini, 6zelliklerini ve maddenin degisimini incelemektedir.
Atomlar arasindaki kovalent bag caligmalarinin molekiiller aras1 kovalent olmayan
baga genisletilmesiyle birlikte supramolekiiler kimya, "geleneksel" kimyanin alanini
onemli Olgiide genisletmistir. Molekiiller arasi etkilesimler maddenin yapist ve

fizikokimyasal 6zellikleri hakkindaki bilgilerin arttirilmasint saglamistir [29, 32].

Polimer bilimi ve supramolekiiler kimya arasindaki etkilesim, ¢esitli supramolekiiler
polimerik sistemlerin olusumunu saglamaktadir. Bir yandan molekiiler yap: bloklar1
kovalent sentez yoluyla polimerlestirilebilir. Daha sonra bu yapilar, kontrol edilebilir
ve fonksiyonel gruplara sahip supramolekiiler polimerik sistemlerde kendiliginden
birlesebilir. Ote yandan molekiiler yap1 bloklar1 kovalent olmayan sentez yoluyla

supramolekiiler polimerler olusturabilir ve bunlar ayrica supramolekiiler polimerik
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yapilar olusturucak sekilde kendiliginden birlesebilir. Molekdiller arasi1 kovalent
olmayan etkilesimler &zel yapilara ve islevlere sahip supramolekiiler polimerik
sistemlerin olusturulmasini saglar ve polimerik sistemlerin kendiliginden birlesme
siirecini yonetir. Kovalent olmayan etkilesimlerin ¢esitliligi sayesinde supramolekiiler
polimerik sistemler birbirinden farkli yapilar sergiler. Ustelik kovalent olmayan
etkilesimlerin dinamik yapis1 supramolekiiler polimerik sistemlere tersine
cevrilebilirlik, kendi kendini iyilestirme ve uyariciya duyarlilik gibi bir¢cok avantajh

ozellik ve islev kazandirir [33].

2.3.1 Kovalent olmayan etkilesimler

Kovalent olmayan etkilesimler ¢esitli zayif, tersinir, molekiiller arast veya molekiil i¢i
kuvvetleri igerir. Kovalent etkilesimler molekiil olusumuna 6nciiliik ederken kovalent
olmayan etkilesimler supramolekiiler tiirleri bir arada tutmada rol oynar. Kovalent
olmayan baglarin enerjileri kovalent baglara kiyasla daha kiiciiktiir. Bu zayif
etkilesimler supramolekiiler sistemin yap1 ve 6zelliklerinin belirlenmesinin yani sira
biyolojik sistemlerin stabilizasyonunda da kritik rollere sahiptirler [34-37].

Genel olarak bu etkilesimler; hidrofobik etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri,

hidrojen bag1 ve n-x etkilesimleri seklinde gruplandirilir.

2.3.1.1 Hidrofobik etkilesimler

Hidrofobik etkilesimler su ve hidrofoblar (suda coziiniirligl diisiik molekiiller)
arasindaki iligkileri tanimlar. Hidrofoblar polar olmayan molekiillerdir ve genellikle
su molekiilleri ile etkilesime girmeyen uzun bir karbon zincirine sahiptir. Hidrofobik
etki polar olmayan molekiillerin sulu ¢6zelti varliginda kendiliginden birlesmesi i¢in
itici gilicli olusturur. Bu etkilesim hem entalpik hem de entropik etkilerden
kaynaklanmaktadir. Polar olmayan molekiiler yiizeylerin diger polar olmayan
molekiiler ylizeylerle etkilesime girmesi ve bdylece su molekiillerini etkilesimli

yiizeylerden uzaklastirmaya yonelik enerji akis1 gergeklesir [34, 38].

Dogada kovalent olmayan hidrofobik etkilesimler protein katlanmasi, ¢ift tabakali lipit
katman olusumu ve membran proteinlerinin ¢ift katmanlara katilmasi gibi biyolojik
stirecler icin 6nemlidir. Bu etkilesim kimya alaninda hidrofilik ve hidrofobik kisimlara
sahip amfifilik molekiillerden farkli yapilarin olusumu i¢in kullanilmaktadir. Amfifil
bloklarin sulu bir ortamda kendiliginden birlesmesi ile olugan misel yapisinin yaninda,

amfifilik molekiiliin yapisina bagli olarak lipozomlar, heliks ve tiipler gibi diger nano
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yapilar olusturulabilir. Amfifilik yapilar1 olusturarakkendiliginden birlesmis yapilarin

olusumu saglanabilir [27].

2.3.1.2 Van der Waals kuvvetleri

Molekiildeki yiiksiiz atomlar arasinda meydana gelir ve molekiil igindeki elektron
dagiliminin diizensiz olmasindan kaynaklanir. Bu etkilesimlerin giicii, molekiiliin
kutuplanabilirligine baghidir. Van der Waals etkilesimleri, kii¢iik organik molekiillerin
molekiiler bosluklara kapsiillendigi veya bir kristalin kafes i¢ine dahil edildigi

inkliizyon kompleklerin olusumunda 6nemli bir rol oynar [30].

2.3.1.3 Hidrojen bag

Hidrojen bag1 N, O veya F gibi elektronegatifligi yiiksek bir atoma kovalent olarak
baglanmis bir hidrojen atomu ile elektronegatif baska bir atom arasindaki ¢ekme
kuvvetinden olusur. H bagimin ¢ekim giicii 4 kJ/mol ile 50 kJ/mol arasinda
degismektedir [34]. Tek bir H kopriisiiniin baglanma enerjisi diisitk olmasina ragmen
bunlarin birkaginin kombinasyonu bir bag enerjisi birikimine yol agar. Bu nedenle

coklu H’e bagli yapilar genellikle yiiksek bir stabilite gosterir [29].

H baglar1 dogada meydana gelen en 6nemli molekiiler etkilesimlerden biridir. Birgok
biyolojik siirecte anahtar rol oynarlar ve organik bilesiklerin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri iizerinde etkiye sahiptirler [39]. Ornegin, DNA zincirinin baz giftleri
arasindaki H bag: ile iki zincirin kuvvetli bir sekilde baglanmasi saglanarak sarmal
yap1 olusur. DNA yapisinin stabil olmasini saglayan H bag: replikasyon asamasinda
geri doniisiimlii olarak kopar ve bu durum hiicre dongiisii i¢in kilit rol oynar. H baglar
ayrica proteinlerin aktivitesinin belirlerlenmesinde ve ikincil yapilarinin biitiinligiiniin
korunmasinda olduk¢a 6nemlidir (Sekil 2.6). Protein gibi makromolekiillerin belirli
bir sekle katlanmasini saglayarak biyokimyasal islevlerinin ortaya ¢ikmasina katkida

bulunur [34].
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Sekil 2.6 : DNA ve protein molekiillerinde gézlenen H baginin sematik gdsterimi
[40].
H bag, ideal 6zelikleri sayesinde supramolekiiler polimerlerin iiretiminde yaygin
olarak kullanilan etkilesim tiirlerinden biridir. Ayrica H baginin sayisinin kontrol
edilmesi ve tersinir yapisi termo, foto, kemo gibi uyarlanabilir 6zelliklere sahip
supramolekiiler yapilardaki ¢esitliligi saglar. Kendiginden birlesmeyle olusan
nanopartikiillerde hidrojen baglarinin varlig1 stabilizasyonu saglamaktadir. H bagi
etkilesimleri ile kopolimerlerin kendiliginden birlesmesi yoOnlendirilerek ilag
tastyicilar olarak biiylik potansiyele sahip misel ¢ekirdekleri stabilize edilebilir. PEG
ve ire ile fonksiyonlandirilmig polikarbonatlardan olusan blok kopolimerler ile H

bagiyla giiclendirilmis kararli miseller olusturulmustur [41].

2.3.1.4 t — m etkilesimleri

Kovalent olmayan n-n etkilesimleri 6zellikle © baglarini igeren aromatik gruplari
kapsayan etkilesimleri ifade eder. Geometrisine bagli olarak iki aromatik tiir
arasindaki © — & etkilesimleri genel olarak ii¢ kategoriye ayrilabilir: T-gekilli, paralel
yerlesmis ve sandvi¢ geometri. Kiiciik, ikame edilmemis aromatik bilesikler, T-sekilli
geometriyi tercih ederken, yer degistirmis ve biiyiik coklu aromatik bilesikler, paralel
yerlesmis geometriyi tercih eder. Sandvi¢ paralel istiflenmis geometri oldukga nadir
goriilir [37, 42]. DNA'nin ¢ift sarmal yapisin1 stabilize eden dikey baz-baz
etkilesimleri, ilaglarin DNA ile i¢ i¢ce ge¢mesi, aromatik molekiillerin kristal seklinde
paketlenmesi, bircok konak-konuk sistemde poliaromatik makro halka kompleksi gibi

cesitli olusumlar1 kontrol ederler. Kovalent olmayan n-m etkilesimleri tasiyic
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sistemlere ilag yiikklenmesi ve yeni nano 06lgekli tastyici sistemlerin kendiliginden

birlesmesi i¢in kullanilabilir [43].

2.3.2 Konak-konuk kompleksi

Supramolekiiler kimyanin alanlarindan biri olan konak-konuk kimyasi, kovalent
olmayan etkilesimler yoluyla iki veya daha fazla molekiil arasinda benzersiz
komplekslerin olusumunu arastirir. Molekiiler tanima ile olusturulan konak-konuk
yapisi, bir reseptor molekiilii (konak) ve bir ligand molekiilii (konuk) arasindaki
kovalent olmayan etkilesimlerle olusur. Konak molekiiliiniin baglanma noktalar
igeriye dogru yonlenmisken konuk molekiiniin ise baglanma noktalar1 disariya dogru
yonlenmistir. Bu 06zellik konak ve konuk molekiine karar verilmesinde oldukca
onemlidir [44-46]. Nispeten daha biiyiikk olan konak molekiilii genellikle konuk
molekiiliin hapsedilebildigi hidrofobik veya hidrofilik bir bosluga sahiptir [47].
Konak-konuk molekiilleri arasinda kompleks olusturmak i¢in tag¢ eterler,
siklodekstrinler, kaliksarenler ve pillararenler gibi c¢ok c¢esitli reseptorler konak
molekiileri olarak kullanilmaktadir. Organik bilesikler, iyonlar, metal iyonlar1 ve hatta
nanopartikiiller ve biyomakromolekiiller ise konuk molekiilleri olarak kullanilabilir.
Konuk molekiilleri Van der Waals etkilesimleri, hidrojen bagi veya n-n etkilesimleri
gibi kovalent olmayan etkilesimler yoluyla konak molekiiliiniin ¢ekirdegine baglanir.
Konuk molekiilii i¢in baglanmanin gergeklestigi bolgenin uygun boyut, geometri ve
belirli bir kimyasal yapiya sahip olmasi gerekmektedir. Boylece konak ve konuk
molekiillerinin birbirleriyle spesifik ve giiclii bir sekilde etkilesime girmesi saglanir.
Ayrica konak molekiillerinin fonksiyonel gruplarla modifiye edilmesiyle belirli bir

konuk molekiilii i¢in afinitesi veya segiciligi arttirilabilir [7, 34, 47].

Metal-organik yapilar veya kiiciik molekiillii zeolitler veya bosluk igeren sentetik
siklik bilesikler gibi ¢esitli ag mimarisiyle bir¢ok farkli "konak-konuk" etkilesimi tiirii
vardir. "Konak-konuk" kimyasinin en eski ve en yaygin drnekleri, substratin enzimin
aktif bolgesine tam 6zgiilliikle baglandig1 enzim-substrat etkilesimleridir. 1894'te Emil
Fischer, aktif bolge ve substrat i¢in "Kilit ve Anahtar" ilkesini 6nermistir. Anahtar-
kilit prensibinde "kilit" konak molekiiliinii ve "anahtar" konuk molekiinii temsil
etmektedir [46, 48].

Konak-konuk etkilesimleri fonksiyonel supramolekiiler ~ komplekslerin

olusturulmasinda oldukga etkilidir. Supramolekiiler malzemelerdeki molekiiler
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tanimalara dayali konak-konuk etkilesimleri malzeme bilimi ve teknolojisinin
ilerlemesinde onemli bir yere sahiptir. Bazi konak-konuk etkilesimlerinin tersine
cevrilebilirliginden yararlanilarak pH, sicaklik, 1sik ve oksidasyon gibi g¢evresel
faktorlerde kontrollii degisiklikler saglanabilir [49]. Boylelikle konak-konuk
molekiilleri arasinda inkliizyon kompleksi olusumuna dayali ilag tasiyict sistemler
ilacin hapsedilmesi ve kontrollii ilag salimi igin oldukg¢a uygundur. Siklodekstrin gibi
konak molekiilleri ile adamanten ve poliaminler gibi konuk molekiiller arasindaki
konak-konuk kompleksi farkli ilag tasiyici sistemlerin tasarimi ig¢in kullanilmistir [35,

50-52].

2.4 Siklodekstrin (CD) Yapisi ve Ozellikleri

Siklodekstrinlerin dogal {irlinlerden elde edilebildigi 1891'de Villiers tarafindan
kesfedilmis ve yapilart ilk olarak 1903'te F. Schardinger tarafindan bildirilmistir.
CD'ler, a-1,4-glukozidik baglarla baglanan D-glikoz initelerinden olusan siklik
oligosakkaritlerdir. Glikozil transferaz enziminin nisastay1 enzimatik par¢alanmasi ile
biyoteknolojik olarak elde edilmektedir. o, B ve y-CD’ler en yaygin makrosiklik
oligosakkaritlerdir ve sirasiyla alti, yedi ve sekiz D-glikopiranoz birimlerinden olusur
[45]. Daha fazla D-glikoz biriminden olusan CD’ler de mevcuttur ancak bunlar pratik
uygulamalarin gelistirilmesi i¢in ¢ok pahalidir. 6’dan daha az glukopiranoz tinitesine

sahip CD'ler ise sterik engellerden dolay1 olusturulamaz [48, 53].

Glikopiranoz birimlerini baglayan baglar etrafinda serbest doniis olmamasindan dolay1
CD tam olarak silindirik bir molekiil olmayip toroidal veya koni seklindedir. CD’nin
glikoz iinitelerinin hidroksil gruplart koninin digina dogru yonlenmis sekildedir. Bu
hidroksil gruplarinin birincil gruplar1 koninin dar tarafinda bulunurken ikincil
hidroksil gruplar1 ise daha genis kenarda yer alir. Bu durum CD’nin dis yiizeyine
hidrofilik 6zellik kazandirmigtir. Hidrojen atomlar1 ve glikosidik oksijen kdpriileri ise
boslugun i¢ kismina dogru yonlenmis halde olduklar1 i¢in CD’nin i¢ boslugu lipofilik
bir karakterdedir. Hidrofilik bir dis yiizey ve hidrofobik karaktere sahip bir i¢ bosluk
sunan CD molekiillerinin 6zel halkasal yapisi bir tarafta sulu ortamda ¢oziiniirlilk
saglarken, diger taraftan ise uygun boyutlarda hidrofobik molekiiller ile inkliizyon

kompleksi olusturmaktadir [48, 54, 55].

B-CD miikemmel kavite boyutu, ilag ile etkili kompleks olusturmasi ve yiiklenmesi,

kolay ulasilabilme ve nispeten diisiik maliyet yoniiyle oldukga idealdir (Sekil 2.7) [55].
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Dogal CD'ler ve kompleksleri hidrofilik olmasina ragmen sulu ¢dziiniirliiklerinin,
ozellikle B-CD durumunda sinirli oldugu bildirilmektedir. Bunun nedeni, $-CD
molekiillerinin kristal hallerinde nispeten giiclii bir sekilde baglanmasidir. pH, sicaklik
ve reaktifler gibi farkli reaksiyon kosullar1 CD molekiiliinlin birincil ve ikincil
hidroksillerinin reaktivitesini etkiler. Bu hidroksil gruplarin ¢ok sayida siibstitiient
grupla modifiye edilmesiyle c¢esitli hidrofilik, hidrofobik ve iyonik CD tiirevleri
gelistirilmis ve basarili bir sekilde kullanilmistir. Coziiniirliik, inkliizyon kompleks
kapasitesi, kontrollii ila¢ tasima kapasitesi ve toksisite ile ilgili olarak dogal CD'lerin
farmasoétik 6zelliklerini daha da gelistirmek icin yiiksek oranda ¢oziinebilir, amfifilik
veya hidrofobik tiirevler dahil olmak iizere kimyasal olarak modifiye edilmis CD'ler

sentezlenmistir [56-58].

dromb‘
wavite

% ¥ pidrof
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Sekil 2.7 : B-CD’nin kimyasal ve sematik gdsterimi.

2.4.1 Amfifilik CD’ler

Amfifilik CD’ler, glikopiranoz birimlerinin birincil/ikincil yiiziine farkli uzunluktaki
ester veya amid gruplari ile baglanmus alifatik (hidrofobik) zincirlerinin eklenmesiyle
elde edilir. Amfifilik CD’ler, farmasotik uygulamalarint sinirlayan dogal CD’lerin
birgok  problemini ¢dzmek i¢in  sentezlenmektedir. Amfifilik  CD'lerin

sentezlenmesinin ana nedenleri asagidaki sekilde siralanabilir.
Dogal CD’lerin [59]:

» Biyolojik membranlarla etkilesimlerini arttirmak,

» Hidrofobik ilaglarla etkilesiminin iyilestirilmesi,

> llag ¢oziiniirliigiinii ve stabilitesini arttirmak,

> Toksisitesini azaltmak,

17



» Sulu ¢ozeltilerde kendiliginden birlesme kapasitesini saglamak.

Amfifilik CD’lerin en biiyiikk avantaji, ylizey aktif maddeler olmadan farkli nano
boyutlu tasiyicilar olusturmak i¢in kendiliginden birlesme 6zellikleri gostermeleridir.
Bu {istiinliik onlara amfifilik 6zellik verir ve nanometre araliginda supramolekiiler
agregatlarin olusmasini saglar. Amfifilik CD’lerin kimyasal yapisina gore kat1 lipid
nanopartikiiller, iki tabakali vezikiiller, lipozomlar ve nanopartikiiller gibi farkl
tastyici sistemler elde edilebilir. CD'lere konjuge edilmis gruplara gore ortaya ¢ikan

tiirevler nétr, katyonik ve anyonik amfifilik CD’ler olarak siniflandirilabilir [56, 59].

Iyonik olmayan amfifilik CD’ler, CD ana glukopiranoz biriminin birincil veya ikincil
yiiziine farkli uzunluktaki alifatik zincirlerin eklenmesiyle elde edilir. CD amfifillerine
fonksiyonluk saglamak igin ¢esitli duyarli veya hedefleme birimleri eklenmistir.
Galaktozil ve mannosil kalintilart gibi fonksiyonel ligandlar tanima yetenegi ve hiicre
hedefleme 6zelligi saglamak igin oligo(etilen glikol) zincirlerine konjuge edilebilir

[47, 60].

Katyonik amfifilik CD’ler amino gruplarinin, oligo(etilen oksit) hidroksil gruplarinin
bulundugu CD’lere eklenmesiyle elde edilir. Ayrica siklodekstrinlerin birincil
yiizindeki amid gruplarinin pozisyon 2 ve 3'te alkil zincirleri ile degistirilmesiyle de
sentezlenebilirler. Katyonik amfifilik CD’lerin yapisal 6zellikleri tiyoalkil zincirleri
ile hidrofilik etilen glikol oligomerleri arasindaki dengeden tiiretilmistir. Etilen glikol
zincirleri, katyonik amfifilik siklodekstrinlerin nanoagregatlarinin stabilitesini
arttirmistir. Ilaglarin yani sira 6zellikle gen taginiminda son yillarda polikatyonik
siklodekstrinler dikkat ¢cekmektedir. Hem kendiliginden birlesme hem de ylizey
yiiklerinden dolayr niikleik asitlerle etkilesime girebilme 06zellikleri sayesinde

polikatyonik CD’erin gen tedavisinde kullanilmasi oldukga elverislidir [56, 59, 60].

Anyonik amfifilik CD’ler birincil/ikincil yiizlerindeki yapilarina anyonik ozellik
kazandiran bir siilfat veya karboksil grubu eklenerek sentezlenebilir. Karboksil iceren
amfifilik CD’ler, alkil gruplarin 6 pozisyonunda ve karboksimetil gruplarinin pozisyon
2 ve 3'e eklenmesiyle hazirlanabilir. Siilfat igeren amfifilik CD’ler, 2 ve 3
pozisyonlarinda esterlenmis CD’lerin 6-hidroksillerinin = siilfatlanmas1 yoluyla

sentezlenebilir. Bu tiirevler sulu ortamda ¢ok molekiillii agregatlar olusturabilir [56].
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2.4.2 Siklodekstrinlerin konak-konuk kompleks olusumda kullanim

Fiziksel ve kimyasal &zelliklerinden dolayr CD’lere duyulan ilgi bu bilesiklerin
inkliizyon kompleksi olusturma yeteneklerinden kaynaklanmaktadir [61]. Hidrofobik
boslugu sayesinde CD'ler uygun geometri ve fizikokimyasal 6zelliklere sahip ¢esitli
konuk molekiiller ile inkliizyon kompleksleri olustururlar. Konuk molekiiller CD'lerin
i¢ hidrofobik bosluguna kismen ya da tamamen yerlesirken, CD'lerin hidrofilik dis
ylizeyi sulu ortama maruz kalir. Bu kendiliginden gerceklesen kompleks geometrik
uyumluluk, hidrojen bagi, n-n etkilesimleri, hidrofobik ve Van der Waals etkilesimleri

gibi gesitli kovalent olmayan etkilesimler tarafindan yonlendirilir [62].

Genel olarak CD boslugu ile konuk bilesen arasindaki Van der Waals kuvvetleri
kapsiillemeyi stabilize eder. Bununla birlikte konuk molekiile bagli olarak hidrojen
baglar1 ve dipol etkilesimleri gibi diger supramolekiiler etkilesimler de kompleks
olusumunda gozlenir. CD ile konuk molekiil arasinda olusan kovalent olmayan

etkilesimler sistemin tersine ¢evrilebilir olmasini saglamaktadir [63].

CD bosluklarina ¢ok ¢esitli kiiciik molekiiller, ilaclar, iyonlar, proteinler ve hatta
polimerler kapsiillenebilir [64]. Olaganiistii inkliizyon kompleks olusturma 6zellikleri,
konuk molekiiliin fiziksel, kimyasal, biyolojik 06zelliklerini degistirebilen veya
gelistirebilen bir "konak-konuk" iliskisi saglar [63]. Bu inkliizyon kompleksi birden
fazla siklodekstrin molekiilii ile bir veya daha fazla konuk molekiilii arasinda
olusabilir. En yaygin olan1 1:1 oraninda inkliizyon kompleks olusumudur. Bununla
birlikte bazen 2:1, 1:2, 2:2 gibi daha karmasik veya daha kararli ve daha ytiksek bir
kompleks olusumu gerceklesebilir [48].

Bosluga niifuz edebilecek "konuk" molekiillerin belirlemede kimyasal ve geometrik
faktorler kritik oneme sahiptir. Konuk molekiiliin boyutu, konak-konuk etkilesimleri
icin ¢ok Onemlidir. Ciinkii ¢ok biiyiikk olan konuklar, sterik engel nedeniyle
kapstillenemezken, ¢ok kii¢iik molekiiller CD boslugundan kolayca gecer ve zayif bag
olusur veya olusmaz. Inkliizyon kompleksin kararliligi aym zamanda "konuk"
molekiiliin polaritesine de baglidir. Sudan daha az polar olan konuk molekiilleri

hidrofobik CD boslugu ile kararli inkliizyon kompleksleri olusturabilir [27, 61].

CD'lerin diisiik toksisiteleri, yiiksek biyouyumlulugu, kolay erisilebilirligi ve
inkliizyon kompleksleri olusturma kabiliyeti sayesinde farmasétik alanda yaygin

olarak kullanilmaktadir [65]. Tlgili uygulamalar arasinda ilag ¢dziiniirliigiinii ve
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stabilitesini artirmak, ila¢ emilimini artirmak, kokular1 ve tatlar1 maskelemek, ilag
salimin1 kontrol etmek ve biyolojik bariyerler boyunca ilag gegirgenligini iyilestirmek
bulunmaktadir [58]. Cok sayida ilacin 6zellikle kanser ilaglarinin suda ¢oziiniirligii
zayiftir. Bu nedenle CD-ilag komplekslerinin olusturulmasi, antikanser ilacin gerekli

farmakolojik etkili dozun ve yan etkilerin azaltilmasina imkan vermektedir [66].

Inkliizyon kompleksi 6zelligi sayesinde CD’ler, supramolekiiler yapilarin tasarimini
ve uygulamalarimi gelistirebilir ve genigletebilir. Son zamanlarda CD’lerin kii¢iik
molekiillerin yani sira polieterler, poliaminler, poliesterler, konjuge polimerler ve
poliolefinler gibi farkli polimerlerle inkliizyon kompleksleri olugturmalarina yonelilik
caligmalar yapilmistir [67]. Bu c¢alismalardan ilki zincir {izerinde ¢oklu CD
halkalarindan olusan inkliizyon kompleksleri kullanilarak CD bazli polirotaksanlarin
sentezine dayanmaktadir (Sekil 2.8). Daha sonrasinda CD tabanli kendiliginden
birlesmis supramolekiiler polimer mimarileri tasarlamak ve olusturmak igin ¢aligmalar

hiz kazanmustir [41, 63].

CD'lerin supramolekiiler alana dahil edilmesiyle birlikte CD'ler ile Ad, Fc, Azo ve Bzl
tirevleri arasindaki konak-konuk etkilesimine dayali olarak supramolekiiler
nanopartikiiller, miseller, vezikiiller, hidrojeller gibi ¢esitli yapilarin olusturulmasi
saglanmigtir [58]. CD’nin bu spesifik molekiiller ile inkliizyon kompleksleri
olusturmast  Ozelliginden  yararlanilarak  amfifilik  kopolimerlerin  sentezi
gerceklesmistir. CD'lerin sahip olduklar1 hidroksil grubuplar1 sayesinde ¢ok kollu
yildiz polimerlerin tasarimi i¢in ideal bir alan sunar. Son zamanlarda ¢ekirdek olarak
B-siklodekstrin temelli yildiz benzeri blok kopolimerler, misel sentezi igin
kullanilmistir  (Sekil 2.8). Béoylelikle ¢ekirdek-kabuk nanopartikiillerin elde
edilmesiyle hidrofobik ¢ekirdekli kisim hidrofobik ilaclarin tasinmasini ve hidrofilik

kabuk kisim ise ilacin korunmasini saglar [67-71].

CD’nin konuk molekiilii kompleks olusturmasi temelde kovalent olmayan etkilesimler
ve kendiliginden birlesme yoluyla gergeklestigi icin akilli ilag tasiyicilarinin sentezi
sirasinda ¢oklu sentez adimlarini ve karmasgik saflastirma siirecini 6nleyebilir. Dahasi
CD'ler ve konuk arasindaki tersine ¢evrilebilir etkilesimler, ilag tastyici sistemler i¢in
uyaranlara yanit verme 6zelligi kazandirir ve bdylece hedeflenen hassas kontrollii

salim gergeklestirilebilir [67, 68, 70, 71].
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Sekil 2.8 : CD konuk konak kompleksine dayali polimer yapilarinin sematik
gosterimi.

2.4.3 Siklodekstrin-adamanten kompleksi

B-CD hidrofobik boslugu ile adamanten (AD) arasindaki kovalent olmayan etkilesim,
supramolekiiler konak-konuk sisteminin en yaygin 6rnegidir [72]. AD (C1o0Hs) olduk¢a
simetrik bir kafes seklinde doymus hidrokarbon ve yiiksek sertlikte bir halka yapisidir.
AD grubu, B-CD'nin kavite ¢apma miikemmel sekilde uyan 7 A ¢apinda kiiresel bir
gruptur [72, 73]. AD tiirevleri B-CD ile 1:1 oraninda bir araya gelip oda sicakliginda
Ka 10%-10° M birlesme sabiti ile ¢ok giiclii inkliizyon kompleksleri olustururlar. AD
ve B-CD arasindaki bu giiglii etkilesim ve kolay konak-konuk kompleks olusumu
hidrojeller, afinite biyosensdrleri, CD polimer bazli partikiiller veya supramolekiiler
polimerler gibi hem supramolekiiler kimyada hem de biyomedikal uygulamalarda

yaygin olarak kullanilmaktadir [74, 75].

2.5 Tla¢ Tasiyic1 Sistemler

Geleneksel yontemlerle kullanilan ilag tedavisi sinirh etkinlik, zayif biyolojik dagilim,
yiiksek dozda ilag kullanimi, yan etkiler ve hassasiyet eksikligi gibi baglica
dezavantajlara sahiptir. Bu yiizden bu dezavantajlarin en aza indirilip daha etkili bir

tedavi i¢in ¢alismalar ilag tastyici sistemler iizerine kaymistir. Ilacin etki alania
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taginmastyla bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in ¢esitli stratejiler gelistirilmis ve

kullanilmistir [76, 77].

Ilag tasiyici sistemler viicuda terapotik bir maddenin girmesini saglayan ve viicuttaki
ilacin oranini, hizini, zamanin1 ve salim bdlgesini kontrol ederek etkinligini ve
giivenligini arttirir. Bu baglamda ilag salimmin zaman ve bdlgesel kontroliiniin
saglanmasi i¢in kontrollii ilag tastyict sistemler miithendislik teknolojileri ve polimer
biliminin katkilartyla multidisipliner bir bilim olarak gelismistir. Ideal bir ilag tasiyici
sistem inert, biyouyumlu, mekanik olarak giiclii, yiiksek ila¢ yiiklemesi saglayabilen,
kolay uygulanma, iiretilme ve sterilize edilme Ozelliklerine sahip olmalidir. Ayni
zamanda ila¢ salimini istenilen bolge icin hedefleyebilmeli ve kontrol edebilmelidir

[78, 79].
Ilag tasiyici sistemlerin sahip oldugu baslica avantajlari [80]:
» Terapotik dozun istenen salim hizinda kontrollii uygulamast,
Ila¢ konsantrasyonunun uzun siireli tedavi siiresince uygun aralikta tutulmast,
Etkinlik-doz iliskisinin en iist diizeye ¢ikarilmasi,
Daha az aktif madde kullanima,

Yan etkilerin azaltilmasi,

vV VvV VY V¥V V¥V

Aktif maddenin biyolojik sivilarda nihai bozulmaya kars1 korunmasi,
» Sik doz alimi ihtiyacinin en aza indirilmesidir.

Ilag tasiyict sistemlerde en giivenilir yaklasim ilag molekiilleri icin tasarlanmis bir
tastyici ile ilaci belirli bir etki bolgesine veya belirli bir hiicreye hedeflemektir. Yillar
icinde ila¢ tasiyict ve hedefleme uygulamalart ic¢in farkli ilag¢ tasiyici sistemler
gelistirilmis ve test edilmistir. Ilac tasiyict sistemler i¢in bakteriler, viriisler, kirmizi
kan hiicreleri, makrofajlar, kok hiicreleri, polimerik nano partikiiller, lipozomlar,
miseller, dendrimerler gibi hem dogal hem sentetik yapilar kullanilmaktadir.
Nanoteknolojideki son gelismeler ile nanoformiilasyonlar, ila¢ tasiyicilar1 olarak
biiyiik bir potansiyel kazanmistir ve polimerlerin kolay ayarlanabilen ve

sekillendirilme 6zelliklerinden dolay1 sik¢a tercih edilir [78, 81].
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2.5.1 Polimerik miseller

Polimerik miseller su igerisinde amfifilik blok kopolimerlerin kendiliginden
birlesmesiyle olusan hidrofobik bir ¢ekirdege ve hidrofilik bir kabuk yapisina sahip
nano boyutlu (10-200 nm) kiiresel, supramolekiiler kolloidal yapilardir. Polimerik
miseller hidrofobik ilaglar, DNA, siRNA, proteinler, peptidler ve 1s18a duyarli ajanlar
dahil olmak iizere gesitli terapdtiklerin tasinmasinda kullanilmaktadir [76, 82, 83]. ilag

tastyicilari arasinda polimerik miseller [41]:
» Cok gesitli kopolimer yapilara,
Cesitli yiizey fonksiyonel gruplari ve kolay modifikasyona,
Yeterli ilag yiikleme igerigi ve etkinligi,
Dolagim sisteminde uzun dolasim siiresi ve yarilanma 6mrii,

Lezyon bolgelerinde yiiksek birikim,

YV V VY VY V¥V

Kontrollii ila¢ salim1 i¢in ayarlanabilir bozunma siiresi gibi ¢esitli avantajlara

sahiptir.

Sulu bir ¢ozelti icinde bir amfifilik kopolimerin hidrofilik ve hidrofobik bloklarinin
¢Oziinlirligii arasindaki farklar, ¢ekirdek-kabuk mimarisine sahip farkli ve benzersiz
misellerin  olusumunu saglar. Polimerik misellerin hidrofobik ¢ekirdek kismi
hidrofobik ilaglarin kapsiillenmesi, stabilite ve ila¢ salim 6zelliklerinden sorumludur.
Hidrofilik zincirler olusturduklari kabuk yapisi sayesinde hidrofobik ¢ekirdegin suyla
dogrudan temasini onler. Cogu zaman hidrofilik kabuk kismini olusturan PEG gibi
polimerler uzun siireli kanda dolasimi ve bagisiklik sisteminden kagmaya yardimei
olur. Hidrofilik kabuk kisim istenen 6zellikleri elde etmek i¢in uygun sekilde modifiye
edilip tasarlanabilir. Bu nedenle ilag tasiyici ve hedeflemede polimerik misellerin rolii
umut vericidir [84-86].

Misellerin olusumu, polimerlerin konsantrasyonu kritik misel konsantrasyonuna
(KMK) ulastiginda gergeklesir. Daha diisiik konsantrasyonlarda polimerler tek
zincirler halindedir. Ancak konsantrasyonlarin KMK'ya yiikselmesiyle polimerler,
hidrofobik bilesenin sulu kisimdan uzakta olacak sekilde birlesmeye baglar. KMK'nin
tizerinde kopolimerler, i¢ ¢cekirdegin hidrofobik ve dis kabugun hidrofilik kisim oldugu
kararli miseller olusturmak i¢in kendiliginden birlesmeye devam eder. En diisiik

serbest enerji konfigiirasyonuna ulasildiginda ise misel olusumu tamamlanir [86, 87].
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flag tasiyic1 olarak kullanilan polimerik misellerin cogu amfifilik diblok (hidrofilik-
hidrofobik) polimerler, triblok (hidrofilik-hidrofobik-hidrofilik) polimerler ve asi
(hidrofilik-hidrofobik) kopolimerlerden olusur (Sekil 2.9). Genellikle amfifilik blok
kopolimerler kullanilirken uzun siireli ila¢ salimi, artirilmis kan dolasimu siiresi ve

hedeflenebilirlik saglamak i¢in triblok kopolimerler ve asi kopolimerleri tercih edilir

. % N

Sekil 2.9 : Amfifilik bloklarin diizenine gore olusan cesitli misel yapilari.

Amfifilik kopolimer mimarisine ve ¢0zelti parametrelerine (¢oziicii tipi, polimer
konsantrasyonu, pH, iyonik kuvvet) bagl olarak farkli misel yapilar elde edilebilir.
Yildiz sekilli, ¢igek benzeri, kiiresel supramolekiiler diizenekler, solucan sekilleri,
vezikiiller ve toroidler yaygin olarak bildirilen baz1 misel mimarileridir. Bununla

birlikte kiiresel polimerik miseller en sik tercih edilen ve ¢alisilan sistemlerdir [84].

2.5.2 Supraamfifilik kopolimerler

Amfifilik olusumlar miseller, vezikiiller, nanotiipler ve nanolifler dahil olmak tizere
cok cesitli yapilarda kendiliginden birlesme 6zelligine sahip sentetik veya dogal
yapilardir. Amfifillerin kendiliginden birlesme stirecleri, lipidlerin ve proteinlerin bir
araya getirilmesi gibi biyolojik sistemleri taklit etmek i¢in yaygin olarak kullanilir ve
malzeme bilimi, ila¢ ve gen taginimi gibi kapsamli uygulamalarda dikkat ¢cekmektedir.
Nanobilimdeki son gelismeler, amfifil birlesiminin basit yaklasimlar1 ile daha
karmagik nanoyapilarin gelistirilmesi icin kendiliginden birlesmis supramolekiiler

yapilara dikkat ¢cekmektedir [89, 90].

Geleneksel olarak amfifilik yapilar kovalent bag ile baglanan hem hidrofilik hem de
hidrofobik kisimlar i¢ceren molekiilleri ifade eder. Hidrofilik ve hidrofobik kisimlar

arasindaki farkl1 baglantilar agisindan birgcok amfifil tiirii vardir. Ornegin bir hidrofilik
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bas grubu tekli, ciftli veya tg¢lii hidrofobik alkil zincirlerine kovalent olarak
baglanabilir. Geleneksel amfifillere ek olarak ortaya ¢ikan yeni bir arastirma alani
kovalent olmayan etkilesimler ve dinamik kovalent baglar temelinde olusturulan

supraaamfifillerdir [90].

Supraamfifiller elektrostatik etkilesim, © — m etkilesimleri, hidrojen bagi ve konak-
konuk etkilesimi gibi kovalent olmayan etkilesimler ile olusturulan amfifilleri ifade
eder. Belirli kosullar altinda kovalent olmayan etkilesimlere benzer olan imin ve
disiilfiir baglar1 gibi bazi dinamik ve tersinir kovalent baglar da supraamfifillerin
olusumunu saglamak i¢in kullanilmaktadir. Supraamfifillerin yapi taslar ¢esitlidir ve
sentetik molekiillerden dogal olanlara, kiigiik molekiillerden polimerik bilesenlere

kadar degisebilir [91].

Kovalent olmayan etkilesimlerin veya dinamik kovalent baglarin baglanma
bolgelerine dayali olarak polimerik supraamfifiller ile farkli mimariye sahip yapilar
gerceklestirilmistir. Polimerik supraamfifiller i¢in dogrusal, dalli ve ¢apraz baglantili
mimariler gelistirilmistir (Sekil 2.10). Geleneksel polimerik amfifillere kiyasla
polimerik supraamfifiller ¢esitli mimarilerde olusturulabilir, istenilen fonksiyonel

gruplara ve ayarlanabilir fizikokimyasal 6zelliklere sahip olabilir [89].

SUPRA-AMFiFiL

KOPOLIMERLER

Sekil 2.10 : Dogrusal, dall1 ve ¢apraz bagli supraamfifilik yapilar.
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Kovalent olmayan etkilesimlerin ve dinamik kovalent baglarin dogas1 supraamfifillere
cesitli avantajlar saglar. Ozellikle karmasik kimyasal sentez siireci bir dereceye kadar
azaltilabilir ve baz1 6zel topolojiler nispeten kolayca elde edilebilir. Fonksiyonel
kisimlar sistemlere kolay bir sekilde dahil edilebilir ve sinyallere duyarli hale
getirilebilir. Ancak supramfifillerin dinamik 6zellikleri genellikle kompleks olusumu
ve bozulmasi arasinda hizli bir dengeye yol agar. Bagka bir deyisle supraamfifillerin
stabilitesi geleneksel amfifiller kadar yiiksek degildir. Yap1 bloklarmin
konsantrasyonundaki degisiklikler supraamfifillerin olusumunun yam sira diger
olusumlarini da etkileme egilimindedir. Ancak polimerik supraamfifiller, dinamik
ozellikler ile stabilite arasinda bir denge saglayabilmektedir. Polimerik supraamfifiller
kiigiik molekiillii supraamfifiller ile karsilastirlldiginda, daha yavas dinamikleri
sayesinde daha yiiksek stabilitede zengin yapilar olusturabilirler. Polimerik supra-
amfifillerden olusturulmus yapilardaki molekiiler degisim, ¢oklu kovalent olmayan
etkilesimler ve polimer zincirleri arasindaki dolagsma ile yavaglatilir. Bu nedenle
supraamfifillerin seyreltmenin etkilerine kars1 dayanmasi genel olarak polimerik yap1
bloklarinin kullanilmasiyla gelistirilebilir. Ayrica uzun polimer zincirleri birlesmis
supramolekiiler yapilara biiyiik bir yiikleme kapasitesi saglar ve bu materyallerin
islevlerini kesfetmek i¢in Onemli bir faktordiir. Bu benzersiz Ozellikler sayesinde
polimerik supraamfifiller kimya ve biyotipta genis uygulama alani bulmuslardir [89,
91].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Malzemeler

Pentaeritritol (%98, Aldrich), e-kaprolakton (e-CL, %98, Alfa Aesar), poli(etilen
glikol) metil eter (MPEG Mn=5000 ve Mn=2000, Aldrich), siiksinik anhidrit (SA,
Merck), 1-adamantilamin (AD, %97), B-siklodekstrin (B-CD, > %97, Sigma Aldrich),
p-toluensiilfonil klorid (p-TsCl, Acros), 4-dimetilamino piridin (DMAP, Merck)
trietilamin (TEA, Sigma-Aldrich), tin(ll) 2-etilhekzanot (Sn(Oct)z), bakir (I) bromiir
(CuBr, Aldrich), N,N,N’,N’’,N’’-pentametildietilentriamin (PMDETA, Merck),
sodyum azit (NaNs, Merck), hidroklorik asit (HCI, Aldrich), 4-pentinoik asit (%98,
Alfa Aesar), sodyum hidroksit (NaOH, %298-100.5, Aldrich), piren (Merck),
doksorubisin (DOKS, Eczacibas1 Ozgun Kimyasal Urunler San. ve Tic. A.S.), aseton
(Merck), metanol (Merck), dietil eter (Chem-Lab), toluen (Merck), dimetilsulfoksit
(DMSO, Carlo Erba) tetrahidrofuran (THF, Merck) alindigi gibi kullanilmistir.
Diklorometan (DCM, Merck), N,N-dimetilformamit (DMF, %+99.8, Alfa Aesar) 4A

boyutundaki molekiiler sieve ile kurutulup kullanilmustir.

3.2 Kullanilan Cihazlar

Fourier dontisiimlii infrared (FT-IR) spektrumlari platin-ATR aksesuari ile (ZnSe
kristali) ALPHA Bruker spektrometresinde kaydedilmistir. 'H NMR ve 2 D 'H
NOESY NMR ol¢iimleri, 500 MHz’lik Bruker NMR cihazinda CDCls, DMSO-ds ve
D20 ¢oziiciisii kullanilarak alinmistir. Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) dl¢limleri,
bir pompa ve Viscotek ve 3580 refraktif indeks (RI) dedektoriinden olusan Viscotek
GPCmax ve 2001 Autosampler sistemi kullanilarak yapilmistir. Seri olarak baglanmis
ic Viscotek GPC kolonu (T3000, LT4000L ve LT5000L) (i¢ ¢ap 7.8 mm, 300 mm
uzunluk) ve bir Viscotek guard kolonu (CLM3008, i¢ ¢ap 4.6 mm, 10 mm 29 uzunluk)
kullanilmistir. Olgiimler 35 °C’de 1.0 mL/dakika akis hizinda yapilmistir ve ¢dziicii
olarak THF kullanilmistir. Dedektor, dar molekiill agirhigi dagilimima sahip PS
standartlariyla kalibre edilmis ve veriler Viscotetk OmniSEC 4.7.0 yazilimi
kullanilarak analiz edilmistir. DSC Ol¢limleri, TA marka Discovery DSC 250
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cihazinda -50 °C ile 180 °C araliginda, 10 °C/dk 1sitma hizinda ve azot atmosferi altinda
yapilmistir. Misellerin olusturulmasi sirasinda enjeksiyonlar 19.23 mm ¢apli siringalar
kullanilarak Sujipuli Technology NE-1600 6 kanalli programlanabilir siringa
pompasinda 1 mL/dk enjeksiyon hiziyla yapilmistir. Misellerin ortalama partikiil
boyutu ve partikiil boyutu dagilimlari, 633 nm dalga boyunda ve 25 °C’de bir Malvern
NanoZSP dinamik 151k sagilim (DLS) spektrometresi cihazi kullanilarak distile su
igcerisinde 173 ’lik Sl¢iim agis1 ile belirlenmistir. Kritik misel konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde, DOKS kalibrasyon egrisi ve DOKS yiiklii misellerin ilag salimini
Olgmek i¢in BioTek marka Synergy H1 hibrid multi-mod ELISA okuyucu cihazi
kullanilmistir. Calisma boyunca elde edilen polimerlerin ve misellerin diyaliz
islemlerinden sonra kurutulmasi i¢in -90 °C’ye diisen LaboGene marka CoolSafe 9 L

liyofilizatorii kullanilmistir.

3.3 Deneysel Kisim

3.3.1 Dort kollu yildiz poli(e-kaprolakton) (PE-PCL.4) sentezi

Bir schlenk tiip igerisine sirasiyla pentaeritriol (0.1 g, 0.73 mmol), kuru toluen (6.5
mL), e-CL (6.5 mL, 0.059 mmol) ve Sn (Oct)2 (0.059 g, 0.145 mmol, toluen igerisinde
hazirlanmis 0.1 g/mL stok ¢ozelti) eklenerek vakum altinda 3 kez dondur-¢ek-¢6z
islemi tekrarlandi. Polimerizasyon 120°C'lik yag banyosunda 18 saatte ger¢eklestirildi
ve reaksiyon sonunda sogutulan tiip havaya agilarak THF ile seyreltme yapildi. Soguk
metanolde (200 mL) ¢oktiiriilen polimer nuge erleni vasitasiyla gooch krozeden (por.4)

slizlildii. Vakum etiiviinde oda sicakliginda kurutuldu (Doniisiim= %93.8).

3.3.2 Alkin fonksiyonlu dért kollu poli(e-kaprolakton) (PE-PCLPA4) sentezi

PE-PCL4 (2 g, 0.12 mmol) kuru DCM (16 mL) igerisinde ¢oziinerek igerisine 4-
pentinoik asit (0.095 g, 0.96 mmol) ve DMAP (0.117 mg, 0.96 mmol) eklendi ve 5
dakika karistirildi. Daha sonra kuru DCM (10 mL) igerisinde ¢6ziinmiis olan DCC
(0.133 g, 0.643 mmol) reaksiyon karigimina damlatma hunisi yardimiyla damla damla
eklendi. Azot ortaminda oda sicakliginda 24 saat karistirildiktan sonra reaksiyon soguk
metanolde (100 mL) c¢oktiiriildii ve oda sicakliginda vakum etiiviinde kurutuldu
(Verim= % 88).
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3.3.3 Mono (6-O-(p-toluensiilfonil))-p-CD (TsO-p-CD) sentezi

B-CD (5 g, 4.39 mmol) balon igerisine konulup buz banyosu igerisine yerlestirildi ve
tizerine 0.4 M sulu NaOH (50 mL) eklenerek ¢6ziinmesi saglandi. Balon igerisine
0'C’de p-toluensiilfonil kloriir (3.49 g, 18.36 mmol) ilave edildi ve 30 dakika
karistirildiktan sonra ¢ozelti filtre kagidindan siiziildii. Siiziintiiye HCI damlatilarak
karigim notralize edildi ve 1 saat karistirildi. Olusan ¢okelti filtre kagidi yardimiyla

siiziilerek ii¢ kez suyla yikand1 ve 60°C'de vakum etiiviinde kurutuldu (Verim= %33).

3.3.4 Mono (6-azido-6-dezoksi)-p-CD (p-CD-Ns3) sentezi

Mono (6-O-(p-toluensiilfonil))-B-CD (1.7 g, 1.32 mmol) bir balon igerisine konularak
distile su (17 mL) i¢inde siispanse edildi ve 80°C'ye 1sitild1. Daha sonra iizerine NaN3
(7.36 g, 1.12 mol) eklendi ve reaksiyon saydamlasana kadar (yaklasik 6 saat)
karismaya birakildi. Saydamlagma goriildilkten sonra reaksiyon sugutularak oda
sicakligma getirildi. Soguk aseton (100 mL) i¢inde ¢oktiiriildiikten sonra beyaz kati
madde filtre kagidindan siiziiliip aseton ile yikandi. Elde edilen beyaz ¢okelti 60°C'de

vakum etiiviinde kurutuldu (Verim= % 89).

3.3.5 Klik reaksiyonu ile PE-PCLCDs sentezi

Bir schlenk tiip igerisine sirasiyla PE-PCLPA4 (1 g, 0.06 mmol), B-CD-N3 (0.339 g,
0.29 mmol) ve PMDETA (150 pL, 0.72 mmol), CuBr (103 mg, 0.72 mmol) ve kuru
DMF (5 mL) eklendi. Vakum altinda 3 kez dondur-¢ek-¢6z islemi yapildiktan sonra
tip 70°C'deki yag banyosuna yerlestirildi ve 48 saat karigtirildi. Siire sonunda
reaksiyon sogutularak oda sicakligina getirildi ve i¢erisine DMF eklenerek vizkoz sivi
seyreltildi. Soguk metanolde (100 mL) ¢oktiiriildii ve nihai ¢ozelti THF te ¢oziiliip
notral aliiminadan gegirilerek bakirin uzaklastirilmasi saglandi. Soguk metanolde
¢oktiirme iglemi tekrarlandi ve santrifiij edilip elde edilen polimer oda sicakliginda

vakum etiiviinde kurutuldu (Verim= % 52).

3.3.6 Karboksilik asit fonksiyonlu poli(etilen glikol) metil eter (MPEG-COOH)

sentezi

Bir balon igerisinde mPEG (5 g, 1 mmol, M,=5000 g/mol) ve kuru DCM (20 mL)
eklenip mPEG’in ¢oziinmesi saglandi. Ardindan DMAP (0.183 g, 1.5 mmol), TEA
(209 pL, 1.5 mmol) ve SA (0.150 g, 1.5 mmol) balon igerisine ilave edildi ve azot
altinda 40°C’de 48 saat karigmaya birakildi. Siire sonunda ¢6zelti soguk dietil eterde
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cOktiiriiliip siiziildii ve vakum altinda kurumaya birakildi. Madde kuruduktan sonra
DCM igerisinde coziilerek 2. kez soguk dietil eterde ¢oktiiriildii ve vakum etiiviinde
kurutuldu (Verim= % 85). mPEG (M»=2000 g/mol) i¢in fonsiyonlandirma reaksiyonu
ayn sekilde yapildi (Verim= % 98.8).

3.3.7 Adamanten fonksiyonlu poli(etilen glikol) metil eter (MPEG-AD) sentezi

Bir balon igerisinde MPEGs000-COOH (2 g, 0.4 mmol) ve kuru DCM (16 mL) eklenip
bir stire karistirildiktan sonra 1-adamantilamin (0.09 g, 0.6 mmol) ve DMAP (0.049 g,
0.4 mmol) eklendi ve 5 dakika daha karistirildi. Daha sonra kuru DCM (10 mL)
igerisinde ¢oziinmiis olan DCC (0.124 g, 0.6 mmol) reaksiyon karigimina damlatma
hunisi yardimiyla damla damla eklendi. Azot atmosferinde oda sicakliginda 24 saat
karistirildiktan sonra reaksiyon karigimi, ¢éziinmeyen yan {iriinleri uzaklastirmak i¢in
filtre kagidindan siiziildii. Siiziintii soguk dietil eterde (500 mL) ¢oktiiriildii ve vakum
etiiviinde kurutuldu (Verim= % 93.3). MPEG2000-COOH (Mx= 2000 g/mol) benzer
sekilde sentezlendi (Verim= % 97).

3.3.8 AD-B-CD konak-konuk etkilesimiyle misellerin olusturulmasi

Bir balon igerisine PE-PCLCD4 (22 mg) ve mPEGso0 -AD (21.6 mg) (1:1 M
konak/konuk) konularak DMSO (1.3 mL) ilave edildi ve 2.5 saat oda sicakliginda
ultrasonik banyoda sonike edildi. Ardindan balon igerisine enjeksiyon pompasi ile 4
mL distile su 0.2 mL/dk hizda damlatildi. Oda sicakliginda 1 saat karigmaya
birakildiktan sonra diyaliz membran icerisine (MWCO=6000-8000 Da) alinip 48 saat
boyunca distilen suya kars1 diyaliz yapildi. Elde edilen misellerin partikiil boyutu DLS

cihaz ile karakterize edildikten sonra liyofilizatrde kurutma islemi gergeklestirildi.

Bir balon igerisine PE-PCLCDs4 (22 mg) ve mPEG2000-AD (9 mg) (1:1 M
konak/konuk) konularak DMSO (1.3 mL) ilave edildi ve 2.5 saat oda sicakliginda
ultrasonik banyoda sonike edildi. Ardindan balon igerisine enjeksiyon pompasi ile 4
mL distile su 0.2 mL/dk hizda damlatildi. Oda sicaklifinda 1 saat karigmaya
birakildiktan sonra diyaliz membran igerisine (MWCO=6000-8000 Da) alinip 48 saat
boyunca distile suya kars1 diyaliz yapildi. Elde edilen misellerin partikiil boyutu DLS

cihazi ile karakterize edildikten sonra liyofilizatdrde kurutma islemi gerceklestirildi.
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3.3.9 AD-B-CD konak-konuk etkilesimiyle DOKS vyiiklii misellerin olusturulmasi

Bir balon igerisine PE-PCLCDs (22 mg) ve mPEGsoo -AD (21.6 mg) (1:1 M
konak/konuk) konularak DMSO (1.3 mL) ilave edildi ve 2 saat oda sicakliginda
ultrasonik banyoda sonike edildi. Daha sonra DOKS (7 mg) eklenerek 30 dakika daha
sonikasyon islemi yapildi. Ardindan balon igerisine enjeksiyon pompasi ile 4 mL
distile su 0.2 mL/dk hizda damlatildi. Oda sicakliginda 1 saat karismaya birakildiktan
sonra membran igerisine (MWCO=6000-8000 Da) alinip 48 saat boyunca distile suya
kars1 diyaliz yapildi. Elde edilen misellerin partikiil boyutu DLS cihazi ile karakterize

edildikten sonra liyofilizatorde kurutma islemi gerceklestirildi.

Bir balon igerisine PE-PCLCDs (22 mg) ve mPEGao0-AD (9 mg) (1:11 M
konak/konuk) konularak DMSO (1.3 mL) ilave edildi ve 2 saat oda sicakliginda
ultrasonik banyoda sonike edildi. Daha sonra DOKS (7 mg) eklenerek 30 dakika daha
sonikasyon islemi yapildi. Ardindan balon igerisine enjeksiyon pompasi ile 4 mL
distile su 0.2 mL/dk hizda damlatildi. Oda sicakliginda 1 saat karigmaya birakildiktan
sonra membran igerisine (MWCO=6000-8000 Da) alinip 48 saat boyunca distile suya
kars1 diyaliz yapildi. Elde edilen misellerin partikiil boyutu DLS cihaz ile karakterize

edildikten sonra liyofilizatorde kurutma islemi gerceklestirildi.

3.3.10 Kritik misel konsantrasyonun (KMK) belirlenmesi

Elde edilen misellerin kritik misel konsantrasyonlar1 (KMK) floresans boya
¢oziindiirme yontemi kullanilarak belirlendi. Hidrofobik piren bilesigi floresans probu
olarak kullanildi. Piren (5 mg) 5 mL aseton igerisinde ¢oziildii ve 10’ar pL piren
¢ozeltisi numaralandirilan 13 adet ependorf tiipii igerisine eklendi. Asetonun ugmasi
saglandiktan sonra PE-PCLCD4/mPEGso-AD ve PE-PCLCD4/mPEG2000-AD
supraamfifil kopolimerler kullanilarak elde edilen misellerden 10 mg alinarak 10 mL
distile su igerisinde ¢oziildii ve polimer sulu ¢ozeltisi 1 x 10 ile 1 mg/mL arasindaki
konsantrasyonlarda olacak sekilde piren igeren ependorflara 1’er mL eklendi. 2 dakika
sonike edildikten sonra 1 gece karanlik ortamda bekletildi. 24 saat sonra 96’lik well
plate kuyucuklarina 200’er pL konulup ELISA cihazinda 6l¢iim alindi. Cozeltiler 334
nm’de uyarilarak 371 nm ve 391 nm’deki intensite degerleri oranlandi (l3/l1). Bu
intensite oranlar1 kopolimer konsantrasyonunun logaritmasina karsi grafige gegirilerek
en uygun iki dogrunun kesisim noktasindan sulu ortamda kararli misellerin olusumu

icin gereken minimum polimer konsantrasyonuna karsilik gelen KMK belirlendi.
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3.3.11 ilag yiikleme (DL) ve enkapsiilasyon veriminin (EE) belirlenmesi

Misellere yiiklenen DOKS miktar1 ELISA cihazi ile 485 nm’de Slgiilen absorbans
degeri kullanilarak asagida verilen denklemler yoluyla hesaplandi. Oncelikle 5 mg
DOKS 10 mL DMSO igerisinde ¢oziildii ve 7 farkli konsantrasyon olacak sekilde
DMSO ile seyreltme yapildi. Elde edilen DOKS ¢6zeltilerinin 485 nm’deki absorbans
degerleri Olgiilerek bir kalibrasyon egrisi olusturuldu. PCL-B-CD/mPEG-AD
supraamfifil polimerinden elde edilen DOKS yiiklii misellerden 4 mg alinarak 1 mL
DMSO igerisinde 1 gilin bekleditildi. Daha sonra 485 nm’de 6l¢iilen absorbans degeri
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemde yerine konularak mg/mL degeri
hesaplandi. Bu deger ilgili denklemlerde kullanilarak ilag yiikleme (DL) ve

enkapsiilasyon verimi (EE) hesaplandi.

%DL = misel L(;erllsmde]a lla.(; kitlesi 00 (3.1)
misel kitlesi

misel icerisindeki ilag klitlesi
%EE = —; - - - % 100 (3.2)
yuklenen toplam ilag kiitlesi

ilag kiitlesi
%TDL = —— —— x 100 (3.3)
toplam kiitle

3.3.12 ila¢ sahm ¢alismasi

PE-PCLCD4/mPEGs00-AD  veya  PE-PCLCD4/MPEG2000-AD  supraamfifil
polimerlerden elde edilen ilag yiiklii misellerden 10 mg alind1 ve 2 mL PBS (pH=7.4)
cozeltisinde ¢oziildii. Daha sonra 1 mL alinarak diyaliz membran (MWCO= 3500
kDa) igerisine yerlestirildi ve diyaliz membran Tween® 80 (%1 v/v) igeren 20 mL
PBS ¢ozeltisine konuldu. Bu soliisyon 37 °C’deki inkiibatore yerlestirildi ve 85 rpm’de
karigmaya birakildi. Onceden belirlenmis siirelerde (1,2,3,4,5,6, 8,10, 12, 24, 48,
72 ve 96 saat), inkiibe edilmis ¢ozeltiden 2 mL alindi ve yerine 2 mL taze PBS 20
mL’lik medyuma ilave edildi. DOKS salim degerleri 96’lik well plate kullanilarak
ELISA okuyucu cihazinda alman 2 mL’lik 6rneklerden 200’er pL kullanilarak
olgiildii. Ornekler 480 nm’de uyarilarak 590 nm’deki intensite degerleri elde edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada halka agilmas1 polimerizasyonu yontemi ile e-CL monomeri kullanilarak
sentezlenen dort kollu yildiz PCL zincirine B-CD molekiiliiniin klik reaksiyonu ile
(PE-PCLCD) takilmasi, mPEG zincirine AD molekiiliiniin takilmas1 (mPEG-AD) ve
B-CD ve AD arasindaki konak-konuk etkilesimi ile dort kollu supramolekiiler amfifilik
yildiz kopolimerlerin olusturulmast amacglanmistir. Dort kollu supramolekiiler
amfifilik y1ldiz kopolimerlerin olusumu ile es zamanli olarak kendiliginden birlesme
ile misellerin olugmas1 ve yine es zamanli olarak misellere ilag¢ yiiklenmesiyle elde

edilen yapilarin tasiyici sistem olma potansiyelleri incelenmistir.

41 Dort Kollu Yidiz Poli(e-kaprolakton) (PE-PCL4) Sentezi ve

Karakterizasyonu

Dort kollu yildiz PCL, pentaeritritol baslaticis1 ve Sn(Oct)2 katalizorii varliginda -
kaprolakton monomerinin halka agilmasi polimerizasyonuyla cekirdek oncelikli
yaklasim kullanilarak sentezlendi (Sekil 4.1). Elde edilen polimer GPC ve 'H NMR

ile karakterize edildi.

H
n

OH o
@’
H

Sekil 4.1 : Dort kollu yildiz poli(e-kaprolakton) (PE-PCL4) sentezi.

—+o O H
HO OH Sn(Oct), o) o
HO:><: o:><:o
ﬁo Z?_\—\_\
_l§o oZJ—H

Elde edilen dort kollu yildiz PE-PCL4 polimerinin molekiil agirligt GPC’de polistiren
standartlar1 kullanilarak 16425 g/mol olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.2).



PCL
M,, = 16425

PDI = 1.289

20 21 22 23 24 25 26 27 28

Alkonma hacmi (mL)

Sekil 4.2 : Dort kollu yildiz PE-PCL4 polimerinin GPC kromatogrami.

Teorik molekiil agirlig1 (Mn,th) gravimetrik doniisiim degeri (%95) ile asagida verilen
denklem (4.1) kullanilarak 8880 g/mol olarak hesaplanmistir. GPC ile elde edilen M
degerinin teorik agirliktan daha biiyiikk oldugu saptanmistir. Polimerizasyon sonucu
elde edilen PE-PCL4 polimerinin PDI (Mw/My) degeri 1.289 olarak 6lgtilmiistiir. PDI
degerinin 1’e yakin olmasi polimerizasyonun kontrollii bir sekilde gergeklestigini

gostermektedir.

[monomer] X Mmonomer Lo
Mn,th = (Baslaticr] X %100Do6ntisim + Mbaslatict  (4.1)

PE-PCL4 polimerinin H NMR spektrumu Sekil 4.3’de verilmistir. Ester grubunun
oksijenine bagl metilen protonlari (&) 4 ppm’in hemen iizerinde goriiliirken, —OH
grubuna bagli metilen protonunun (k) sinyali yaklasik olarak 3.5 ppm'de gozlendi.
Ester grubunun karbonil karbonuna bagl metilen protonlar1 (b) 2.2 ppm’de gozlendi.
1.3 ve 1.6 ppm'de gozlenen sinyallerin sirasiyla d ve c,e pozisyondaki metilen
gruplarinin protonlarina ait oldugu belirlendi. Pentaeritritolden gelen (a) protonlari ile
f protonlarmin integralleri oranlanarak PE-PCL4 polimerinin monomer {inite sayisi
hesaplandi. Unite saysis1 kullanilarak polimerin molekiil agirligi (Manmr) 10640

g/mol olarak hesaplandi.

34



RO f
a bt c e b d k
RO O{J\/V\/OW\/\/\OH b
b d f "~ ¢ e
OR
ce
d
CDCl;
THF
THF
a
LA Joo
A
T T T T T T T T T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0 ppm

Sekil 4.3 : PE-PCL4 polimerinin CDCls i¢inde alinnmis *H NMR spektrumu.

4.2 Alkin Fonksiyonlu Dért Kollu Poli(e-kaprolakton) (PE-PCLPA4) Sentezi ve

Karakterizasyonu

Alkin fonksiyonlu dort kollu yildiz PE-PCLPA; elde etmek i¢in dort kollu PE-PCL4
polimeri 4-pentinoik asit ile esterifikasyon reaksiyonuna sokuldu (Sekil 4.4). Alkin

fonksiyonlu polimer FT-IR, *H NMR ve DSC ile karakterize edildi.
N\ V4
o o
0:><:0 DMAP, DCC, DCM 0:><:0
o [0} o [0} (o]
/_/_/_§) C7é_\—\_\ /_/_/_Kl cy?_\_\_\
(o] (o]
HJ§0 OZLH /_>\J§o oﬂ_\
V4 A

HO)V\
Sekil 4.4 : Alkin fonksiyonlu dort kollu PE-PCLPA4 polimerinin sentezi.

7

PE-PCL4 ve PE-PCLPA, polimerlerinin FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.5’de verilmistir.
3275 cm™de -C=C-H gerilim titresim bandinin goriilmesiyle pentinoik asit

fonksiyonlandirmasinin basarili bir sekilde gergeklestigini dogrulanmustir.
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Sekil 4.5 : a) PE-PCL4 ve b) PE-PCLPA4 polimerlerine ait FT-IR spektrumlart.

Sekil 4.6'da PE-PCLs ve PE-PCLPA; polimerlerinin *H NMR spektrumlart
goriilmektedir. Alkin grubuna ait CH protonu (i) 1.8 ppm’de ve h protonlar1 2.4
ppm’de gozlenmistir. Ayrica PE-PCL4 polimerinin 3.6 ppm'de gézlenen -OH grubuna
bagli metilen protonlarinin kaybolmas1 PE-PCLPA4 polimerinin basarili bir sekilde

elde edildigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.6 : PE-PCLPA, polimerinin CDCls igerisinde alinmis *H NMR spektrumu.
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PE-PCLPA4 polimerinin termal davranist DSC ile karakterize edildi. Sekil 4.7°de
gorildugi gibi polimerin kristallenme sicakligi (Tc) 28.3°C ve erime sicakligi (Tm)
49 .4 °C olarak olgiildii.

Ekzo 28.3°C
yukari

o

2 a)

7] b) \

X

©

&

49.4°C
T T T T T T T T T
-50 0 50 100 150 200
Sicaklik (°C)

Sekil 4.7 : PE-PCLPA; polimerine ait a) sogutma ve b) ikinci 1sitma egrisini
gosteren DSC termogrami.

4.3 Mono (6-O-(p-toluensiilfonil))-p-CD (TsO-g-CD) Sentezi ve

Karakterizasyonu

B-CD NaOH varliginda p-toluensiilfonil kloriir ile reaksiyona sokularak TsO-B-CD
elde edildi (Sekil 4.8) [92]. TsO-B-CD molekiilii FT-IR ve *H NMR ile karakterize

edildi.

e ﬁw e ﬁﬁ
9
NaOH /0 °C 0?
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%

Sekil 4.8 : TsO-B-CD sentezi.

37



B-CD ve TsO-B-CD’nin FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.9’da karsilastiriimigtir. B-CD'nin
p-toluensiilfonil gruplari ile fonksiyonlandirilmas: sonucunda 1600 cm™ (-SO2), 1150
cm? (-SO2-R), 810 cm™ (-SO2-O-R) ve 500 cm™ (-SO2-) bantlar1 gozlenmistir.
Boylelikle TsO-B-CD fonksiyonlandirma reaksiyonun basarili bir sekilde gerceklestigi

kanitlanmistir.
a) #-CD
b) TsO-4 -CD
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Sekil 4.9 : a) B-CD ve b) TsO-B-CD bilesiklerine ait FT-IR spektrumlari.

TsO-B-CD bilesiginin *H NMR spektrumunda gériildiigii gibi tosil grubundan gelen
fenil halkasina ait protonlar 7.4 ve 7.7 ppm’de gozlenmistir (Sekil 4.10). Fenil
halkasia bagli metil protonlar1 ise 2.4 ppm’de goriilmektedir. B-CD’ni olusturan

glikoz tinitelerine ait protonlar1 Sekil 4.10°da ayrintili olarak gdsterilmistir.
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Sekil 4.10 : TsO-B-CD bilesiginin DMSO-ds icerisinde alinmis *H NMR
spektrumu.

4.4 Mono (6-azido-6-dezoksi)-p-CD (p-CD-Ns) Sentezi ve Karakterizasyonu

Mono (6-O-(p-toluensiilfonil))-B-CD molekiilii sodyum azit ile reaksiyona sokularak

B-CD-N3 molekiilii sentezlendi (Sekil 4.11) [92]. Elde edilen molekiil FT-IR ve 'H
NMR ile karakterize edildi.

3‘% ‘)\L

Sekil 4.11 : Mono (6-azido-6-dezoksi)-p-CD sentezi.

Sekil 4.12 TsO-B-CD ve pB-CD-Ns bilesiklerine ait FT-IR spektrumlarini

gostermektedir. 2100 cm™’de gdzlenen azit grubuna ait keskin gerilme titresimi bandi

ile B-CD azitleme reaksiyonunun basarili bir sekilde gergeklestigi anlagilmistir.
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Sekil 4.12 : a) TsO-B-CD ve b) B-CD-N3 bilesiklerine ait FT-IR spektrumlari.
-CD-N3 fonksiyonlandirilmasiin basarili bir sekilde gerceklestizi *H NMR ile de
y g g

desteklenmistir (Sekil 4.13). TsO-B-CD bilesigindeki 7-8 ppm arasinda gozlenen tosil

grubuna ait protonlarin sinyalleri kaybolmustur.

H,O
1,3 DMSO
4.4* 2,5,6,6%
OH-2,3 JLoAH-e
s J
T T T T T T T T T
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Sekil 4.13 : B-CD-Nj3 bilesiginin DMSO-ds igerisinde ¢ekilmis *H NMR
spektrumu.
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4.5 Klik Reaksiyonu ile PE-PCLCDs4 Sentezi ve Karakterizasyonu

S-CD-N3 ve PE-PCLPA4 CuBr varliginda Kklik reaksiyonuna sokularak PE-PCLCD4
polimeri sentezlendi (Sekil 4.14) . Elde edilen CD fonksiyonlu polimer FT-IR, *H
NMR ve DSC ile karakterize edildi.

4

Sekil 4.14 : Klik reaksiyonu ile PE-PCLCD; sentezi.

Sekil 4.15 PE-PCLCDs polimerine ait FT-IR spektrumunu gostermektedir. FT-IR
spektrumunda gozlenen 1490 cm™ bandi klik reaksiyonu sonucunda olusan triazol
halkasmin varligim gostermektedir. Ayrica, azit grubuna ait 2100 cm™ bandinin

kaybolmasi reaksiyonun basarili bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.

PE-PCLCD4 polimerinin *H NMR spektrumu Sekil 4.16°da verilmistir. PE-PCLPA4
polimerindeki alkin grubuna ait protonlarin sinyalinin kaybolmasi ve alkin-azid
arasindaki klik reaksiyonu sonucu olusan triazol halkasina ait sinyalin 7.8 ppm’de
gdzlenmesi reaksiyonun basarili bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir. PCL ve f3-

CD’e ait protonlarin sinyalleri de Sekil 4.16’da ayrintili olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.15 : a) B-CD-N3 ve b) PE-PCLCDs bilesiklerine ait FT-IR spektrumlart.
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Sekil 4.16 : PE-PCLCD; polimerinin DMSO-ds icinde ¢ekilmis *H NMR
spektrumu.
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PE-PCLCDg4 polimerinin termal davranist DSC cihazi ile karakterize edildi. Sekil
4.17°de gorildigii gibi PE-PCLPA4 polimerine klik reaksiyonu ile 5-CD takildiktan
sonra polimerin T¢ degeri 11.4°C’ye ve Tm degeri 44.7°C’ye diismektedir.

Ekzo

yukari 11.4°C
I
a) __—fw
b)
44.7 °C o
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Sekil 4.17 : PE-PCLCD4 polimerine ait a) sogutma ve b) ikinci 1sitma egrisini
gbsteren DSC termograma.

4.6 Karboksi lik Asit Fonksiyonlu Poli(etilen glikol) Metil Eter (NPEG-COOH)
Sentezi ve Karakterizasyonu

Karboksilik asit fonksiyonlu mPEG sentezi i¢in mPEG (Mn= 5000 ve 2000 g/mol)
stiksinik anhidrit ile tepkimeye sokuldu (Sekil 4.18). Elde edilen polimerin
karakterizasyonu FT-IR ve 'H NMR ile gerceklestirildi.
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Sekil 4.18 : MPEG-COOH sentezi.
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Sekil 4.19 MPEG2000 Ve MPEG2000-COOH polimerlerine ait FT-IR spektrumlarini
gostermektedir. FT-IR spektrumunda 1646 cm™ ve 1560 cm™’de karbonil grubunun
gerilmesine ait bantlar gozlenmistir. mPEGzo00 polimerinin 3000 cm™’de gozlenen ug
-OH grubuna ait genis band kaybolmustur. Sekil 4.20 ise MPEGso00 Ve MPEGsog0-
COOH polimerlerine ait FT-IR spektrumlarin1 gostermektedir. FT-IR spektrumunda
1730 cm™*de karbonil grubunun gerilmesine ait bant gézlenmistir. FT-IR ile mPEG
polimerinin SA ile fonksiyonlandirilmasinin basarili bir sekilde gergeklestigi

gosterilmistir.

a) mPEG,
b) mPEG, -COOH
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Sekil 4.19 : a) MPEG2000 Ve b) MPEG2000-COOH polimerlerine ait FT-IR
spektrumlari.
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Sekil 4.20 : a) MPEGsooo Ve b) MPEGs000-COOH polimerlerine ait FT-IR
spektrumlari.

MPEG2000-COOH ve MPEGs000-COOH polimerlerine ait *H NMR spektrumlari
incelendiginde u¢ metil protonlarinin (a) 3.5 ppm’de b protonlarinin ise 3.6 ppm’de
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.21 ve 4.22). Siiksinik anhidridin baglandigi {initeye ait
c ve d protonlari sirasiyla 3.7 ve 4.2 ppm’de gozlenmistir. Karboksilik asit karboniline
bagli -CH2-CH»2- gruplarina ait e ve f protonlart ise 2.6 ppm’de gézlenmistir.
Boylelikle MPEG2000-COOH ve MPEGsp00-COOH olusumunun basariyla gergeklestigi

gosterilmistir.
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Sekil 4.21 : MPEG2000-COOH’m CDClj igerisinde alinmis *H NMR spektrumu.
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Sekil 4.22 : MPEGsoo-COOH’m CDCls igerisinde almmis *H NMR spektrumu.
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4.7 Adamanten Fonksiyonlu Poli(etilen glikol) Metil Eter (nPEG-AD) Sentezi

ve Karakterizasyonu

MPEG2000-COOH ve mMPEGs000-COOH’un DCC ve DMAP varliginda 1-
adamantilamin ile reaksiyonu sonucunda mPEG-AD elde edildi (Sekil 4.23).

Polimerin karakterizasyonu *H NMR ve DSC ile gergeklestirildi.

o NH,
H,C o
o OH +
n
o

DMAP
DCC

(o}
H3C,€ N/ON
o N
n H
o
Sekil 4.23 : mPEG-AD sentezi.

Sekil 4.24 ve 4.25 MPEGgz000-AD ve MPEGsoo-AD nin CDCls igerisinde alimmis H
NMR spektrumlarmni goéstermektedir. PEG’in tekrar eden {initelerinden gelen b
protonlar1 3.6 ppm’de ve ug kisimda bulunan -CHjs protonlari (a) 3.3 ppm’de gozlendi.
PEG ve SA arasindaki metilen protonlari (¢ ve d) sirasiyla 3.7 ve 4.1 ppm’de
goriilmektedir. AD grubuna ait h, i ve j protonlari ise sirasiyla 1.9, 2.0 ve 1.6 ppm’de
gozlenmistir. AD molekiiliiniin baglanmasindan dolay1 karboksilik asit karboniline
bagli metilen protonlarinin sinyalleri (e ve f) kaymistir. mPEG-COOH ve AD arasinda
gerceklesen dehidrasyon reaksiyonu sonucu olusan amid bagina ait karakteristik pik
5.3 ppm’de ortaya ¢ikmistir. Boylece mPEG2000-AD ve MPEGsooo-AD’in bagarili bir

sekilde sentezlendigi anlagilmistir.

MPEGs000-AD polimerinin termal davranist DSC cihazi ile karakterize edildi. Sekil
4.26°da goriildiigii gibi polimerin T degeri 25.6°C ve Tm degeri 55.1°C olarak 6l¢iildii.
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Sekil 4.24 : MPEGg000-AD’nin CDCls icerisinde cekilmis *H NMR spektrumu.

b
I
b c e
(o) o
Ao Nr«@i ,-
b n d f H h
o g
i
CDCl, a
h
d fe .
g 1 CJ LL:L[JL |
8.0 7.0 60 50 40 30 20 10 0.0 ppm

Sekil 4.25 : MPEGso00-AD’nin CDCls igerisinde ¢ekilmis *H NMR spektrumu.
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Sekil 4.26 : MPEGso00-AD polimerine ait a) sogutma ve b) ikinci 1sitma egrisini
gosteren DSC termogrami.

4.8 PE-PCLCD4/mPEG-AD  Supraamfifil  Kopolimerinin  Olusumu  ve

Karakterizasyonu

Konak polimer (PE-PCLCD4) ve konuk polimer (mPEG-AD) arasindaki inkliizyon
kompleks olusumunu dogrulamak igin 2D *H NOESY NMR analizi yapildi. Sekil 4.27
ve Sekil 2.28’de AD protonlari (1.5 ile 2 ppm) araliginda ve p-CD grubunun C3 ve C5
i¢ protonlari (3.5 ile 4 ppm) arasindaki ¢apraz korelasyon gosterilmistir. PE-PCLCD4
konak ile MPEG2000-AD konuk molekiilii ve PE-PCLCD4 konak ile mPEGspo0-AD
konuk molekiilii arasindaki inkliizyon kompleksinin basarili bir sekilde gerceklestigi

kanitlanmustir.
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Sekil 4.27 : PE-PCLCD4/mPEG2000-AD supramolekiiliin DO igerisinde ¢ekilmis
2D 'H NOESY NMR spektrumu.
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Sekil 4.28 : PE-PCLCD4/mPEGs000-AD supramolekiiliin DO igerisinde ¢ekilmis
2D 'H NOESY NMR spektrumu.
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4.9 PE-PCLCD4+/mPEG-AD Supraamfifil Kopolimerleri ile Olusturulan Bos ve
DOKS Yiiklii Misellerin Karakterizasyonu

Supraamfifil dort kollu yildiz kopolimerlerin olusumu B-CD ve AD arasindaki
inkliizyon kompleks etkilesimi ile DMSO igerisinde olusturuldu ve sisteme su
eklenmesiyle misel olusumu saglandi. Supraamfifilin hidrofilik blogu i¢in PEG2000 Ve
PEGso000 kullanilarak olusturulan misel sistemlerinin karakterizasyonu yapildi. Elde
edilen supramolekiiler misellerin ilag tasiyici olarak kullanimini arastirmak igin

misellerin ¢ekirdegine suda ¢oziiniirliigii diisiik olan DOKS yiiklendi.

Eassesatinasaun=l ||

v

KENDILIGINDEN
BIiRLESME

Sekil 4.29 : PE-PCLCD4/mPEG-AD supraamfifil kopolimerlerinden DOKS yiiklii
misellerin olusturulmasinin sematik gésterimi.

Bos ve DOKS yiiklii supramolekiiler misellerin ortalama partikiil boyutlari DLS cihazi
kullanilarak karakterize edildi. Her bir 6rnek i¢in DLS cihazinda 7 6l¢iim yapildi ve
ortalamalar1 alindi. Tablo 4.1°de bos ve DOKS vyiiklii misellerin ortalama partikiil

boyutlar1 gosterilmektedir.
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Tablo 4.1 : PE-PCLCD4+/mPEG-AD supraamfifil kopolimerleri ile olusturulan bos ve
DOKS yiiklii misellerin ortalama partikiil boyutlari.

Polimer Boyut

(d.nm)
PE-PCLCD4/mPEG2000-AD 23
PE-PCLCD4/mPEG2000-AD DOKS 25
PE-PCLCD4/mPEGs000-AD 47
PE-PCLCD4/mPEGsg-AD DOKS 40

MPEGso000 kullanilarak elde edilen misellerin ortalama partikiil boyutu 47 nm ve
MPEG2000 kullanilarak elde edilen miseller i¢in ise ortalama partikiil boyutu 23 nm
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.30).

30 o

N B

0.1 1 10 100 1000 10000
Partikiil boyutu (nm)

Sekil 4.30 : a) PE-PCLCD4/mPEGso00-AD ve b) PE-PCLCD4/mPEG2000-AD
supraamfifil polimerlerinden elde edilen bos misellerin ortalama partikiil boyutlari.

PE-PCLCD4/mPEGs000-AD supraamfifil polimerinden elde edilen DOKS yiiklii
misellerin ortalama partikiil boyutlart 40 nm, bos misellerin ise ortalama partikiil
boyutlari ise 47 nm olarak ol¢tilmiistiir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31 : PE-PCLCD4/mPEGsp00-AD ile hazirlanan a) bos ve b) DOKS yiiklii
misellerin ortalama partikiil boyutlart.

PE-PCLCD4/mPEG2000-AD polimerinden elde edilen DOKS yiiklii misellerin
ortalama partikiil boyutlar1 25 nm, bos misellerin ise ortalama partikiil boyutlar1 23 nm
olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.32).

35 -

0.1 1 10 100 1000 10000
Partikiil boyutu (nm)

Sekil 4.32 : PE-PCLCD4/mPEG2000-AD ile hazirlanan a) bos ve b) DOKS yiiklii
misellerin ortalama partikiil boyutlari.

Elde edilen DOKS yiiklii misellerin EE ile DL degerleri ilgili denklemler (3.1 ve 3.2)
kullanilarak hesaplandi. Bunun i¢in 6ncelikle 5 mg DOKS 10 mL DMSO igerisinde
¢ozildi ve 7 farkli konsantrasyon olacak sekilde DMSO ile seyreltme yapildi. Elde
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edilen DOKS c¢ozeltilerinin 485 nm’deki absorbanslari dl¢tilerek bir kalibrasyon egrisi
olusturuldu (Sekil 4.33). 43.6 mg PE-PCLCD4/mPEGso000-AD polimeri ve 7 mg DOKS
kullanilarak olusturulan misellerden 4 mg alinarak 1 mL DMSO igerisinde ¢6ziildii.
485 nm’de olgiilen absorbans degeri kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemde
yerine konularak mg/mL degeri hesaplandi. Bu degerin denklem 3.1 ve 3.2°de
kullanilmast ile DL %12 ve EE %65 olarak hesaplandi. Denklem 3.3 kullanilarak
belirlenen TDL degeri ise %13.8 olarak hesaplandi.

31 mg PE-PCLCD4/mPEG2000-AD polimeri ve 7 mg DOKS kullanilarak olusturulan
misellerden 4 mg alinarak 1 mL DMSO igerisinde ¢oziildii. 485 nm’de Olgiilen
absorbans degeri kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemde yerine konularak
mg/mL degeri hesaplandi. Ayn1 denklemlerin kullanilmasiyla DL %11.7, EE %41.6
ve TDL degeri %18.4 olarak hesaplandi.

0.7

e
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y = 6.0985x e
R2 = 0.9904

e
o
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w s
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e
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e
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0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
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Sekil 4.33 : DOKS kalibrasyon egrisi.

4.10 Kritik Misel Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kritik  misel konsantrasyonun belirlenmesi (KMK) i¢in azalan farkl
konsantrasyonlardaki misel ¢ozeltilerinin igine floresan 6zelligi olan piren molekdilii
eklendi ve ELISA cihaz ile floresans ol¢iimii alind1. Cozeltiler 343 nm’de uyarilarak
391 nm ve 371 nm’deki intensite degerleri oranlandi (l3/l1). Bu intensite orani -

CD/mPEG-AD polimer konsantrasyonunun logaritmasina kars grafige gegirilerek en
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uygun iki dogrunun kesisim noktasindan sulu ortamda kararli misellerin olusumu i¢in
gereken minimum polimer konsantrasyonuna karsilik gelen KMK belirlendi (Sekil
4.34 ve Sekil 4.35). PCL-B-CD/mPEGso00-AD polimeri icin KMK 3.06 pg/mL ve
PCL-B-CD/MPEG2000-AD polimeri igin 1.99 ug/mL olarak hesaplandi.

1 -

e
o0

e
o

o
'S

intensite orani (I,/1,)

0.2 4

4.5 -4 -3.5 -3 -2.5 -2 1.5 -1 -0.5 0
Log ¢ (mg/mL)

Sekil 4.34 : Piren I3/l1 yogunluk oraninin PCL-B-CD/mPEGse00-AD polimer sulu
cozelti konsantrasyonunun (mg /mL) logaritmasi ile degisimi.

0.8 -

0.6 1 P

0.4 -

intensite orani (1,/1,)

0.2 -

-4.5 -4 -3.5 -3 -2.5 -2 -1.5 -1 -0.5 0
Log ¢ (mg/mL)

Sekil 4.35 : Piren I3/l1 yogunluk oraninin PCL-B-CD/mPEG2000-AD polimer sulu
cozelti konsantrasyonunun (mg /mL) logaritmasi ile degisimi.
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4.11 Tla¢ Salim Calismasi

Elde edilen misellerin ilag tasiyict olarak potansiyellerini tespit etmek igin daha
onceden olusturulmus DOKS yiiklii miseller PBS tampon ¢6zeltisi i¢inde (pH=7.4)
37°C’de inkiibe edildi. Medyumlardan belirlenen siireler igerisinde 6rnekler alindi ve
ELISA cihaz1 kullanilarak olgtimleri yapildi. Kiimiilatif olarak birlestirilen sonuglar
sonrasinda Sekil 4.36 ve Sekil 4.37°de gosterildigi tizere PCL-B-CD/MPEGs000-AD ve
PCL-B-CD/MPEG2000-AD polimerlerinden elde edilen DOKS yiiklii misellerin salim
grafikleri elde edildi. Ilk 12 saat igerisinde hizl1 bir sekilde gerceklesen salimin 96 saat
sonucunda PCL-B-CD/mPEGso00-AD kullanilarak elde edilen DOKS yiiklii miselde
%66 oranina ulastig1 belirlendi. PCL-B-CD/mPE G2000-AD kullanilarak elde edilen
DOKS yiiklii miselde ise bu oran %87’ye ulasti.
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Sekil 4.36 : PCL-B-CD/mPEGso00-AD kopolimerinden elde edilen DOKS yiiklii
misellerin 37°C’de PBS tampon ¢ozeltisinde (pH=7.4) in vitro salim grafigi.
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Sekil 4.37 : PCL-B-CD/mPEG2000-AD kopolimerinden elde edilen DOKS yiiklii
misellerin 37°C’de PBS tampon ¢ozeltisinde (pH=7.4) in vitro salim grafigi.
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5. SONUC

Sonug olarak dort kollu yildiz amfifilik supramolekiiler polimer, konak hidrofobik
polimer (PE-PCLCDs4) ve konuk hidrofilik polimer (mPEG-AD) inkliizyon
kompleksine dayali olarak basarili bir sekilde tasarlanip sentezlenmistir. Elde edilen
biitiin polimerler FT-IR, *H NMR, GPC ve DSC ile karakterize edilmistir. B-CD/AD
arasindaki inkliizyon kompleksi yoluyla olusturulan PE-PCLCD4+/mPEG-AD
supraamfifil polimerlerden elde edilen misellerin boyutlar1 DLS ile karakterize
edilmistir. B-CD/AD arasindaki kompleks olusumu, 2D *H NOESY NMR ile

karakterize edilip kanitlanmigtir.

PE-PCLCD4/mPEG2000-AD ve PE-PCLCD4/mPEGso0o-AD supraamfifil kopolimerler
ile bos ve DOKS yiiklii miseller olusturulmus ve ortalama boyutlar1 DLS ile
karakterize edilip karsilastirilmistir. PE-PCLCD4/mPEGs000-AD kopolimerlerinden
elde edilen misellerin boyutu PE-PCLCD4/mPEG2000-AD kopolimerinden elde edilen
misellere gore daha biiyiik ¢ikmistir. Ayrica PE-PCLCD4/mPEGso00-AD kopolimeri
kullanilarak elde edilen DOKS yiiklii misellerin boyutunda kii¢iilme meydana
gelmistir. Misellerin DL ve EE degerleri hesaplanmis, literatiirdeki ¢alismalar ile
karsilastirildiginda anlamli sonuglarin elde edildigi tespit edilmistir. In vitro ilag salim
calismasinda PE-PCLCD4/mPEGso00-AD ve PE-PCLCD4/mPEG2000-AD
kopolimerinden elde edilen DOKS yiiklii misellerin salim1 12 saat icerisinde hizli bir
sekide gergeklesmistir. MPEG2000 kullanilarak elde edilan DOKS yiiklii misellerin

salim %’sinin  MPEG2o00’e gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tez ¢alisgmasindan elde edilen ilag yiiklii misellerin sitotoksisitenin belirlenmesi igin

hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin yapilmasi planlanmaktadir.
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