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PAKLITAKSEL YUKLU POLIMERIK NANOPARTIKULLERIN SENTEZi
VE KOMBINASYONEL TERAPI ETKINLIGININ BELIRLENMESI

OZET

Kanser, viicudun hemen hemen her yerinde baslayabilen, hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde biiylidiigii ve sonrasinda viicudun diger bolgelerine yayildig: bir hastalik olup
insan hayatim1 tehdit etmektedir. Kanserin mevcut temel tedavisi kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi miidahaleyi icerir; bunlar arasinda kemoterapi basit ve uygun
slireci nedeniyle klinikte yaygin olarak uygulanmaktadir. Kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahinin koordineli olarak uygulandig1 geleneksel tedavi yontemlerinin toksisite,
viicutta spesifik olmayan bolgelere dagilma, zayif oral biyoyararlanim ve ilag dozunun
ayarlanamamasi1 gibi dezavantajlar1 bulunmasi sebebiyle daha etkin, kisiye ve
hastaligin tiirtine 6zel teshis/tedavi sistemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Yeni nesil
kombine tedavi yontemleri arasinda bulunan fotodinamik terapi (FDT), fototermal
terapi (PTT), manyetik hipertermi gibi tedaviler umut vadeden yontemler arasindadir.
Bu yontemlerin kombinasyonel terapide kullanilmasi, ilag tasiyict sistemlerin
etkinligini artirmak ve antikanser ilacit tiimor bolgesine hedeflemek agisindan
potansiyel bir tedavi yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada hidrofobik
kemoterapi ilact paklitakselin (PTX), foto duyarlilastirici ajan protoporfirin IX (Pp1X)
ile kombinasyonel tedavide kullanilmasi amaglanmustir. Oncelikle RAFT
polimerizasyon yontemi ile diblok kopolimeri hazirlanmis protoporfirin IX ve seker
bilesenleri 1ile azit-alkin halka katilma click reaksiyonu ile glikopolimerler
sentezlenmistir. Nanoc¢oktiirme yontemi ile paklitaksel glikopolimerlere enkapsiile
edilerek misel formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra, sadece FDT 6zellikli ilag
icermeyen glikopolimer bazli miseller (GM) ve kemo-FDT o6zellikli paklitaksel iceren
glikopolimerik misellerin (GM-PTX), AS549 akciger kanseri hiicre hatti ve CCD-
1079Sk saglikli fibroblast hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir.
Kirmizi 15181 absorplayan/isima yapan PpIX tasiyan, biyouyumlu, biyobozunur ve
NIR’la tetiklenen singlet oksijen duyarli ilag salim1 yapan glikopolimerik misel bazl
tasiyici platformlarin sentezi ve elde edilen misel yapilarinin akciger kanser hiicrelerini
hedeflemesi ile literatiire yeni bir FDT-Kemo kombinasyonel terapi kazandirmasi
acisindan 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, protoporfirin IX, paklitaksel, polimerik
nanotasiyici sistemler, kombinasyonel terapi
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SYNTHESIS OF PACLITAXEL LOADED POLYMERIC NANOPARTICLES
AND EVALUATION OF THEIR EFFICACY IN COMBINATIONAL
THERAPY

SUMMARY

Cancer is a disease that can exist in almost any part of the body, in which cells grow
uncontrollably and then spread to other parts of the body, threatening human life. The
current main treatment for cancer includes chemotherapy, radiotherapy, and surgery;
Among these, chemotherapy is the most wide treatment applied in the clinic. Due to
the disadvantages of traditional treatment methods in which chemotherapy,
radiotherapy, and surgery are applied in coordination, such as toxicity, non-specific
distribution in the body, poor oral bioavailability, and high drug dosage requirement;
more effective, personalized diagnosis/treatment systems are being developed.
Treatments such as photodynamic therapy (PDT), photothermal therapy (PTT), and
magnetic hyperthermia, which is among the new generation combined treatment
methods, are the promising methods. The use of these methods in combination therapy
emerges as a potential treatment method in terms of increasing the efficiency of drug
delivery systems and targeting the anticancer drug to the tumor site. In this study, it
was aimed to use the hydrophobic chemotherapy drug paclitaxel (PTX) in combination
therapy with the photosensitizing agent protoporphyrin 1X (PplX). First of all, the
diblock copolymer was prepared by the RAFT polymerization method, and
protoporphyrin IX and sugar components were bounded via azide-alkyne ring addition
click reaction to prepare glycopolymers. Micellar formulations were prepared by
encapsulating paclitaxel into glycopolymers by the nanoprecipitation method. Then,
the cytotoxic effects of drug-free drug-only glycopolymer-based micelles (GM) and
glycopolymeric micelles (GM-PTX) containing chemo-PDT-only paclitaxel (GM-
PTX) on A549 lung cancer cell line and CCD-1079Sk healthy fibroblast cell line were
investigated. Synthesis of glycopolymeric micelle-based carrier platforms that
absorb/radiate red light, carry PplX, are biocompatible, biodegradable, and release
singlet oxygen-sensitive drugs triggered by NIR, and that the resulting micelle
structures target lung cancer cells are important in terms of bringing a new FDT-
Chemo combination therapy to the literature carries.

Keywords: Lung cancer, protoporphyrin X, paclitaxel, polymeric nanocarrier
systems, combination therapy.
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1. GIRIS

Diinyada insan hayatim1 yliksek oranda tehdit eden kanser i¢in kullanilan tedavi
yontemlerinin dezavantajlari, nanoteknoloji ve biyoteknolojiyi kullanarak yeni hedefli
polimerik ilag¢ tasiyici sistemleri gelistirilmesine olanak saglamistir. Antikanser
ilaclarinin sebep oldugu; yiiksek toksisite, biyouyumsuzluk, istenmeyen organ ve
dokulara yonelme hedefli ilag tagiyici sistemlerin arastirilmasina neden olmustur. Pasif
hedefleme ve aktif hedefleme kullanilarak ilacin kontrollii salimi, verilen dozajin
azaltilmasi, uzun siireli in vivo dolasim siiresi ve toksisitenin giderilmesi saglanir. Bu
acidan giinimiizde Ozellikle ¢esitli mimarilere sahip polimerik nanotasiyic ilag
sistemleri tasarlanmaktadir. Ozellikle ¢oziicii icinde kendiliginden birlesen amfifilik
kopolimerler arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Amfifilik blok kopolimerlerin
sentezi ile misel yapilar1 olusturularak, hedef hiicre, doku veya organlara

yonlendirilebilmektedir.

Bu sistemler, gesitli polimerizasyon teknikleri ile farkli monomerler ve baslaticilar
kullanilarak sentezlenir. Nitroksit aracili polimerizasyon (NMP) ve atomik transfer
radikal polimerizasyonu (ATRP) gibi polimerizasyon tekniklerinde yiiksek sicaklik ve
metal gruplarinin olusturdugu dezavantajlar tersinir katilma-ayrisma zincir transfer
(RAFT) polimerizasyon yontemi ile giderilmektedir. RAFT polimerizasyon yontemi
ile sentezlenen polimerler, saglikli hiicrelerden farkli kanser hiicresine 6zel pH
degerleri, sicaklik farki, singlet oksijen iiretimi ve kanser hiicresine 6zel reseptorler
sayesinde ilag tasiyici sistem olarak kullanilmaktadir. Ozellikle glikopolimerler birgok
kanser hiicresinde ekspresyonu artan glukoz tasiyict (GLUT) reseptorleri tarafindan
taninan etkin hiicresel alima sahip hedefli tasiyic1 sistemler olarak karsimiza
cikmaktadir. Ayrica kanser hiicrelerinde Warburg etkisiyle glikoz ihtiyact artmakta ve
timor hiicrelerinin siirekli olarak boliinmesi sonucunda reaktif oksijen tiirleri (ROS)
birikmektedir ve bu durum oksidadif stresi artiran tedavi yontemleri ile kanser
hiicrelerinin hedeflenmesine olanak saglamaktadir. Bu yiizden oksidatif stresi artiran
tedavi yontemlerinden biri olarak sayilan fotodinamik terapi (FDT), yenilik¢i ve
minimal invaziv bir tedavi yontemi olarak onkolojide yaygin olarak kullanilmaktadir.

FDT, 1smlanan alanda terapotik bir etki gostermek icin foto duyarlastiricilarin (FD)
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kullanildigy, 151k bazl, sistemik, lokal veya topikal olarak uygulanabilen bir tibbi
tedavidir. FD molekiiliin maksimum alim sirasinda 1sik ile uyarilmast sonucunda
sitotoksik olan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, kanser hiicrelerinin apoptoz veya
nekroz yoluyla hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Fotodinamik terapide porfirinler foto
duyarlastiric1 olarak kullanilmaktadir 6zellikle FDT igin iyi bilinen PpIX, diger FD
ajanlarina gore daha biyouyumludur. Ayni tedavi siireci sirasinda kullanilan foto
duyarlhilagtirict ve kemoterapétik ilag ile kombinasyon tedavisinin, tek yonlii tedavi
siireclerine kiyasla saglam ve standart bir tedavi yontemi haline gelmesi gesitli

hastaliklar i¢in umut verici olmaktadir.

Calisgmamizda; RAFT polimerizasyon yontemi ile diblok kopolimer zincirleri
hazirlanmis, ardindan kirmizi 15181 absorplayan/isima yapan PpIX ve seker bilesenleri
azit-alkin halka katilma click reaksiyonu ile polimer zincirine kazandirilarak
glikopolimerlerin sentezi gergeklestirilmistir. Nanogoktiirme yontemi ile paklitaksel
enkapsiile edilerek glikopolimer bazli misel formiilasyonlari elde edilmistir. Sadece
FDT ozellikli (GM) ve kemo-FDT ozellikli glikopolimerik misellerin (GM-PTX),
A549 akciger kanseri hiicre hatti ve CCD-1079Sk saglikli fibroblast hiicre hatti

tizerinde karanlik/aydinlik MTT analizleri yapilarak sitotoksik etkileri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser; Akciger Kanseri ve Tedavi Yontemleri

Kanser, viicudun bir¢ok boliimiinii etkileyebilen ¢ok sayida hastaligi ifade eden genel
bir hastalik tablosu olup halk sagligi i¢in ciddi bir endise kaynagidir. Kanser hiicreleri,
kontrolsiiz bir sekilde biiyliyerek boliniir, saglikli doku ve organlari isgal ederek tim
viicuda yayilip 6liime sebep olur (Sekil 2.1). Bu yiizden kanserin erken teshis ve tedavi
yontemleri biiylik 6nem arz edip arastirmalar bu konuda yogunlasmistir [1]. Tim
kanser vakalarinin yarisindan fazlasini olusturan en yaygin dort kanser akciger,
prostat, meme ve kolon/rektumdur. Akciger kanseri; tiim kanserlerin yaklagik yiizde
12-16’sinin nedeni iken kansere bagli 6liimlerin yiizde 17-28’inin nedenini olusturan
diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim sebeplerinden biridir. Bu kanser genel olarak kiigiik
hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK)
olmak tiizere iki smifta degerlendirili. KHDAK, teshis edilen tiim akciger
kanserlerinin yaklasik %80'in1 olusturur ve adenokarsinom (ADC) ve skuamoz hiicreli
karsinom (SQC) olmak tiizere iki ana alt tipten olusur [2]. Akciger kanseri teshis
edildikten sonra baslica tedavi yontemleri olarak cerrahi uygulama, kemoterapi ve
radyoterapi kullanilmaktadir. Bu tedavi yoOntemleri arasinda kemoterapi en sik
kullanilan uygulama olmakla birlikte tedavi sirasinda kullanilan kemoterapotik
ajanlarin hedef bolgeye 6zgii olmamasi, yiiksek dozda verilmesi, immiin yanita sebep
olmasi saglikli hiicreler tizerinde toksisiteye sebep olmaktadir [3]. Bu dezavantajlarin
iistesinden gelmek, yiiksek kanser terapotik etkinligi elde etmek igin nanoteknoloji
kullanilarak, kemoterapi ve diger kanser tedavileri birlestirilip hedefli ilag tasiyici

sistem tasarlamak onemlidir.
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Sekil 2.1: Kanserin gelisim siireci [4].
2.2. Nanoteknoloji ve ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanoteknoloji genellikle 100 nm veya daha kiiglik Ol¢ekte molekiillerin
manipiilasyonu ile ilgilenen bir teknoloji dalidir. Farkli disiplinleri bir arada
bulunduran nanoteknoloji; saglik, g¢evre, enerji, elektronik gibi alanlar tizerinde
arastirmalart barindirmaktadir. Hastaliklarin teshisi, onlenmesi ve tedavisi igin
molekiiler 6lgekte spesifik tibbi uygulamalara nanotip adi verilir. ilag tastyici
nanosistemleri nanotibbin dnemli bir boliimiinii olusturur. Nano dlgekli sistemler,
klinik olarak faydali ¢esitli ilag tasiyici sistemlerinin gelistirilmesinde son derece
onemli olmustur. Ilacin taginmasinda kullamlan nanotastyicilar, geleneksel
kemoterapinin eksikliginden kaynaklanan sistemik toksisitenin iistesinden gelerek
kanser tedavisinde 6zel ilgi gormistiir [5]. Genel olarak nanotasiyicilar organik ve
inorganik olarak iki kategoriye ayrilir. Organik nanotagtyicilar miseller, lipozomlar,
kati-lipid nanopartikiiller ve dendrimerleri igerir; inorganik nanotasiyicilar altin

nanoparcaciklar, karbon nanotiipler ve silika nanoparcaciklar icerir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 : Organik ve inorganik nanotasiyicilar [6].

Tip, eczacilik, malzeme bilimi ve miihendislik gibi multidisipliner dallar bir araya
getirilerek, pasif hedefleme (EPR), aktif hedefleme, genis ylizey/hacim orani, ¢esitli
ilaclart yiikleme yetenegi ve hedefleme i¢in ylizey modifikasyonu yapilarak yeni
hedefleyici ilag tasiyici sistemler kullanilmaktadir [7]. Bu ilag tasiyict sistemler, esas
olarak kapsiilleme yoluyla alikonarak ilaglarin sistemik yan etkilerini azaltmak,
boylece hedeflenmemis viicut dokularini yiliksek ilaca maruz kalmaktan korumak ve
yiiklenen ilaci yalnizca hastalikli bolgede birakarak terapotik seviyeleri korumak igin
tasarlanmustir [8]. Ayrica hedefleyici ilag tasiyict sistemlerin; etken madde kaybini en
aza indirmesi, biyoyararlanimi artirmasi, biiyiikk miktarda ve tekrarlanabilir bir sekilde
tiretilmesi avantajlar1 arasinda yer alir. Bu avantajlar sayesinde nanosistemler tizerinde

biiytik bir ilgi olusmustur [9].

2.2.1. Pasif/Aktif hedefli tasiyicr sistemler

Nanotastyicilarin hedeflendirilmesinde pasif ve aktif hedeflendirme olmak tizere iki
farkli yaklasim kullanilmaktadir. Pasif hedeflendirmede artirilmis gegirgenlik ve
alikonma (EPR) etkisi, aktif hedeflendirmede ligant aracili hedeflendirme ve
stimulasyona bagli hedeflendirme bulunmaktadir. Nanopartikiillerin yiizeyi, aktif
hedeflemeyi indiiklemek i¢in spesifik timor hedefleme molekiilleri ile tasarlansa da,
mevcut hedefleme stratejilerinin ¢ogu pasiftir. Pasif hedeflendirmede tiimorlerin

anatomik ve patofizyolojik 6zelliklerine odaklanilarak daha genel bir tiimor hedefleme



stratejisi tasvir edilmis ve gelistirilmistir. Normal kan damarlariyla karsilastirildiginda
timor kan damarlarinda; bradikinin (BK), nitrik oksit (NO) ve vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii gibi fazla oranda eksprese edilen vaskiiler mediatorler nedeniyle
yiiksek vaskiiler gegirgenlik mevcuttur. Bu durum, gelistirilmis gegirgenlik ve
alikonma (EPR) etkisi olarak adlandirilmistir ve ilk olarak 1986'da Matsumura ve
Maeda tarafindan tanimlanarak hedeflenen antikanser ilaglarinin gelistirilmesinde bir
doniim noktast olmustur [10]. EPR etkisi ile normal saglikli dokulara kolayca
yayillamayan nano Olgekli ila¢ tasiyicilarimin 10-200 nm boyutlar1 arasinda
tasarlanarak tiimor kan damarlarindan etkin bir sekilde gegmesi ve hedef bolgede
birikmesi saglanir (Sekil 2.3). Bu sayede tiimor bolgesinde segici birikim, yiiksek
Ozgiillik ve fistiin biyouyumluluk avantajlari saglanmig olur [11]. Kimyasal
bilesimlerine gore hedefli ilag tasiyici sistemler; metaller, metal oksitler, karbonlar,
polimerler, biyomolekiiller, inorganik bilesikler, organik bilesikler veya bunlarin
kombinasyonlaria ayrilabilir [12]. Lipozomlar, miseller, dendrimerler ve polimer
konjugatlar1 gibi ¢oklu nano ilag tastyicilari, son 20 yilda ¢esitli kanserlerin tedavisi

i¢in onaylanmustir [13].

Cekirdegi
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Sekil 2.3 : Arttirilmig gegirgenlik ve alikonma etkisiyle pasif hedefli nanoilag alim1
[10].

Polimerik nanoilag tasiyici sistemlerin elde edilmesinde farkli polimerizasyon

yontemleri kullanilmaktadir. Bu tez calismasinin kapsaminda gerceklestirilen



polimerik ilag tagiyict sistemin sentezinde kullanilan RAFT polimerizasyonu yontemi

ve diger polimerizasyon teknikleri anlatilacaktir.

2.3.  Polimerizasyon Yontemleri

Alman kimyager olan Hermann Staudinger, tekrarlayan bir izopren birimine
(monomer olarak adlandirilir) dayali kauguk i¢in polimerik bir yap1 formiile ederek,
kimya alanina polimer konusunda katkida bulunmustur [14]. Polimerler, monomer ad1
verilen ¢ok sayida tekrar eden birimin kovalent baglanma ile bir araya gelerek
olusturdugu makro molekiillerdir. Polimerizasyon, monomerden polimer iiretme

stireci olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.4) [15].
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Sekil 2.4 : Polimer olusumunun sematik gosterimi.

Sadece bir tiir monomer igeren polimerizasyonlara homopolimerizasyon, birden fazla
monomer tiirii igerenlere ise kopolimerizasyon denir. Bir polimerizasyondan iiretilen
makromolekiiller yap1 olarak; lineer, yildiz, tarak, ag yapili ve dallanmis formda,
kompozisyon olarak; homopolimer, blok kopolimer, rastgele kopolimer, graft

kopolimer, gradyan kopolimer olarak karsimiza ¢ikabilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 : Kompozisyon ve yap1 bakimindan polimerler.

Sentezlenmek istenen polimer tipine gore laboratuvar ortaminda ¢ok g¢esitli
polimerizasyon yontemleri kullanilmaktadir. Polimerler sentez yontemlerine gore

basamakli ve katilma polimerizasyonu olarak ikiye ayrilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 : Sentez yontemlerine gore polimerlerin siniflandiriimasi.

2.3.1. Kondenzasyon (Basamakli) polimerizasyon

Basamakli polimerizasyonda doymamis baglar igeren -OH, -NHz, -COOH gibi
fonksiyonel gruplar1 tasiyan monomerler dogrudan birbirlerine katilarak polimer
zincirini olustururlar. Kullanilan monomerin en az iki reaktif bolgesi vardir. Dogal ve
bazi sentetik polimerlerin {iretiminde kullanilan basamakli polimerizasyonda yan {iriin

olarak H20, HCI, NHj3 gibi kiigiik molekiiller ortaya ¢ikar. iki monomer dimeri, dimer
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monomerle birlesip trimeri, trimer de dimerle birlesirse pentameri olusturur ve bu
sekilde polimerizasyonda zincir uzayarak biiyiir. Bu durum polimerin molekiil
agirhiginin siirekli artmasina sebep olur. Verimli bir kondenzasyon polimerizasyonu
i¢cin; H20, HCI gibi yan iirlinler ortamdan uzaklastirilmali, kullanilan monomerler esit
konsantrasyonda ve saf olmalidir [16]. Naylon, PET, poliester, poliamid gibi

polimerler bu polimerizasyon yontemi ile tiretilir.

2.3.2. Katilma polimerizasyonu

Katilma polimerizasyonunu genellikle aldehitler, asetilenler, olefinler gibi doymamais
monomerler gergeklestirir. Baslama, ¢ogalma ve sonlanma olarak ii¢ asamadan
olugmaktadir. Reaksiyonun basinda yiiksek molekiil agirlikli zincirler olusur ve
tepkime siiresince molekiil agirligi artis1 goriilmez. Yiiksek molekiil agirligina ulagsan
zincirler transferlerle sonlanarak yeni aktif zincirler olustururlar ve zamanla monomer

doniisiimii artar.

2.3.2.1. Kontrollii polimerizasyon teknikleri

Polimer biliminde 06zel makromolekiillerin sentezlenmesini saglayan canli
polimerizasyon tekniklerinin gelistirilmesi dnemli bir yer almaktadir. Kavramsal bakis
acisindan, canli bir polimerizasyon, aktif ve hareketsiz tiirler arasinda dinamik bir
denge kurulmasi yoluyla zincir transferi ve sonlandirma olaylar1 olmadan ilerleyen bir
zincir polimerizasyonu olarak goriilebilir. Ik olarak 1956'da Szwarc tarafindan hayata
gegirilen bu yontem, bilinen molar kiitlelere, bilesimlere, topolojilere ve islevselliklere

sahip tanimi iyi yapilmis polimerlerin sentezlenmesine yardimci olmustur [17].

2.3.2.2. Kontrollii yasayan serbest radikalik polimerizasyon yontemi

15 yil oncesine kadar canli anyonik ve katyonik polimerizasyon ydntemlerindeki
sinirlamalar nedeniyle karmagik makromolekiiler mimarileri kolayca elde etmek icin
yeni bir sentetik ara¢ olan kontrollii yasayan serbest radikalik polimerizasyon
yontemleri iizerine yapilan arastirmalar artmistir. Kontrollii yasayan serbest radikalik
polimerizasyon yliksek derecede kontrole ulagilmasini saglayan birkag yeni serbest
radikal polimerizasyon teknigini bir araya getirir. Serbest radikal polimerizasyon
iyonik polimerizasyona gore su agilardan farklilik gosterir: (i) goreceli kullanim
kolaylig1 (sadece ¢oziinmiis oksijenin elimine edilmesi gerekir), (ii) radikal bir
mekanizma ile polimerize edilebilen genis vinilik monomerler yelpazesi ve (iii)

uygulanabilecek cok sayida proses (yigmn, ¢oOzelti, emiilsiyon, dispersiyon, vb.).
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Bununla birlikte serbest radikal polimerizasyonunun ana smirlamasi; molar kiitle,
molar kiitle dagilimi, zincir ucu iglevsellikleri ve makromolekiiler mimari tizerindeki
toplam kontrol eksikligidir. Bu nedenle, serbest radikal polimerizasyonunun kullanim
kolaylig1 ile canli iyonik polimerizasyonun sagladigi yiiksek kontrol standardinin tek
bir polimerizasyon prosesinde bir araya getirilmesi makromolekiiler sentez alaninda
bir devrimi de beraberinde getirmistir. Bu goriise gore, 1980'lerin bagindan beri, her
biri farkli bir mekanik yaklasima dayanan ve yillar i¢cinde az ya da ¢ok basari ile
karsilasan c¢esitli kontrollii yasayan serbest radikalik polimerizasyon ydntemleri
gelistirilmistir. Temel olarak ortak anahtar 6zellik; polimerizasyon siireci boyunca
yayilan radikaller ve cesitli hareketsiz tiirler (yani u¢ baslikli, dolayisiyla
cogalamayan) arasinda dinamik bir dengenin kurulmasidir. Bu sekilde elde edilen
denge (Sekil 2.7), termal, fotokimyasal ve/veya kimyasal uyaranlar tarafindan
tetiklenir ve yonetilir. Boyle bir yaklasimin basarist ig¢in polimer zinciri,

polimerizasyon siiresinin ¢ogunu atil durumda gecirmelidir [18].

Free Radical Polymerization (FRP)

(Monomer A)
* 9% SRR, O RRCN0, A
@ O 00"0 8 W o, 00 8 ANAAANAAAS
o o o 000%0 -
® . AAAAAAAAAAAPNANAAANS
o, SRR ‘:: .
Initiator Dead polymer has
(BPO,AIBN etc) wide MW distribution
(Monomer A) (Monomer B)
. oow oRoe 0 RO, ° AAAARAAAAAAAANAAY %o%%gcpoo o
°© o, ) m 900 AAAARRAAAAAAAAAAAG 0000 B0 ~
O, O ) o W
@ o % ° m‘ ° ANAAAAAAANANNANANNTY OO 0% 5) o
@ e VAAMAAAAAAAAAAAANG o
L Re S -
Initiator Activated polymer has AB diblock copolymer
end narrow MW distribution

Sekil 2.7 : Radikal polimerizasyon ve yasayan radikal polimerizasyon [18].

Gilinlimiizde bu yontem kullanilarak tiiretilen ve siklikla kullanilan kontrollii yasayan

serbest radikalik polimerizasyon yontemleri;

= Nitroksit Aracili Polimerizasyon (Nitroxide-Mediated Polymerization,
NMP),

= Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (Atom Transfer Radical
Polymerization, ATRP),
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» Tersinir Katilma-Parg¢alanma Zincir Transfer Polimerizasyon (Reversible
Addition-Fragmentation Chain Transfer Polymerization, RAFT) olarak

siiflandirilmaktadir.

2.3.2.3. Nitroksit aracili polimerizasyon (NMP)

Georges ve arkadaslari, birkag vinil monomerinin polimerizasyonunu kontrol etmede
nitroksit aracilt polimerizasyonun etkin oldugunu buldu. NMP, baskin olarak
(makro)alkoksiamin verecek sekilde kontrol ajani olarak hareket eder ve biiyiiyen
(makro)radikal ve nitroksit arasindaki tersine g¢evrilebilir bir sonlandirma
mekanizmasinini olusturur. Bu hareketsiz islevsellik, sicaklik artis1 iizerine basit bir
homolitik parcalanma ile yayilan radikali ve nitroksidi geri iretir. Boylece aktif
olmayan ve aktif tiirler arasinda bir denge, yani aktivasyon-deaktivasyon dengesi
kurulur. Kurulan denge, katalizor ya da biyomolekiiler degisimin gerekli olmadigi,
tamamen termal bir siire¢ olma avantajini sunar. Bu aktivasyon-deaktivasyon dengesi

ve kalici radikal etkisi tarafindan polimerizasyon kinetigi yonetilir (Sekil 2.8) [19].

Aktivasyon
/% AN
/ N
P,-O—N N-O + P,
R K
ZR

Deaktivasyon

Sekil 2.8 : Nitroksit aracili polimerizasyonda aktivasyon ve deaktivasyon
mekanizmas.

2.3.2.4. Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP)

Wang, Matyjaszewski ve meslektaslar1 ile Sawamoto ve grubu 1995'te ATRP'yi
bildirdi. ATRP yiiksek islevselliklere, bilesime ve mimarilere sahip polimerlerin
iiretimi {izerinde biiyiik bir etkiye sahipti. ATRP’de bir alkil halojeniir (X) baslatici
olarak kullanilir. Katalizor olarak ise genellikle Ni, Fe, Ru, Cu ve Os gibi gec¢is metal
kompleksleri kullanilmaktadir [20]. Aktivasyon sirasinda, katalizor (Kat"), reaktif,
karbon merkezli bir radikal olusturmak i¢in bir baglatici molekiilii veya bir C-X bagina
sahip bir polimer zincir ucunu azaltir. Bu radikal, monomer i¢indeki islevselliklerle
reaksiyona girebildiginden alkenler gibi, polimer =zincirini biylitmek igin

polimerizasyon  yayillmi  meydana  gelebilir. Bununla birlikte, radikal
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polimerizasyonlar dogasi geregi sonlandirma siireclerine duyarlidir, burada ¢ogalan
radikaller, radikal zincir-birlesmesi veya orantisiz birlesme ile polimerizasyonu
durdurur. Bu sinirlamanin iistesinden gelmek icin ATRP'de aktivasyon adimi sirasinda
bir deaktivator olusur. Cogu zaman, deaktivatér basitce oksitlenmis katalizordiir
(Kat"™). Bu durum, hizli bir sekilde, agirlikli olarak ¢ok diisiik radikal

konsantrasyonlari ile aktivasyon-deaktivasyon dengesi kurar (Sekil 2.9) [21].

Aktivasyon
Kok Sonlanma
- n .
Pa=X + Kat X—Kat™ +  Fn Py
k RN
deakt /\R x Pn_Pm
Deaktivasyon
kcog'alma
Cogalma

Sekil 2.9 : ATRP'nin genel mekanizmasi.

2.3.2.5. Tersinir katilma-parc¢alanma zincir transfer polimerizasyon (RAFT)

1998 yilinda Rizzardo ve grubu tarafindan kesfedilen, yasayan-kontrollii radikal
polimerizasyon teknikleri arasinda en son bulunan bir polimerlesme yoOntemidir.
ATRP ve NMP tekniklerinde polimer zincirinin biiyiimesi tersinir sonlanma ile kontrol
edilirken, RAFT tekniginde farkli olarak tersinir zincir transferi reaksiyonu zincirin
biiylimesini kontrol etmektedir. RAFT, diger polimerlesme tekniklerine kiyasla daha
cesitli  polimerizasyon kosullarina ve genis bir monomer spektrumuna
uygulanilabilmektedir [22] [23]. RAFT polimerizasyonunda tersinir zincir tepkimeleri
zincirin biliylime adimini kontrol ettiginden dolayr daha genis bir monomer
spektrumunda kullanilmaktadir [24]. RAFT polimerizasyonunda ditiyoesterler,
ditiyokarbamatlar, tritiyokarbonatlar ve ksantatlar RAFT baglatict ajan1 olarak
kullanmaktadir. Polimerizasyon tiyokarboniltiyo bilesikleri, aktif ve aktif olmayan
polimer zincirleri arasinda transfer edilerek kontrol edilmektedir. Polimer mimarisinin
ve molekiil agirhiginin 6nceden ayarlanabilmesi, diisiik heterojenlik indislerine ve
diisiik molekiil agirligr dagilimina (polidispersiteye) sahip olmast RAFT ’in 6nemli
avantajlar1 arasindadir [25]. ATRP sonucunda elde edilen polimerde bulunan metal
katalizoriin temizlenmesinin ¢ok zor olmasi, NMP i¢in yiiksek sicakligin gerekli
olmas1 RAFT polimerizasyonunun son zamanlarda daha fazla tercih edilmesine neden

olmustur [24].
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RAFT polimerizasyonunda aktivasyon-deaktivasyon islemi sirasinda toplam radikal
say1s1 sabit kalir, bu nedenle bir radikal kaynag1 (yani baslatici) gereklidir. Aktivasyon
asamasinda, radikaller zincir transfer ajanina (RAFT ajani1) eklenir daha sonra aktif ve
hareketsiz tiirler arasinda dengeye yol agar. RAFT mekanizmasinin temelini olusturan
zincir transfer basamaklari, fonksiyonel zincir u¢ grubunun hareketsiz zincirler ve
yayilan radikaller arasinda geri dontisiimlii transferini igerdiginden tersinirdir.
Polimerizasyonun herhangi bir noktasinda, katilma-par¢alanma dengesi orani yayilma
hizindan daha yiiksek oldugundan, tiim zincirler benzer bir polimerizasyon derecesine
sahip olmalidir. Belirli kosullar altinda polimerizasyon hizinin yani sira canli
zincirlerin (RAFT ajani ile kaplanmis zincirler) sayisini ayarlamak igin bir radikal
kaynak gereklidir. RAFT polimerizasyonunda, eklenen radikallerin toplam1 dogrudan
“6li” zincirlerin (biyomolekiiler sonlandirmaya maruz kalan) sayisini belirlediginden,
Olu zincir sayist polimerizasyon oncesinde tahmin edilebilir ve kontrol edilebilir.
RAFT mekanizmast dort zincir grubunun olusumuyla sonuglanir: 1) RAFT ajan1 R-
grubu tarafindan baslatilan ve tiyokarboniltio u¢ grubuyla (canh zincirler) kaplanmis
zincirler; 2) baslatic1 tarafindan baglatilan ve tiyokarboniltio u¢ grubuyla kapatilan
zincirler (canl zincirler); 3) u¢ grubu olmayan RAFT ajan1 R-grubu tarafindan
baslatilan zincirler (6li zincirler); 4) baslatici tarafindan baglatilan ve u¢ grubu

olmayan zincirler (6l zincirler) (Sekil 2.10) [26].

I. Radikal Kaynak —— 1°

IL. I + M

111. Pn. + SYS_R — Pn—Sj‘/S—R e — Pn—S\(S + R

v/ V4 zZ
IV. R +M P

P S<_S-P .
V. + YT " = PSSP, ——— P, S_S + P,

Sekil 2.10 : RAFT n genel mekanizmasi.
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2.4. Click Kimyasi

1999’da Dr. Barry Sharpless ve grubu tarafindan bulunan “click” kimyasi; yiiksek
verimli, zararsiz yan tdrilinler olusturan, sterospesifik bir reaksiyondur. Reaksiyon
kosullarinin basit olmasi, baslangic maddelerinin kolay bulunabilmesi, kullanilan
¢oziiciilerin zararsiz olmasi ve ortamdan kolaylikla uzaklastiriliyor olmast, elde edilen
tirlinlin kolay saflastirilmasi click reaksiyonlarinin avantajlar arasinda yer alir [27].
“Click” reaksiyonlari, 6zellikle farmakoloji biliminde biiyiik ilgi uyandiran arastirma

konusu olmustur. Click reaksiyonlari;

e 1,3-Dipolar Halka Katilmasi (hetero Diels Alder halka katilmasini da igerirler),
e Niikleofilik Halka Ag¢ilmalart,
e Aldol Tipi Olmayan Karbonil Kimyast,

e Karbon-Karbon Coklu Bagina Katilma olarak siiflandiriimaktadir.

Bu smiflandirmanin arasinda halka katilmalari, ozellikle Cu(I) katalizli, 1,2,3-
triazoller olusturmak tizere terminal alkinler ve azidlerin Huisgen 1,3-dipolar siklo
katilmalar1 (HDS) siklikla kullanilmaktadir [28]. Huisgen reaksiyonu olarak bilinen
1,3- dipolar siklokatilma reaksiyonunda, azit, nitriloksit veya diazoalken gibi bir 1,3-
dipol molekiiliiniin, Cu(I) katalizorii altinda alken, alkin veya karbonil gibi bir
dipolarofil ile etkilesmesi sonucunda 5°li heterosiklik molekiillerin olusumu
gerceklesir (Sekil 2.11) [29]. [3+2] Tiriindeki bu siklokatilma reaksiyonlarinda
molekiiliin toplam yiikii kaybolur ve neredeyse tamaminin doniisiimii ile yiiriiyen
reaksiyonda herhangi bir grup korumaya ihtiya¢ duyulmaz. HDS, yiiksek sicaklik
gerektirmeyen, 0-160 °C araliginda galisma imkani saglayan, cesitli ¢oziiciilerin
kullanildigi, sterik faktorlerden etkilenmeyen, genis pH araliginda (pH:5-12)
gerceklesebilen bir reaksiyon tiiriidiir. Azid ve terminal alkinlerin reaksiyonunun
standart olan kosullara ¢ok dayanikli olmalari ve basit olmalari bu siklokatilma

tepkimesini popiiler kilmaktadir [30].
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Sekil 2.11 : Huisgen 1,3-dipolar siklo katilmas1 ve bakir katalizli azid-alkin siklo
katilmasi.

2.5. Polimerik Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Polimerler, gelismis farmakokinetik 6zelliklerinden dolayi ilag dagitim sistemlerinin
ayrilmaz bir parcasi haline gelmistir. Aragtirmacilar kontrollii ila¢ salim sistemleri ve
stirekli salim formiilasyonlari gelistirmek i¢in polimerleri kullanmaktadir [31]. Yeni
ilag dagitim sistemleri arasinda; miseller, dendrimerler, lipozomlar, polimerik
nanopartikiiller, mikrokapsiiller ve lipoproteinler bulunur. Polimer bazli kapsiillemeler
ve kontrollii ilag salim sistemleri; konvansiyonel ilaglara gore daha iyi dolasim
stirelerine sahip olmak, kanser hiicrelerini direk hedeflemek, asir1 doz ilag
uygulamasini azaltmak gibi avantajlar sayesinde biyoyararlanimi iyilestirmede, yan
etkileri ve hastalara verilen diger rahatsizlik tiirlerini en aza indirmede umut verici bir
rol oynamaktadir. Biyolojik sistemleri taklit eden polimerler, pH veya sicakliktaki
degisim gibi dis uyaranlara tepki verir ve bunun sonucunda ¢Oziiniirliik,
hidrofobik/hidrofilik denge, biyomolekiil salinimi (ilag molekiilii) ve konformasyon

gibi ozellikleri degisir [32].

[laglarin timdr bolgesine iletimi ve tiimdr bolgesinde birikimini saglayabilmek igin
polimerik yapilar kullanilarak 10-200 nm boyut aralifinda pasif hedefli ila¢ tasiyici
sistemler gelistirilmektedir. Ayn1 zamanda farkli hedefleyici gruplar igeren polimerik
tastyici sistemler kullanilarak ilacin tiimor hiicreleri tarafindan etkin hiicresel alimi
saglanabilmekte ve tiimdr bolgesinde kontrollii salim1 miimkiin olabilmektedir. Bu
sayede antikanser ilacin saglikli dokularda birikimi sinirlandirilip, istenmeyen yan

etkiler ortadan kaldirilabilmektedir [33].
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Son on yilda polimer sentetik yontemlerindeki bilyiik ilerlemeler; farkli mimarilere,
bilesimlere ve iyi tanimlanmig molekiiler agirliklara sahip yeni nesil seker bazl
polimerlerin tiretilmesine olanak saglamistir. Bu 6zelliklerin tiimii hedefli polimerik
ilag tasiyici gesitliligini biiyiik 6l¢iide zenginlestirmistir. Diger sentetik polimerlerle
karsilagtirildiginda seker bazli polimerler biyolojik olarak pargalanabilir ve
immiinojenik olmama avantajlarina sahiptir ve bu da onlari 6zellikle in vivo terapotik
uygulamalar i¢in uygun hale getirir. Seker bazli polimerler; ilag, gen, protein ve antijen
dagitiminin yan sira teshis cihazlar1 dahil olmak iizere biyomedikal uygulamalar i¢in

de biiyiik ilgi gormiistiir [34].

2.5.1. Glikopolimerler

Insan viicudunun temel bir bileseni olan sekerler ¢esitli biyolojik siireglerin ayrilmaz
bir pargasidir. Hizla bliyiiyen disiplinler arasi arastirmalar, seker-protein
etkilesimlerinin yiiksek 6zgilliigli nedeniyle mannoz, laktoz veya galaktoz gibi
sekerlerin hedef ligandlar olarak polimerlere dahil edilmesi hakkinda bilgi saglar.
Cesitli kimyasal modifikasyonlara uygun fonksiyonel gruplara sahip seker bazli
konjugatlar, biyoaktif ajanlarin verilmesine aracilik etmenin yani sira rekabetci
reseptor inhibisyonu yoluyla dogal biyoaktivite sergileyerek cok yonlii tasiyicilar
olarak basar1 gostermektedir [35]. Sekere dayali polimerik dagitim sistemleri seker
Ogelerinin rollerine gore; sekerin yi1gin polimer bilesimi oldugu polisakarit tiirevleri,
seker kisimlarmin asili gruplar olarak konjuge edildigi seker ile islevsellestirilmis
polimerler (yani glikopolimerler) ve bir sekerin bir dal bolgesi veya omurga olarak

kullanildig1 sekere bagli polimerler olarak kategorize edilebilir (Sekil 2.12) [36].

eker bagh polimerler
Polisakkarit tiirevleri $ gip

Glikopolimerler

0. Seker

TTETTET S e

/1/’1/\ : Hidrofilik ug

Sekil 2.12 : Seker bazli polimerik dagitim sistemlerinin sematik gosterimi.
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Glikopolimerler bir¢ok kanser hiicresinde ekspresyonu artan glukoz tasiyict (GLUT)
reseptorleri tarafindan taninan etkin hiicresel alima sahip hedefli tasiyici sistemler
olarak literatiirde karsimiza ¢ikmaktadir. Glikoz sitozole girmek i¢in spesifik tasima
proteinlerine ihtiyag duyar ve esas olarak glikozun kanser hiicrelerine taginmasina
kolaylastirict glikoz tasiyicilart (GLUT) aracilik eder. GLUT-1 en ¢ok ¢alisilan glikoz
tastyicisidir, akciger kanseri hiicreleri ve diger gesitli kanser hiicrelerinde GLUT-1'in
asir1 ekspresyonu dogrulanmus, ilag tedavisinin bir hedefi olmustur [37]. Kanser
terapotikleri i¢in seker aracili hedefli ilag tasiyic1 stratejileri, timor hiicre
membranlarinda bulunan seker tasiyicilarinin asir1 ekspresyonu sebebiyle secici olarak
glikolize edilmis ajanlarin daha fazla alinmasina dayanmaktadir. Glikozillenmis
gjanlar kanserli hiicre tarafindan daha fazla hiicre i¢ine alinarak tedavi etkinliginin
artmasini saglar ve hedef olmayan hiicrelere yonelik toksisiteyi azaltir. Asir1 eksprese
edilen GLUT reseptorlerinin tipleri farkli tiimorler arasinda degismektedir [38] ve
hiicresel glikokonjugatlarin  alim1  farkli yapisal izomerler i¢in degisiklik
gosterebilmektedir [39]. Glikopolimer bazli ilag tasiyict sistemlerin molekiiler
tasarimlarinda terapotik etkinligi artirmak icin glikopolimerdeki seker molekiillerinin
sayist ile hidrofilik/hidrofobik orani dikkatle degerlendirilmelidir. Ayrica spesifik ve
secici hiicre i¢i alim i¢in glikopolimer uzunlugu; epitop yogunlugundan, esneklikten
de onemli Olclide etkilenir. Bu nedenle, yapisal parametrelerin dikkatli bir sekilde
diizenlenmesi 6nemlidir. Glikopolimerler, ana zincir ya da yan zincirinde karbonhidrat
igeren polimerler, suda iy1 ¢oziinen, yliksek derecede polar ve biyouyumlu malzemeler

olup, hedefli polimerik ilag tastyicilar olarak kullanilabilme potansiyeli tasirlar [40].

Son yillarda, nanoparcacik ilag dagitim sistemleri genis ¢apta calisilmis ve hidrofobik
ilaclarin uygulanmasinda avantajli oldugu kanitlanmistir. Hidrofobik antikanser
ilaglart polimerik nanopartikiillere konjuge edilerek farmakokinetik agidan verimlilik
saglayan, suda coziiniirliigli artiran, ilaglarin olumsuz reaksiyonlarini azaltabilen,
hedeflemeyi 1iyilestirebilen ve dolayisiyla genel anti-timor etkinliini artiran

degisikliklere yol agar [41].

1924'te Otto Warburg, kanser hiicrelerinin oksijen mevcudiyetine ragmen ATP
iiretmek i¢in aerobik glikoliz yoluyla glikozu metabolize ettigini buldu. Degisen bu
glikoz metabolizmasinin kansere yol agabilecegini 6ne siiriildii ve bu durum “Warburg
etkisi” olarak adlandirildi. Warburg etkisi, normal hiicrelere kiyasla tiimor

hiicrelerinde ¢ok daha yiiksek oranda glikoz alimi ve daha yiiksek laktat iiretimi ile

17



karakterize edilir. Warburg etkisiyle glikoz ihtiyaci artmakta ve timdr hiicrelerinin
stirekli olarak boliinmesi sonucunda reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikmektedir.
Olusan bu durum hiicrelerin oksidatif strese maruz kalmasina sebep olmaktadir.
Timor hiicrelerinin bu 6zelligi oksidatif stresi artirarak hiicreleri apoptoza yonlendiren
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi yoniinde arastirmacilari tesvik etmektedir [42].
Kanser icin giiniimiizde ayn1 anda teshis ve tedavinin uygulanmasini saglayan yeni
oksidatif stresi artiran teranostik yaklasimlar iizerinde arastirmalar yapilmaktadir. Bu
yeni teranostik yaklasimlar sistemik dolasimi uzatmak, hedef dis1 etkilesimleri en aza

indirmek ve hedefe 6zel terapdtik birikimi gelistirmek igin tasarlanmaktadir [43].

2.5.2. Fotodinamik terapi (FDT)

Oksidatif stresi artiran tedavi yontemlerinden biri olarak sayilan fotodinamik terapi
(FDT), yenilik¢i ve minimal invaziv bir tedavi yontemi olarak onkolojide yaygin
olarak kullanilmaktadir. FDT, 1s1nlanan alanda terapétik bir etki saglamak i¢in belirli
bir dalga boyunun enerjisini emen ve emisyonu floresan iireten foto fuyarlastiricilarin
(FD) tiimor dokularina tutulmasina dayanan 1s1k bazli, sistemik, lokal veya topikal
olarak uygulanabilen bir tibbi tedavidir. FD molekiiliin maksimum alim sirasinda 1s1k
ile uyarilmasi sonucunda oksidatif stresteki hizli artis nedeniyle hiicreler icin
sitotoksik olan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, kanser hiicrelerinin apoptoz veya

nekroz yoluyla hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Sekil 2.13) [44].

7i3iyomolekﬁl *H 0 Hiicre membrani
PSe+ 2
s .' '
OHe ‘
Bxyomolekul 05" 1,0,
Serbest

— | | Mnokondn 3 g
PS uyartlmis / radlkaller o s e
singlet hal FTip 1 (elektron transferi)
s |-~ Tip 2 (enerji transferi) Apoptoz
PS uyar11m15

triplet hal Q\‘ Singlet Hiicre Oliimii

g 2 oksijen . «'\p, I
; g & ) > > R
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Sekil 2.13 : Fotodinamik terapi (FDT) nin temel mekanizmasi [45].
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Foto duyarlilagtiricilar, terapotik etkinligi artirmak, normal hiicre ve dokulara zarar
gelmesini Onlemek i¢in kullanilmistir. FDT’nin diger geleneksel tedavilere gore
avantajlari; cerrahinin yapilamadigi yerlerde uygulanabilme, 15181in sadece timor
bolgesine uygulanmasi ile saglikli doku hasarinin engellenmesi, tekrarlanabilirlik,
zamansal ve bolgesel olarak kontrol edilebilir niteligi ve kemoterapi/radyasyon
tedavisine karsi savunmasiz olan hastalarin tedavi edilebilmesi olarak siralanabilir.
FDT, non-invaziv bir tedavi saglayarak cesitli solid kanserler i¢in birincil veya

yardimci tedavi olarak kullanilabilmektedir [46].

FDT i¢in kullanilan 151k kaynaklari; lazerler, diyotlar (LED) ve filtreli goriiniir-yakin
IR lambalar1 olmak iizere 3 kategoriye ayrilir. Genellikle ideal bir 15182
duyarlilastiricinin, “fototerap6tik pencere” olarak adlandirilan 600-850 nm spektral
araliginda giiclii bir absorpsiyona ve yiiksek uyarma verimliligine sahip olmasi
gerekmektedir. 630-850 nm dalga boyu araliginda yaymak i¢in 1,5 W giiclinde 151k
kaynaklarmin kullanilmasi yaygindir. Isik dokuya girdiginde sagilir veya emilir ve her
iki islemin Olgiimii doku tipine ve kullanilan 15181n dalga boyuna baghdir. Isigin
absorpsiyonundaki etkinlik, hemoglobin, miyoglobin ve sitokromlar gibi dokularda
bulunan endojen kromoforlarin varligindan kaynaklanmaktadir. Fotodinamik terapide
151k kaynaginin dalga boyu, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturmak ve hiicrelerde
sitotoksik etki yaratmak icin 1s18a duyarlilastiricinin maksimum absorpsiyonunun

dalga boyuna uygun olmalidir [47], [48].

Fenotiyazinyum, fullerenler ve ksantenler gibi genis polisiklik aromatik yapiya sahip
bircok FD molekiiliiniin insan viicudunda pargalanmasi zordur ve ciddi yan etkilere
neden olabilir. Bu ylizden FDT'de in vivo olarak kullanilan herhangi bir 1518a
duyarlilastiric1  toksik, mutajenik veya kanserojen olmamalidir. Ideal bir
duyarlilastiricinin 6n kosullar1 arasinda kimyasal saflik, tiimdr hiicreleri i¢in segicilik,
kimyasal ve fiziksel stabilite, uygulama ile timo6r dokularinda maksimum birikim
arasindaki kisa zaman araligi ve optimal doku penetrasyonu bulunmaktadir. Ayrica
dokudan gegebilen 15181n yaydigi bir dalga boyunda aktive edilmelidir [49]. Isiga
duyarhlastiricilarin dort ana simnifi, hepsi etki mekanizmalar1 ve 151k aktivasyonu
acisindan farkli fotokimyasal ve fotofiziksel 6zellikler sergileyen porfirin tiirevleri,
Klorinler, ftalosiyaninler ve porfisenlerdir. Ana FD'ler arasinda tetrapirol gruplarinin
porfirinleri bulunur. Temoporfin [50], porfimer sodyum [51], verteporfin [52],

redaporfin [53] ve 5-aminolevulinik asit (ALA) [54] gibi FD ajanlar klinikte yaygin
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sekilde kullanilmaktadir. Porfirin bazli FD molekiilleri yiiksek oranda biyouyumluluga
ve iyi terapotik etkinlige sahiptir. Ayrica porfirin tlirevlerinin yakin infrared bolgede
(NIR) (600-800 nm, kirmizidan koyu kirmiziya) [55] kuvvetli absorpsiyon yapmasi ve
oldukca yiiksek fotokimyasal kararliliga sahip olmasi bu tiir foto-duyarlastiricilar1 6n
plana ¢ikarmaktadir [56]. FDT igin iyi bilinen bir foto duyarlastirici olan PplX;
hemoglobin, sitokrom ¢ ve diger biyolojik molekiillerden dogal olarak olusan bir
porfirin bilesenidir. PpIX’nin bu durumu toksisite ve immiin sistem tarafindan
kag¢inmaya yardimei olur [57]. PpIX’°nin FDT'de diger FD ajanlarina gore daha duyarh
olma sebebi kanser hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda birikmesidir [58]. Kanser
hiicrelerinde PpIX birikimi, hiicrelerde 5-ALA'dan PpIX iiretimi ile hiicrelerin disinda
PpIX atilimi arasindaki denge ile ilgilidir. Biriken PpIX ROS olusturarak timor
hiicresinin 6liimiine sebep olur [59]. Temel arastirma diizeyinde, akciger kanseri [60],
beyin timori [61], karaciger kanseri [62], mide kanseri [63], melanom [64],
yumurtalik kanseri [65], rahim agz1 kanseri [66] gibi ¢ok ¢esitli dokulardan tiiretilen
farkl1 insan kanser hiicre dizilerinde PpIX birikimi hakkinda bir¢ok rapor

yayinlanmistir.

PpIX agregasyon ve sulu ortamlarda zayif ¢oziliniirliik nedeniyle dogrudan hedef
bolgeye uygulandiginda sinirh bir etkinlige sahiptir [67]. Son gelismeler, PpIX’nin
suda ¢oziiniirliigii iyilestirmek ve boylece terap6tik etkinligi artirmak i¢in tastyicilarin
ve kimyasal modifikasyonlarm kullanilmasina odaklanmistir. Ornegin, Homayani ve
arkadaslar1 hidroksil grubu modifikasyonunun PpIX'in suda ¢oziinlirligiini
artirabilecegini, karanlik toksisiteyi azaltabilecegini ve hiicresel alimi artirabilecegini
gostermistir [68]. Fakat tiim bu avantajlarinin yani sira PpIX molekiillerinin timor
bolgesi disinda farkli dokularda birikmeleri ve fizyolojik kosullarda stabil olmamalari
gibi cesitli dezavantajlara sahiptir. Bu dezavantajlar1 asabilmek amaciyla PplX
molekiillerinin yiiklii oldugu nanotasiyici sistemler FDT’de kullanilmaktadir [69].
Garcia ve arkadaslarimin yapmis oldugu calismada, FDT kullanilarak, PpIX ile
etiketlenmis IgM antikoru (Ab-PpIX), 630 nm bir 1s1nlama sistemi araciligiyla, akciger
kanseri hiicrelerinde IgM antikorunun 6zgiilliigiinti belirlemek i¢in A-549 akciger
kanseri hiicre hatti ve MRC-5 akciger fibroblast hiicre hatlarinda farkh
konsantrasyonlarda denenmistir. Calismanin sonucunda, Ab-PpIX, akciger kanseri

hiicreleri A-549'da terapotik potansiyel gosterirken (%70 canliligi azaltmis) ve
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kanserli olmayan akciger hiicrelerinde (MCR-5) hicbir aktiviteye sahip olmadigini
gosterilmistir [70].

Nanotastyici sistemlere fiziksel olarak yiiklenmis PplX molekiillerinin kararsizligi, in
Vivo dolasim sirasinda istenmeyen bolgelerde ilag salinimina sebep oldugundan dolay1
daha diigiik timor hedefleme segiciligine ve saglikli dokularda yan etkilere neden
olabilir [71]. Bu dezavantajin istesinden gelmek icin fotodinamik terapide
kullanilacak PpIX’nin konjuge ve/veya nanokapsiile edilmesi Onemlidir. Bu tez
kapsaminda FDT kombine terapisinde kullanilmak {izere gelistirilecek nanotasiyici
sistemde bir FD molekiilii olan protoporfirin IX (PpIX) yapiya baglanarak tiimor
bolgesinde etkin hiicresel aliminin saglanmasi amaglanmaktadir. Ding ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢calismada PplX misellerinin yapi-6zellik iliskilerinin
mekanik olarak anlagilmasi i¢in PpIX'nin PEG-PLA misel nano tasiyicilarina kovalent
olmayan kapsiilleme ve kovalent konjugasyon ile baglanmistir. PplX-konjuge
misellerin kovalent olmayan kapsiillemeye gore kanser hiicrelerinde daha parlak

floresan ve daha yiiksek FDT etkinligi ile sonug¢lanmustir (Sekil 2.14) [72].
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Sekil 2.14 : Kovalent olmayan kapsiilleme ve kovalent konjugasyon yontemlerinden
iki farkl tipte PpIX/PEG-PLA misellerinin hazirlanmasi ve 24 saatlik inkiibasyondan
sonra misellerin hiicre canlilik oranlari [72].
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2.6. Kombinasyonel Terapi

Kanser tedavisinde kullanilan PTX {igiincii kusak kemoterapi ilac1 olup, akciger
kanserleri i¢in antineoplastik bir ajan olarak dikkate deger bir etki gostermistir [73].
Bat1 Taxus brevifolia'nin kabugundan ekstrakte edilen dogal bir bitki iiriinii ve taksan
tiirevi olan PTX, mikrotiibiiliin dinamiklerini segici olarak bozarak hiicre 6liimiine yol
acmaktadir [74], [75]. Paklitaksel ayrica kanser hiicrelerinden izole edilmis
mitokondrilerin yani sira saglam hiicrelerdeki mitokondriler iizerinde dogrudan etki
ederek kanser hiicrelerinin apoptozuna neden olabilmektedir. PTX’in suda
¢cozlinlirliiglin diisiik olmasi ve yliksek sistemik toksisiteye sebep olmasindan dolay1
antikanser ilaglarinin biyoyararlinimi artirmak ve yan etkilerini en aza indirmek i¢in
lipozomlar [76], dendrimerler [77], polimerik miseller [78] ve nanokiireler [79] dahil
olmak iizere birka¢ yeni PTX formiilasyonu, temel arastirmalarda cesitli kanserlerin
tedavisinde belirgin bir gelisme gostermistir ve bu birgogunun gelecekte klinige

taginabilecegini diistindiirmektedir.

Ayni tedavi siireci sirasinda kullanilan bir foto duyarlilastirict ve bir kemoterapdtik
ila¢ ile kombinasyon tedavisinin, tek yonlii yaklasima kiyasla ¢ok daha biiyiik bir
potansiyel gosterdigi gosterilmistir. Foto duyarlilastirict maddelerin 6zellikle porfirin
yapilarinin, diger tedavilerle kombinasyon halinde saglam ve standart bir tedavi
yontemi haline gelmesi gesitli hastaliklar i¢in umut verici konumdadir [80]. Ornegin
Liu ve arkadaglariin yapmis oldugu bir caligmada, mitokondri ve plazma zari
hedeflenerek, kombinasyon fotodinamik tiimor tedavisi igin tek ajanli, kendiliginden
olusabilen, kimerik peptit bazli (Ci6—PRP-DMA) nanopargacik (M-ChiP olarak)
gelistirilmistir. Kombinasyon tedavide, ROS olusturmak {izere foto duyarlilastirici
PpIX FDT’de kullamlmisti. /n vitro ve in vivo arastirmalar, mitokondri ve plazma
zarindaki bu kombinasyonel FDT'nin azaltilmis yan etkilerle terapdtik etki
maksimizasyonuna ulasabilecegini gdstermistir. Bu calisma sinerjik timor tedavisi

icin umut verici bir nanoplatform olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.15) [81].
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Sekil 2.15 : C16-PRP-DMA'nin nanopartikiiller halinde kendiliginden birlesmesi ve
timor ortamina yerlestikten sonra hiicreyi nekroza ugratmasi [81].

Yapilan bagka bir ¢alismada, FDT ve IDO (indoleamin 2,3-dioksijenaz) blokajinin
ikili islevini kullanabilmek i¢in, ilag konjugat1 PpIX-NLG, IDO inhibitérii NLG919'u
ester bagi yoluyla 1s18a duyarhilastirict PplIX'e baglanarak sentezlenmistir.
Biyouyumlulugu artirmak ve timor birikimini gelistirmek i¢in lipozom sistemi
kullanilarak, PpIX-NLG (PpIX-NLG@Lipo olarak adlandirilir) ilag tastyicist olarak
secilmistir. Nano 6l¢ekli PpIX-NLG@Lipo'nun intravendz enjeksiyondan sonra tiimdr
bolgesinde birikerek ROS iiretiminden kaynakli tiimor bolgelerinin indiiklenmesi ve
daha fazla CD8" T hiicresi proliferasyonunu sayesinde hem birincil tiimorlerin hem de
uzak tiimorlerin inhibisyonu ile immiinojenik hiicre 6limiine (ICD) sebep olmustur

(Sekil 2.16) [82].
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Sekil 2.16: Kombine FDT ve IDO blokaji i¢in PpIX-NLG@Lipo'nun sematik
gOsterimi [82].
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3.  GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Kullanilan Cihazlar

3.1.1. Kimyasallar

1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimid ~ hidrokloriir =~ (EDC, >%98.,0),
protoporfirin IX (PpIX, >0.95), 1-hidroksibenzotriazol hidrat (HOBT, >%97,0), 4',4-
azobis (4-siyanopentanoik asit) (ACVA, >%98,0), 4-(dimetilamino)piridin (DMAP,
>99%), sodyum hidroksit (ACS Reagent, >97 pellet) , borontrifloriir dietil eterat
(sentez igin), D-glukoz (>%99.5), D-(-)-fruktoz (>%99,0), asetik anhidrit
(Reagentplus® >%99,0), 2,2"-azobis(2-metilpropiyonitril) (AIBN, %98,0), 3-azido-1-
propanamin (azidoetilamin, >0.95), bakir bromiir (CuBr2, %98), biitil akrilat (BA,
%99), dietil eter (>%99,5), petrol eteri (ACS Reagent >%90,0), sodyum azit (NaNs3,
>99.5%), 2-bromoetanol (BrCH.CH:OH, %95), Potasyum ferrisiyaniir(III)
(K3Fe(CN)e), elemental kiikiirt (S), benzil kloriir (CeHsCH2CI, %99), metakriloil
kloriir (%97), p-toluensiilfonil kloriir (>%99,0), PMDETA (PMDTA, %99) tetra-n-
butilamonyum floriir (TBAF), sodyum metoksit (CH3ONa), trietilamin (EtsN,
>%99,0), N,N-dimetil formamid (DMF, >%99,8), diklorometan (DKM, HPLC igin
>%99,8), tetrahidrofuran (THF, >%99,9), kloroform (>%99,4) kimyasallarinin
tamami1 Sigma Aldrich’den alinarak kullanildi. Metanol (MeOH, >%99,5), asetonitril
(likit kromotografi i¢in >%99,9), piridin (EMSURE ACS Reagent >%99,5), toluen
(EMSURE, analiz i¢in), hidroklorik asit (HCl, EMPLURA >%32,0) ¢oziiciilerinin
tamami1 Merck’ten temin edilerek kullanildi. Etil asetat (EtOAc, >99,7% LC-MS i¢in),
n-hekzan (>%96,0) coziiciileri ve sodyum bikarbonat (NaHCO3, >%99,0), sodyum
stilfat (Na2S04), sodyum kloriir (NaCl) kimyasallari Isolab’dan alind1. 3-(trimetilsilil)
1-propanol (%97) PlusChem’den temin edildi. Sodyum asetat (ACS Reagent >%99,0)
Alfa Aesar’dan temin edildi. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazoliyum bromid
(MTT), fosfat bovine serum tampon ¢dzeltisi (PBS, tablet 100 mL i¢in) Invitrogen’den
temin edildi. 4 A molekiiler sieve Merck, 3,5 kDa Diyaliz membran1 Repligen’den
alindi. Paklitaksel (PTX) KOCAK farma A.S. tarafindan temin edildi. Geri kalan tiim

24



kimyasallar Sigma Aldrich’ten alinarak herhangi bir ileri saflagtirma yapilmaksizin

kullanildi.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Reaksiyonlar sirasinda HEIDOLPH Labortechnique 1siticili manyetik karistirict
kullanilmis ve reaksiyon sonunda elde edilen maddelerin ¢oziiciileri HEIDOLPH
Labaroto doner buharlastirict kullanilarak ugurulmustur. Saflagtirma asamalarindan
sonra elde edilen maddeleri kurutulmak igin VACUCELL vakum inkiibatori
kullanilmistir. *H NMR ve 3C NMR 6lciimleri, 500 MHz’lik Bruker NMR cihazinda
CDCI3, CD30D ve DMSO-ds ¢oziictileri kullanilarak gerceklestirilmistir. Fourier
dontigiimlii  infrared (FTIR) spektrumlari ALPHA Bruker spektrometresinde
kaydedilmistir. Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) dl¢iimleri, bir pompa ve Viscotek
VE 3580 refraktif indeks (RI) dedektdriinden olusan Viscotek GPCmax VE 2001
Autosampler sistemi kullanilarak elde edilmistir. Seri olarak baglanmis {i¢ Viscotek
GPC kolonu (T3000, LT4000L ve LT5000L) (i¢ ¢cap 7,8 mm, 300 mm uzunluk) ve bir
Viscotek guard kolonu (CLM3008, i¢ ¢ap 4,6 mm, 10 mm uzunluk) kullanilmistir.
Coziicli olarak THF kullanilmistir ve 6l¢timler 35 °C’de 1,0 mL/dakika akis hizinda
yapilmustir. Dedektdr, dar molekiil agirligi dagilimina sahip PS standartlariyla kalibre
edilmis ve veriler Viscotek OmniSEC 4.7.0 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. 633
nm dalga boyunda ve 25°C’de bir Malvern NanoZSP dinamik 151k sacilim (DLS)
spektrometresi cihazi kullanilarak dH20 igerisinde 173°’lik 6l¢iim agis1 ile misellerin
ortalama partikiil boyutu ve partikiil boyutu dagilimlari belirlenmistir. Ilag yiikleme
verimliligi, enkapsiilasyon etkinligi ve ilag salim sonuglar1 Thermo serisinde HPLC
analizi yapilarak belirlenmistir. Kromatografik ayrimlar 25 °C'de ters fazli bir C18
kolonu (ZORBAX Eclipse XDB-C18, 4.6 x 150 mm, 5 um), UV1000 UV/VIS
dedektorii kullanilarak elde edildi.

3.2.  Kemo-Fototerapotik Nanotasiyici Sistemlerin Sentezi

PTX yiiklii ilag igeren ve PTX yiiklii ilag igermeyen tasiyici sistemlerin sentezlenmesi
icin oOncelikle miselleri olusturulacak polimerlerin RAFT polimerizasyonunda
kullanilmas: i¢in RAFT ajam sentezlenmistir. Polimerlerin tekrarlanan {initelerini
olusturacak seker monomerleri sentezlendikten sonra diblok kopolimerlerin sentezi
gerceklestirilmistir. Diblok polimerler hidroliz edilmis, ardindan paklitaksel (PTX)
yiiklenerek ilag yiiklii glikopolimerik misellerin sentezi gergeklestirilmistir.
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3.2.1. RAFT ajam sentezi
RAFT ajam1 4-siyanopentanoik asit ditiobenzoat (CPADB) iki basamakta

sentezlenmistir.

3.2.1.1. Di(tiobenzoil) disiilfid sentezi

Sodyum metoksit (metanol iginde %30'luk ¢ozelti, 40.0 g, 0.22 mol), susuz metanol
(40.0 g, 1.25 mol) ve elementel kiikiirt (6.4 g, 0.20 mol) ii¢ boyunlu yuvarlak tabanli
bir balona ilave edildi [83]. Benzil kloriir (12.6 g, 0.10 mol) azot atmosferi altinda 250
mL'lik bir ekleme hunisinden damla damla 1 saat i¢inde balona eklendi. Sistem 10
saat yag banyosunda 67°C'de refluks edildi. Reaksiyon daha sonra bir buz banyosunda
7 °C'ye sogutuldu, ¢oken tuz siiziildii ve ¢oziicli vakum altinda ucuruldu. Elde edilen
ham sodyum ditiyobenzoat katist deiyonize su (500 mL) ve dietil eter (200 mL) ile
ekstraksiyon sirasinda yavas yavas hidroklorik asit (%32 w/w) eklenerek ii¢ kez
ekstrakte edildi. Eter fazinda bulunan ditiobenzoik asit yavas yavas sodyum hidroksit
(1.0 M) eklenmesiyle su fazina alindi. Baz ilavesinin iki kez daha tekrarlanmasindan
sonra, sulu iist sodyum tabakasi ditiobenzoat ¢ozeltisi tutuldu ve manyetik karistirict
cubuklu 1 L'lik bir konik siseye aktarildi. Potasyum ferrisiyantir (III) (17.01 g. 0.05
mol) deiyonize su (500 mL) i¢inde ¢oziindiiriildii ve pembe-kirmiz1 katilar iiretmek
tizere kuvvetli karigtirma altinda 1 saatlik bir slire boyunca bir ilave hunisi yoluyla
sodyum ditiyobenzoat ¢ozeltisine damla damla ilave edildi. Cokelti siiziildi ve
deiyonize su ile yikandi ve kat1 gece boyunca oda sicakliginda vakumla kurutuldu.
Elde edilen iiriin *H NMR spektroskopisiyle karakterize edildi. 'H NMR (500 MHz,
CDClz) 6 8.18 — 7.29 (m).

3.2.1.2. 4-Siyanopentanoik asit ditiobenzoat (CPADB) RAFT ajam sentezi

Literatiirde bulunan metoda gore [83], di(tiobenzoil) disiilfid (9.73 g, 2.9 X102 mol),
4'.4-azobis (4-siyanopentanoik asit) (13.4 g, 4.4 x10 mol) ve etil asetat solventi (80
mL), iki boyunlu, yuvarlak tabanli 100 mL’lik cam balona ilave edildi. 80 °C'de azot
gaz1 atmosferinde reaksiyon kuruldu. 18 saat sonra reaksiyon sonlandirilarak ortamda
bulunan solvent déner buharlastirici vasitastyla uguruldu. Uriin 1:4 etil asetat:heksan
¢ozilicii sistemi kullanilarak kolon kromatografisiyle saflastirildi. Kirmizi renkli
fraksiyonlar birlestirildi ve 1:3 etil asetat:heksan karigimi1 kullanilarak kristallendirildi.
Kristallenen iiriin vakum etiiviinde kurutuldu. Elde edilen iiriin *H NMR ve *C NMR

spektroskopisiyle karakterize edildi. *H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.90 (s, 2H), 7.58
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(s, 1H), 7.42 (s, 2H), 2.75 (s, 2H), 2.60 (s, 1H), 2.47 (s, 1H), 1.95 (s, 3H). 3C NMR
(126 MHz, CDCls) § 222.30, 176.46, 144.65, 133.24, 128.75, 126.84, 118.53, 45.75,
33.20, 29.52, 24.35.

3.3. Monomerlerin ve Organik Bilesiklerin Sentezi

Polimerin modifikasyonunda kullanilmak {izere azid fonksiyonel grubu i¢eren glukoz
ve fruktoz seker bilesikleri ve (3-(3-((2-azidoetil)amino)-3-oksopropil)-2,8,12,17-
tetrametil-13,18-divinilporfirin-7-il)propanoik asit (PpIX-N3) sentezlendi. Ayrica,
polimer blogunu olusturacak 3-(trimetilsilil)prop-2-in-1-il metakrilat (TMSpMA)

monomeri sentezlendi.

3.3.1. 1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz (3-GluAc) sentezi
1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz daha 6nce literatiirde bulunan benzer bir
prosediire gore sentezlendi [40]. Sodyum asetat (6.1 g, 0.074 mol) ve asetik anhidrit
(65 mL, 0.690 mol) yarim saat boyunca azot gazi altinda karigtirildi. Refluks
sicakligina ¢ikarildi ve 5 dakika araliklarla 3-D-Glukopiranoz (Glu) (11.9 g, 0.066
mol) yavas yavas eklendi. 45 dakika sonunda tiim glukoz eklendikten sonra reaksiyon
karisimi 500 mL buzlu su igerisine ¢oktiiriildii. 15 dakika karistirildiktan sonra beyaz
kat1 ¢okelek krozeden siiziildii, vakum etiiviinde kurutuldu. Elde edilen iiriin *H NMR
spektroskopisiyle karakterize edildi. *H NMR (500 MHz, CDCls) § 5.70 (s, 1H), 5.24
(s, 1H), 5.12 (s, 2H), 4.26 (s, 1H), 4.12 (s, 1H), 3.85 (s, 1H), 2.24 — 1.86 (m, 16H).

3.3.2. 2- Bromoetil 2,3,4,5-tetra-O-asetil-B-D-glukopiranozid (AcGlucEtBr)

2- Bromoetil 2,3,4,5-tetra-O-asetil-3-D-glukopiranozid (AcGIUcEtBr) literatiire gére
sentezlendi [40]. B-GluAc (10.0 g, 25.40 mmol) ve 2-bromoetanol (4 mL, 30.74 mmol)
3 boyunlu balon igerisine alinarak {istiine 160 mL susuz DKM ilave edildi. 18 mL
borontrifloriir dietil eterat ile oda sicakliginda argon atmosferi altinda damlatma
balonu ile yaklasik 30 dakikada ortama eklendi. Karigim 20 dk argon atmosferi ile
purge edildi ve reaksiyon oda sicakliginda 1 saat karistirildi. Reaksiyon siiresi sonunda
ortam siiziildii. 250 mL buzlu su ortama ilave edilip doygun NaHCOs ile 2 kez
ekstraksiyon islemi yapildi. Na2SOys ile kurutulan iiriin solvent doner buharlastiricida
ucurularak konsantre edildi. Daha sonra iiriin 1:4 etil asetat:heksan kolon
kromatografisiyle saflastirildi. Elde edilen iiriin *H NMR spektroskopisiyle karakterize
edildi. *H NMR (500 MHz, CDCls3) § 5.21 (s, 1H), 5.07 (s, 1H), 5.00 (s, 1H), 4.57 (s,
1H), 4.24 (s, 1H), 4.15 (s, 2H), 3.75 (d, J = 66.4 Hz, 2H), 3.44 (s, 2H), 2.06 (s, 13H).
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3.3.3. 2-Azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-p-D-glukopiranozid (AcGlucNs) sentezi
Prosediire gore [40], AcGlucEtBr (5.50g, 12.0 mmol), NaNs (1.11 g, 17.0 mmol) 100
mL aseton ve 33 mL su i¢inde refluks altinda gece boyunca karistirildi. Reaksiyon
ortamin1 TLC analizi ile kontrol edilerek bromiiriin azide tamamen doniistigl
gorildiigiinde aseton buharlastirildi ve sulu reaksiyon karisimi iki kez DKM ile
ekstrakte edildi. Organik fazlar birlestirildi ve sodyum siilfat {izerinde kurutuldu.
Solvent stiziildiikten sonra, vakumla buharlastirildi. Beyaz kat1 seklinde elde edilen
tiriin *H NMR spektroskopisiyle karakterize edildi. *"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 5.19
(s, 1H), 5.07 (s, 1H), 4.99 (s, 1H), 4.58 (s, 1H), 4.22 (s, 1H), 4.15 (s, 1H), 3.99 (s, 1H),
3.67 (s, 2H), 3.45 (s, 1H), 3.26 (s, 1H), 2.06 (s, 3H), 2.02 (s, 3H), 2.00 (s, 3H), 1.98 (s,
3H).

3.3.4. 2-Azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-p-D-glukopiranozid (AcGluc-Na)
hidroliz reaksiyonu

Genel bir prosediirde [40], AcGluc-N3 (1.0 g, 2.4 X107 mol) iizerine 0 °C’de 10 mL
kuru metanol ilave edilerek reaksiyon soliisyonu, 30 dakika boyunca nitrojen akis1
altinda ¢ozilindiiriildii. Ardindan kuru bir metanol (0.092 M) ¢ozeltisi iginde taze
hazirlanmis NaOCH3 (metanol i¢inde agirlikga %25), uygun miktar (0.66 mL, asetil
grubu basma 1,2 esdeger ve 2,9 x107 mol) bir siringa yoluyla damlatilarak reaksiyon
karisimina dahil edildi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 3 saat karistirildi.
Sonlandirilan reaksiyon ortamina eter koyularak tiriin ¢oktiiriildii. Elde edilen seker 24
saat 40 °C'de vakumlu etiiv firminda kurutuldu. Hidroliz olmus seker *H NMR
karakterize edildi. *H NMR (500 MHz, CD3s0D) § 4.26 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 4.09 — 3.94
(m, 1H), 3.87 — 3.77 (m, 1H), 3.74 — 3.66 (m, 1H), 3.65 —3.53 (m, 1H), 3.42 (t,J=5.2
Hz, 2H), 3.34 — 3.27 (m, OH), 3.30 (s, 6H), 3.26 — 3.19 (m, 2H), 3.15 (dd, J=9.1, 7.8
Hz, 1H), 1.29 — 1.16 (m, 1H).

3.3.5. (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-TSC (iprFruc-2,3-TSC)
sentezi

iprFruc-2,3 tosilleme sentezi daha once literatiirde varolan prosediir uyarlanarak
gerceklestirildi [84]. 3 boyunlu 250 mL’lik cam balonda 20 ml kuru DKM ig¢inde
karisan iprFruc-2,3 (1.0 g, 3.84x10° mol) iizerine 0 °C’de argon altinda 10 ml kuru
DKM ile ¢dziinen p-toluensiilfonil kloriir (0.81 g, 4.22x10 mol) ve daha sonra piridin
(6,19 ml, 0,077 mol) siringa ile balona ilave edildi. Reaksiyon oda sicakliginda 3 saat

boyunca gergeklesti. Daha sonra reaksiyonu durdurmak i¢in soguk su ilave edildi ve
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yarim saat karistirildi. Solvent doner buharlastiricida ugurularak konsantre edildi. 100
mL DKM ile ¢oziiliip 50 mL dH20 ile ii¢ kez, doygun NaCl ¢ozeltisiyle de ii¢ kez
ekstrakte edildi. DKM fazi sodyum siilfat iizerinden kurutuldu, filtre kagidiyla siiziiliip
doner buharlastiricida uguruldu. Uriin 1:4 etil asetat:heksan kolon kromatografisiyle
saflastirildi. Elde edilen iiriin *H NMR spektroskopisiyle karakterize edildi. *H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 7.79 (s, 2H), 7.35 (s, 2H), 4.55 (s, 1H), 4.31 (s, 1H), 4.20 (s, 1H),
4.03 (s, 2H), 3.84 (s, 1H), 3.71 (s, 1H), 2.45 (s, 3H), 1.54 (s, 3H), 1.50 (s, 3H), 1.36 (s,
6H), 1.31 (s, 3H).

3.3.6. (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-Ns (iprFruc-Ns) sentezi
(2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-Nz igin literatiirde var olan prosediir
takip edildi [85]. 10 mL DMF iginde iprFruc-TSC (1.78 g, 4.29x10" mol) 2 boyunlu
250 mL’lik cam balona koyuldu. Daha sonra sodyum azit (0.84 g, 1.28 x102 mol)
tartilarak 20 mL DMF i¢inde ¢oziildi ve 130 °C’ye ayarlanmis yag banyosuna
yerlestirilen balona azot gazi altinda siringa ile ilave edildi. Reaksiyon ¢ozeltisi 130
°C ’de 48 saat kanistirildiktan sonra reaksiyon sonlandirilip oda sicakligina getirildi.
Reaksiyon karisiminda bulunan solvent doner buharlastiricida uguruldu. 100 mL
DKM ile ¢oziiliip 50 mL dH.0 ile ii¢ kez ekstrakte edildi. Uriin 1:3 etil asetat:heksan
kolon kromatografisiyle saflastirildi. Reaksiyon sonunda elde edilen iiriin *H NMR ve
FTIR ile karakterize edildi. *"H NMR (500 MHz, CDCls) § 4.60 (s, 1H), 4.29 (s, 1H),
4.24 (s, 1H), 3.91 (s, 1H), 3.79 (s, 1H), 3.58 (s, 1H), 3.28 (s, 1H), 1.56 (s, 4H), 1.47 (s,
6H), 1.34 (s, 3H).

3.3.7. (3-(3-((2-azidoetil)amino)-3-oksopropil)-2,8,12,17-tetrametil-13,18-
divinilporfirin-7-il)propanoik asit (Pp1X-Ns) sentezi

PpIX-N3 literatiir takip edilerek sentezlendi [86]. 3 boyunlu 250 mL’lik cam balona
PpIX (0.2 g, 3.55 x10* mol), N, N-diizopropiletilamin (DIEA, 0.023 g, 1.77 x10*
mol), 1-hidroksibenzotriazol hidrat (HOBt, 0.024 g, 1.77 x10* mol) ve N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidrokloriir (EDC.HCI, 0.034 g, 1.77 x10*
mol) eklenerek 27 mL DMF ile ¢oziildii ve oda sicakliginda 2 saat karistirildi. Daha
sonra azidoetilamin (0.020 g, 1.95 x10*#mol) eklendi ve 48 saat karistirildi. Reaksiyon
ortaminda bulunan solvent ugurularak 100 mL DKM ile ¢6ziiliip 50 mL dH20 ile dort
kez ekstrakte edildi. Uriin 1:4 etil asetat:heksan kolon kromatografisiyle saflagtirildi.
Reaksiyon sonunda elde edilen iiriin *H NMR ve FTIR ile karakterize edildi. *H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 10.62 (s, 1H), 10.31 (s, 4H), 8.52 (s, 2H), 8.04 (s, 2H), 7.71
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(s, 3H), 6.56 — 6.41 (m, 3H), 6.25 (s, 2H), 4.25 (s, 12H), 3.77 (s, 7TH), 3.67 — 3.52 (m,
7H), 2.04 (s, TH).

3.3.8. 3-(Trimetilsilil)prop-2-in-1-il metakrilat (TMSpMA) sentezi
3-(Trimetilsilil) prop-2-in-1-il metakrilat sentezi daha Once literatiirde var olan
prosediir uyarlanarak gergeklestirildi [39]. 3-(trimetilsilil) 1-propanol (10.0 g, 7.5 x10"
2mol) ve EtsN (13.7 mL, 9.8 x102 mol) karisimi 3 boyunlu 250 mL’lik cam balona 0
°C'ye sogutulan ortamda 50 mL DKM ile i¢inde ¢oziiliip ilave edildi. Daha sonra 50
mL DKM iginde metakriloil kloriir ¢ozeltisi (11.08 mL, 11.3 x102 mol), 30 dakika
boyunca damla damla ilave edildi. Karisim bu sicaklikta 30 dakika, ardindan oda
sicakliginda 72 saat boyunca karistirildi. Reaksiyon durdurulduktan sonra siiziilerek
doner buharlastiricida uguruldu. Daha sonra 100 mL DKM ile ¢oziiliip 50 mL dH20
ile ii¢ kez ekstrakte edildi. Uriin 1:100 dietil eter:petrol eteri kolon kromatografisiyle
saflastirildi. Elde edilen iiriin *H NMR ve *C NMR spektroskopisiyle karakterize
edildi. 'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 6.18 (s, 1H), 5.61 (s, 1H), 4.76 (s, 2H), 1.97 (s,
2H), 0.18 (s, 8H). *°C NMR (126 MHz, CDCl3) § 166.49, 135.63, 126.28, 99.00, 91.85,
52.87, 18.109.

3.4. Polimer Sentezi

3.4.1. Poli (Trimetilsilil-korumal propargil metakrilat) P(TMSpMA) homoblok
polimer sentezi

P(TMSpMA) prosediire gore tersinir ekleme-parcalanma zincir-aktarim (RAFT)
polimerizasyon yontemiyle hazirlandi [39]. CPADB RAFT ajani (0.024 g, 8.48 x10°
mol), 3-(trimetilsilil) prop-2-in-1-ilmetakrilat (TMSpMA) (1.00 g, 5.09 x10 mol),
AIBN (1.74 mg, 1.06 x10° mol) septa-kapal1 yuvarlak tabanli bir siseye ilave edildi
ve 4 mL toluen i¢inde ¢oziildii. Polimerizasyon sisesi bir buz banyosuna yerlestirildi
ve reaksiyon ¢ozeltisi 50 dakika boyunca siirekli bir azot gaz1 akisi ile degaz edildi.
Polimerizasyon ortaminda monomer, RAFT ajant ve AIBN
(Imonomer]o/[RAFT]o/[baslatici]o) arasindaki oran 60:1.0:0.125 olacak sekilde
reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon karisimi, 70 °C'de silikon yagi banyosuna
konularak reaksiyon baslatildi. Homopolimerizasyon reaksiyonu, hizli sogutma ve
oksijene maruz birakma yoluyla 5 saat sonra sondiiriildii. Polimerizasyon ¢ozeltisi,
toluenin kismi buharlastirilmasiyla konsantre edildi ve daha sonra polimer, reaksiyona

girmemis monomerleri (TMSpMA ve FMA) ve RAFT ajanini uzaklastirmak amaciyla

30



iki kez soguk metanol i¢inde ¢oktiiriildii. Daha sonra saflastirilmis pembe kati seklinde
polimer vakum altinda kurutuldu. Saflastirilmis polimer 'H NMR ve THF jel
gecirgenlik kromatografisi (GPC) 6l¢iimleri ile karakterize edildi. *H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 8.03 (s, 2H), 7.86 (s, 2H), 4.60 (s, 62H).

3.4.2. P(TMSPMA-blok-n-biitil akrilat) (P(TMSpMA-b-BA)) diblok sentezi
Literatiire gore [39] makro RAFT ajani1 olarak P(TMSpMA) kullanilarak n-BA ile
zincir uzatildi. P(TMSpMA) (0.30 g, 6 x10-5 mol mol) ve n-BA (0.78 mL, 5.4 x10-3
mol), bir septa kapakli vial i¢inde 4.5 mL toluen ile birlestirildi. AIBN (9 x10° mol),
toluen stok ¢ozeltisinden (3 mL i¢inde 0.05 g) alinarak eklendi. Reaksiyon karisiminin
gaz1 azot gazi ile degaze edildikten sonra 70 °C'de 8,5 saat karistirildi. iki bloklu
kopolimer, soguk metanol iginde iki kez ¢okeltilerek saflastirildi. Elde edilen polimer
vakumlu etiiv firmmda 40 °C'de 24 saat kurutuldu, 'H NMR ve THF GPC ile
karakterize edildi. 1H NMR (500 MHz, CDClz3) & 4.60 (s, 62H), 4.03 (s, 177H).

3.4.3. Poli(propargil metakrilat-blok-n-biitil akrilat) (P(pMA-b-BA)) sentezi
Polimer hidrolizi literatiir takip edilerek yapildi [39]. Trimetilsilil korumali blok
kopolimer (260 mg), THF (20 mL) icerisinde ¢o6ziildii. Renksiz reaksiyon ¢ozeltisi
nitrojenle 10 dakika siire ile degaz edildi ve 0 °C'ye sogutuldu. 1 M TBAF ¢ozeltisi
(alkin-trimetilsilil gruplarina gore 30 esdeger mol/mol), siringa yoluyla damla damla
ilave edildi. Nihai bulanik karisim, bu sicaklikta 30 dakika karistirildi ve daha sonra
oda sicakligina getirildi. Koruma kaldirma 4 saatten daha kisa bir siirede tamamlandi.
Nihai ¢6zelti daha sonra doner buharlastiricida ugurularak konsantre edildi ve polimer
soguk metanol i¢inde ¢oktiiriildii. Elde edilen polimer 24 saat 40 °C'de vakumlu etiiv
firminda kurutuldu. Hidroliz olmus polimer *H NMR ve THF GPC &lgiimleri ile
karakterize edildi. 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 4.62 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 4.04 (qt, J
=14.4,5.3Hz,5H), 2.51 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 2.37 — 2.23 (m, 2H), 1.96 — 1.85 (m, 2H),
1.61 (dt, J = 15.3, 8.1 Hz, 7H), 1.37 (h, J = 7.8 Hz, 5H), 1.26 (s, 1H), 1.12 — 1.08 (m,
1H), 0.94 (t, J = 7.3 Hz, 8H).

3.4.4. Click reaksiyonuyla glikopolimerlerin hazirlanmasi

Literatiire gore click reaksiyonu gerceklestirildi [39]. P(pMA-b-BA) (0.051 g, 3.57
x10-6), PpIX-N3 (0.018 g, 2.85 x10®° mol), fruktoz azit (0.020g, 7.8x10° mol),
PMDETA (0.008 mL, 3.6 x10° mol), CuBr (0.06 g, 3.6 x10° mol) ve 10 mL'lik bir
Schlenk tiiptine DMF (1,3 mL) ilave edildi. Reaksiyon karisiminin gazi, iic donma-
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vakum-¢6zme (FPT) dongiisii ile alindi, nitrojen altinda birakildi ve 2 giin boyunca
oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon durduruldu ve soguk metanol i¢inde iki kez
coktiirtildii. Daha sonra ¢ozelti, bakir kompleksini uzaklagtirmak i¢in nétr aliimina ile
doldurulmus bir kolondan siiziildii. Reaksiyon sonras1 PpIX miktarmin belirlenmesi
icin UV spektroskopisi kullanildi. Polimer *H NMR ile karakterize edildi. *tH NMR
(500 MHz, DMSO) 6 8.20 (s, 1H), 8.15 (s, 1H).

3.5. Polimerik Misellerin Sentezi

3.5.1. Glikopolimerik misellerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

PTX iceren (GM-PTX) ve PTX icermeyen (GM) iki adet glikopolimer bazli miseller
hazirlanmistir. PTX igermeyen miselin hazirlanmasi i¢in glikoblok kopolimer (2.3 mg)
DMSO (0.2 mL), PTX iceren misel i¢in de glikoblok kopolimer (5.1 mg), PTX (1 mg)
ve DMSO (0.5 mL) oda sicakliginda 30 dakika karistirildi ve daha sonra UP su, bir
siringa pompasi araciligiyla ilag icermeyen karigima 1.8 mL, ilag iceren karisima 4.5
mL olacak sekilde 24 saat reaksiyona girmek iizere ilave edildi. Reaksiyon ortamlari
oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda karistirildi. Glikoblok kopolimer konjugatlar:
daha sonra UP suya (MWCO 3.5 kDa) karst diyaliz edildi. Daha sonra suda
kendiliginde olusan miseller dinamik 151k sag¢ilim1 spektroskopisi (DLS) ve gecirimli

elektron mikroskopisi (TEM) ile karakterize edildi.

3.5.2. llag yiikleme (DL) ve enkapsiilasyon veriminin (EE) belirlenmesi

Yiiklenen PTX miktar1 UV spektroskopi cihazi ile 405 nm’de 6l¢tilen absorbans degeri
kullanilarak hesaplandi. Bunun i¢in 1 mg PpIX alinip 5 mL DMF ile seyreltildi. Daha
sonra buradan 100 pL alinip 2900 pLL DMF ile tamamland1 ve 18 farkli konsantrasyon
olacak sekilde 500 uL DMF ile seyreltme yapildi. Elde edilen PpIX ¢ozeltilerinin 405
nm’deki degerleri Olciilerek bir kalibrasyon egrisi olusturuldu. Ilagh ve ilagsiz
misellerin i¢erdigi PpIX miktar1 belirlenmek icin her bir 6rnekten 500 pL alinip 2500
pL DMF ile tamamlanip 6l¢iimii alindi. Daha sonra 405 nm’de olciilen absorbans
degerleri kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemde yerine konularak mg/mL

degerleri hesaplandi.

Literatiir takip edilerek HPLC analizi gergeklestirildi [87]. Mobil faz olarak deiyonize

su ve asetonitril kullanildi. Analiz metodu asetonitril/su lineer gradyentleriyle (1:9—4:6

v/v 0—10 dk, 4:6-6:4 v/v 10—15 dk, 6:4—4:6 v/v 15-22 dk, 4:6—1:9 v/v 2224 dk) 1.0

32



mL/dk akis hizinda olusturuldu. Misellerdeki PTX miktar1t HPLC cihazi ile 227 nm’de
dlciilen deger kullanilarak asagida verilen denklemler yoluyla hesaplandi. Oncelikle
hesaplamanin yapilabilmesi i¢in 1 mg PTX 10 mL UP su igerisinde ¢oziildi ve 10
farkli konsantrasyon olacak sekilde 0,75 mL UP su ile seyreltme yapildi. Elde edilen
PTX c¢ozeltilerinin 227 nm’deki degerleri dlciilerek bir kalibrasyon egrisi olusturuldu.
GM-PTX misel ¢ozeltisinden 60 pL alinarak 1 mL UP su ile tamamlandi ve daha sonra
227 nm’de olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilarak i¢cerdigi PTX miktar1 pg/mL
olarak hesaplandi. Bu deger ilgili denklemlerde kullanilarak ilag yiikleme (DL) ve
enkapsiilasyon etkinligi (EE) hesaplandi [88].

misel icerisindeki ilag
%DL =

misel miktart

misel icerisindeki ilag
%EE =

ylklenen toplam ilag
Denklem 3.1 : Ilag yiikleme (DL) ve enkapsiilasyon etkinligi (EE) denklemleri.
3.6. Ila¢c Salim Deneyi

PTX yiiklii misellerin ilag salim profillerini incelemek icin, 1’er mL 6rnek 3.5 kDa’lik
diyaliz membran igerisine konuldu. pH 5,5 ve pH 7,4’te 15 mL’lik fosfat bovine
serum tampon ¢ozeltilerine (PBS) alinarak 37 °C’lik inkiibatorde karistirildi [89].
Deney baslatildiktan sonra 0,5, 1,5, 3, 6, 9, 24, 32, 48, 54, 72, 78 saat sonra tampon
¢Ozelti icerisinden 0,5’er mL ornek ¢ekilerek, 0,5’er mL PBS ¢ozeltisi konuldu. Salim

deneyinden alinan 6rnekler HPLC kullanilarak analiz edildi.

3.7. Kritik Misel Konsantrasyonunun (KMK) Belirlenmesi

Kritik misel konsantrasyonun belirlenmesi i¢in azalan farkli konsantrasyonlardaki
hazirlanan ila¢ yiiklii misellerin DLS ile 6l¢iimleri kullanildi. GM-PTX 0.8, 0.7, 0.6,
0.5, 0.4 ve 0.3 mg/mL olacak sekilde seyreltilerek DLS Ol¢limii alindiktan sonra

konsantrasyona karsi intensite grafigi cizilerek kritik misel konsantrasyonu belirlendi.
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3.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kiiltlirii ¢alismalart igcin A-549 akciger kanser hiicre hattt ve CCD-1079Sk
saglikl1 deri fibroblast hiicre hatt1 kullanildi.

3.8.1. Hiicrelerin biiyiitiilmesi

Her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 200 pL %20 FBS (Fetal bovine serum) igeren
D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besiyerinde 96 kuyulu plate igerisine
ekim yapilarak %20 COz2 iceren 37 °C’lik inkiibatdrde hiicrelerin kuyulara tutunmalari
icin 24 saat bekletildi. 24 saatin sonunda hiicrelerin iistiindeki besiyeri bosaltilarak
kuyular PBS ile yikandi. Ardindan kuyulara yeni besiyeri eklenerek hiicrelere
uygulanacak islem gergeklestirildi.

3.8.2. Sitotoksisite testi

GM-PTX, GM, serbest PTX ve serbest PplX olmak iizere 4 6rnek hiicrelere uygulandi.
Aydinlik ve karanlik deneylerinin yapilabilmesi i¢in PpIX iceren ornekler i¢in ayr1
plakalar hazirlandi. Her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 200 pL D-MEM besi
yerinde 96 kuyulu plaka icerisine ekim yapilarak %5 CO2 i¢eren 37 °C’lik inkiibatdrde
24 saat bekletildi. Ornekler 0,613 mg/mL misellerin formiilasyonlarinin igerdigi PTX
ve PpIX konsantrasyonlarina esit serbest PTX ve PpIX kullanilarak hazirlandi.
Ardindan kuyulardaki besiyeri bosaltilarak 3 tekrarli olacak sekilde CCD-1079Sk
(CRL-2097™) ve A-549 (CRM-CCL-185™) hiicrelerine 100 uL besiyeriyle birlikte
100 pL 6rnek 9 farkl konsantrasyonda hazirlanan 6rnekler eklendi. Kontrol olarak
100 pL dH20 kullanildi. Hiicreler 21 saat boyunca %10 CO2 igeren 37 °C’lik
inkiibatorde bekletildi. Aydinlik deneyi icin 4 saat sonra hazirlanan plateler alinarak
34 dk boyunca 700 nm NIR 1s1g8a maruz birakildi. Tekrardan %10 CO2 igeren 37 °C’lik
inkiibatorde toplam 21 saat bekletildi. 21 saatin sonunda hiicrelerin tizerine 30 pL
MTT karanlik ortamda eklenerek 3 saat daha 37 °C’de inkiibe edildi. Toplam 24. saatin
sonunda hiicrelerin tlizeri bosaltilip 100 pL dimetilsulfoksid (DMSO) eklendi.
Ardindan hiicre canliligim1 belirlemek i¢in mikroplaka okuyucu (ELISA Reader)

cihazinda 6l¢lim alindi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada, kemo ve fotodinamik tedavinin (FDT) bir arada uygulanmasi i¢in
glikopolimer bazli yeni bir tasiyici sistemin sentezi tasarlanmistir. Tasiyici Sistemin
kombine tedavi potansiyellerinin aragtirilmasinda RAFT polimerizasyon yontemi ile
hazirlanan diblok kopolimer zincirleri foto-duyarlastirict ajan protoporfirin IX (PpIX)
ve seker bilesenleri ile azit-alkin kalka katilma click reaksiyonu ile katilarak
glikopolimerlerin sentezi gergeklestirilmistir. Nanog¢oktiirme yontemi ile hidrofobik
kemoterapi ilac1 paklitaksel (PTX) sentezlenen glikopolimerlere enkapsiile edilerek
misel formiilasyonlar1 elde edilmis ve misellerin kemo ve fotodinamik tedavi
etkinlikleri akciger kanseri hiicre hatt1 ve saglikli epitel hiicre hatti tizerinde aydinlik-

karanlik sitotoksik etkileri karsilagtirmali olarak incelenmistir (Sekil 4.1).
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e
=PTX [ o'
¢ -
S CN
0

¢ ) Ve
TS @XW‘” ——

NIR ile uyarilma

G-} ® == el
£

®e
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O

Miselin Kombinasyonel Hiicre Oliimii
hiicresel alimi Terapi

Sekil 4.1 : Glikopolimer bazl1 yeni tastyici sistemin sentezi ve kanser hiicrelerine
etkisi.
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41. RAFT Ajam Sentezi

RAFT ajan1 4-siyanopentanoik asit ditiobenzoat (CPADB) iki basamakta sentezlendi
ve H NMR spektroskopisi ve 1*C NMR spektroskopisi ile karakterize edildi.

4.1.1. Di(tiyobenzoil) disiilfid sentezi

Polimer sentezinde kullanilacak RAFT ajani Onciil bilesigi olan di(tiyo) benzoil
distilfid; sodyum metoksit, susuz metanol ve elementel kiikiirt tizerine benzil kloriir
yavas yavas ilave edilerek (25.5 g) %83 verimle elde edildi (Sekil 4.2). 'H NMR
spektroskopisi ile bilesik karakterize edildi.

S K3 [Fe(CN)6]

SNa H,0 . S—S

67 °C, 10 sa

Sekil 4.2 : Di(tiobenzoil) disiilfid sentezi

'H NMR spektrumuna gore bilesigin fenil grubundan gelen protonlar multiplet pikler

olarak 7.2-8.2 ppm araliginda goziikmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 : Di(tiobenzoil) disiilfid sentezi RAFT ajan1 6nciisiine ait ‘H NMR
spektrumu (CDCls).

4.1.2. 4-siyanopentanoik asit ditiobenzoat (CPADB) RAFT ajani sentezi

Pembe renkli kat1 halinde 4-siyanopentanoik asit ditiobenzoat (CPADB) RAFT ajam
(7.95 g) %91 verimle sentezlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 : 4-Siyanopentanoik asit ditiobenzoat (CPADB) RAFT ajan1 sentezi.

Elde edilen CPADB iiriinii *H NMR spektroskopisi ve 3C NMR spektroskopisi ile
karakterize edildi (Sekil 4.5) Spektrumda fenil grubundan gelen protonlar 7.41, 7.57
ve 7.90 ppm’de gozlenmistir. Metil grubuna ait protonlardan gelen 1.95 ppm’de ¢ikan
singlet pik ve metilen (-CH2CHz>-) protonlarindan gelen 2.47, 2.64, 2.74 ppm’de ¢ikan

pikler bilesigin basarili sekilde sentezlendigini gostermektedir.
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Sekil 4.5 : 4-Siyanopentanoik asit ditiobenzoat (CPADB) RAFT ajanina ait *H NMR
spektrumu (CDCls).
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CPADB RAFT ajanmin karbon atomlarma ait pikler 3C NMR spektrumunda
goziikmektedir. Sekil 4.5’e gore 126.84, 128.75, 133.24, 144,65 ppm’de fenil grubuna
ait pikler ve 176.46 ppm’de karboksil grubuna ait pikinin varlif1 sentezinin

gerceklestigini gostermektedir (Sekil 4.6).

37



77.16 CDCI3

] N
b & moH
T Shk
c e (0]
d
a,e  p.d
T .
g m ffr'r{gl h k1 i
= 2 m:!ﬁﬁ.q e S |
- : ‘Cm—'#lq ~ l‘*}'f_lg
o = IT N 2 Ha&a
~ " — = | N7
1 If e ! \‘ \I‘
I | I l I | || I

130 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Kimyasal kayma (ppm)

Sekil 4.6 : 4-Siyanopentanoik asit ditiobenzoat (CPADB) RAFT ajanina ait 13C
NMR spektrumu (CDCls).

4.2.  Monomerlerin ve Organik Bilesiklerin Sentezi

Polimerin modifikasyonunda kullanilmak iizere azit fonksiyonel grubu igeren glukoz
ve fruktoz seker bilesikleri ile (3-(3-((2-azidoetil)amino)-3-oksopropil)-2,8,12,17-
tetrametil-13,18-divinilporfirin-7-il)propanoik asit (PpIX-N3z) basarili bir sekilde
sentezlenerek karakterize edildi. Ayrica, polimer blogunu olusturacak 3-

(trimetilsilil)prop-2-in-1-il metakrilat (TMSpMA) monomeri de sentezlenerek
karakterize edildi.
4.2.1. 1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz (3-GlucAc) sentezi

1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz (B-GluAc) sentezi 3-D-glukopiranoz (Glu)
bilesiginin asetik anhidrit varliginda sodyum asetat kullanilarak asetillenmesi
reaksiyonu sonucunda elde edildi (Sekil 4.7). Buzlu suda ¢oktiiriiliip vakum etiiviinde

kurutulan B-GluAc (13.42 g) %91 verimle sentezlendi.

OH 0 o OAc

NaOAc
0 0
> A
HQMOH + AN T °C, 45 dk ?\%Mom

Sekil 4.7 : 1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-3-D-glukopiranoz (B-GluAc) sentezi.
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'H NMR spektroskopisi (Sekil 4.8) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.8.’de B-
GluAc bilesigine ait protonlar agik sekilde gosterilmistir. Spektrumda yapiya katilan
asetil grubunun metil protonlar1 2.00, 2.08, 2.11 ve 2.02 ppm’de goriilmektedir.
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Sekil 4.8 : 1,2,3,4,6-Penta-O-asetil-B-D-glukopiranoz (B-GluAc) bilesigine ait *H
NMR spektrumu (CDClz).

4.2.2. 2-Bromoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-g-D-glukopiranoz sentezi (AcGlucEtBr)

2-Bromoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-B-D-glukopiranozid (AcGIcEtBr) (7,0 g), beyaz bir
kati halinde %60 verimle elde edildi (Sekil 4.9).

OAc DKM, BFE OAc
0] C,H;BrO
HO 277s 0]
AXQMOAC MR 1 > AQ
OAc 60 sa O 0) co\/\Br

Sekil 4.9 : 2-Bromoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-pB-D-glukopiranoz sentezi.
'H NMR spektroskopisi (Sekil 4.10) kullanilarak ACGIUCEtBr karakterize edildi. Sekil

4.9’da AcGIUcEtBr bilesigine ait asetil grubunun metil protonlar1 spektrumda 1.98-
2.06 ppm araliginda singlet pikler olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.10 : 2-Bromoetil 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-p-D-glukopiranoz (AcGlucEtBr)
bilesigine ait *H NMR spektrumu (CDCls).

4.2.3. 2-Azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-p-D-glukopiranozid (AcGlucNz) sentezi

2-Azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-p-D-glukopiranozid (AcGlucNs), AcGIucEtBr ve
NaNs bilesiginin aseton-su karigimi igerisinde refluks sicakliginda niikleofilik
yerdegistirme reaksiyonu sonucunda elde edildi (Sekil 4.11). Vakumla buharlastirilan

beyaz kati olarak elde edilen firiin (4,33 g) %86 verimle sentezlendi.

OAc OAc

% Aseton, NaN; %
AcO » AcO
ch 0) CO\/\BF 24 sa KCO ) cO\/\N3

Sekil 4.11 : 2-Azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-p-D-glukopiranozid (AcGlucNs)
sentezi.

'H NMR spektroskopisi (Sekil 4.12) ve FTIR (Sekil 4.13) kullanilarak karakterize
edildi. Sekil 4.11°de AcGIlucNs bilesigine ait protonlar yer almaktadir. Yapiya -Br
yerine baglanan -N3 grubunun artan elektron yogunlugu metilen komsu protonun 3.44

ppm’den 3.99 ppm’e kaymasina sebep olmustur.
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Sekil 4.12 : 2-Azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-B-D-glukopiranozid (AcGlucN3)
bilesigine ait *H NMR spektrumu (CDCls).
FTIR analizinde elde edilen verilere gore B-GIuAc ve AcGlucNs bilesiklerine ait FTIR
spektrumu Sekil 4.13’de gosterilmektedir. AcGlucNs bilesigine ait egride B-GIuAc
bilesigine ait egriden farkli olarak -N3 grubuna ait 2104 cm™’deki bandin yapiya dahil

olmasi bilesigin basarili bir sekilde sentezlendigini belirtmektedir.

Gegirgenlik (%)

— }-GlucAc
AcGlucN;

1 T T 1 T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Sekil 4.13 : 2-Azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-B-D-glukopiranozid (AcGlucN3)
bilesigine ait FTIR spektrumu.

4.2.4. 2-Azidoetil-O-g-D-glukopiranozid (GlucNs) sentezi
AcGlucNz’iin seker tinitelerinde bulunan asetil koruma gruplarinin kaldirilmasi bazik

ortamda hidroliz reaksiyonu ile gerceklestirildi. Koruma gruplarmin kaldirilmasi
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NaOCHs (metanol icinde agirlikca %25) varliginda susuz metanol icinde oda
sicakliginda 3 saat karistirilarak gergeklestirildi (Sekil 4.14). 0,66 g bilesik elde

edilmistir.

OJ\ OH
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Sekil 4.14 : 2-Azidoetil-O-p-D-glukopiranozid (GlucNs) sentezi.

1.98- 2.06 ppm araliginda ¢ikan asetil grubuna ait singlet piklerinin yok olmasi hidroliz
reaksiyonun gergeklestigini gostermektedir (Sekil 4.15). Asetil koruma gruplarinin
kaldirilmasi glikoblok kopolimer yapisina katilacak 2-azidoetil-O-fB-D-glukopiranozid

(GlucNg) bilesiginin, polimer iskelesinin temel islemleri agisindan gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.15 : A) 2-Azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-p-D-glukopiranozid (AcGlucNz) ve
B) hidroliz sonras1 2-Azidoetil-O-p-D-glukopiranozid (GlucNs) bilesigine ait 1H
NMR spektrumu (A: CDCls, B: CD30D).
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4.2.5. (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-TSC(iprFru-TSC) sentezi

Onceden sentezlenen izopropiliden Fruktoz’un (iprFru) p-toluensiilfonil kloriir ile
piridin varhiginda gergeklestirilen reaksiyon sonucunda (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-
B3-D-fruktopiranoz-TSC (iprFru-TSC) bilesigi sentezlendi (Sekil 4.16).

HO
Ari)g:f Q.Cl Piridin, DKM Oﬁs¢0
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Sekil 4.16 : (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-TSC (iprFru-TSC)
sentezi.

Uriin DKM-dH,0 ile ve doymus NaCl ii¢c kez ekstrakte edildi ardindan 1:4 etil
asetat:heksan kolon kromatografisiyle saflastirildi. Beyaz kati triin (1,4 g) %88
verimle elde edildi. Elde edilen iprFru-TSC monomeri *H NMR spektroskopisi (Sekil
4.17) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.17’da iprFru-TSC monomerine ait
protonlar gosterilmektedir. 'H NMR spektrumuna gore yapiya katilan tosil grubuna ait
fenil protonlar1 7.35 ve 7.79 ppm’de dublet pik, metil grubuna ait protonlar ise 2.45
ppm’de singlet pik olarak géziikmektedir.
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Sekil 4.17 : (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-TSC bilesigine ait *H
NMR spektrumu (CDCls).

4.2.6. (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-Ns (iprFruc-Ns) sentezi

Sentezlenen iprFru-TSC’nin sodium azit ile reaksiyonu sonucunda (2,3:4,5-Di-O-
izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-Ns (iprFruc-Ns) sentezlendi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 : (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-Ns (iprFruc-Ns) sentezi.

Ham tiriin DKM-dH20 ile ti¢ kez ekstrakte edildi. Daha sonra 1:3 etil asetat-heksan
kromatografisi ile iiriin saflastirildi. Beyaz kat1 olarak (0,88 g) %72 verimle iprFruc-
N3 elde edildi. Sentezlenen iiriin 'H NMR spektroskopisi (Sekil 4.19) ve FTIR (Sekil
4.20) kullanilarak karakterize edildi. Sekil 4.18.’de iprFruc-Nsbilesigine ait protonlar
gosterilmistir.  Yapidan ayrilan tosil grubuna ait 7.35 ve 7.79 ppm’de ¢ikan

protonlarinin spektrumda goriilmemesi reaksiyonun gergeklestigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.19 : (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-Ns bilesigine ait *H
NMR spektrumu (CDClz).
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iprFruc-N3 FTIR analizi ile *H NMR spektrumu sonucu dogrulanmistir. 2104 cm™
dalga sayili bandin iprFruc-Ns’e ait FTIR spektrumunda goriilmesi azit grubunun (-
N3) eklendigini gostermektedir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 : (2,3:4,5-Di-O-izopropiliden)-B-D-fruktopiranoz-Ns bilesigine ait FTIR
spektrumu.
4.2.7. (3-(3-((2-azidoetil)amino)-3-oksopropil)-2,8,12,17-tetrametil-13,18-
divinilporfirin-7-il)propanoik asit (Pp1X-Ns) sentezi

(3-(3-((2-azidoetil)amino)-3-oksopropil)-2,8,12,17-tetrametil-13,18-divinilporfirin-7-

il)propanoik asit (PpIX-Ns), PplX ve azidoetilaminin esterlesme reaksiyonu
sonucunda elde edildi. (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 : (3-(3-((2-azidoetil)amino)-3-oksopropil)-2,8,12,17-tetrametil-13,18-
divinilporfirin-7-il)propanoik asit sentezi.
Vakum altinda konsantre edilen lacivert renkli iirtin (0,180 g) %79 verimle elde
edilerek 'H NMR spektroskopisi ile karakterize edildi (Sekil 4.22). 'H NMR
spektrumunda azit grubuna bagli metilen protonlart 3.02 ppm’de triplet pik olarak

cikmustir.
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Sekil 4.22 : (3-(3-((2-azidoetil) amino)-3-oksopropil)-2,8,12,17-tetrametil-13,18-
divinilporfirin-7-il) propanoik asit bilesigine ait *H NMR spektrumu (DMSO-d6).

'H NMR spektrumu sonucunu desteklemek igin PpIX ve elde edilen iiriin FTIR
spekstroskopisi ile analiz edildi (Sekil 4.23). FTIR spektrumuna bakildiginda 2092 cm
! dalga sayil1 bant -N3 grubunun bilesige katildigin1 gdstermektedir.
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Sekil 4.23 : PpIX ve PpIX-N3 ‘e ait FTIR spektrumlari.
4.2.8. 3-(Trimetilsilil) prop-2-in-1-il Metakrilat (TMSpMA) sentezi

Monomer TMSpMA; 3-(trimetilsilil) 1-propanol, trietilamin ve metakriloil kloriir
varliginda (13,5 g) %88 verimlilikle sentezlendi (Sekil 4.24).

46



0 O

P TEA
7

72 saat %i

Sekil 4.24 : 3-(Trimetilsilil)prop-2-in-1-il Metakrilat (TMSpMA) sentezi.
'H NMR spektroskopisi ile elde edilen monomer TMSpMA karakterize edildi (Sekil
4.25). 'TH NMR spektrumunda, metakrilat grubuna ait -CH;=C(CHs)- protonlarinin
5.62 ve 6.18 ppm’de, metakrilat grubuna ait —CHzs protonlarinin 1.97 ppm’de ve -
Si(CH3)3 grubuna ait protonlarinin 0.18 ppm’de gériilmesi TMSpMA monomerinin

sentezlendigini gostermektedir.
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Sekil 4.25 : 3-(Trimetilsilil)prop-2-in-1-il Metakrilat (TMSpMA) monomerine ait *H
NMR spektrumu (CDCls).

Sekil 4.26’de verilen 3C NMR spektrumuna gére TMSpMA monomerine ait tiim

karbon atomlarinin pikleri sentezlenen bilesigin yapisim dogrulamaktadir. 3C NMR

spektrumunda, metakrilat grubuna ait -CH>=C(CHz)- karbonlariin sirasiyla 18.19,

126.28, 135.63 ppm’de ve -Si(CH3)z grubunun metil karbonlarmin 0.40 ppm’de

goriilmesi TMSpMA monomerinin sentezlendigini gostermektedir.

47



-~ o
h -~ Il A =
h @
g-=4
—
~
r~
h
b o
d ¢ =] f ¢ a ;
- o o 4 -~ = 1
-+ e e = @® - |
3 v o S ® ) ® |
v o [ ! -
| | [
e L 1

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
Kimyasal Kayma (ppm)

Sekil 4.26 : 3-(Trimetilsilil)prop-2-in-1-il Metakrilat (TMSpMA) monomerine ait
13C NMR spektrumu (CDCls).

4.3. RAFT Polimerizasyon Yontemiyle Polimer Sentezi
Misel formiilasyonlarinda kullanilacak glikopolimer bazli polimerlerin  6ncii
polimerleri olan P(TMSpMA) homopolimeri ve P(TMSpMA-b-nBA) diblok

kopolimeri RAFT polimerizasyon yontemi ile sentezlendi.

4.3.1. Poli(Trimetilsilil-Korumalh  Propargil = Metakrilat) P(TMSpMA)
homoplok polimer sentezi

P(TMSpMA) homopolimeri i¢in [TMSpMA]:[CBADB]:[AIBN]=[60]:[1]:[0,125]
polimerizasyon orani kullanildi. Polimerizasyon 70 °C’de gerceklestirildi (Sekil 4.27).
Ham polimer THF’te ¢oziiliip soguk hekzana c¢oktiiriilerek reaksiyona girmemis

monomerden uzaklagtirildi.
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Sekil 4.27 : P(TMSpMA) homoblok polimer sentezi.

Monomer doniisiimiiniin belirlemesinde RAFT ajanina ait 8.03 ve 7.86 ppm’de ¢ikan

fenil grubu protonlarinin polimer zincirinde 4.60 ppm'de ¢ikan —OCH2 pikine
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integrasyonundan hesaplandi (Sekil 4.28) 'H NMR’dan %52'lik TMSpMA monomer

doniistimii bulunmustur.
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Sekil 4.28 : P(TMSpMA) homoblok polimerine ait *H NMR spektrumu (CDCls).

TMSpMA monomerinden sentezlenen homoblok polimere ait GPC sonucuna gore
polimerin My degeri 6,01 kDa, Mw/Mn degeri 1,36 olarak belirlenmistir (Sekil 4.32),
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1 : Polimerizasyon kosullar1 ve polimerlerin karakterizasyonu

Polimer [M]:[RAFT]:[B] Siire Dén? Mnnvr Mncpc®

(sa) (%) (kDa) M, Mw/M,
P(TMSpMA) [60]:[1]:[0,125] . 5 59 636 601 1,36
P(TMSpMA-b-nBA) [90]:[1]:[0,150] 10 43 176 285 1,36
P(PMA-b-nBA) - 4 >99 154 17,9 1,38

2 Polimerizasyon doniisiimii gravimetrik analizle belirlendi.
® Molekiiler agirlik (M) (kDa) ve polidispersitise indeksi (Mw/Ms) THF GPC ile belirlendi.

4.3.2. Poli(Trimetilsilil-korumah propargil metakrilat)-blok-poli(n-biitil
akrilat) P(TMSpMA-b-nBA) sentezi

P(TMSpMA-b-nBA) diblok kopolimeri P(TMSpMA) homoblok polimerinin zincir
uzatma reaksiyonu ile sentezlendi. Polimerizasyon oram1 olarak [n-
BA]:[P(TMSpMA)]:[AIBN]=[90]:[1]:[0,150] kullanildi. Polimerizasyon 70 °C’de 10
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saat boyunca gerceklestirildi. Bu siirenin sonunda polimerizasyon karisimi THF’te

¢oziiliip soguk hekzana ¢oktiiriilerek saflagtirildi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.29 : P(TMSpMA-b-nBA) diblok kopolimer sentezi.

Elde edilen P(TMSpMA-b-BA) diblok polimeri *H NMR spektroskopisi (Sekil 4.30)
ve GPC (Sekil 4.33) ile karakterize edildi. Sekil Sekil 4.30°da P(TMSpMA-b-BA)
diblok polimerine ait protonlar gosterilmektedir. nBA’nin 4.03 ppm’de ¢ikan
karbonile komsu -OCH: protonlarinin integrasyonundan yapilan hesaplamaya gore
polimer yapisina katilan n-biitil akrilat tinitesi sayis1 88 olarak belirlenmistir. %97'lik
NBA déniisiimii *H NMR’dan hesaplanmistir. 'H NMR sonucuna gore diblok
polimerin sahip oldugu molekiiler agirlik 17,6 kDa olarak hesaplamistir. GPC
sonucuna gore polimere Mn degeri 28,5 kDa, PDI degeri 1,36 olarak bulunmustur
(Tablo 4.1).
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Sekil 4.30 : P(TMSpMA-b-nBA) diblok kopolimer polimerine ait 'H NMR
spektrumu (CDCls).

4.3.3. Poli(Propargil metakrilat)-blok-(n-biitil akrilat) (P(PMA-b-nBA)) sentezi

P(TMSpMA-b-BA) polimerindeki trimetilsilil koruma gruplar1 TBAF hidrolizi ile
yapidan uzaklastirilmistir (Sekil 4.31). Hidrolizi sonucu elde edilen iiriin *H NMR
spektroskopisi ve GPC ile karakterize edildi.
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Sekil 4.31 : P(PMA-b-nBA) sentezi.

'H NMR spektrumuna gore diblok polimerin TMSpMA iinitelerine sillil
protonlarindan gelen 0.19 ppm’deki pikin spektrumda olmamasi hidroliz reaksiyonun

etkinligini gostermektedir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32 : A) P(TMSpMA-b-nBA) diblok kopolimer ve B) P(PMA-b-nBA) diblok
polimerine ait *H NMR spektrumu (CDCls).

GPC sonucuna gore (Sekil 4.33) hidroliz sonrasi diblok kopolimerin My degeri 15,4
kDa ve PDI degeri 1,38 olarak bulunmustur (Tablo 4.1).
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Sekil 4.33 : P(TMSpMA), P(TMSpMA-b-nBA) ve P(PMA-b-nBA) polimerlerine ait
GPC sonuglari.

4.3.4. Glikopolimerlerin hazirlanmasi

P(pMA-b-BA), PpIX-N3, glukoz azit, PMDETA ve CuBr kullanilarak donma-vakum-
¢ozme dongiisii kullanildi ve click reaksiyonu gergeklestirildi (Sekil 4.34). Reaksiyon
sonucunda elde edilen {iriin, soguk metanol i¢inde ¢oktiiriiliip ardindan nétr aliimina
ile doldurulmus kolondan siiziilerek saflastirildi. Uriin *H NMR spektroskopisi ile

karakterize edildi.
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Sekil 4.34 : Glikopolimerlerin click reaksiyonu ile sentezi.

Spektruma gore triazol halkasina ait 8.15 ve 8.20 ppmde c¢ikan pikler click
reaksiyonunun gergeklestigini gostermektedir. Ayrica 6.72 ve 7.26 ppm ile 4.20-5.30
ppm arasinda ¢ikan protonlar sirasiyla protoporfirin ve seker monomerlerinin her

ikisinin de diblok yapisina katildigini1 gostermektedir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35 : Glikopolimere ait *H NMR spektrumu (CDCls).

4.4. Misellerin Sentezi

Iag yiiklii ve yiiksiiz glikopolimer bazli misellerin sentezinde nanogoktiirme yéntemi
kullanild1 (Sekil 4.36). Sadece FDT ozellikli glikopolimerik miseller GM olarak,
kemo-FDT o6zellikli glikopolimerik miseller GM-PTX olarak isimlendirildi.

Sekil 4.36 : Glikopolimerik misellerin sentezi.

4.4.1. Sentezlenen misellerin karakterizasyonu

GM ve GM-PTX misellerinin boyutlari, zeta potansiyelleri ve morfolojilerinin
incelenmesi dinamik 1s1k sa¢ilimi1 (DLS) analizi ve gecirimli elektron mikroskopisi
(TEM) analizi ile gergeklestirildi (Sekil 4.37). Sudaki miselllerin boyut ve zeta
potansiyelleri Zetasizer DLS 6l¢iim cihaziyla analiz edildi (Tablo 4.2). ilag yiiklii ve
yiiksiiz olarak sentezlenen her iki misel yapisinin boyutu 30 nmden kii¢iik oldugu
bulundu. Zeta potansiyel degerlerinin ~-20 dolayinda olmasi1 misellerin yiizeyinin

seker gruplari ile kapli oldugunu kanitlamaktadir. Negatif yiik glikopolimerdeki seker
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tinitelerinin tagidigr hidroksil grubundan kaynaklanmaktadir. EPR etkisinden

yararlanabilmek i¢in hazirlanan misellerin boyutu uygun araliktadir.
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Sekil 4.37 : A) GM ve GM-PTX misellerinin DLS analizi ile tespit edilen boyutlar1
ve B) TEM analiz goriintiisii.

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

Tablo 4.2 : Misellere ait DLS analiz verileri

Ornek Zeta PDI Boyut
Potansiyeli (d.nm)
(mV)
GM -18,9 £ 0,58 0,748 19,80 £ 2,70
GM-PTX -21,0£0,78 0,362 27,02 £ 3,51

HPLC analizi kullanilarak ilag¢ yiikleme kapasitesi (DL) ve enkapsiilasyon etkinligi
(EE) belirlendi. Numunelerin PTX ig¢in 227 nm'de absorpsiyonu belirlendi ve
olusturulan kalibrasyon egrilerine gore hesaplama yapildi. Ilag yiikleme kapasitesi

(DL) %5.5, enkapsiilasyon etkinligi (EE) %29.6 olarak belirlendi (Sekil 4.38).

PTX yiiklii miseller 3.5 kDa’lik diyaliz membrani igerisine konularak iki farkli pH
degerinde (pH 5,5 ve pH 7,4 PBS) salim profilleri incelendi. PBS tampon
cozeltilerinde 37 °C’de inkiibasyonu gerceklestirilen misellerden belirlenen stirelerde
ornekler alinarak HPLC’de olgtimleri yapildi. Kiimiilatif olarak birlestirilen sonuglar
dogrultusunda ilag salim grafigi elde edildi (Sekil 4.38). Ilk 10 saat igerisinde hizl1 bir
sekilde gerceklesen salimin 24. saat sonunda pH: 7,4’te %62, pH: 5,5’de ise %85

oranina ulastig1 belirlendi (Sekil 4.38.) Asidik ortamda PTX daha fazla salinmistir
[90].
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Sekil 4.38 : A) HPLC’de azalan }(onsantrasyonlarda hazirlanan PTX i¢in olusturulan
kalibrasyon egrisi ve B) Ilag yiikli miselin (GM-PTX) 37 °C’de PBS
soliisyonlarinda (pH=7,4, pH=5,5) in vitro PTX salim grafigi.

UV-Vis spektroskopisi kullanilarak glikopolimer bazli misellerde bulunan PplIX
miktar1 daha 6nceden olusturulan egrisi ile belirlenmistir. PpIX 405 nm’de maksimum
absorbans verirken miselde bulunan PpIX 392 nm’de maksimum absorbans vermistir
[91]. Bunun sebebi misel olusturulurken kullanilan DMSO’dan kaynaklanmaktadir.
Kalibrasyon egrisine gore GM’de bulunan PpIX miktar1 0,0019 mg/mL iken, GM-
PTX’de bulunan PpIX miktar: ise 0,0028 mg/mL olarak hesaplanmaktadir (Sekil

4.38).
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Sekil 4.39 : A) UV-Vis spektrofotometrisinde PpIX’nin azalan konsantrasyonlari
kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi B) PpIX’nin azalan konsantrasyonlarinin
UV-Vis spektroskopisi 6lgtimleri ve C) GM, GM-PTX misellerine yiiklenen
PpIX’nin UV-Vis spektroskopisi dlgiimleri.

Kritik misel konsantrasyonunun hesaplanabilmesi igin paklitaksel igeren
glikopolimerik miselin azalan farkli konsantrasyonlari kullanildi. DLS cihazinda
yapilan Ol¢iimle konsantrasyona karsi intensite degerleri kullanilarak Kritik misel
konsantrasyonu 0,4 mg/mL olarak belirlendi (Sekil 4.38). Kritik misel degeri igin
miselde yiizey aktif madde {izerinde degisiklikler yapilarak kritik misel
konsantrasyonun optimum noktaya getirilmesi ileride yapilacak calismalar igin

amaglanmaktadir [91].
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Sekil 4.40: GM-PTX miseline ait kritik misel konsantrasyonu.

4.5. Karanhk/Aydmhk Sitotoksisite Testi

Hiicreleri 24 saat boyunca serbest PTX, serbest PpIX (misellerin igcerdigi miktara denk
olarak 1,9 pg/mL), GM ve GM-PTX olmak iizere 4 Ornek hiicrelere 9 farkli
konsantrasyonda uygulandi. Aydinlik ve karanlik deneylerinin yapilabilmesi i¢in PpIX
igeren Ornekler igin ayr1 plakalar hazirlanarak 34 dk boyunca 700 nm NIR 1s18a maruz
birakildi. Daha sonra MTT analizi kullanarak hiicre canliligini belirlendi. Orneklere
ait ICsp degerleri Tablo 4.3 te goriilmektedir. PpIX iceren drneklere bakildiginda FDT
uygulamasinin 1Csg degerlerini ~2 kat diisiirdiigii goriilmektedir. Kombinasyonel
terapide kullanilan ilag yiikliit GM-PTX glikopolimerik miseli serbest PpIX’e kiyasla
CCD-1079Sk ~2 kat, A-549 akciger kanser hatti hiicrelerinde ise ~10 kat daha etkin
oldugu goriilmektedir. Bu durum glikopolimer bazli misellerin kanser hiicrelerindeki

etkin hiicre i¢i alimindan kaynaklanmaktadir [37].
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Tablo 4.3 : ICso(ug/mL) degerleri.

1C-50 (ug/mL)

Ornek CCD-1079Sk A-549
Karanhk Aydinhk Karanhk Aydinhk
PpIX 1,758+0,005 0,862+0,004 1,557+0,003 0,976+0,004

GM 1,476+0,004 0,743+0,005 1,604+0,0039 0,065+0,007
GM-PTX 0,792+0,005 0,489+0,008 1,945+0,004 0,098+0,006

(ENEYENVI I (6,339+0,008) WERREZEIXIZAE (1,281+0,006)
PTX 21,3+0,005 13,736+0,007

9 farkli konsantrasyonda serbest PplX uygulanan hiicrelerde canliligin %68’ den biiyiik
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.40). FDT’de kullanilan glikopolimer bazli misel formdaki
ornekler hiicre i¢i alimdan kaynakli olarak daha fazla etkinlik gostermistir. Kemo-FDT
kombinasyonel terapisine bagli olarak GM-PTX’in uygulandig1 aydinlik 6rneklerinde

sinerjik etki goriilmektedir.

A . . PpIX karanhk B Il PpIX karanhk
CCD-10798k | - P
PpIX aydmhk A-549 PpIX aydinhk
GM karanhk GM karanhk
100 T GM aydinhk 1004 GM aydinhk
[ T GM-PTX karanlk GM-PTX karanlik
— GM-PTX aydinhk - T _ GM-PTX aydmhk
§ 801 § 804 ]
= 604 = 60
= =
~ o
e 2
2 404 2 404
= =
201 204
0 0

0.74 1.04 1.34 1.64 1.94 2.24 2.54 2.84 3.14 0.74 1.04 1.34 1.64 1.94 2.24 2.54 2.84 3.14
log PpIX konsantrasyonu (ng/mL) log PpIX konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4.41 : PpIX konsantrasyonuna goére A) CCD-1079Sk ve B) A-549 hiicreleri
karanlik-aydinlik MTT analizi.

PTX konsantrasyonuna gore glikopolimerik yapili ilag yiikli miseller serbest PTX’e
kiyasla hiicreler iizerinde daha sitotoksik etki gostermistir (Sekil 4.41). Saglikli
fibroblast hiicre hatt1 CCD-1079Sk hiicrelerine kiyasla PTX yiiklii glikopolimerler A-
549 akciger kanseri hiicrelerinde daha etkilidir. Fotodinamik terapide ROS kaynakli
1518a maruz kalan ilag yiiklii misel yapilar1 kanser hiicrelerinde. ~19,8 kat 1Cso degerini
diisiirmektedir. Bu yiizden aydinlik ortam Ozellikle GM-PTX misel yapisinin GM ve
serbest PTX’e gore kanser hiicrelerini biiyiik oranda dldiirmesi kemo ve FDT nin bir

etki yaptigini gostermektedir.
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Sekil 4.42: PTX konsantrasyonuna gore A) CCD-1079Sk ve B) A-549 hiicreleri
karanlik-aydinlik MTT analizi.
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5. SONUCLAR

FDT-Kemo kombinasyonel terapisi i¢in amaglanan glikopolimerik misel yapilart
basarili bir sekilde sentezlenmistir. Oncelikle polimerizasyonda kullanilacak RAFT
ajan1 %91 verimlilikle sentezlenerek *H NMR ve 3C NMR ile karakterize edilmistir.
Daha sonra polimerin modifikasyonunda kullanilmak tizere Gluc-Ns, iprFruc-Ns ve
PplIX-N3 basaril1 bir sekilde sentezlenerek *H NMR ve FTIR ile karakterize edilmistir.
Ayrica polimer blogunu olusturacak TMSpMA monomeri de %88 verimlilikle
sentezlenmis, *H NMR ve *C NMR Karakterize edilmistir. RAFT polimerizasyon
yontemiyle hazirlanan diblok polimerin agirligt GPC’den 17,900 g/mol bulunmustur.
Sonrasinda GlucN3z, PpIX-N3 bilesiklerinin P(pMA-b-BA) polimer zincirine
kazandirilmasi azit-alkin halka katilma click reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. Elde
edilen glikopolimerler ile nanogoktiirme yontemi kullanilarak ilag yiikli (GM-PTX)
ve ytiksiiz (GM) glikopolimerik miseller sentezlenmistir. Sentezlenen glikopolimerik

miseller DLS, TEM, UV-Vis ve HPLC ile karakterize edilmistir.

Ilag yiiklii ve yiiksiiz olarak sentezlenen her iki misel yapisinin da boyutu 30 nm’den
kiiciik, zeta potansiyel degerleri misellerin yiizeyinde bulunan seker gruplarindan
kaynakli ~-20 dolaylarindadir. Elde ettigimiz sonuglar EPR etkisinden
yararlanabilmek i¢in hazirlanan misellerin  boyutunun uygun oldugunu
gostermektedir. Sadece FDT ozellikli (GM) ve kemo-FDT ozellikli glikopolimerik
misellerin (GM-PTX), A549 akciger kanseri hiicre hatti1 ve CCD-1079Sk saglikli
fibroblast hiicre hatt1 lizerindeki karanlik-aydinlik sitotoksik etkileri incelenmis ve
¢ikan sonuglar kombinasyonel terapi i¢in tasarladigimiz tasiyict sistemin ROS ve
kemoterapi etkisiyle kanser hiicrelerini apopotoza yonlendiren potansiyel bir pasif
hedefli ilag tasiyici sistem oldugunu gostermektedir. Calismada sentezledigimiz
iprFruc-Ns kullanilarak yeni misel yapilarinin olusturulmasi ileri ¢alismalar olarak

belirlenmistir.
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