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ONSOZ
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BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢aligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine
bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir
davranigimin olmadigin1 beyan ederim.
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GLIKOPOLIMER BAZLI TERANOSTIK NANOSISTEMLERIN MEME
KANSERINDEKIi ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

OZET

Tan1 ve tedavi Ozelliklerini bir arada sunan teranostik nanopartikiiller (TNP'ler),
kisisellestirilmis tip alaninda biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bu calismada, meme
kanserini hedefleyen ve sinerjistik ii¢lii tedavi yaklasimi sunan iki yenilik¢i nanoprop
gelistirildi. 1k olarak, sodyum itriyum floriir (NaYF4) ¢ekirdegi {izerine iterbiyum ve
erbiyum (Yb*, Er**) katkili upconversion nanopartikiiller sentezlendi. Bu
nanopartikiiller, biyouyumlu ve biyobozunur 6zelliklere sahip doksorubisin (Dox)
yiiklii tetrablok kopolimer (P-Dox) ile kaplanarak UCNP@P-Dox adi verilen
teranostik nanoprob olusturuldu. Ardindan, yapiya fototermal terapi ozelligi
kazandirmak i¢in FesO4 nanopartikiilleri ile modifiye edilerek UCNP@MP-Dox adli,
tclii tedavi yapabilen bir nanoprob gelistirildi. Son olarak, UCNP@P-Dox ve
UCNP@MP-Dox nanoproblari, anti-apoptotik Bcl-2 proteininin asir1 ekspresyonunu
diizenlemek amactyla anti-Bcl-2 siRNA ile yiiklendi. Boylece, UCNP@P-Dox/siRNA
ve UCNP@MP-Dox/siRNA teranostik nanoproblart elde edildi. Bu teranostik
nanoproblarda, tiimdr dokusunun asidik mikrogevresinde polimer ile Dox arasindaki
asit duyarli imin bag1 sayesinde Dox saliminin 6nemli 6lgiide arttig1 gozlendi. Ayrica,
UCNP@MP-Dox/siRNA nanoprobu 980 nm yakin kizilotesi 1s1tk (NIR) ile
uyarildiginda, artan sicaklikla birlikte Dox saliminin daha da arttig1 tespit edildi.
Dahasi, FesOs igerigi sayesinde UCNP@MP-Dox/siRNA nanoprobu, UCNP'nin
sagladigi upconversion liiminesans goriintiileme (UCL) 6zelligine ek olarak manyetik
rezonans goriintiileme (MRI) imkani1 da sunmaktadir. Uglii tedavi icin tasarlanan
UCNP@MP-Dox/siRNA nanoprobu, 6n degerlendirmeler sonucunda etkileyici bir
fototermal etkinlik ve iyi bir MRI kontrast 6zelligi gostermektedir. Bunun yani sira,
ikili tedavi i¢in gelistirilen UCNP@P-Dox/siRNA nanoprobu, in vitro ve in vivo
calismalarda antitimor etkinligi onemli Olgiide artirmaktadir. Tiimor olusturulan
farelerde yapilan in vivo deneylerde, nanoproplarin timor boélgesinde biriktigi ve
kombinasyon tedavisinin yalnizca Dox ve siRNA tedavilerine gore daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Bu calismada, teranostik nanoproblarin glikopeptit polimer araciligiyla
tiimor hedefleme yetenegi sergiledigi ve kemoterapi ile gen tedavisinin sinerjik etkisi
sayesinde giiclii bir tedavi stratejisi sundugu ortaya konulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser tedavisi, fototermal terapi, gen tedavisi, glikopeptid
polimerler, upconversion nanopartikiiller, teranostik nanoproblar.
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INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF GLYCOPOLYMER
BASED THERANOSTIC NANOSYSTEM IN BREAST CANCER

SUMMARY

Theranostic nanoparticles (TNPs), which combine diagnostic and therapeutic
capabilities, hold significant potential in the field of personalized medicine. In this
study, two innovative nanoprobes were developed to target breast cancer and offer a
synergistic triple-therapy approach. First, ytterbium and erbium (Yb®*", Er®*)-doped
upconversion nanoparticles were synthesized on a sodium yttrium fluoride (NaYFa)
core. These nanoparticles were coated with a biocompatible and biodegradable
tetrablock copolymer loaded with doxorubicin (Dox), forming a theranostic nanoprobe
termed UCNP@P-Dox. Subsequently, FezO4 nanoparticles were incorporated into the
structure to confer photothermal therapy capabilities, resulting in a triple-therapy-
enabled nanoprobe named UCNP@MP-Dox. Finally, both UCNP@P-Dox and
UCNP@MP-Dox nanoprobes were loaded with anti-Bcl-2 siRNA to regulate the
overexpression of the anti-apoptotic Bcl-2 protein, producing theranostic nanoprobes
designated as UCNP@P-Dox/siRNA and UCNP@MP-Dox/siRNA. In these
theranostic nanoprobes, the acid-sensitive imine bond between the polymer and Dox
facilitated a significantly enhanced release of Dox in the acidic tumor
microenvironment. Furthermore, when the UCNP@MP-Dox/siRNA nanoprobe was
irradiated with 980 nm near-infrared (NIR) light, the increased temperature further
accelerated Dox release. Additionally, due to the inclusion of FezO4, the UCNP@MP-
Dox/siRNA nanoprobe offered magnetic resonance imaging (MRI) capabilities in
addition to the upconversion luminescence imaging (UCL) provided by UCNPs.
Designed for triple therapy, the UCNP@MP-Dox/siRNA nanoprobe demonstrated
impressive photothermal efficacy and excellent MRI contrast in preliminary
evaluations. Meanwhile, the UCNP@P-Dox/siRNA nanoprobe, developed for dual
therapy, significantly enhanced antitumor efficacy in both in vitro and in vivo studies.
In vivo experiments conducted on tumor-bearing mice revealed that the nanoprobes
accumulated in the tumor region, and the combination therapy was more effective than
Dox or siRNA treatments alone. This study highlights the tumor-targeting capability
of theranostic nanoprobes mediated by glycopeptide polymers and demonstrates their
potential as a robust therapeutic strategy through the synergistic effects of
chemotherapy and gene therapy.

Keywords: Cancer therapy, photothermal therapy, gene therapy, glycopeptide
polymers, upconversion nanoparticles, theranostic nanoprobes.
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1. GIRIS

Diinya ¢apinda kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiri meme kanseridir ve daha
da onemlisi, yalnizca 2020 yilinda 2,3 milyondan fazla yeni meme kanseri vakasi
teshis edilmis ve 685.000'den fazla 6liim meydana gelmistir [1]. Hizla biiyiiyen bir
tehdit haline gelen meme kanseri giiniimiizde, kemoterapi, immiinoterapi, radyoterapi
ve cerrahi miidahaleler gibi geleneksel tedavi yontemleri kullanilarak tedavi
edilmektedir. Paklitaksel (PTX) ve doksorubisin (Dox) gibi kemoterapétik ilaglar,
erken evre meme kanserinin tedavisinde cerrahi prosediirlerle  birlikte
kullanilmaktadir. Ancak kemoterapotiklerin saglikli dokulara zarar vermesi gibi
istenmeyen etkileri, kalic1 kalp hasar1 ve sinir hasar1 gibi ciddi yan etkileri, tedaviye
direngli ve metastaz yapmis meme kanseri vakalarinda geleneksel tedavi
yontemlerinin etkisiz kalmasi nedeniyle son yillarda yeni hedeflenebilir ilaglar ve ilag

tastyict nanoplatformlar: arastirilmaya baglanmistir.

Kanser tanisinda siklikla X-15m1  bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans
goriintileme (MRG), ultrason ve pozitron emisyon tomografisi (PET) gibi
goriintiileme yontemleri kullanilmaktadir. Her teknolojinin benzersiz avantajlarinin
yaninda uygulama yoniinden sinirlamalart da bulunmaktadir. Farkli goriintiileme
teknolojilerinin kombinasyonlariyla birden ¢ok kaynaktan toplanan bilgiler, 6zellikle
patofizyolojik siireclerin anlasilmasinda, sonug olarak daha dogru tan1 ve yeni tedavi
yaklagimlarinin tasarimlarina imkan saglamaktadir. Bu ozellikler ikili veya ¢ok
fonksiyonlu biyomedikal gdriintiileme problarinin gelismesine yol agmistir, 6zellikle
bir arada kullanilmasi en uygun yontemler arasinda floresans ve MRG teknikleri
verilebilir. Teshis ve tedavideki kisitlamalar sebebiyle, son yillarda hem tedavi hem
de teshis amaciyla kullanilan ve teranostik nanopartikiiller olarak adlandirilan
nanoplatformlar gelistirilmektedir. Bu nanoplatformlar multimodal goriintiilemede

kontrast madde olarak kullanilmak tizere gelistirilebilmektedirler. Teranostik
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nanopartikiiller sayesinde tiimor hiicresine spesifik hedefleme ile kisiye 6zel tedavi
imkani elde edilirken, es zamanli olarak hedeflenen tedavi etkinliginin izlenmesi ve
ilag tastyict sistemin lokasyonu hakkinda bilgi saglanmasi da miimkiin olmaktadir.
Teranostik nanopartikiiller primer tiimorlerin ve metastazlarin erken teshis ve
tedavisine olanak saglar [2]. Teranostik nanopartikiiller, upconversion nanopartikiiller
(UCNP), manyetik nanopartikiiller [3], kuantum dotlar, altin nanopartikiiller (AuNP),
silika nanopartikiiller ve karbon nanotiipler (CNT) ile birlikte hedeflenebilir ilag

dagitim sistemleri kullanilarak formiile edilebilir.

Upconversion nanopartikiiller son zamanlarda, ilgi ¢ekici optik ve kimyasal 6zellikleri
sayesinde goriintiileme, teshis, optik goriintiileme kilavuzlu ilag dagitimi ve tedavideki
uygulamalar1 nedeniyle biyotip alaninda biiyiik ilgi toplamistir. Ozellikle diisiik
toksisiteleri, sentez ve modifikasyon kolayliligi, farkli biiytikliiklerde sentezlenebilme
ve cesitli goriintiileme teknolojileri ile birlestirilebilme potansiyellerinden dolay1
UCNP’ler teranostik uygulamalarda 6n plana ¢ikmaktadir. Lantanit grubu toprak
elementlerinden elde edilen inorganik nanopartikiiller olan UCNP'ler, diisiik enerjili
yakin kizilotesi (NIR) 15181 emer ve UV'den goriiniir aralifa kadar yiliksek enerjili
fotonlar yayar. UCNP’ler terap6tik uygulamalarinin yani sira algilama ve tespit etme
[4-6], kimyasal reaksiyonlara aracilik etme [7,8], optogenetik stimiilasyon [9] ve

sifreleme ve sifre ¢ozme [10] alanlarinda da arastirma konusudur.

Kemoterapinin yant sira UCNP’ler ayni zamanda fotodinamik terapi (FDT) ve
fototermal terapi (FTT) gibi terap6tik uygulamalarla birlestirilebilmektedir.
Fototermal terapi, yakin kizilotesi (NIR) 15181 1siya doniistirmek icin 1518a
duyarlilastiricilarin kullanimini igermektedir ve normal dokulara zarar vermeden
tiimor hiicrelerinin etkili bir sekilde yok edilmesini saglamaktadir. FTT yaklagim1 son
derece secicidir ve minimal invazivdir, ¢linkii terap6tik etki fototermal ajanin tiimor
bolgesinde birikmesine ve yakin kizilotesi lazer ile odaklanmis 1sinlanmaya dayanir;
bu da tedavi hassasiyetini artirirken normal dokulara zarar1 en aza indirmektedir [11].
FTT i¢in amaglanan hipertermi sicaklik araligi 41,8 °C ila 45 °C arasindadir. Bu
sicaklik, Kanser hiicreleri iizerinde terapdtik bir etki yaratirken, komsu saglikli
dokulara minimum diizeyde zarar vermektedir. Ek olarak FTT, hem radyoterapinin
hem de kemoterapinin terapdtik etkinligini artirma potansiyeline sahiptir. Ancak 45
°C'yi asan sicakliklar, enzimatik ve mitokondriyal fonksiyonlar1 bozdugu i¢in kanser

hiicrelerinin yani sira normal hiicrelerde de nekroza neden olabilmektedir [12].



Bu ¢alismanin amaci, NIR/pH’a duyarli ilag salimini, GLUTS hedeflemeyi ve
MRI/fotoliiminesans ¢ift modlu goriintiileme kilavuzlu kemo-gen-fototermal kombine
terapisini gergeklestiren ¢ok islevli, benzersiz teranostik nanoproblar sentezlemek ve
bu nanoproblarin etkinligini hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarla gostermektir. Bu
amagla tetrablok kopolimerin yapisi, (i) UCNP ve Fe3Os nanopartikiillerini
biyouyumlu hale getiren ve GLUTS (fruktoz tastyici) araciligiyla meme kanseri
hiicrelerinin taninmasinda segicilik saglayan fruktoz birimlerini, (ii) FesO4
nanopartikiillerinin yilizeye baglanmasini miimkiin kilan dopamin birimlerini ve (iii)
doksorubisinin pH’a duyarli bir imin bag: ile yapiya baglanacagi furan-maleimid
birimlerini igermektedir. Ayrica tetrablok polimerin yapisindaki (iv) polilisin bloklari
sayesinde yapiya anti-Bcl-2 siRNA yiiklenerek kanser hiicrelerinde anti-apoptotik
diren¢ olusturan Bcl-2 proteininin seviyesi diizenlenmektedir. Bu ¢ok islevli
glikonanoproblar1 olusturmak igin UCNP’ler, P-Dox ile kaplanarak UCNP@P-Dox
nanoprobu elde edildi, FesOs (M) eklenmesiyle ise UCNP@MP-Dox nanoprobu
sentezlendi. Son olarak, her iki yap1 da siRNA ile yiiklenerek UCNP@P-Dox/siRNA
ve UCNP@MP-Dox/siRNA nanoproblari elde edildi. Bu tez kapsaminda, ¢ok islevli
glikonanoproblarin ~ sentezlenmesinin  ardindan, UCNP@MP-Dox/siRNA'nin
fototermal ve MRI kontrast ozellikleri incelenirken, Dox/siRNA'nin meme kanserine
kars1 sinerjik etkisini aragtirmak amaciyla, UCNP@P-Dox/siRNA nanoprobunun in

vitro ve in vivo preklinik ¢aligsmalar1 gergeklestirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser Biyolojisi; Tiimor Mikrogevresi, EPR Etkisi ve Apoptoz

Kanser diinya c¢apinda milyonlarca insani etkileyen karmasik ve ¢ok yonli bir
hastaliktir. Viicuttaki anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve yayilmasiyla
karakterizedir, bu durum tiimér olusumuna ve gevre dokularin istilasina yol agabilir.
Kanser hiicrelerinin temel 6zelliklerinden biri, hiicre biiylimesini ve boliinmesini
diizenleyen normal sinyal mekanizmalarindan kagabilme yetenekleridir [13]. Normal
hiicrelerde, hiicre boliinmesinin zamanlamasi ve frekansi, karmasik sinyal yollar
araciligiyla siki bir sekilde diizenlenir, bu da hiicrelerin kontrollii bir sekilde
cogalmasini saglar. Ancak kanser hiicreleri, bu sinyal yollarin1 diizenleyen genlerde
mutasyonlar gelistirir, bu da var olan hiicresel kontrol mekanizmalarini etkisiz hale
getirir ve hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde proliferasyonuna neden olur [14,15].
Kanser hiicreleri boliinmeye ve biiyiimeye devam ettik¢e yakindaki doku ve organlar
istila edebilir ve kan dolagim1 veya lenfatik sistem yoluyla viicudun diger bolgelerine
yayilabilir. Bu siirece metastaz denir ve viicudun diger bolgelerinde ikincil tlimorlerin
olusmasina yol agabilir [16]. Kanser hiicrelerinde en yaygin goriilen mutasyonlardan
biri, hiicre boliinmesini baskilayan timor baskilayict genlerde meydana gelir. Bu
genlerdeki mutasyonlar, normalde hiicre boliinmesini durduran mekanizmalarin devre
dis1 kalmasina neden olur, boylece hiicreler kontrolsiiz bir sekilde boliinmeye ve
cogalmaya baslar. DNA onarim siireglerinde gorevli, timor baskilayict BRCA1L ve
BRCA2 genlerindeki kalitsal mutasyonlar, meme ve yumurtalik kanseri olusma
riskiyle iligkilendirilirken [17], benzer sekilde, DNA onarimi ve hiicre dongiisii
diizenlemesinde rol oynayan TP53 genindeki mutasyonlar, meme, kolon ve akciger
kanseri dahil olmak {izere gesitli kanser tiirlerinin gelisme riskini artirabilir [18].

Onkogenler gibi hiicre biiylimesini diizenleyen diger genlerde meydana gelen



3mutasyonlar da kanser gelisimine dnemli Olgiide katkida bulunabilir [19,20]. Bu
mutasyonlar, genetik yatkinlik nedeniyle ortaya cikabilecegi gibi, cesitli ¢evresel

faktorlere maruz kalma sonucu da gelisebilir.

Kanserin gelisimi ve ilerlemesi genetik faktorlerin yani sira ¢evresel maruziyetler,
diyet, egzersiz ve alkol tiikketimi gibi yagsam tarzi etmenleri ve mevcut tibbi durumlar
gibi ¢gesitli dis faktorlerden etkilenir [21]. Tiitiin kullanimi, hava ve su kirliligi, belirli
virlis ve bakterilere, radyasyona ve bazi kimyasal maddelere maruz kalma kanser
riskini artirabilir. Kanser gelisimini etkileyen 6nemli dis faktorlerden biri de bagisiklik
sistemidir. Bagisiklik sistemi, kanser hiicrelerinden gelen ve yabanci antijenleri
taniyan bir sistem olarak, kanser hiicrelerini hedef alip yok etme iglevi goriir. Ayni
zamanda, adaptif bagisiklik yanitlar1 araciligiyla immiinolojik bellek gelistirerek,
konak organizmanin yaralanma veya saldir1 durumlarina kars1 gelecekteki savunma

mekanizmalarini giiglendirir [22,23].

Kanserli hiicreler, normal hiicrelerden bagimsiz biiyiime sinyalleri iiretme, biiytime
karsit1 sinyalleri g6z ard1 etme ve apoptoz sinyallerine duyarsiz olma gibi 6zellikleriyle
ayrilirken, ayn1 zamanda morfolojik 6zelliklerinde de belirgin farkliliklar gbsterirler.
Morfolojik olarak kanserli hiicre, diizensiz boyut ve sekle sahip biiylik bir ¢ekirdek ile
karakterize edilir, niikleoller cok sayida ve belirgin, sitoplazma ise az hacimli ve yogun
renklidir veya tam tersine soluktur [24]. Kanser dokusu, yalnizca kanser hiicrelerinden
olusan bir yap1 degildir; aksine, stromal fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve bagisiklik
hiicreleri gibi stromal hiicreleri ve ekstraseliller matriksin hiicresel olmayan
bilesenlerinden olusan heterojen bir toplulugudur (Sekil 2.1) [25]. Tiimor hiicreleri,
timoriin biylimesini ve ilerlemesini desteklemek amaciyla, bulunduklar1 dokularda
onemli molekiiler, hiicresel ve fiziksel degisiklikler olusturur. Ortaya ¢ikan timor
mikrogevresi, karmagik ve siirekli gelisen bir yapidir [26]. Tiimor biiylimesinin erken
evrelerinde, kanser hiicreleri ile tiimor mikrogevresinin bilesenleri arasinda, kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasini, lokal invazyonu ve metastatik yayilimi destekleyen
dinamik ve karsilikl1 bir iliski gelisir. Hipoksik ve asidik bir mikrog¢evrenin iistesinden
gelebilmek i¢in, tiimdr mikrogevresi oksijen ve besin tedarikini yeniden saglamak ve
metabolik atiklari uzaklastirmak amaciyla anjiyogenezi (yeni damar olusumu) uyarir
[27,28].
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Sekil 2.1 : Timor mikrogevresinin sematik gosterimi [25].

Tiimdr biiylimesi ve metastazi, hizli biiylime asamasinda tiimor hiicrelerinden gelen
kimyasal sinyallerle tetiklenen anjiyogenez ve lenfanjiyogeneze baghdir [29].
Muthukkaruppan ve arkadaslar1 (1982) [30], ayni organin iki farkli bolgesine, kan
dolasiminin bulundugu ve bulunmadig1 alanlara, asilanan kanser hiicrelerinin
davraniglarini karsilastirmiglardir. Kan dolasiminin olmadigi1 boélgede bulunan kanser
hiicreleri 1-2 mm? biiyiikliige ulastiktan sonra biiyiimeleri dururken, anjiyogenezin

iin iizerine ¢ikmustir. Vaskiiler

gelistigi alana yerlestirilen kanser hiicreleri 2 mm
destegin yoklugunda, timorler nekrotik hatta apoptotik hale gelebilir [31]. Bu nedenle

anjiyogenez kanserin ilerlemesinde 6nemli bir faktordiir.

Tiimor dokusunun asirt gegirgen damar yapisi ve bozulmus lenfatik drenaji nedeniyle,
nano boyutlu ilaglarin tiimoér dokularinda normal dokulara gore daha fazla biriktigi ve
daha uzun siire tutuldugu varsayilmaktadir (Sekil 2.2) [32,33]. Bu patofizyolojik
fenomen ilk kez Maeda ve arkadaslar tarafindan (1986), artirilmis gegirgenlik ve
alikonma (EPR) etkisi olarak tanimlanmistir. Yapilan ¢alismada antitimor protein
olan neokarzinostatin ile poli(stiren-ko-maleik asit) polimeri (SMANCS) konjuge
edilmis ve protein-polimer konjugatinin ¢esitli molekiiler boyutlarda (12 kDa-160
kDa) timoér dokusunda akiimiilasyonu arastirilmistir. Nano boyutlu ilaglarin tiimér
bolgesinde birikmesine yol acan faktorler, bu bolgede artan damarlanma, olusan

damarlarin yapisal bozukluklari, endotelyal hiicreler arasinda genis bosluklarin



bulunmasi ve nano boyutlu ilaglart bu bolgeden uzaklastiracak lenfatik sistemin

yetersizligi olarak belirtilmistir [34].
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Sekil 2.2 : Tiimor ortaminda nanopartikiillerin EPR etkisinin sematik gdsterimi
[32,33].

Nanopargaciklarin timor bolgesinde normal dokulara gore daha fazla birikmesini
saglayan EPR etkisi, bu parcaciklarin boyutu, bilesimi, sekli, yiizey yiikii ve
parcalanabilirligi gibi ¢esitli fizyokimyasal 6zelliklerden etkilenir. Nano boyutlu
partikiiller intravenoz olarak uygulandiginda, bobrek tarafindan atilacak kadar kiigiik
veya retikliloendotelyal sistem (RES) tarafindan hizla taninip tutulacak kadar biiyiik
degilse, uzun bir siire dolasimda kalma egilimindedir [35]. Mononiikleer fagosit
sistemi olarak da bilinen bu sistem, yabanci partikiillerin dokulardan ve kan
dolasimindan temizlenmesinde kritik rol oynayan heterojen bir fagositik hiicre
popiilasyonuna sahiptir. RES, monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler ve
graniilositlerden olusur [36,37]. Terapotik amagla kullanilan nanopartikiillerin uzun
stire kan dolasiminda kalabilmesi ve RES hiicreleri tarafindan tanmarak fagositoz
yoluyla temizlenmelerini 6nleyip tiimor bolgesine ulagmalarini saglamak i¢in ¢esitli
ylizey modifikasyonlart uygulanabilmektedir [38,39]. PEGilasyon [40,41], bu
yontemler arasinda en bilinen ve en sik kullanilan1 olmakla birlikte, dekstran [42,43],
polisakkaritler (kitosan, hyaluronik asit) [44-46] ve alblimin [47,48] gibi molekiiller
de organik ve inorganik molekiillerin biyouyumlulugunu artirarak RES tarafindan
taninmalarin1 engellemek amaciyla tercih edilmektedir. Yiizey modifikasyonlari,
nanopartikiillerin timore niifuz etmesini engelleyen biyolojik bariyerleri asmak ve

EPR etkisini artirmak i¢in etkili bir strateji olarak islev goriir.



Programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalarda
gelisim, homeostaz ve hastalik siireglerinde kritik rol oynayan temel bir
mekanizmadir. Apoptoz, kromatin yogunlasmasi, niikleer pargalanma ve apoptotik
cisimlerin olusumu gibi belirgin morfolojik degisikliklerle karakterize edilen bir hiicre
6lim bi¢imidir. Bu siireg, DNA hasari, oksidatif stres ve viral ya da bakteriyel
enfeksiyonlar gibi gesitli kosullara yanit olarak gergeklesir [49,50]. Apoptozun
diizenlenmesi, sinyal yollar1 ve molekiiler etkilesimlerden olusan karmasik bir siirectir.
Apoptoza sebep olan iki farkli sinyallesme yolu bulunmaktadir: intrinsik ve ekstrinsik
yollar. Bu yollar sirasiyla mitokondriyal ve 6liim reseptorii yollari olarak da bilinir.
Intraseliiler (hiicre igi) sinyaller arasinda DNA hasar1, biiyiime faktorii eksikligi ve
sitokin eksikligi bulunurken, en yaygin ekstraseliiler (hiicre dis1) sinyaller, bagisiklik
sistemindeki sitotoksik T hiicreleri tarafindan hasar gérmiis veya enfekte olmus
hiicrelere yanit olarak iiretilen 6lim indiikleyici sinyallerdir [51,52]. Apoptoz sinyali
verildiginde, hiicre i¢inde bir dizi degisiklik meydana gelir. Bu degisiklikler, hiicre
iskeleti ve niikleer proteinler gibi normal hiicresel fonksiyon i¢in gerekli hiicresel
bilesenleri parcalayan kaspazlarin aktivasyonunu igerir. Kaspazlarin etkisiyle,
apoptotik hiicreler kiiciilmeye baglar ve makrofaj yanitina sebep olan hiicre zari

degisiklikleri meydana gelir [53].

Apoptoz yollar1 son derece siki bir sekilde diizenlenmektedir, bu nedenle apoptoz
yalnizca sinyal verildiginde gergeklesir. intrinsik yol, B-hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2)
protein ailesi tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 ailesi, hem proapoptotik hem de
antiapoptotik iiyelerden olusur. Antiapoptotik Bcl-2 proteinleri, proapoptotik Bcl-2
proteinleri olan BAX ve BAK proteinlerini inhibe ederek apoptozu engeller. BH3-
proteinleri ise antiapoptotik Bcl-2 proteinlerini inhibe eder [54,55]. Bcl-2 ailesine ek
olarak, kaspaz aktivitesini inhibe eden IAP protein ailesi ve DNA hasarina yanit olarak
apoptozu tesvik edebilen P53 timdor baskilayici dahil olmak {izere apoptozu
diizenleyen ¢ok sayida baska protein tanimlanmistir [56]. Genellikle, kanserlerde
inhibe edilen yol intrinsik yoldur; ancak apoptozu engellemenin birgok farkl
mekanizmasi vardir. Apoptotik kontroliin kaybi, kanser hiicrelerinin daha uzun siire
yasamasina ve bu siire zarfinda genetik mutasyonlarin birikmesine olanak tanir. Bu
mutasyonlar, tiimor ilerlemesi siirecinde hiicrelerin invazivligini artirabilir,
anjiyogenezi tesvik edebilir, hiicre proliferasyonunu diizensizlestirebilir ve hiicrelerin

normal farklilagma siireglerini bozabilir [57,58]. Bu durum, tiimér olusumunun yani



sira siklikla kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek etki gosteren kemoterapi ve

radyasyon terapilerine kars1 direng gelisimiyle sonuglanabilir.

2.2 Meme Kanseri; Tam ve Tedavi Yontemleri

Meme kanseri, anormal meme hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalarak timor
olusturdugu, molekiiler diizeyde heterojen bir hastaliktir [59]. Diinya genelinde
akciger kanserinden (~2,5 milyon) sonra en sik goriilen kanser tiirii olup, kadinlar
arasinda en yaygin kanserdir. 2022 yilinda yaklasik 2,3 milyon yeni meme kanseri
vakasi teshis edilmis ve 660.000'den fazla 6liim ger¢eklesmistir. Meme kanseri ve
akciger kanseri (1,8 milyon) sirasiyla kadinlarda ve erkeklerde kansere bagli 6liimlerin

onde gelen nedeni olmustur [60].

Meme kanseri etiyolojisi, bu hastaligin gelisimine katkida bulunan genetik, gevresel,
beslenme, hormonal ve kalitsal unsurlar tarafindan belirlenir. Risk faktorleri arasinda
onceden meme kanseri dykiisii, pozitif aile dykiisii, obezite, uzun boy, sigara igme
[61], alkol tiiketimi [62], erken menars [63], ge¢ menopoz [64], hareketsiz yasam tarzi
[65], nulliparite ve hormon replasman tedavisi [66] yer alir. Meme kanseri riskinin
azalmasiyla iligkili faktorler arasinda ise goklu dogum, emzirme Sykiisii [67], fiziksel
aktivite, kilo kayb1 ve profilaktik cerrahi ve tibbi miidahaleler yer alir. Risk yas
ilerledikce artar; meme kanseri hastalarinin yaklasik %80'1 50 yasin iizerindedir.
Meme kanserinin etiyolojisinin analiz edilmesi, daha iyi tarama ve tedavi

miidahalelerinin gelistirilmesine olanak saglar.

Meme kanseri tanisi, ele gelen kitle veya agr1 gibi semptomlarin takibiyle, ayni
zamanda goriintiileme teknikleriyle konulabilmektedir. Goériintiileme teknikleri tani
koymanin yani sira tedaviye yanitin takibi icin de siklikla kullanilmaktadir.
Mamografi, meme kanserinin tespitinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir
ve X-1s1n1 ile goriintiileme saglar. Yiiksek duyarliligi ve 6zgiilliigii, diisiik maliyeti ve
iyi tolere edilebilirligi gibi avantajlart bulunmaktadir. Ancak, mamografinin agri ve
kaygi, yanlis pozitif sonuglar ve radyasyon riskleri gibi bazi sinirlamalari da
bulunmaktadir [68]. Ultrason, meme kanserinin teshisi ve tedaviye yanitin
izlenmesinde bir diger onemli goriintileme teknigi olarak One ¢ikmaktadir.
Iyonlastirici radyasyon kullanmamas ve yiiksek duyarliligi gibi avantajlar sayesinde,
ozellikle geng kadinlar, hamile ve emziren kadinlar arasinda meme tiimorlerinin tespiti

igin etkili bir tan1 araci1 olarak kullanilmaktadir [69,70]. MRG (manyetik rezonans
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goriintiileme), meme kanseri i¢in diger onemli tani araglarindan biri olarak kabul
edilmektedir. Bu teknik, tedaviye yanitin izlenmesi, yiiksek riskli hastalarin takibi,
meme kanseri metastazinin degerlendirilmesi ve tiimor niiksiiniin incelenmesi dahil
olmak ilizere meme Kkanseri tedavisinin c¢esitli alanlarinda kullanilabilir. MRG
tarafindan saglanan, meme kanserinin evrelemesi, mikro-kalsifikasyonlarin
degerlendirilmesi, premalign lezyonlar gibi veriler, klinik karar verme siireglerinde
degerli bir rehberlik saglayabilir [71,72]. PET (pozitron emisyon tomografisi) ve
SPECT (tek foton emisyon tomografisi) , meme kanseri tanisinda kullanilabilecek
diger goriintiileme teknikleridir. PET teknigi, pozitron yayilimi yapan radyoizotoplari
(6rnegin, 18F, 1°0, 13N ve 11C) kullanirken, SPECT teknigi gama 1sinlar1 yayilimi yapan
izotoplar1 (6rnegin, Teknesyum-99m, Iyot-131) kullamir [73]. PET ve SPECT
goriintiileme teknikleri, diisiik ¢oziiniirliikleri ve detay eksikliklerine ragmen, BT
(bilgisayarl1 tomografi) ve MRI gibi geleneksel goriintiileme yontemleriyle tespit
edilebilen anatomik degisikliklerden dnce hastalikla iligkili biyokimyasal ve fizyolojik
anormallikleri yiliksek duyarlilikla tespit edebilme yetenekleri nedeniyle tercih
edilmektedir. Bunlarla birlikte, goriintiileme yontemlerinin her birinin sinirlamalarini
asmak ve gl¢lii yonlerini en iist diizeye ¢ikarmak amaciyla ¢ok modelli (hibrit)
goriintiileme teknikleri gelistirilmistir. PET/BT, SPECT/BT ve PET/MR gibi ¢ok
modelli (hibrit) goriintiileme yoOntemleri, fizyolojik siireclerin  anatomik
lokalizasyonunu saglayarak tiimor yapisinin detayli bir sekilde gorsellestirilmesini

miimkiin kilar [74].

Meme kanserinin yaygin olarak kabul edilen siniflandirmasi, hormon reseptorlerinin
immiinohistokimyasal ekspresyonuna gore dorde ayrilir: Ostrojen reseptorii pozitif
(ER+), progesteron reseptorii pozitif (PR+), insan epidermal biiyitime faktorii reseptorii
pozitif (HER2+) ve bu reseptorlerin hicbirinin ekspresyon gostermedigi tiglii negatif
(TNBC) [75]. Invaziv meme kanserlerinin %70-75'i yiiksek ER ekspresyonu ile
karakterize edilir ve ER, 6nemli bir tanisal belirleyicidir. PR, genellikle ER pozitif
hastalarda eksprese edilir ve ER tarafindan diizenlenir, bu nedenle PR degerleri
islevsel ER yolu hakkinda bilgi verir. Hem ER hem de PR, tanisal ve prognostik
biyobelirtegler olarak 6nem tasir; yiiksek PR seviyeleri daha iyi sagkalim ile
iliskilendirilirken, diisiik seviyeler daha agresif bir hastalik seyrine isaret eder [76—78].
HER2, meme kanserlerinin %20-30'undan sorumludur ve serum HER2 diizeyleri,

timdr varlig1 veya niiksiiniin tespitinde belirte¢ olarak kabul edilir. HER2'nin asir1



ekspresyonu, proto-onkojenik sinyal yollarinin asir1 aktivasyonuna yol agarak
kontrolsiiz kanser hiicresi bitylimesine neden olur ve bu durum HER2+ vakalarini daha

kotii klinik sonuglarla iligkilendirilir [79,80].

Goriintiileme yontemleriyle birlikte ¢esitli biyobelirteclerin kullanilmasi, meme
kanseri tan1 ve tedavi takibinde 6nemli bir yaklasim saglar. Uygun biyobelirtegler,
meme kanseri patogenezinde yer alan hiicresel ve molekiiler yolaklarin daha iyi
anlasilmasina katkida bulunabilir. Bu bulgular, meme kanserine kars1 etkili terapotik
yaklasimin tasarlanmasinda ve tedaviye yanitin izlenmesinde onemli bir rol oynar
[81]. Birgok ¢aligsma, proteinler (6rn., HER2, ER ve Ki67), mRNA'lar (6rn., ERa, ER
ve ERRY), enzimler (6rn., CEA ve TSGF) ve miRNA'lar (6rn., miR21, miR10b,
miR155 ve miR145) dahil olmak iizere g¢esitli biyobelirteclerin meme kanseri
hastalarinin tespiti ve takibi igin tanisal biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini

gostermistir [82].

Tan1 konulduktan sonra tedavide asil amag¢ hastaligin kontrol altina alinmasidir.
Metastatik olmayan, erken evre meme kanseri i¢in amag, sagkalimi iyilestirmek, uzak
metastaz veya lokal niiks riskini en aza indirmek, semptomlarin hafifletilmesini
saglamak ve miimkiinse eski yasam kalitesine geri donmektir. Ileri evre, metastatik
meme kanseri i¢in ise amag, semptomlar: hafifletmek, yasam siiresini uzatmaktir

[83,84].

Giiniimiizde meme kanserinin tedavisi, cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi,
hormon tedavisi ve immiinoterapinin birlikte kullanildig1 ¢ok yonlii bir stratejiyi igerir.
Tedavi plani, kanserin evresi, timoriin boyutu ve konumu, metastaz durumu ve

hormon reseptorlerinin pozitifligi gibi faktorlere bagli olarak belirlenir.

Meme cerrahisinde en yaygin yaklasimlar, memenin tamamen ¢ikarilmasi
(mastektomi) sonrasinda genellikle meme rekonstriiksiyonu veya meme koruyucu
cerrahi (lumpektomi) uygulanmasidir. Lumpektomi, tiimoriin etrafindaki saglikli doku
ile birlikte meme tiimoriiniin ¢ikarilmasini hedefler [85]. Cerrahiden &nce tiimor
kitlesini kii¢iiltmek amaciyla neoadjuvan tedavi, cerrahiden sonra ise tam iyilesmeyi
saglamak ve metastaz riskini en aza indirmek amaciyla adjuvan tedavi uygulamalar
tercih edilmektedir [86]. Ayrica cerrahi islem sirasinda fark edilemeyen kanser
hiicreleri radyasyonla yok edilerek, kanserin tekrarlama riski azaltilabilir [87]. Yapilan

aragtirmalar, lumpektominin radyoterapi ile birlikte uygulanmasinin, mastektomi ile
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karsilastirildiginda genel sagkalim agisindan esdeger oldugunu ortaya koymaktadir
[88]. Bunun yan1 sira, meme kanserinin koltuk alt1 lenf bezlerine yayilip yayilmadigin
degerlendirmek ve bu lenf bezlerini cerrahi olarak ¢ikarmak (koltuk alti lenf bezi

diseksiyonu) gibi ek cerrahi miidahaleler de yaygin olarak uygulanmaktadir.

Radyoterapi, kanser hiicrelerini yok etmek amaciyla, yiiksek enerjili 1ginlarin
dogrudan memenin tamamina veya bir kismina (meme koruyucu cerrahi sonrasi),
g0gls duvarma (mastektomi sonrasi) ve bolgesel lenf diigiimlerine uygulanmasiyla
gerceklestirilen bir tedavi yontemidir [89]. Bu yontem, meme koruyucu cerrahiden
sonra kanserin aynt memede veya yakindaki lenf diigiimlerinde tekrar etme olasiligini
azaltmak icin, mastektomi sonrasi, 6zellikle tiimdrler 5 cm'den biiyiikse ve ¢ok sayida
lenf diiglimiine yayilmigsa ya da kanser kemikler, omurilik veya beyin gibi diger viicut
bolgelerine yayilmissa, diger tedavilere ek olarak tercih edilebilir. Ancak, meme
kanseri radyoterapisi, gogiis kafesindeki normal dokularin, kalp de dahil olmak iizere,
bir miktar radyasyona maruz kalmasina neden olabilir. Bu durum, cilt problemleri,
telenjiektazi, yorgunluk, agri, lenfédem, kardiyotoksisite, akciger dokusunun
reaksiyonuna bagli semptomatik radyasyon pndmonisi, brakial pleksopati ve ikincil
kanserler gibi yan etkilere yol agabilir [90,91]. Modern radyoterapi uygulamalari,
yiiksek enerjili kaynaklar kullanilarak, daha diisiik giinliik dozlar (veya daha kiigiik
fraksiyonlar) ve normal dokularin maruziyetini sinirlayan alan diizenlemeleri ile

gerceklestirildiginde, toksik etki oranlarini1 6nemli 6l¢iide azaltabilmektedir [92].

Erken evre meme kanseri tedavisinde cerrahi iglem temel tedavi yontemi olarak tercih
edilirken, metastatik meme kanseri tedavisinde, kan dolagimi yoluyla dagitim kanser
bolgelerine erisimi kolaylastirdigindan sistemik tedavi temel tedavi yontemi olarak
tercih edilmektedir. Sistemik tedaviler arasinda kemoterapi, hormon tedavisi ve

immiinoterapi yer alir.

Sitotoksik kemoterapi ajanlari, hiicre dongiisiiniin cesitli asamalarini hedef alarak
bozar ve bdylece kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engeller. Kanser hiicreleri apoptoz
sinyallerine duyarsiz hale gelerek hiicre dliimiinden kaginir ve bu sayede normal
hiicrelere kiyasla daha iyi bir hayatta kalma yetenegi kazanir. Ayrica proto-
onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar, normal
hiicre dongiisii kontrollerinin kaybolmasina neden olur ve hiicre boliinmesini tesvik
eder. Hiicre dongiisii, dort temel agsamadan olusur: mitoz, G1 fazi, sentez fazi (S-fazi)

ve G2 faz1 [93]. Sitotoksik ilaglarin toksisitesi en ¢ok hiicre dongiisiiniin DNA sentez

11



faz1 olan S fazinda belirgindir. Kemoterapotik ilaglar, DNA, RNA veya protein
sentezine miidahale ederek veya oOnceden olusturulmus molekiillerin ¢aligmasini
bozarak kanser hiicrelerinin makromolekiiler sentezini ve fonksiyonunu etkiler.
Makromolekiiler sentez veya islevdeki bu bozulma yeterli oldugunda, kemoterapotik
ajanin dogrudan etkisiyle veya apoptozu tetikleyerek hiicre 6liimiine yol agar. Ancak
kemoterapdtik ajanlar, hem kanserli hiicrelerde hem de saglikli hiicrelerde DNA ve
protein ekspresyonunu hedef aldigindan, bu ilaglarin terapdtik indeksi oldukca dardir
ve toksisiteye neden olma potansiyeli yiiksektir. Ayrica, kemoterapi ilaglar1 genellikle
hizla ¢ogalan hiicrelere karsi etkili olduklar i¢in, kemik iligi, gastrointestinal sistem
ve sa¢ folikiilleri gibi hizli bdliinen hiicreler {izerinde belirgin etkilere sahiptirler. Bu
tiir ajanlarla iliskili yaygin toksisiteler arasinda miyelosiipresyon, mukozit, bulanti,
kusma, ishal, alopesi, yorgunluk, kisirlik ve infiizyon reaksiyonlar1 yer alir. Ayrica

bagisiklik sisteminin baskilanmasi nedeniyle enfeksiyon riski de artmaktadir [94-96].

Kemoterapdtik ilaglar, hiicre dongiisiindeki etkileri (Sekil 2.3) ve biyokimyasal
yapilarina (Tablo 2.1) goére smiflandirilirlar. Hiicre dongiisti spesifikliklerine goére
ilaglarin smiflandirilmasi, bu ajanlarin maksimum etki goéstermesi igin tedavi
planlarinin optimize edilmesinde ve ilag kombinasyonlarinin belirlenmesinde kritik bir

rol oynar [93].

(€] Mitotik inhibitorler
. Vinka alkaloidleri
Faz-Spesifik Olmayan llaclar \ Hiicre Taksanlar (Paklitaksel, Dosetaksel)

Alkilleyici ajanlar Bolinmesi

Siklofosfamid \}\

Ifosfamid \\ ﬂ—// O

Platinler (sisplatin, karboplatin, \v"\; Mitoz

oksaliplatin) ? @\ ‘ I//&
= -

i Hi bii — &
=1 ) iicre biiylimesi \: & \\\
‘“f Daha fazla hiicre ve DNA = \\
G2 bitylimesi replikasyonuna F-J'

hazirlik | =<7

/ :
K/ &
\~ DNA

X w/( replikasyonu \

Anti-tiimor antibivotikleri
Antrasiklinler (Doksorubisin, Epirubisin)

Topoizomeraz inhibitorleri \ ¥ FEREELANS Mitoksantron
Etoposid ///‘, Is| \\ \\
Irinotekan —_—
Topotekan 7 7
Anti-tiimor antibiyotikleri e

= Metotreksat
Bleomisin - S

Gemsitabin

S-fluorourasil

Sekil 2.3 : Kemoterapi ilaglarinin hiicre dongiisiiniin farkli fazlarina etkilerinin
sematik gosterimi [93].
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Tablo 2.1 : Kemoterapdétik ilaglarin biyokimyasal siniflandirmasi [93].
Ila¢ Simifi Etki Mekanizmasi Ila¢ Ornekleri
Alkilleyici DNA, RNA ve 6nemli proteinlerle Platinler (sisplatin,
ajanlar kovalent baglar olusturarak hiicre karboplatin, oksaliplatin)
fonksiyonunu bozar. Oksazofosforinler
(siklofosfamid, ifosfamid)
Anti- DNA ve RNA sentezinde yer alan, Pirimidin analoglari
metabolitler dogal olarak olusan metabolitlerin ~ (gemsitabin, 5-florourasil,

Anti-timor
antibiyotikleri

Topoizomeraz

yapisal analoglari. Normalde DNA
ya da RNA'ya katilan bir metabolitin
yerine gegerler veya anahtar enzimin
katalitik bolgesi i¢in rekabet ederler.
DNA baz ciftleri arasina girerek
normal yapiy1 bozar ve DNA
replikasyonu ve transkripsiyonuna
miidahale ederek etki gosterir.
Ayrica, DNA'nin biitiinliigiiniin
korunmasinda gorevli
topoizomerazlari inhibe ederek DNA
hasarini tetikler ve kanser
hiicrelerinin boliinmesini dnler.
Topoizomerazlar, DNA'nin 3

kapesitabin)
Anti-folatlar (metotreksat,
raltitreksed)

Antrasiklinler

(doksorubisin, epirubisin),
mitoksantron, bleomisin

Topoizomeraz |

inhibitorleri boyutlu yapisini kontrol eden inhibitorleri (irinotekan,
enzimlerdir. Topoizoeraz | ve topotekan) Topoizomeraz
topoizomeraz |1, replikasyon II inhibitorleri (etoposid)
sirasinda DNA'nin acilmasindan
sorumludurlar.
Anti- Tiibiilin proteinine baglanarak, hiicre Vinka alkaloidleri
mikrotiibiil sekli, hiicre i¢i tagima ve hiicre (vinkristin, vinorelbin)
ilaglar boliinmesi (mitoz) igin 6nemli olan Taksanlar (paklitaksel,
(Mitotik mikrotiibiil olusumunu engeller. dosetaksel)
inhibitor)

Kombinasyon kemoterapi, diisiik dozlarda daha yiiksek etkinlik, azalmis toksisite ve

ilag direncinin azalmasi gibi avantajlar saglar [97]. Prospektif bir klinik ¢alismada test

edilen ilk kombinasyon adjuvan kemoterapi rejimi siklofosfamid, metotreksat ve 5-

fuorourasil (5-FU) (CMF rejimi) igermekteydi [98]. Ardindan doksorubisin igeren

kemoterapi kombinasyonlar1 da klinik denemelerde test edilmistir. Doksorubisini

degerlendiren ilk denemelerden biri, tamoksifene yanit vermeyen 697 hastada

melfelan ve 5-FU ile doksorubisinli veya doksorubisinsiz tedavileri degerlendiren

NSABP B-11 calismasidir. Bu ¢alismada, doksorubisin igeren tedavi grubunda 5 yillik

niikssiiz sagkalim ve genel sagkalimda iyilesmeler gozlenmistir [99]. Diger

kemoterapi kombinasyonlarinda kullanilan ilag kombinasyonlar1 sunlardir: 5-FU,

doksorubisin ve siklofosfamid [100]; 5-FU, epirubisin ve siklofosfamid [101,102];
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sisplatin, doksorubisin ve siklofosfamid [103], sisplatin, 5-FU ve etoposid [104],
doksorubisin, sisplatin ve vinkristin [105], sisplatin ve epirubisin [106]. Taksanlar,
1990'larda meme kanseri tedavisinde tanitilan ve kemoterapi kombinasyonlarinda
yaygin olarak kullanilan etkili sitotoksik ajanlardir [107]. Birgok arastirmaci
tarafindan, paklitaksel'in doksorubisin ile kombinasyonu metastatik meme kanseri
tedavisindeki etkileri agisindan degerlendirilmistir [108,109]. Ancak paklitaksel ve
doksorubisinin es zamanli uygulanmasi, gili¢lii bir tedavi yaniti1 saglamasina ragmen,
doksorubisin maruziyetini artiran farmakokinetik etkilesim nedeniyle kardiyotoksisite
riskini yiikselterek kullanimini smirlamistir [110]. Meme kanserinin adjuvan
tedavisinde terapdtik kombinasyonlar, yalnizca kemoterapotik ajanlardan olusan
kombinasyonlar (yani en az iki kemoterapotik ajan) olabilecegi gibi kemoterapdtik
ajanlarin hormon tedavisi veya immiinoterapilerle kombinasyonlar1 seklinde de
olabilir. Kemoterapi rejiminin se¢imi, hastaliga 6zgii faktorler, 6rnegin niiks riski ve
kemoterapiden beklenen mutlak ve goreceli faydalar, ile hastaya 0zgii faktorler,

Ornegin yas, ek hastaliklar ve risk toleransi, dikkate alinarak bireysellestirilebilir [111].

Meme kanseri hastalarinin yaklasik tigte ikisinde hormon reseptorii pozitiftir (6strojen
reseptorleri, progesteron reseptorleri veya her ikisi) ve hormon reseptorii pozitif meme
kanseri hiicrelerinin biiyiimesini engellemek i¢in tamoksifen veya aromataz
inhibitorleri gibi hormon tedavileri uygulanir [112]. Selektif &strojen reseptor
modiilatorii olan tamoksifen, kanser hiicrelerinde Ostrojen reseptorlerine baglanarak
Ostrojenik etkinin olusumunu engeller. Aromataz inhibitorleri (anastrozol, letrozol ve
eksemestan) ise oOstrojen sentezinde rol oynayan aromataz enziminin inhibisyonu
yoluyla etki gosterir. Premenopozal donemde olup hormon reseptorii pozitif meme
kanseri tanis1 konan kadinlarda, tamoksifen veya aromataz inhibitorlerine ek olarak
gonadotropin salict hormon (GnRH; Leuprolid, goserelin) kullanilir. GnRH analoglari,
overleri baskilayarak ostrojen salgisin1 engeller. GnRH ve tamoksifen/aromataz
inhibitorii kombinasyonlarindan en fazla fayday: yiiksek niiks riski tagiyan hormon

reseptorii pozitif, ERBB2 negatif meme kanseri olan hastalar saglar [113].

Bagisiklik sistemi, meme kanserinin gelisiminde, ilerlemesinde ve kontroliinde 6nemli
rol oynar. Kanser immiinoterapisi ise, kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak amaciyla
insan bagisiklik hiicrelerini aktive etmeyi hedefler [114]. Giiniimiizde meme
kanserinde kullanilan immiinoterapik ilaglar, kontrol noktasi inhibitdrleri, yani PD-1

(programli hiicre 6liimii-1; pembrolizumab) ve PDL-1 (programlanmig 6liim ligandi-
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1; atezolizumab) inhibitérleri ve HER2 onkogenine yonelik monoklonal antikorlardan
olusmaktadir. Kanser hiicreleri, tespit edilme ve yok edilme riskini azaltmak i¢in
cesitli adaptif stratejiler gelistirir. Bu stratejilerden biri, kanser hiicrelerinin yiizeyinde
bulunan PD-L1’in, T hiicrelerinin yiizeyindeki PD-1 ile baglanmasini saglayarak
bagisiklik T hiicrelerinin timor hiicrelerini  dldiirmesini  engellemektir [115].
Immiinoterapik ilaglar, PD-L1’in PD-1 ile baglanmasini engelleyerek, bagisiklik T
hiicrelerinin tiimor hiicrelerini taniy1p 6ldiirmelerine olanak tanir. Kisacasi, bu ilaglar
bagisiklik hiicrelerinin tiimor karsitt etkinligini engelleyen faktorleri ortadan
kaldirarak, viicudun bagisiklik sisteminin daha dnce tespit edilmemis veya bagisiklik
sistemi tarafindan hosgoriilmiis kanser hiicrelerini taniylp yok etmesini saglar
[116,117]. Diger yandan, HER-2 onkogeni meme kanserlerinin yiizde 20 ila 30'unda
asir1 eksprese edilir ve bu tiimorler, onkogeni asir1 eksprese etmeyenlere gore daha
agresiftir ve kemoterapi ajanlarina daha direnglidir [118]. HER2, epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (EGFR) ailesinin bir tiyesidir ve bu aile EGFR/HER1, HER2, HER3
ve HER4'ten olusan tirozin kinaz reseptorlerini igerir [119]. EGFR reseptor ailesi,
normal hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasinda 6nemli rol oynar. Ancak, bu reseptorlerin
asir1 ekspresyonu veya anormal aktivasyonu, meme, over ve mide kanserleri dahil
olmak tizere ¢esitli insan kanserlerinin patogenezinde etkili olur [120]. Trastuzumab,
pertuzumab, ado-trastuzumab emtansin ve margetuksimab anti-HER2 aktivitesi
gosteren monoklonal antikorlardir. Lapatinib ve neratinib ise HER2 tirozin kinaz
aktivitesini inhibe eden kiiciik molekiillii inhibitorler olarak gorev yapar [121,122].
Anti-HER? ajanlari, HER2 pozitif ve ti¢lii negatif meme kanseri olan hastalarda giiglii

antitimor aktivitesi gosterir ve kalici klinik yarar saglar [123,124].

Meme kanserinin diinya genelindeki goriilme siklig1 ve 6liim orant, timér olusumunun
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlagilmast ve tedavi Stratejilerinin
olusturulmasindaki 6nemli ilerlemelere ragmen hala yiiksek diizeyde seyretmektedir.
Geleneksel kemoterapi ilaglarimin tiimor segiciliginden yoksun olmasi, ilaglarin
sistemik dolasima girdikten sonra c¢esitli doku ve organlara hizla dagilmasina ve
yalnizca sinirli bir miktarinin rastgele timor dokularina ulagabilmesine sebep olur. Bu
durum, klinik tedavi sirasinda ciddi toksisite, yan etkiler ve diisiik tedavi etkinligi ile
sonuglanir. Bu nedenle, daha diisiik dozlarda giivenli ve etkili tedavi saglamak

amaciyla cesitli hedeflenmis ilag tasiyici sistemleri gelistirilmektedir.
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2.3 Ila¢ Tasiyicx Sistemler

Iag tastyici sistemler, ilag saliminin hizini, kapsamni ve yerini kontrol ederek bir ilag
molekiiliiniin viicuda girmesine izin veren teknolojik bir formiilasyon veya bir arag
olarak 6zetlenmektedir. Yeni bir ilacin gelistirilmesi ¢ok pahali ve zaman alic1 bir
stirectir. Bu nedenle halihazirda mevcut bir ilag molekiiliiniin yeni tasiyici
sistemlerinin tasarlanmasi, ilacin giivenligini, etkililigini énemli Slgiide artirabilir
[125,126]. Nanoteknoloji temelli ilag tasiyici sistemler, geleneksel tedavide kullanilan
ilag molekiillerinin yan etkileri, ¢oklu ila¢ direnci ve hedefe spesifik olmama gibi
dezavantajlariin tistesinden gelmek i¢in etkili bir secenek olarak goriilmektedir. Bu
sistemler, serbest ilaglara kiyasla ¢oziliniirliiklerinin artirilmasi, ilag etkilesimlerinin
onlenmesi, kandaki dolagim siirelerinin iyilestirmesi ve kontrollii salim 6zellikleri
sunmasi gibi bir¢cok avantaj saglayabilir. Nanotastyicilarin gelistirilmesinde lipidler,
polimerler ve metaller gibi cesitli malzemeler kullanilmaktadir. Bu tasiyicilar,
polimerik nanopartikiiller, lipid bazli nanopartikiiller ve inorganik nanopartikiller gibi
farkli siniflara ayrilmaktadir (Sekil 2.4) [127]. Bu nanosistemler arasinda 6zellikle
polimerik ilag¢ tasiyici sistemler son yillarda biiyiik ilgi gérmiis ve nanotip alaninda
onemli yenilikler sunmustur [128,129]. Polimerik miseller, nanokapsiiller,
nanopartikiiller, nanojeller ve dendrimerler gibi c¢esitli polimerik nanotasiyicilar,
biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir 6zellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir. Bu
sistemler, proteinler, peptitler, genetik materyaller (DNA/RNA) ve hem hidrofilik hem
de hidrofobik ilaclarin tasinmasinda biiyiik potansiyele sahiptir ve hassas kargolar

hedef bolgeye giivenle ulastirana kadar koruma saglar [130].

Polimerik Lipid-bazh Inorganik
Nanotasiyicilar Nanotasiyicilar Nanotasiyicilar
e
& . 3 EYEEEP® =\ ¥
; S @F = -
% P 2 LLLLLLILL
."...o” Higggpp ' Karbon
Polimerik Polimerzomlar Fosfolipid Nanoemiilsiyonlar Kuenem NEIGHIEIR
miseller miseller noktalar -
@’\a 4! ]” I (/ \
\E ~Q J,‘ J | I & -4 \ )
Y W |\ Y e &
S en - I bl s
~ . e Altin Manyetik
Nanojeller Nanokapsiiller Lipozomlar Kat lipid nanopartikiiller nanopartikiiller
: « ( ", nanopartikiiller o=
y £ U o€ Pa
EINSUARN A d b
3! 3 I:\I- N
% Tl o . &9
Dendriinerler Nanoyapilt Mezoportz ?i“ka Metal-organik
lipid tastyicilar nanopartikiiller kafesler

Sekil 2.4 : ilag tastyici sistemlerin sematik gdsterimi [127].
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Nanotastyicilarin hedef bolgeye ulastiktan sonra ilaci serbest birakmasi i¢in pH,
enzimler, redoks potansiyeli, sicaklik, manyetik alan, ultrason, 151k gibi i¢sel veya
digsal uyaranlara yanit veren nanomalzemeler kullanilarak kontrollii ilag salimi
saglayan akilli nanotasiyicilar gelistirilmistir [131]. Viicutta farkli bolgelerde degisen
pH seviyeleri gdzlemlenmektedir; 6rnegin, normal dokularin ve kanin ekstraseliiler
pH'1 7.4 iken, timoér dokularinda genellikle daha diisiik olur. Cogu tiimdriin
ekstraseliiler pH degeri 6.5 ile 7.2 arasinda degisir. Ancak, hiicre i¢i ortamda pH daha
da diisiik olabilir. Endozomlarda pH degerinin 5-6 arasinda, lizozomlarda ise 4-5
arasinda oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle, ekstraseliiler ve intraseliiler ortamdaki
asidite, pH’a duyarli nanotasiyicilarin gelistirilmesinde 6nemli bir bir etken olarak
degerlendirilir [132]. pH'a duyarli biyomalzemeler sayesinde, nanotastyicilar asidik
veya bazik ortamlara maruz kaldiklarinda sekil degisikligine ugrayabilir veya aside
duyarli baglarmm (Sekil 2.5) [133] kopmasi sonucunda etken maddelerin serbest
kalmasini saglayabilir. Bu sistemler, kanser, inflamasyon veya anemi gibi belirgin pH
degisiklikleri gosteren patolojik durumlarda ilag molekiillerinin hedef bolgelere

tasinmasinda kullanilmaktadir [134].

Baglayici Bozunma Uriinleri
Asetal/Ketal R - T H* o]
pH<-~4-5 7( —_— 2 AmaarQH + )L
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- — - +
p[—[< ~5 HN-N \ r\l,H? HJLx‘_
imin H* o}
pH< ~5-7 N ——- ~NH, + J_LR
H
Oksim WO_N\ H* O . 0
pH<-5 Wanan » I\\IH ‘“HJJ\H
Hidrazid w{O i.— qo Q
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pH<~5 HN—N N—NH, "“’LLH
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fi-tiyopropiyonat

0
0
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Sekil 2.5 : pH'a duyarli kimyasal baglarin ve bunlarin bozunma iirtinlerinin
ornekleri [133].
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Kanser tedavisinde nanotasiyict sistemler araciligtyla kemoterapétik ilaglarin timor
dokularina hedeflenmesi, ilacin biyoyararlanimini artirirken yan etkilerini de 6nemli
Olclide azaltmakta ve bu yaklasim son yillarda arastirmalarin odak noktasi haline
gelmistir. Nanotastyicilarda ilaglarin enkapsiile edilmesi, ¢6ziiniirliiklerini artirabilir
ve hem pasif hem de aktif hedefleme yoluyla timor bolgesine ulasma etkinligini
yiikseltebilir. Ayrica, timor mikrogevresi ilag salimini etkiledigi icin, ilaglar eszamanli
ya da ardisik olarak salinabilir. Sekil 2.6'da gosterildigi lizere, kanser bolgesinde ilacin
birikmesini saglayan hedefleme stratejileri iki ana kategoriye ayrilmaktadir: pasif ve
aktif hedefleme [135]. Pasif hedefleme, tiimoér dokularinda vaskiiler sistem sizintisi ve
bozulmus lenfatik drenaj nedeniyle, kiigiik molekiillii bilesiklerin etkili bir sekilde
ekstravazasyona ugramasi ve tiimor interstisyumunda kalmasi sonucu (EPR etkisi)
pasif birikimini ifade eder. Aktif hedefleme ise nanotasiyicilarin yiizeyine aptamerler,
ligandlar ve antikorlar gibi hedefleme molekiillerinin eklenerek, bu tasiyicilarin timdor
hiicrelerini spesifik olarak taniyip hedef almasiyla gerceklesir [136]. Timor
hiicrelerinin ylizeyindeki asir1 eksprese edilen reseptorlerin taninmasi, reseptor aracili
endositozu tetikleyerek nanotasiyicilarin hiicre i¢ine alinmasini ve bdylece daha

yiiksek terapotik etkinligin elde edilmesini miimkiin kilar [137].
i . Ligand ile modifiye edilen nanotagiyicilar
g . Modifiye edilmemiy nanotagiyicilar Aktif Hedefleme I PaSif Hedefleme

'
E @ Tiimér hiicreleri
!

|
i T8 Endotel hiicreleri
[

; (_o) Normal hiicreler

i @ Eritrositler

; Kan damar1 ‘9 s g \: s“ e
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Sekil 2.6 : Kanser tedavisinde nanotasiyici sistemlerin aktif hedefleme ve pasif
hedeflemesinin sematik bir gosterimi [135].
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2.4 Polimerik ila¢ Tasiyic1 Sistemler

1980'lerden itibaren, polimerik ilag tasiyict sistemler, terapotik ajanlarin uzun siire
sabit dozlarda kontrollii salimini, dongilisel dozlamay1 ve hem hidrofilik hem de
hidrofobik ilaglarin ayarlanabilir salimin1 saglayabilme ozellikleriyle ilgi ¢ekici bir
arastirma konusu olmustur. Polimerik nanotasiyicilar dogal, yari sentetik veya sentetik
polimerlerden elde edilirler. Bu tastyicilar, birgok monomer biriminin polimerizasyon
reaksiyonuyla olusturulur ve belirli kosullar altinda kendi kendine organize olarak

nanometrik boyutlarda (10-200 nm) yapilandirilabilir [138,139].

Polimerik nanotastyicilar, hazirlama yontemine bagli olarak, nanokiire, nanokapsiil
veya ila¢ konjugati formunda tasarlanabilir ve etken maddeler bu sistemlere
hapsedilebilir, enkapsiile edilebilir ya da baglanabilir [140,141]. Nanokiireler, ilact
matriks yapist i¢inde fiziksel olarak dagitarak veya partikiil yiizeyine adsorbe ederek
hapseden kolloidal partikiillerdir. Nanokapsiiller ise, merkezinde enkapsiile edilmis bir
ilag bulunan ve etrafi polimerik bir kabukla ¢evrili bir ¢ekirdek boslugundan olusan
sistemlerdir. Polimerik kapsiiller, kanser hiicrelerine yonelik segiciligi artirmak
amactiyla monoklonal antikorlar, antikor fragmanlari, aptamerler, peptitler veya folik
asit gibi kiiciik molekiillerden olusan hedefleme ligandlartyla konjugasyon yapilarak

tasarlanabilir [141].

Kitosan, dekstran, polisakkaritler ve albumin gibi dogal polimerler, biyouyumluluk ve
biyobozunurluk 6zellikleri nedeniyle hiicre bazli transplantasyon, doku miihendisligi
ve gen terapisi gibi tibbi uygulamalarda tercih edilen biyopolimerler arasinda yer
almaktadir. Dogal polimerler, fonksiyonel gruplarinin kimyasal modifikasyonu
yoluyla sentetik molekiillerle birlestirilebilir ve yar1 sentetik polimerler olarak
adlandirilan polimerler sentezlenir. Kontrollii ilag tastyict sistem formiilasyonlarinda
sentetik polimerler, yapilarinin tasarimi  ve fizikokimyasal ozelliklerinin
modifikasyonu  agisindan  Onemli  potansiyele sahip olmasi  nedeniyle
biyopolimerlerden daha fazla ilgi gérmektedir [142]. Sentetik polimerik miseller, blok
kopolimerlerin ~ ¢ekirdek  olusturan  segmentlerini  Ozellestirerek, antisens
oligoniikleotidler, plazmid DNA, proteinler, siRNA’lar, MRNA'lar ve fotosensitizerler
gibi genis bir yelpazedeki biyoaktif molekiilleri yiiksek kapasitede tagima yetenegine
sahiptir. En sik kullanilan sentetik polimerler arasinda polilaktik asit (PLA),
poliglikolik asit (PGA) ve (PLGA) one c¢ikmaktadir. Bu polimerler, sentetik
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olmalarina ragmen biyouyumlu ve biyobozunur ozellikleri nedeniyle oldukea ilgi
cekicidir [143-145].

POLIMERLER

Biyolojik Olarak Biyolojik Olarak

Parcalanabilen Parcalanamayan

Dogal Polimerler: Sentetik Polimerler: Polimerler: Polimerler:
» Kitozan » Poli(laktik asit) » Dogal polimerler » Poliakrilatlar
» Dekstran » Poli(glikolik asit) > Poli(laktik asit) » Poli(metil
» Seliiloz » Poli(laktik-ko- » Poli(glikolik asit) metakrilat)
» Aljinat glikolik asit) » Poli(laktik-ko-
# Hyaluronik asit » Poliakrilatlar glikolik asit)
» Jelatin # Poli(kaprolakton) > Poli(kaprolakton)
» Albumin » Poli(dioksanon) » Poli(laktid-ko-

» Poli kaprolakton)

(hidroksibiitirat) » Poli(dioksanon)

» Poli (metil » Poli

metakrilat) (hidroksibiitirat)

» Poli (etilen

glikol)

Sekil 2.7 : Polimerik nanotasiyicilar i¢in kullanilan polimer tiirleri.

Polimerik nanotasiyicilar, diger ilag tasiyict sistemlere kiyasla birtakim avantajlar

sunmaktadir [146,147]. Bu avantajlar sunlardir:

» Kontrollii Salim; polimerik nanotastyicilar, terapotik ajanlarin kontrollii ve
yavas salimini saglayarak ilacin etki siiresini uzatir ve daha dengeli bir tedavi
saglar.

» Yiksek Etkin Madde Yiikleme Kapasitesi; polimerik sistemler, yiliksek
miktarda etken madde tasima kapasitesine sahiptir, bu da daha fazla terapotik
ajanin hedef hiicrelere ulagtirilmasini saglar.

» Hedefe Yonelik Teslimat; polimerlerin yiizeyine eklenen ligandlar sayesinde,
belirli reseptorleri hedef alarak ilacin dogrudan hastalikli hiicrelere taginmasi

saglanir. Bu, 6zellikle kanser tedavisinde daha etkili bir tedavi sunar.

20



» Biyouyumluluk ve Biyobozunurluk; dogal ya da biyolojik olarak par¢alanabilir
polimerler kullanildiginda, bu tasiyicilar viicut tarafindan tolere edilir ve
zaman igerisinde dogal yollarla parcalanir.

» Toksisite Azaltimi; ilacin yalnizca hedef hiicrelerde etkili olmasini saglayarak
saglikli hiicrelere olan zararin1 minimize eder, boylece yan etkileri azaltir.

» Coklu Tasima Kapasitesi; hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglari
tasiyabilme kapasitesine sahip olan polimerik nanotasiyicilar, ¢esitli ilaglarin
ayni anda tasinmasina olanak tanir.

» Cevresel Uyum,; polimerik tasiyicilar, pH, sicaklik gibi ¢evresel degisikliklere
duyarli yapilar tasarlanarak, belirli kosullar altinda ilag salimini

gerceklestirebilir.

> Diisiik Uretim Maliyeti; polimerik nanotastyicilarin iiretiminde kullanilan
malzemeler genellikle uygun maliyetlidir ve iiretim siiregleri de nispeten
basittir. Bu da, biiyiik dlgekli iiretimde maliyet avantaji saglayarak tedavi

siireclerinde daha ekonomik ¢oziimler sunulmasina olanak tanir.

Polimerik nanotastyicilarin sundugu avantajlar, onlar1 kanser tedavisinde 6ne ¢ikan bir
secenek haline getirmektedir. Ornegin, Park ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada,
kemoterapotik bir ilag olan doksorubisinin PEG'lenmis PLGA nanopartikiilleri i¢inde
enkapsiile edildiginde, sistemik kullanimda sik karsilasilan kardiyomiyopati gibi ciddi
yan etkilerinin 6nemli 6l¢lide azaldig1 gosterilmistir [148] . Diger bir ¢aligmada, Kong
ve arkadaslari, aptamer-polidopamin ve kolik asit ile islevsellestirilmis y1ldiz seklinde
poli(e-kaprolakton-ko-laktid) nanopartikiillerini gelistirmistir. Bu nanopartikiillere
meme kanseri tedavisinde gii¢lii bir kemoterapdtik ajan olan dosetaksel yiiklenmis ve
bu sistemin kemoterapi ile fototermal tedavi kombinasyonunun etkinligi
degerlendirilmistir. Arastirmanin sonuglari, bu nanopartikiillerin in vitro ortamda
basarili bir sitotoksisite sagladigini ve in vivo deneylerde dosetakselin sagkalim

sliresini artirdigini ve yan etkilerini azalttigini1 gostermistir [149].

2.5 Polimerizasyon Teknikleri

Polimerler, kovalent baglarla birbirine baglanan tekrarlayan birimlerden, yani
monomerlerden olusan yiiksek molekiiler agirlikli kimyasallardir. Polimerlerin
fiziksel oOzellikleri, (1) monomerik birimlerin kimyasal bilesimine, (2) varsa

monomerik birimler arasindaki stereokimyaya, (3) polimer zincirinin mekanik
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yapisina (6rnegin, zincir kivrimli m1 yoksa dogrusal m1 olduguna) ve (4) polimerin
zincir uzunluguna, yani polimerin monomer sayisina, diger bir ifadeyle
polimerizasyon derecesine (DP) baghdir. Ticari polimerlerin polimerizasyon derecesi
(DP) degerleri birkag¢ ylizden on binlere kadar degisir. Polimerler, yapilarini olusturan
monomerlerine gore siniflandirilabilir. En basit polimer tiirii, yalnizca bir tiir monomer
iceren homopolimerdir. Monomer sayisinin artmasiyla birlikte, sirasiyla diblok
polimer, triblok polimer ve tetrablok polimer gibi daha karmasik yapilar ortaya ¢ikar.
Polimerizasyon reaksiyonlar1 ise iki ana Kkategoriye ayrilir: kondenzasyon
polimerizasyonu ve katilma polimerizasyonu, bu siirecler sirasiyla kondenzasyon ve

katilma polimerlerini olusturur (Sekil 2.8).

Polimerizasyon

|

Kondenzasyon Katilma
Polimerizasyonu Polimerizasyonu
|
Serbest Radikal fyonik Kfmtmllu Yas_ayan
q q f q Serbest Radikal
Polimerizasyonu Polimerizasyon ; .
Polimerizasyonu
Anyonik ATRP RAFT
Polimerizasyon
Katyonik
Polimerizasyon NMP

Sekil 2.8 : Polimerizasyon reaksiyonlarinin siniflandirilmasi.

2.5.1 Kondenzasyon Polimerizasyonu

Kondenzasyon polimerizasyonu, en az iki fonksiyonel grup (-COOH, -NH: , -OH)
iceren monomerlerin adim adim reaksiyona girerek polimer olusturdugu bir siiregtir.
Bu nedenle, bu polimerizasyon tiiriine "basamakli polimerizasyon" da denir (Sekil
2.9). Reaksiyon her iki yonde ilerlerken, monomerler arasinda gergeklesen her bir
adim sonucunda, reaktantin yapisina bagli olarak su (H20), hidroklorik asit (HCI) veya
amonyak (NHs) gibi kiiciik bir molekiil yan iiriin olarak a¢iga ¢ikar. Bu siireg, 6zellikle
ester (esterifikasyon) ve amid baglarinin (amidasyon) olustugu reaksiyonlarda yaygin
olarak kullanilir ve dogal polimerlerden sentetik polimerlere kadar genis bir uygulama

alanina sahiptir. Kondenzasyon polimerizasyonu, poliamidler (naylon), poliester ve
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poliiiretan gibi birgok nemli polimerin iiretiminde kullanilir. Ornegin, naylon iiretimi
sirasinda amino grubu (-NH2) ve karboksil grubu (-COOH) tasiyan monomerler
birlesir ve her bir baglanma adiminda su agiga ¢ikar. Kondenzasyon polimerizasyonu,
polimerlerin yiiksek molekiiler agirliklara ulasmasini saglayan 6nemli bir yontemdir.
Bu siireg, reaksiyona giren monomerlerden birinin tamamen tiikkenmesi ve polimer
zincirlerinin her iki ucunun ayni fonksiyonel gruplarla bitmesiyle sona erer.
Polimerizasyon boyunca, adim adim gergeklesen reaksiyonlar, her asamada polimer
zincirlerinin biiyiimesini saglar ve bu yontemle elde edilen polimerlerin 6zellikleri,

slireg lizerinde yapilan kontrollere bagli olarak optimize edilebilir [150-152].

2.5.2 Katilma polimerizasyonu

Katilma polimerizasyonunda (zincir biiyiime polimerizasyonu olarak da adlandirilir),
halka yapisina sahip monomerler veya en az bir ¢ift/ tiglii bag igeren monomerlerden
polimerler iiretmek i¢in zincirleme bir reaksiyon kullanilir (Sekil 2.9). Bu siiregte
monomerin sahip oldugu “fazladan bag”, monomerler arasindaki bagi olusturmak igin
kullanilir ve yeni monomer birimleri biiyliyen polimer molekiiliine birer birer eklenir.
Bu durum, polimerizasyon sirasinda hi¢bir molekiiliin kaybolmadigi ve yan {iriiniin
olusmadig1, yani monomerin polimere dahil edilirken molekiil agirliginin degismedigi
anlamina gelir. Elde edilen polimerin molekiil agirligi, polimerizasyona dahil edilen
tiim monomerlerin toplam molekiil agirligina esittir [153]. Bu tiir polimerler genellikle
serbest radikal reaksiyonlartyla olusur; ancak anyonik ve katyonik mekanizmalar da
kullanilabilir; fakat bunlar 6zel ¢oziiciiler ve reaksiyon kosullari gerektirir. Katilma

polimerizasyon siireci ii¢ ayr1 asamada gergeklesir [154];

1. Baslama; genellikle polimerizasyon siirecini baglatan bir baglatici araciligiyla
gerceklestirilir. Reaktif baglatict molekiil bir radikal (serbest radikal
polimerizasyonu), katyon (katyonik polimerizasyon), anyon (anyonik
polimerizasyon)  ve/veya  organometalik  kompleks  (koordinasyon
polimerizasyonu) olabilir.

2. Biiyilime; bir monomer zincire eklenir ve her yeni monomer birimi, bir sonraki

ekleme i¢in aktif bir yer olusturur.

3. Sonlanma; radikal, katyon veya anyon "ndtralize edilir" ve zincir uzamasi

durdurulur.
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ﬁ ﬁ (0] [0}
[l I
L HO—C—R;—C—OH + HO—R,—OH =—> ——C—R,—C—0—R,—0 + H0
n

Sekil 2.9 : Kondenzasyon ve katilma polimerizasyonunun genel mekanizmasi.

2.5.2.1 Serbest radikal polimerizasyonu

Serbest radikal polimerizasyonu, sanayide yaygin olarak kullanilan hizli ve son derece
etkili bir tekniktir. Bu yontem, ticari polimerler {iretmek i¢in kullanilir; 6rnegin,
poli(metil metakrilat) (PMMA), poli(akrilamid) ve bircok akrilat ve metakrilat uglu
polyester ve polieterler. Serbest radikal reaksiyonlarinda, reaksiyonu baglatmak igin
peroksitler, redoks baslaticilari, azo gruplar1 ve fotobaslaticilar gibi serbest radikal
olusturan baslaticilar kullanilir [155,156]. Serbest radikal polimerizasyonlari, Sekil
2.10'da [156] gosterildigi gibi isleyen zincir polimerizasyon siire¢leridir. Her polimer
molekiilii, bir monomerin, aktif merkez olarak bilinen terminal serbest radikal reaktif
bolgeye eklenmesiyle biiylir. Monomer eklenmesiyle birlikte, aktif merkez yeni
olusturulan zincir ucuna transfer olur. Bu siire¢ son derece hizli bir sekilde gergeklesir,
makromolekiilii biiyiitiir ve aktif merkez, bir sonlandirma reaksiyonuyla noétralize

edilene kadar devam eder [157].

I. Radikal olusumu: I — 2l
|1 ||
11. Baslama: I+ + C<C —— I-C-C*
[ ]
|| || [ ]
1. Cogalma: I—C—(IT' + C=C —— I*(I.’*C*C*(‘

YAV . [ 1zl
IV, Sonlanma: I*C*C{(l.'*(‘: C*(lf' I—- ]*C*(‘:‘((l:*(lj}

Sekil 2.10 : Serbest radikal polimerizasyonunun genel mekanizmasi. (I; baslatici).
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2.5.2.2 Iyonik polimerizasyon

Iki tiir iyonik polimerizasyon vardir: pozitif yiiklii aktif merkeze sahip olanlara
katyonik polimerizasyon, negatif yiiklii aktif merkeze sahip olanlara ise anyonik
polimerizasyon adi verilir. Katyonik polimerizasyonlar i¢in en uygun monemerler,
1,1-dialkil, alken, alkoksi ve fenil gibi elektron veren bir substitiient iceren
monomerlerdir. Katyonik polimer 6rnekleri arasinda poliizobiitilen ve biitil kaugugu
gibi dienlerle yapilan kopolimerler yer alir. Katyonik polimerizasyon sistemlerinde
genellikle reaksiyonu baslatmak i¢in, elektrofil haline gelen bir proton kaynaginin
eslik ettigi bir mineral asit veya BFs, AlCls ve TiCla gibi Lewis asitleri kullanilir [158].
Anyonik polimerizasyonlar, fenil, karboksil, nitril ve dien gibi elektron geken bir
substitlient iceren bir monomer tiirli gerektirir. Anyonik polimer 6rnekleri arasinda
stiren—biitadiyen kaugugu ve stiren—biitadien—stiren termoplastik elastomer regineleri
gibi bazi stirenik Uriinler yer alir. Yaygin olarak kullanilan baslaticilar ise etil lityum
(C2HsLi) ve sodyum naftalin (CioHgNa)'dir. Iyonik polimerizasyonunun birgok yonii
serbest radikal polimerizasyonuna benzer. Iyonik polimerizasyon siiregleri, genellikle
yan reaksiyonlar1 6nlemek ve yiiksek molekiil agirlikli iirlinler elde etmek i¢in yiiksek
diizeyde saflastirma ve diisiik reaksiyon sicakligi gerektirir. Ayrica, bu siiregler yiiksek
polimerizasyon hizina sahiptir ve kullanilan ¢oziicii tiirlerine kars1 olduk¢a duyarhidir

[159].
2.5.2.3 Kontrollii yasayan radikal polimerizasyonu

Serbest radikal polimerizasyonu, genis bir kullanim alan1 ve basit islem kosullar1 ile
uygulanabilen bir polimerizasyon yontemi olmakla birlikte, polimerlerin molekiiler
ozellikleri {izerinde sinirl bir kontrol saglar. Ozellikle molekiil agirligi, polidispersite,
bilesim, zincir mimarisi ve belirli fonksiyonel gruplarin diizenlenmesi gibi kritik
parametrelerde istenilen diizeyde hassasiyet saglanamamaktadir. Bu nedenle, iyi
tanimlanmis polimerlerin sentezi agisindan yetersiz kalmaktadir. Kontrollii yasayan
radikal ~ polimerizasyonu ise bu kontrolii  saglayarak  biyokonjugatlar,
organik/inorganik kompozitler ve yiizeye bagli kopolimerler gibi yeni malzemeler i¢in
tasarim firsatlar1 sunar. Kontrollii yasayan radikal polimerizasyonunda, polimer
zincirlerindeki aktif ucglar sayesinde, reaksiyon ortamindaki monomerler tamamen

tilkkense bile, monomer ilavesiyle polimerizasyon yeniden baglatilabilir. Bu siirec,
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farkli monomerlerin eklenmesiyle blok kopolimerlerin sentezlenmesini miimkiin kilar

(Sekil 2.11) [160].

Kompozisyon:
00000000 COCORA0P G000  CeRCOIAOBOCO
. ) istatistiksel Gradyan

Homgpolimer  Blok Kogolimer Kopolimer Kopolimer Graft Kopolimer
Yapi: % MEMQM%W

AR A ARARR /{v I T ‘ V\} wxéwz‘mg,w ﬁ\ Z\%

2 5 r
Dogrusal  Yildiz/Cok Kollu Firca Yapih Ag Yapih Hiper Dallanmis
Polimer Polimerler Polimerler Polimerler Polimerler

Sekil 2.11 : Kontrollii yasayan radikal polimerizasyonu yoluyla elde edilen
molekiiler yap1 6rnekleri [160].

Kontrollii yasayan radikal polimerizasyon 1990'larda, canli iyonik polimerizasyonun
canli serbest radikal polimerizasyona adaptasyonunun saglanmasiyla gelistirildi
[161,162]. Kontrollii yasayan radikal polimerizasyonda, geleneksel serbest radikal
polimerizasyonunun aksine, sonlanma ve zincir transfer reaksiyonlari meydana
gelmemektedir. Boylece geri doniisiimsiiz sonlanma en aza indirilir [163]. Kontrolli
radikal polimerizasyonu, uykuda olan ancak potansiyel olarak aktif tiirlerin ayrisma-
birlesme (6rnegin, iniferter), NMP, katalitik atom (grup) transferi (6rnegin, ATRP) ve
dejeneratif zincir transferi (6rnegin, RAFT) yoluyla bir polimer radikali haline gelmek
tizere aktive edilebildigi doniisiimlii bir aktivasyon-deaktivasyon siirecini takip eder
[153]. Biiyiiyen polimer radikaller ile ¢esitli uykuda tiirler arasinda dinamik bir denge
kurulmasi tiim kontrollii yasayan radikal polimerizasyon sistemlerinin merkezinde yer
alir (Sekil 2.12) [164].

ki,
Kokt
P~ f )
deakt +M

Sekil 2.12 : Kontrollii yasayan radikal polimerizasyonunun genel mekanizmasi.

Kontrollii yasayan radikal polimerizasyon asagida listelenen ii¢ temel teknige

ayrilmaktadir;

e Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (Atom Transfer Radical
Polymerization, ATRP),
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e Nitroksit Aracili Polimerizasyon (Nitroxide-Mediated Polymerization, NMP),

e Tersinir Katilma-Par¢alanma Zincir Transfer Polimerizasyonu (Reversible

Addition-Fragmentation Chain Transfer Polymerization, RAFT).

Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP)

1995 yilinda Matyjaszewski [165], Sawamoto [166] ve Percec [167] tarafindan
kesfedilen atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP), kontrollii molekiil agirhigi,
dar molekiil agirlik dagilimlar1 ve tasarlanabilir molekiiler mimarilere sahip iyi
tanimlanmis polimerlerin hazirlanmasinda en giiglii yontemlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Atom transfer radikal polimerizasyonu ismi, polimer zincirlerinin
diizenli biiylimesinden sorumlu olan temel reaksiyon adimi olan atom transferi
asamasindan gelmektedir. Genellikle ATRP sistemi monomer, baslatict ve
katalizorden olusur. Bu sistemde en Onemli bilesen, polimerizasyonun
yasayan/kontrollii 6zelliklerinin anahtar1 olan katalizordiir. Giiniimiize kadar Fe, Cu,
Mo, Rh, Ru, Co, Ni, Pd gibi ¢esitli ge¢is metali kompleksleri ATRP sistemlerinde
katalizor olarak basartyla kullanilmistir [168-171]. Ideal bir ATRP katalizorii sunlart
saglamahdir; (1) istenen molekiil agirhgina ve dar polidispersiteye sahip polimer
sentezi; (2) polimerizasyon reaksiyonu i¢in yiiksek katalitik aktivite; (3) polimerde ¢ok
az miktarda kalan katalizor. Bu gereksinimlerin tam olarak karsilanmasi hala zorluk

teskil etmektedir.

ATRP teknigi, genellikle halojen tiirevi olan bir alkil halojeniir (R-X; baslatici olarak)
ile gecis metali kompleksi (Mt™/L; katalizor olarak) arasindaki geri doniistimlii
elektrokimyasal reaksiyona dayanir. Gegis metali kompleksi (Mt™/L) alkil halojentir
baginin homolitik olarak kopmasini saglar. Bu siireg, daha yiiksek oksidasyon
durumundaki metal-halojeniir kompleksinin (X-Mt™Y/L) ve radikallerin (R*)
olusmasina yol agar. Olusan radikaller monomer (M) birimine eklenir ve R-M*
radikali olusur. Reaksiyonun geri doniisiimlii olmasi nedeniyle, R-M* radikaline
birka¢g monomer birimi baglandiktan sonra, radikaller oksitlenmis metal kompleksleri
(X-Mt™1/L) ile de reaksiyona girerek, alkil halojeniir ve daha diisiik oksidasyon
durumundaki ge¢is metali kompleksini (Mt"/L) yeniden olusturabilir [172].
Polimerizasyon siirecinde, aktivasyon hiz sabiti (Kakt), deaktivasyon hiz sabitinden

(Kdeakt) daha kiiglik oldugu igin reaksiyon sola dogru ilerleme egilimindedir (Sekil
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2.13). Bu nedenle, monomerler aktif polimer zincirlerine eklendikten sonra sonlanma
asamasina ge¢cmeden radikaller tekrar pasif hale gelir. Bu durum, ortamda bulunan
monomerler bitene kadar devam eder. Boylece, kontrollii bir zincir uzamasi

gergeklesir.

ka t +M k
Mt"/L + R-X ~——==— X-Mt""I/L + R-D "

cakt

Y

R-R/R" & R=

Sekil 2.13 : Atom transfer radikal polimerizasyonunun genel mekanizmasi.

Nitroksit aracih polimerizasyon (NMP)

Bir diger kontrollii yasayan radikal polimerizasyon sistemi, ATRP'de bulunana benzer
geri donlisimlii bir deaktivasyon islemiyle polimer biiylimesini kontrol etmek i¢in
alkoksiaminleri kullanan nitroksit aracili polimerizasyondur (NMP). NMP, ilk olarak
1980’lerde Solomon ve Rizzardo tarafindan [173] bahsedilmis olmasina ragmen,
Georges’in 1993 tarihli makalesinden [174] sonra biyiik ilgi gormiistiir. NMP,
kullanim kolaylig1 ve nihai polimerlerde metal kalintilarinin bulunmamasi gibi
avantajlara sahiptir. Bununla birlikte, NMP'nin kiikiirt icermeyen bir kimyaya sahip
olmasi ve dienlerin yanm1 sira stiren tiirevlerinin kontrollii polimerizasyonunda
miikemmel bir kontrol saglamasi da 6nemli 6zelliklerindendir. Ancak, yiiksek sicaklik
gereksinimi, yan reaksiyonlar nedeniyle metakrilatlarin kontroliindeki zorluklar ve
nitroksitler ile alkoksiaminlerin diisiik bulunabilirligi gibi dezavantajlar nedeniyle bu

teknikle yapilan ¢aligmalar sinirli kalmistir [175].

NMP’de en sik kullanilan baglatict TEMPO’dur (2,2,6,6-tetrametilpiperidinil-1-oksi).
Ancak, 2,2,5-trimetil-4-fenil-3-azaheksan-3-nitroksit (TIPNO) ve N-ter-biitil-1-
dietilfosfono-2,2-dimetilpropil nitroksit (SG1), TEMPO'ya kiyasla daha hizh
polimerizasyonlar ve daha iyi molekiiler agirlik dagilimlari saglamistir (Sekil 2.14)

[176].
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TEMPO SG1 TIPNO

Sekil 2.14 : Nitroksit aracili polimerizasyonda kullanilan baslaticilar.

Sekil 2.15’te NMP mekanizmasi gosterilmektedir. NMP genellikle polimer zincirinin
ucundaki C—O baginin dogrudan homolizini igerir. Katalizor olarak bir¢ok metal
kullanilabilir ve polimerizasyondan sonra saflastirma islemine ihtiyag duyulmaz.
Ancak NMP’nin uygulandigi sicakliklarin akrilat monomerlerinin  kaynama
noktalarinin iizerinde olmasi, bu yontemin akrilat monomerlerinde verimli bir sekilde

kullanilmasini engellemektedir [177].

k,,
(o)
R R
kxk[ - " .
\/\/\O_ N = n \)\) _...‘-+ O-N
deakt kg

Sekil 2.15 : Nitroksit aracili polimerizasyonun genel mekanizmas.

Tersinir katilma-parc¢alanma zincir transfer polimerizasyonu (RAFT)

RAFT polimerizasyon teknigi ilk olarak 1998 yilinda CSIRO grup tarafindan
bildirilmistir [178]. Polimerizasyon dejeneratif transfer siirecleriyle ilerler ve zincir
transfer ajanlari1 (RAFT ajanlar1 olarak adlandirilir) olarak kullanilan bilesikler
araciligiyla kontrol edilir. RAFT ajanlari, tiyokarboniltiyo kismina sahip organik
bilesiklerdir ve genel yapilar1 [Z-(C=S)S-R] (Sekil 2.16) seklinde gosterilebilir. R ve
Z gruplarimin yapilari bagarili bir RAFT polimerizasyonu i¢in kritik 6neme sahiptir. R
grubu polimerik zincirlerin biiylimesini baglatirken, Z grubu tiyokarbonil bagini
radikal eklenmesi yoniinde aktive eder ve daha sonra ortaya ¢ikan ara radikali stabilize
eder. RAFT ajanlari, C=S islevselliginin yanindaki farkli Z gruplarina baglh olarak dort
smifa ayrilir [179,180];
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o ditiyoesterler (Z = alkil veya aril),
e tritiyokarbonatlar (Z = SR),
e ksantatlar (Z = O-alkil),

o ditiyokarbamatlar (Z = NR2) (R = alkil veya H) (Sekil 2.16).

S
Z)ks’R

R Z RAFT ajam simifi
-CH,CN, -CH,Ph -Ph ] .
- - Ditiyoester
-C(CH;),(COOEY) -CoHypig
-C(CH;),CN -NEt, Ditiyokarbamat
-C(CH;),Ph -OEt Ksantat
-C(CH;),CN -SCH;,4 Tritiyokarbonat

Sekil 2.16 : RAFT ajanlarinin genel yapist.

RAFT polimerizasyonunun genel mekanizmasi Sekil 2.17°de gosterilmektedir [181].
Polimerizasyonun ilk basamagi, bir radikalin olusturuldugu ve monomerle reaksiyona
girdigi baslama adimidir (basamak 1). Polimerizasyonun ilk adiminda biiyiiyen
polimer zinciri (Pn¢), RAFT ajaninin reaktif bagma [S=C(Z)SR] hizla eklenerek
radikal bir ara madde olusturur. Basamak Il'de radikal ara madde, geri doniisiimlii
olarak parcalanarak ya baglangigtaki biiyliyen zincire dogru ilerler ya da yeniden
radikal grup (Re) ve polimerik bir RAFT ajani olusturur. Daha sonra radikal Re
monomerlerle reaksiyona girerek polimerizasyonu yeniden baslatir ve biiylimekte olan
yeni bir polimer zinciri olusturur (basamak I11). Baslangictaki RAFT ajan1 tamamen
tilkendikten sonra, reaksiyon ortaminda yalnizca polimerik RAFT ajan1 mevcut olur
ve aktif olarak biiylimekte olan polimer zincirleri ile polimerik RAFT ajani arasinda
denge (basamak 1V) saglanir. Bu denge zincir dengesi olarak adlandirilir ve aktif ve
uykuda olan zincirler arasindaki hizli degisim, tiim zincirlerin biiyiime olasiliginin esit
olmasimi saglar ve dolayisiyla dar polidispersiteli polimerlerin iiretimine yol agar.
Polimerizasyon bittiginde ¢ogu zincirler, *H-NMR ve UV-vis spektroskopisi ile
tanimlanan son grup olarak tiyokarboniltiyo kismini igerir. Sonlanma agamasi, klasik
serbest radikal polimerizasyonlarda oldugu gibi, radikal-radikal sonlanmasi yoluyla

gerceklesir.
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RAFT polimerizasyonu i¢in termal baslatma, RAFT ajaninin ultraviyole 151k veya y
radyasyonu ile dogrudan fotokimyasal uyarilmasi ve organik baslaticilarin ayrigmasi
gibi birgok farkli baslatma kaynagi bildirilmistir. Bununla birlikte, radikal
baslaticilarin termal ayrigsmasi, bu tiir bilesiklerin ticari olarak bulunabilmesi nedeniyle
en yaygin olarak benimsenen baglatma yontemidir. Polimerizasyon sicaklig1 genellikle
60-80 °C araligindadir ve bu, iyi bilinen baslatic1 azobis(izobiitironitril) (AIBN)'nin

optimum ayrisma sicakligi araligina karsilik gelir.
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Sekil 2.17 : Tersinir katilma-parg¢alanma zincir transfer polimerizasyonunun genel
mekanizmasi.

Konvansiyonel serbest radikal polimerizasyonu ile polimerize edilen monomerlerin
biiyiik ¢cogunlugu RAFT yontemiyle de polimerize edilebilmektedir. Stiren tiirevleri,
akrilat ve akrilamidler, metakrilatlar, metakrilamidler ve vinil esterler RAFT
polimerizasyonunda kullanilan tipik monomer siniflaridir [182-184]. RAFT
polimerlerindeki islevsellikler yalnizca monomer se¢imiyle sinirli degildir; polimerik
zincir ug gruplari tarafindan da ortaya ¢ikarilabilir. RAFT polimerleri, RAFT ajaninin
R veya Z grubu tarafindan veya polimerizasyon sonrasi modifikasyonlar sonucunda
ortaya ¢ikan zincir sonu islevsellikleri gosterebilir [185,186]. RAFT ayrica karmagik
polimerik mimarilerin mithendisligi i¢in ¢ok yonlii bir aractir. Rastgele (istatistiksel),
gradyan, as1 ve blok kopolimerler dahil olmak {izere ¢esitli kopolimerlerin sentezi

kolayca gerceklestirilebilir [187-189].
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2.6 Halka A¢ilma Polimerizasyonu (ROP)

Halka ag¢ilma polimerizasyonu, bir polimer zincirinin terminal ucunun reaktif bir
merkez gibi davrandigr ve diger siklik monomerlerin, uzun bir polimer zinciri
olusturmak tizere halka sistemini acarak reaksiyona girdigi bir zincir biiyiime seklidir
[190]. Polimer zincirinin terminal ucundaki reaktif merkez iyonik, katyonik veya
radikal olabilir. Bu halkali monomerler genellikle halkada alkenler, alkanlar veya
heteroatomlar bulundurur. Polimerizasyon yetenegi halka yapisinin tiiriine ve
biiyiikliigiine bagli olarak degisir [191]. Halka agma polimerizasyonu, polyesterler,
polisiloksanlar ve poliamidler de dahil olmak iizere ticari acidan 6nemli bir¢ok
polimerin tiretiminde uygulanmistir [192]. Kondenzasyon polimerizasyonunun aksine,
bu yontem son yan iriinlerin uzaklastirilmasin1 gerektirmez ve yiiksek molekiil
agirlikli polimerler birkag¢ dakika i¢inde elde edilebilir. Bu yontemin ana dezavantaji,
monomerlerden birinin (diol veya diasit), ek ¢oziiciiler ve bir katalizor gerektiren siklik
formuna doniistiriilmesi gerekliligidir. Geleneksel olarak polimerizasyon igin
kullanilan kimyasal yontemler, ytliksek sicaklik (150-280 °C) ve ¢evre i¢in toksik olan
metal katalizorler gerektirir [193].

N-Karboksianhidrit Halka Acilma Polimerizasyonu (NCA-ROP)

Biyolojik sistemler, karmasik ancak son derece diizenli yapilar olusturma yetenegine
sahip proteinler tretirler. Bu dikkat ¢ekici malzemeler, 6zelliklerini yapilarindaki
amino asit monomerlerinin dizilim ve bilesimlerinden alan polipeptid kopolimerlerdir.
Son zamanlarda, biyoteknoloji (6rnegin, yapay dokular ve implantlar),
biyomineralizasyon (6rnegin, dayanikli, hafif ve diizenli inorganik kompozitler) ve
analiz (6rnegin, biyosensorler ve tibbi tan1) gibi alanlarda kullanilabilecek iirtinler elde
etmek amaciyla bu dogal polimerlerin hazirlanmasi igin sentetik yollar gelistirmeye
yonelik ilgi artmigtir [194,195].

Oligopeptit ve polipeptitlerin sentezinde monomer olarak o-amino asit-N-
karboksianhidritlerin (NCA'lar) kullanim1 ilk olarak Leuchs tarafindan 1906 yilinda
bildirilmistir. Uzun polipeptit zincirlerinin sentezi i¢in en ekonomik ve hizli islem
NCA!'larin polimerizasyonudur (Sekil 2.18). Bu yontemde en basit reaktifler kullanilir
ve yiiksek verimde, biiylik miktarda yiiksek molekiil agirlikli polimerlerin

hazirlanmasina olanak tanir [196]. 1940'larin sonlarindan bu yana, NCA
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polimerizasyonlar1 yiikksek molekiill agirlikli  polipeptitlerin  biiyiik  6lgekli
hazirlanmasinda kullanilan en yaygin teknik olmustur [197]. Bununla birlikte, baslarda
NCA polimerizasyonlarindaki kontrol seviyesinin diisiik olmasi, dogal proteinlerin
dizi Ozgiilliigline ve monodispersitesine sahip olmayan homopolimerler, rastgele
kopolimerler veya as1 kopolimerlerinin elde edilmesine neden olmustur [198]. Son
yillarda ise, NCA'larin kontrollii polimerizasyonu yoluyla iyi tanimlanmis yapilara
sahip ¢ok bloklu polipeptitler veya polipeptit i¢eren hibrit malzemelerin olusturulmasi

igin gesitli metal ve organo-katalizorler gelistirilmis ve kullanilmistir [199,200].
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Sekil 2.18 : a-amino asit-N-karboksianhidritlerin (NCA) polimerizasyonunun
genel gosterimi.

2.7 Klik Kimyasi

"Klik kimyas1" terimi, ilk kez 2001 yilinda K. Barry Sharpless ve caligma arkadaglari
tarafindan ortaya atilmistir ve heteroatom baglantilar1 araciligiyla kullanish yeni
bilesiklerin hizli sentezini saglayan giiclii, son derece gilivenilir ve segici bir dizi
reaksiyonun gelistirilmesini ifade eder [201]. Bu reaksiyonlar, genellikle azidler,
alkinler veya siklooktinler igeren belirli bir kimyasal bag yoluyla iki molekiiliin
birlegsmesini igerir. Son yillarda klik reaksiyonlar1 6zel kimyasal, farmasoétik,
biyomolekiiler, biyomedikal ve polimer uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Klik kimyasi, karmasik molekiillerin sentezlenmesine ve gesitli
alanlarda 6nemli uygulamalar1 olan yeni malzemelerin, ilaglarin ve diger iiriinlerin

gelistirilmesine yol agmustir.

Klik kimyasi, hem kiigliik hem de biiyiik 6l¢ekli uygulamalarda giivenilir bir sekilde
calisan, cok yiiksek verim saglayan ve yalnizca non-kromatografik yontemlerle
uzaklastirilabilen zararsiz yan iiriinler olusturan giiclii bir yontem olarak pek ¢ok
avantaj sunmaktadir [202]. Giiniimiizde klik reaksiyonlari dort genel kategoriye

ayrilmaktadir [203];
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(1) Siklokatilma reaksiyonlar1 (yaygin olarak azid-alkin klik reaksiyonu ve Diels—
Alder (DA) Kklik reaksiyonu),

(2) Tiyol-klik reaksiyonlar1 (bunlar arasinda tiyol-en/in, tiyol-epoksi ve tiyol-

izosiyanat klik reaksiyonlar1 ve tiyol-Michael katilma reaksiyonu yer alir),

(3) Amino-klik reaksiyonlari (aza-Michael katilma reaksiyonu ve amino-epoksi halka

acilma reaksiyonu gibi), ve

(4) Non-aldol tipi karbonil Klik reaksiyonlari (imin, hidrazin ve oksim karbonil-

kondensasyonlarini igerir).

Klik kimyasinin amiral gemisi olan bakir katalizli azid-alkin siklokatilma reaksiyonu
(CuAAC), 2002 yilinda Sharpless [204] ve Meldal [205] tarafindan birbirinden
bagimsiz olarak rapor edilmesinden bu yana, klik 6zellikleri nedeniyle biiyiik ilgi
gormiistiir. Azidler ile terminal alkinler arasindaki siklokatilma reaksiyonunun Cu(l)-
katalizli versiyonunun, katalizsiz versiyonuna gore 107 kat daha hizli oldugu tespit
edilmistir. Cu(l) ile terminal alkinler arasindaki etkilesim, terminal alkinleri daha iyi
bir 1,3-dipolarofil yaparak azidlerle olan reaksiyonunu hizlandirir. Cu(I) katalizli
reaksiyon olduke¢a bolgesel secici olup yalnizca 1,4-adduktlar: olusturur. Ayrica, bu
reaksiyon oda sicakliginda ve ¢ok daha hizli bir sekilde gerceklestirilebilir (Sekil
2.19).

@ < =N
N=N Oda sicakligi N= : ]
@ + — » |

Sekil 2.19 : CuAAC klik reaksiyonu genel mekanizmasi.

Klik kimyasi, bilinen farmakoforlara benzemeyen yeni yapilar olusturma yeteneginin
yani sira, kompleks karbonhidratlar ile peptitler gibi kimyasal olarak olduk¢a farkli iki
molekiilii veya biyopolimerlerle floresan boyalar1 kovalent olarak bir araya getirmeyi
de basitlestirir. Bu sebeple Klik kimyas1 baslangigta organik sentez igin genel bir
kavram olarak varsayllmis olsa da, bu stratejinin biyokonjugasyon, ilag kesfi,
polimerler ve radyokimya gibi arastirma alanlarinda potansiyel uygulamalar1 giderek

artmaktadir.
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2.8 Glikopolimerik ila¢ tasiyici sistemler

Dogada bol miktarda bulunan karbonhidratlarin halka yapist ilk olarak 1930'lu y1llarda
Haworth ve arkadaslar1 tarafindan aydimnlatildi [206]. Kisa bir siire sonra
polisakkaritler kesfedildi ve bunlarin her canli organizmada; bitki ve hayvanda mevcut
oldugu ortaya cikti. Polisakkaritler doganin enerji kaynagi (nisasta ve glikojen)
olmasindan, yapisal materyaller (seliiloz, kitin, kolajen ve proteoglikanlar) saglamaya
kadar ¢ok cesitli biyolojik islevler sergiler (Sekil 2.20, I-11l). Karbonhidratlarin
glinlimiizde daha da genis cesitlilikte biyolojik roller tstlendigi bilinmektedir.
Ornegin, siilfatlanmis polisakkarit heparin (Sekil 2.20, 1V) kan pihtilasmasinda 6nemli
bir rol oynar [207], eklemlerde kayganlastirici gorevi olan hyaluronik asit (Sekil 2.20,
V) ise 1980'lerde plastik g6z igi lenslerin implantasyonunda kullanilmigtir [208].
Ayrica, hyaluronik asit ve bir diger siilfatlanmis polisakkarit kondroitin siilfat (Sekil
2.20, VI) antiinflamatuar aktivite gostermektedir ve osteoartrit ve romatoid artrit

tedavisinde arastirilmistir [209].
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Sekil 2.20 : Polisakkaritlerin yapilari. (1) Nisasta, (I1) kitin, (I11) seliiloz, (V)
heparin, (V) hiyaluronik asit, (V1) kondroitin siilfat.
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Seker bazli polimerik tagiyici sistemler, seker bilesenlerinin rollerine gore ii¢ ana tipe
ayrilabilir [210]: (i) sekerin ana polimer yapisini olusturdugu polisakkarit tiirevleri,
(1) seker Unitelerinin yan dallar olarak baglandig1 seker islevsellestirilmis polimerler
(6rnegin, glikopolimerler) ve (iii) sekerin dallanma veya omurga yapisi olarak

kullanildig1 seker bagli polimerler (Sekil 2.21).

a) Polisakkarit tiirevleri b) Glikopolimerler ¢) Seker bagh polimerler
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Sekil 2.21 : Seker bazli polimerik tasiyict sistemlerin sematik gosterimi ve
smiflandirilmasi [210].

Glikopolimerler, kovalent olarak baglanmis, sarkik karbonhidrat kisimlarina sahip
sentetik bir polimerik omurgadan olusan makromolekiiler yapilardir. ilk olarak
1950'lerin sonu ve 1960'larin basinda rapor edilmistir [211-213], ancak biyolojik
aktivitelerinin kesfi ve canli radikal polimerizasyon tekniginin ortaya ¢ikisi, bu alanla
ilgili ilgiyi bliyik olgiide artirmistir. Polimerik omurganin sagladigi malzeme
ozellikleri ile karbonhidratlarin biyolojik aktivitelerinin birlesimi, glikopolimerik
bilesiklerin klinik tani, hedeflenmis ila¢ tasima sistemleri, afinite kromatografisi ve
biyolojik analizler gibi gesitli alanlarda kullanilmasina olanak tanimistir [214]. Bu
uygulamalar, ¢ok ¢esitli fonksiyonlara sahip iyi tanimlanmis yapilari verimli bir
sekilde iireten glikopolimerlerin yeni sentez yontemlerine olan talebi biiyiik 6l¢iide
artirmigtir. Glikopolimerlerin sentezi igin iki genel yontem bulunmaktadir. Bunlar,
onceden olusturulmus polimer omurgalarinin karbonhidrat tiirevleri ile
polimerizasyon  sonrast modifikasyonu ve  glikozillenmis  monomerlerin
polimerizasyonudur [215,216]. Modern, yiiksek kaliteli ve kontrollii polimerizasyon
teknikleri, 6rnegin RAFT, NMP, ATRP, halka agilma polimerizasyonu (ROP) ve
halka ac¢ilma metatez polimerizasyonu (ROMP), zincir uzunluklar1 tizerinde ytiksek
kontrol saglayarak dar molekiil agirhigi dagilimlarina sahip ¢esitli yapilarda

fonksiyonel polimerlerin iiretilmesine olanak tanimaktadir [217].
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Polimerik omurga, bilesigin malzeme Ozelliklerinden sorumludur. Farkli
diizenlemelerde (blok, istatistiksel, gradyan vb.) cesitli monomerik birimlerden
olusabilir. Bu nedenle, polimer omurgasi, son malzemenin film olusturma, termal
direng, biyobozunurluk, esneklik, ¢oziiniirliik davranisi ve dis uyaranlara (pH veya
sicaklik degisimi) yanit verme gibi fiziksel 6zelliklerinin uyarlanmasina olanak tanir.
Ayrica, polimerik omurga, ek islevler saglayan ilave fonksiyonel gruplarla da
modifiye edilebilir. Bu gruplar; goriintiileme amaglh boya ve radyoaktif isaretleyiciler,
tedavi acisindan Onemli metal iyonlarimi (6rnegin, PtIl iyonlar1) baglayan
komplekslestirici yapilar, biyobozunur bir baglayici araciligiyla eklenmis ilaglari
iceren kontrollil ila¢ tasima sistemlerini ve biyotin veya avidin gibi ylizeye baglanma

birimlerini i¢erebilir [218].

Glikopolimerin ikinci kismi, materyalin biyolojik 6zelliklerini ayarlamaktan sorumlu
olan yan dal seklindeki seker gruplarindan olusur. Dogal olarak olusan
glikokonjugatlarin, karbonhidrat birimleri araciligiyla bircok biyolojik islevde yer alan
tanima bolgeleri olarak hayati roller oynadigi bulunmustur [219]. Seker gruplari, yara
iyilesmesi ve doku rejenerasyonu, hiicreler arasi tanima, kanser gelisimi, hiicre
yapigmasi ve farklilagmasi, immiinolojik tanima ve mikroorganizmalar arasi iletisim
gibi ¢esitli siireglerde 6nemli bir rol oynar [220]. Belirli hiicrelerin, bakterilerin veya
viriislerin farkli sekerlere yonelik 6zel etkilesimler sergiledigi kanitlanmistir. Bu

etkinliklerin 6zgiilliig, karbonhidrat taniyici proteinler araciligiyla saglanir [221].

Glikopolimerler igin glikoz, galaktoz, mannoz, arabinoz, riboz, trehaloz, fruktoz, sialik
asit veya fukoz gibi sekerler kullanilmaktadir. Belirli kanser tiirlerinin yiiksek
seviyelerde belirli hidrolitik enzimler, 6rnegin 6n ilagtan biyolojik olarak aktif bilesigi
serbest birakabilen galaktosidazlar, icermesi durumunda kullanilan seker tiirli 6nemli
olabilir. Diger yandan, fruktoz glikopolimerleri, GLUT-5 (spesifik fruktoz tastyicisi)
proteinini asir1 eksprese eden meme kanseri hiicrelerinde iyi bir hiicre igine alim elde
etmek i¢in kullanilirken, glikoza dayali glikopolimerlerin, GLUT-1'in asir1 eksprese
edildigi beyni hedeflemek i¢in ideal aracglar oldugunu gdsteren caligsmalar
bulunmaktadir [222-224]. Fruktoz bazli glikopolimerler ve paklitaksel [225],
doksorubisin [226], platin bazli ilaglar, rutenyum ilaglar1 [227], kurkumin [228] gibi
ilaglarla yapilan ¢aligmalarda, hiicresel alimi artirarak ilag tasginimina yardimci olmus

ve bdylece daha diisiik dozda yiiksek toksisiteye yol agmuigtir.
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2021 yilinda yapilan bir caligmada, poli(metilmetakrilat-b-(2-
metakriloksietoksi)benzaldehit-b-fruktometakrilat) cinko(II)ftalosiyanin/Dox
(P(MMA-b-MAEBA-b-FrucMA)-ZnPc/Dox) glikokonjugatinda, ZnPc-Ns bilesigi ile
glikopolimer konjuge edilmis olup, ayrica pH duyarli imin bag araciliiyla
P(MAEBA) initelerine Dox baglanmistir (kisaca GNPs-ZnPc/Dox olarak
adlandirilir). GNPs-ZnPc/Dox'un hiicresel alimin1 ve antikanser etkinligini belirlemek
amaciyla in vitro ¢alismalar gerceklestirilmistir. Serbest Dox ile karsilastirildiginda,
glikopolimerle tedavi edilen insan meme kanseri hiicreleri GLUTS5'1 hedef alarak daha

yiiksek antitiimor aktivitesi gostermistir [229].

Diger bir ¢alismada, amonafid-konjuge glikopolimerlerin oksim ligasyonu yoluyla
nanokristallerin yiizeyine agilanmasiyla bir glikopolimer/nanokristal hibrit ilag tagiyici
sistemi hazirlanmastir. Poli(1-O-metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-p-d-
fruktopiranoz)-b-poli(3-vinilbenzaldehit-ko-metilmetakrilat) glikopolimeri ile
antikanser ilag olan amonafid imin bagi ile baglanirmis, elde edilen amonafid-konjuge
glikopolimerler daha sonra oksim ligasyonu yoluyla aminooksi-fonksiyonellestirilmis
nanokristallerin ylizeyine asilanmigtir. Hazirlanan hibrit ilag tasima sisteminin,
amonafidi meme kanseri hiicrelerine etkili bir sekilde ulagtirabildigi ve bu hiicrelerin

canliligini 6nemli 6l¢iide inhibe edebildigi raporlanmistir [230].

2.9 Teranostik Nanopartikiiller (TNP)

Teranostik nanopartikiiller, teshis ve tedavi 6zelliklerini tek bir yapida birlestirerek
hastaya 6zel, kisisellestirilmis tedavi olanagi sunan ¢ok fonksiyonlu nanosistemlerdir.
Tedavi sirasinda teshis ve tedaviye yaniti degerlendirme firsati saglayarak, tek bir
yaklagimla etkili bir tedavi siirecinin olusturulmasina olanak tanir. Goriintiilleme
ajanlar1 ile farmasotik ajanlarin birlikte uygulanmasi, tedavi stratejisinin gergek
zamanli olarak izlenmesini amaclamaktadir. Ideal bir teranostik nanopartikiil, insanlar
icin giivenli olmali, hedeflenen bolgede hizli ve segici olarak birikebilme 6zelligi
gostermelidir [231]. Bunlarla birlikte hastaligin biyokimyasal ve morfolojik
karakterizasyonu hakkinda bilgi verebilmeli, yeterli miktarda ilaci/ilaglar1 saglikli
organlara zarar vermeden verimli bir sekilde hedeflenen bolgeye dagitabilmeli ve
saatler i¢cinde viicuttan atilmali veya biyolojik olarak toksik olmayan yan {iriinlere

parcalanabilmelidir [232].
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Teranostik terimi, terapi ve tanisal goriintiileme yontemlerini birlestiren bir materyali
tanimlamak amaciyla ilk kez 1998 yilinda John Funkhouser tarafindan ortaya atilmistir
[233]. Ancak bu yaklasim, 50 yildan uzun bir siiredir tiroid hastaliklarinin
goriintiilenmesi ve tedavisinde kullanilmaktadir. 1941°de Saul Hertz, 1311'1 ilk defa
hipertiroidizm hastalarinda ve ardindan tiroid kanseri hastalarinda terapotik olarak
uygulayan kisi olmustur [234]. 1951 yilinda ise ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA),

sodyum iyodiir (1311)’in tiroid hastaliklar1 olan bireylerde kullanimin1 onaylamistir.

Biyolojik uygulamalar i¢in nanopartikiiller gelistirmek amaciyla kullanilan yenilik¢i
nanomalzemelerin sentezi ve miihendisligi, kanser hastaliklarinda tan1 ve tedaviyi
onemli Ol¢iide artirmaya katkida bulunmus ve teranostik platformlarda kullanilacak
sistemlerin  gelistirilmesine olanak saglamigtir. Teranostik platformlar igin
nanopartikiillerin tasarimi genellikle iki veya daha fazla inorganik bilesenin, iki veya
daha fazla organik bilesenin veya en azindan her iki bilesen tiiriinden birinin, optik ve
elektriksel ozellikler, termal kararlilik, manyetizma ve UV koruma o6zellikleri gibi
belirli fizikokimyasal 6zelliklere sahip bir kombinasyonuna dayanir. Ortaya ¢ikan
nanopartikiil, bilesenlerinin basit bir karisimi1 degil, benzersiz 6zelliklere sahip bir

nanoplatformdur.

Teranostik amaglarla kullanilan ¢esitli nanopartikiil tiirleri bulunmaktadir (Sekil 2.22)
[235]. Bunlar; karbon bazli nanopartikiiller (CNPS), metalik nanopartikiiller (MEPS),
manyetik nanopartikiiller (MNPS), polimerik nanopartikiiller (PNPs), lipid
nanopartikiiller (LNPSs) ve silika bazli nanopartikiiller (SNPS) olarak siniflandirilabilir.

Teranostik sistemlerde en sik kullanilan biyolojik goriintiileme ajanlarindan biri de
yar1 iletken kuantum noktalaridir (QD'ler). Bu yar iletken nanokristaller, g¢esitli
biyolojik goriintiileme uygulamalarinda analiz edilebilen ve kullanilabilen, izlenebilir
sinyaller iireten Stokes kaymali fotoliiminesans sergileyebilir [236]. Ancak, QD'ler,
fotoliiminesans iiretmek i¢in ultraviyole (UV) 1s18a ihtiyag duymaktadirlar. UV veya
daha kisa dalga boyuna sahip 1s1nimin kullanimindaki sinirlamalar ve riskler sunlardir;
() dokuya sinirlt penetrasyon derinligi [237]; (I1) 1s181n sagilmasi ve otofloresan
etkiler nedeniyle diisiik sinyal-giiriiltii orant; ve (l1l) kisa dalga boylu 1s1n1ma uzun
stireli maruz kalma sonucunda dokunun ve gevresindeki hiicrelerin zarar gormesi veya
Olmesi [238]. Son zamanlarda, diisiik enerjili uyarim 1s181n1, 6rnegin yakin kizilotesi
(NIR), yiiksek enerjili emisyonlara doniistiirebilen, upconversion liiminesans (UCL)

ozelliklerine sahip yeni nanoyapilar gelistirilmistir [238]. Upconversion
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nanopartikiillerin (UCNP) uygulamalari, diger nanoyapilara kiyasla bir¢cok avantaja
sahiptir. Ornegin, NIR (700—1100 nm) uyarimu ile derin doku penetrasyonu saglamast,
NIR uyarim araliginda 1s1k sac¢iliminin azalmasi ve otofloresansin olmamasi nedeniyle
daha iyi sinyal-giiriiltii oran1 saglanarak algilama hassasiyetinin 6nemli Olgiide

artirllmasi ve NIR 1s18inin hiicreler ve dokular lizerinde fotohasar riskini azaltmasi

[239,240].
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Sekil 2.22 : Kanser teshis ve tedavisinde kullanilan farkli teranostik
nanopartikiillerin sematik gosterimi [235]. (SWCNT: Tek duvarli karbon nanotiip,
MWCNT: ¢ok duvarli karbon nanotiip, AuNPs: altin nanopartikiiller, SPIONS:
siiperparamanyetik demir oksit nanopartikiiller, SLNS: kat1 lipid nanopartikiilleri,
MSNs: mezopordz silika nanopartikiiller)

Genel olarak UCNP'ler ii¢ bilesenden olusur: kristalin bir konak¢i matris,
duyarhlastiric1 olarak gorev yapan bir sogurucu katk1 maddesi (6rnegin Yb>*, Nd®*) ve
aktivator gorevi goren yayici katki maddesi (6rnegin Er®*, Tm®* ve Ho%") [241]. Ornek
vermek gerekirse, duyarlilastirici olarak Yb3* igeren UCNP'ler 980 nm'de NIR 1518101
emerken, Nd*" icerenler 800 nm'de NIR 1s1gm1 emer. Aktivatdrler agisindan
bakildiginda NaYF4:Yb** Er®* ve NaYF4:Yb%, Tm®* UCNP'lerin 980 nm'de uyarilma
sonucu strastyla yesil/kirmizi 151k ve UV/mavi 151k yaydigi goriilmektedir [242].
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UCNP’lerin sentezlenmesi i¢in cesitli yontemler kullanilmaktadir. En yaygin
kullanilan UCNP sentez yontemleri sunlardir: termal dekompozisyon,
hidrotermal/solvotermal, sol-jel, termoliz, es c¢oktiirme (kopresipitasyon) [238].
Termal dekompozisyon yonteminde, metalik Onciiller yiiksek kaynama noktali bir
coziiciide (genellikle oleik asit veya oktadeken) c¢oziiliir ve yiiksek sicakliklarda
ayrigmaya birakilir. Hidrotermal/Solvotermal yontemde, metal tuzlarinin su veya diger
¢oziciiler iginde yiiksek sicaklik ve basing altinda kristallesmesi saglanir. Bu iki
yontemde, saf ve yiiksek kristalli iirtinler elde etmek i¢in yliksek basing ve sicaklik
uygulanir. Sol-jel yonteminde, metal oksit veya metal tuzlarinin hidrolizi ve
yogunlagmastyla UCNP’lerin sentezlenmesi saglanir. Kopresipitasyon yonteminde
ise, homojen bir ¢ozeltide pozitif ve negatif yliklii iyonlarin ¢okelme reaksiyonu ile bir

araya gelerek tekdiize UCNP’lerin olugmasi saglanir.

Kristal matrisli lantanit (Ln) katkili UCNP’ler, yanip sonmeyen parlama, yiiksek
biyouyumluluk, diisiik sitotoksisite ve en aza indirilmis fotoagartma gibi 6zellikleri
nedeniyle goriintilleme ve ilag/gen iletimi uygulamalari i¢in iyi adaylardir. Yiizey
modifikasyonu ve fonksiyonellestirme kolayligi, bu nanopartikiillerin kemoterapi, gen
terapisi, fotodinamik terapi, fototermal terapi ve protein bazli terapi gibi cesitli

biyomolekiillere veya reaktiflere baglanmasina olanak tanir [243,244].

Bir ¢alismada [245], grafen oksitler (GO) baslangigta PEG ile modifiye edilip ardindan
PEG'e PEI baglanarak NGO-PEG-PEI ilag tastyici sistemi gelistirilmistir. Bu siirecte,
amino-fonksiyonlandirtlmigs UCNP’ler (UCNPs-NH>), 3,3'-ditiyodipropiyonik asit ile
tepkimeye sokulmus ve ardindan PEI ile reaksiyona girerek GO ve UCNP'ler arasinda
disiilfid bag1 olusturulmustur. GO ylizeyinde bol miktarda aromatik grup bulunmasi,
Dox’un n—r etkilesimleri yoluyla nanopartikiillere yiiklenmesini saglamistir. GO’ nun
fototermal tedavi potansiyeli sayesinde, nanokompozit ¢ozeltisinin sicakligi, 808 nm
NIR lazer ile 3 dakika i¢inde hizla 65 °C'ye ulagsmistir. Fototermal tedavi ile Dox bazl
kemoterapinin bu kombinasyonu, hem in vitro hem de in vivo deneylerde iistiin
sonuglar elde edilmesini saglamig, ayrica nanosistem biyogoriintiileme amaciyla da

basarili olmustur.

Bir diger ¢alismada [246], UCL nanopargaciklarina manyetik 6zellik kazandirmak igin
UCNP ve Fe3Os nanopartikiilleri birlestirilmistir. Elde edilen nanopargaciklar, ilag
tasima ve ¢ok modlu biyogoriintiileme i¢in arastirilmistir. Fe3Os nanopartikiillerini

UCNP’lerin igine kapsiillemek ig¢in, UCNP’ler mSiO; ile kaplanmis ve Fes3Os
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nanopartikiilleri  mSiO2’nin  gbzenekli  yapisina  yiiklenmistir.  Hazirlanan
NaYFs:Yb,Er@mSiO.@Fe3:04—PEG (MFNP'ler) aymi anda UCL ve MRI
goriintiileyebilirken, ilag tasiyicist manyetik olarak hedeflenebilmektedir. Sentezlenen
MFNP'lerin geri dondiiriilemez partikiil kiimelenmelerini engellemek, sudaki
stabilitesini arttirmak ve biyouyumlulugunu iyilestirmek i¢in siiksinimidil karbonatla
sonlandirilmis-PEG kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, MFNP'lerin hem ¢ift modlu
UCL/MRI igin bir kontrast madde olarak kullanilabilecegini hem de manyetik
hedefleme yoluyla Dox'un hedef bolgeye tasinmasina Yyardimci olabilecegini

gostermektedir.

2.10 Fototermal Terapi ile Kanser Tedavisi (PTT)

Fototermal terapi, esas olarak fotosensitizor olarak da bilinen 1s1k emici bir maddeye
dayanan, radyo frekansi, mikrodalgalar, yakin kizilotesi veya goriiniir 151k gibi
elektromanyetik radyasyonla uyarildiginda enerjiyi emebilen ve 1siya doniistiirebilen
minimal invaziv, lokal bir tedavi yontemidir. Biyolojik ortamlarda, asir1 1sinmis bir
ortam hipertermiye yol agabilir ve bu durum, protein agregasyonu ve denatiirasyonu,
sitozoliin buharlasmas1 ve canli hiicrelerin lizisi gibi gesitli zararli etkilere neden
olabilir [247]. Perez-Hernandez ve ark. (2015) fototermal tedavinin nekrotik hiicre
Oliimii yerine igsel yolu aktive ederek programlanmis hiicre 6liimiinii indiikledigini
belirlemistir [248]. Bu nedenle fototermal tedavi kanser tedavisinde giivenilir ve gii¢lii
bir tedavi yontemidir. Fototermal ajanlar cesitli kategorilere ayrilmaktadir; (i)
indosiyanin yesili ve heptametin siyanin gibi organik boyalar; (i1) organik yar1 iletken
polimerik nanopartikiiller ve porfirin-lipit konjugat yapilar olan porfizomlar gibi
organik nanopartikiiller; (ii1) altin nanopartikiiller; (iv) karbon nanotiipler ve grafen
oksit gibi karbon bazli nanoyapilar; ve (v) metal oksit nanopartikiiller ve kuantum
noktalar1 gibi diger inorganik materyaller [249]. Fototermal ajanlar arasinda organik
nanomalzemeler, genellikle iyi biyouyumluluga ve biyolojik olarak pargalanabilirlige
sahiptir; ancak diistik fototermal doniisiim verimliligi, zayif fototermal kararlilik ve
karmagik sentez gibi dogal sinirlamalara da sahiptirler. Buna karsilik, inorganik
nanomalzemeler genellikle miikemmel NIR 151k emilimi, dar emisyon spektrumlari
gibi optik 6zellikleri sayesinde yiiksek fototermal verimlilik ve fotostabilite sunar.
Ayrica, karboksilik, hidroksil ve epoksi gruplart gibi farkli fonksiyonel gruplarla

sentez kolaylig1 ve ylizey modifikasyonu gibi avantajlar sunan yapisal 6zelliklere
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sahiptirler. Ancak, biyolojik olarak parcalanamayan yapilari ve olast uzun vadeli

toksisiteleri bu malzemelerin dezavantajlari arasinda yer almaktadir [250].

Yang ve arkadaslar1 [251], goriintileme rehberliginde kombine tedavi amaciyla
matriks metalloproteinaz (MMP) yamitli AuNP'lere (Sekil 2.23A) dayali bir
nanoplatform bildirmistir. AuNP'ler tamamlayici DNA zincirleri ile asilandi,
doksorubisin ile baglandi ve sirastyla 1siya dayaniksiz (termo-labil) bir baglayict ve
bir MMP-parg¢alanabilir peptit araciligiyla PEG ile kaplandi. Nanoproblar saglikli
dokularda 1yi izole edilmis halde kaldilar, ancak MMP'nin bol oldugu kosullar altinda
hizla agregatlar olusturmustur. DNA hibridizasyonuyla indiiklenen nanoproblarin bir
araya getirilmesi, timor bolgesinde uzun siire tutulma ve giiclii yakin kiziltesi (NIR)
emilim saglamis; bu da derin doku goriintiileme ve tedavi i¢in avantajli olmustur.
Sentezlenen nanoplatform NIR 1simnim altinda lokal sicaklik artisina yanit olarak

doksorubisin hizla serbest birakilarak sinerjik bir kemo-fototermal tedavi saglanmistir.

Li ve digerleri [252], 40-48 °C araliginda etkili bir fototermal terapi saglamak amaciyla
MoS; nanopartikiillerini ¢ekirdek olarak kullanmis, yiizeylerini dopamin (DA) ile
modifiye ettikten sonra CPT-11 (irinotekan, topoizomeraz 1 inhibitérii) ve Fe?*
iyonlar1 ile yiiklemislerdir (Sekil 2.23B). Bu nanoplatform, timoér o6zgilligilini
artirmak amaciyla PEG ve iRGD ile de modifiye edilmistir (MoS2/Fe@CPT-11-PEG-
iRGD). Nanoplatform, tiimdr hiicreleri tarafindan spesifik olarak alindiginda, lazer ve
asit ile tetiklenen CPT-11 salinimu1 hiicre i¢i H202 seviyesini artirmis, nanoplatformdan
salman Fe?* iyonlar lipit ROS iiretimini katalize etmis ve ferroptozis siirecini aktive
etmigtir. Bu  mekanizmalar  dogrultusunda, MoS2/Fe@CPT-11-PEG-iIRGD
nanoplatformunun, PTT, ferroptozis ve kemoterapinin kombine etkisi ile timor hiicre

Oliimiini tetikledigi ve in vivo tiimor biiylimesini engelledigi gosterilmistir.

Chen ve arkadaglar1 [253], teranostik bir nanoplatform olarak kanser hiicresi zariyla
kaplanmis ve ICG yiiklii nanopartikiil (ICNP) sistemi gelistirmistir (Sekil 2.23C). Bu
nanopartikiil sistemi hazirlanirken, PEG’lenmis fosfolipitler (DSPE-PEG) kanser
hiicresi zart ile hibrit hale getirilmis ve ardindan ICG yiiklii poli(laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) polimerik cekirdegi bu zarla kaplanmistir. Cekirdek-kabuk yapisina sahip
olan bu nanoplatform, iyi bir fototermal verimlilik sunmus ve kanser hiicresi zarlarinin

homolog 6zelliklerini tasidigi i¢in kanser hiicrelerine 6zgii bir hedefleme gostermistir.
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NIR lazer ile uyarildiginda, ICNP’ler ksenogreftlenmis tiimdrlerin ortadan

kaldirilmasinda oldukga etkili bir fototermal tedavi sunmustur.
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Sekil 2.23 : A)Timor bolgesinde PTT yi artirmak igin AuNP'lerin MMP ile
indiiklenen agregasyonunun sematik gosterimi [251]. B) MoS2/Fe@CPT-11-PEG-
iRGD nanoplatformunun sentez siireci [252]. C) Indosiyanin yesili (ICG) yiiklii ve

kanser hiicre zar1 kapli nanopartikiiliiniin (ICNP) hazirlanmasinin sematik
gosterimi [253]. D) Au@MSN-Cu/PEG/DSF nanoplatform sentezinin sematik
gosterimi [254].

Zhou ve digerleri [254], sekil 2.23D’de gosterildigi gibi fototermal olarak tetiklenen
bir nanoplatform (Au@MSN-Cu/PEG/DSF) gelistirmistir. Lazer isinimi altinda,
AUu@MSN-Cu/PEG/DSF, miikemmel bir fototermal doniisiim kapasitesi gostererek
disiilfiramin (DSF) serbest birakilmasini saglamis ve in situ olarak Cu?* ile
selatlanarak yiiksek sitotoksisiteye sahip bis(dietilditiokarbamat)bakir (CuET)
bilesigini olusturmustur; bu da hiicre apoptozuna yol agmistir. Ayrica, olusan Cu*
tirleri toksik mitokondriyal protein agregasyonunu tesvik ederek hiicrelerde
cuproptozise yol agmistir. Fototermal tedavi ile sinerjik etki gdsteren Au@MSN-
Cu/PEG/DSF, tiimor hiicrelerini etkili bir sekilde dldiirebilmis ve tlimor biiyiimesini

%80’e varan bir oranda engelleyebilmistir.
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2.11 Gen Terapisi ile Kanser Tedavisi

Gen tedavisi genel olarak, bir gen iriiniiniin ifadesini degistirmek veya canli bir
hiicrenin biyolojik 6zelliklerini manipiile etmek i¢in genetik materyalin uygulanmasi
ve bu degisikliklerin belirli hastaliklar1 tedavi etmeyi amaglamasidir [255]. Gen
tedavisinde yabanci genetik materyal (DNA veya RNA gibi) bir tasiyici araciligiyla
hedef hiicrelere girer ve ardindan gen diizenleme, gen ekspresyonu veya gen

susturulmasi gergeklesir [256].

Son zamanlarda, ¢oklu ila¢ direncini ortadan kaldirmak ve kemoterapinin etkinligini
artirmak amaciyla kemoterapétiklerin ve niikleik asitlerin bir arada tasinmasina
yonelik stratejiler gelistirilmektedir [257—-259]. siRNA ve miRNA gibi oligoniikleotid
tedavileri genellikle spesifik yolaklar1 diizenleyen genleri susturmaya odaklanir,
boylece kanser hiicrelerinde kemoterapotik ilaglara karsi direnci azalir ve sitotoksik
etkinlik artar [260—263]. Su ana kadar siirli sayida FDA onayli oligoniikleotid ilag
piyasaya sunulmustur [264]. Bu durumun baslica nedenleri; ¢iplak siRNA ve
miRNA’nin RNA enzimleri tarafindan hizla parcalanmasi nedeniyle hedef tiimor
bolgesine ulasamamasi, diisiik stabiliteye sahip olmasi ve hedef dis1 etkilesimlere
girmesidir [265,266]. Bu nedenle siRNA temelli gen tedavilerinde ¢esitli biyouyumlu
tastyict nanoplatformlar kullanilmaktadir [267—269]. Anti-apoptotik bir protein olan
Bcl-2, meme kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde asir1 miktarda tiretilmektedir [270].
Bu agir1 ekspresyon, hiicrelerin kemoterapétiklere yanit olarak apoptozu baglatmasini
onleyerek kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini saglar ve timor metastazina neden
olur. Bu nedenle, Bcl-2 inhibisyonu terap6tik bir hedef olarak arastiriimaktadir. Dox
ve Bcl-2 siRNA'nin dendrimer modifiyeli mezogézenekli silika nanopartikiiller
araciligiyla hedef bolgeye taginmasi, Dox ve Bcl-2 siRNA'nin ayri ayri verilmesine
kiyasla 6nemli 6l¢iide artmis timor hiicresi apoptozu ile sonuglanmustir [271]. Benzer
sekilde, diisik doz doksorubisin ve sisplatin ile bir BH-3 mimetik ilacinin
kombinasyonu, kemoterapi direncini asmak ve kanser hiicrelerini kemoterapik
ajanlara kars1 duyarli hale getirmek i¢in etkili bir sekilde uygulanmistir [272]. Baska
bir ¢alismada, Bcl-2 SiRNA ve Dox'un kitosan bazli bir tasiyici sistem araciligryla
tagindigr ve bunun hem in vitro hem de in vivo olarak artan tiimér inhibisyonu

gosterdigi bildirilmistir [273].
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Sekil 2.24 : A) siRNA yiiklii katyonik fotokafesli Si-UCNP’lerin sentez siiregleri
ve NIR uyarimi ile SIRNA saliminin sematik gosterimi [274]. B) Azobenzenin
NIR ile tetiklenen trans-cis fotoizomerizasyonu ve bunu takiben siRNA saliminin
gosterimi [275]. C) UCNP nanokapsiillerinin sentezi ve NIR kontrollii SIRNA
iletiminin sematik ¢izimi [276]. D) UCNP-cy-SiRNA sentezinin sematik gosterimi
[277]. E) MFAP kapl gen nanokapsiillerinin sentezi ve gen iletiminin gergek
zamanl liiminesans takibinin sematik gosterimi [278].

Yang ve arkadaslari, Sekil 2.24A’da gosterildigi gibi siRNA tasiyict sistemi olarak
silika kapli upconversion nanopartikiilleri (Si-UCNP’ler/siRNA) gelistirdiler. Bu
calismada, hedef gen ekspresyonunun susturulmasini saglamak amaciyla NIR 1s181na
duyarli siRNA salimi ve bu tastyici sistemin konakg¢1 canli hiicrelerdeki dagitimi
ayrmtili bir sekilde incelenmistir [274]. Yb3*/Tm3* katkih NaYFs nanokristalleri
lizerine amino gruplar igeren silika kaplama yapilmis ve siRNA yiiklemesi i¢in
katyonik fotokafesli bir baglayici ile modifiye edilmistir. Negatif yiikli siRNA,
katyonik baglayic ile elektrostatik olarak etkileserek etkin bir sekilde yiiklenmis ve
NIR 15181 ile hedef hiicrelerde basarili bir sekilde salinmistir. Optimal yiikleme orani
(15:1) ile yiiksek hiicresel alim saglanmis, NIR 15181 uyarimi ile SIRNA’nin serbest
birakilmast ve hedef genin susturulmasi gerceklestirilmistir. Bu nanoplatformun,
kontrollii siRNA iletimi i¢in glivenli bir yontem oldugu ve canli hiicrelerde fotohasari

minimuma indirdigi gosterilmistir.
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Chen ve ark., siRNA tasiyicist olarak islev goren ve NIR kontrollii salim yapabilen
UCNP-(CD/Az0)-siRNA/PEG-GE11/TH/Cy5 nanotasiyiciyr gelistirmiglerdir (Sekil
2.24B) [275]. NaYF4:Yb**/Er**/Tm?®*"den olusan amin fonksiyonlu UCNP’lerin (NHa-
UCNP) yiizeyi B-siklodekstrin (CD) ile islevsellestirilmis ve ardindan azobenzen ile
konjlige edilmis siRNA ve PEG ile modifiye edilmistir. Bu modifikasyon, canli
hiicrelerde siRNA’nin mekéansal ve zamansal olarak aktive edilmesi amaciyla
gerceklestirilmistir.  NIR ile aktive edilen UCNP'ler, azobenzenin trans-cis
fotoizomerizasyonu sayesinde UCNP-(Azo/CD)-PEG NP’lerinden siRNA salimini
hassas bir sekilde kontrol etmistir. Ayrica, hem 2D tek katmanli hiicre modelinde hem
de 3D MCTS modelinde NIR 15181 tarafindan kontrol edilen gen baskilanmasi

gbzlemlenmistir.

Zhang ve ark. (Sekil 2.24C), NIR 15181 ile etkili siRNA iletimi ve kontrollii salim1 i¢in
UCNP’ler kullanarak foto-yirtilabilir polimer bantla sarilmis nanokapsiil
(UCNPs@mSiO2-PhL-PEG) tasarlamislardir [276]. Modifiye UCNP’lerin ve NIR
1siniminin etkilerini arastirarak, bu sistemin hem in vitro hem de in vivo olarak reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretmek ve siRNA salimini saglamak iizerindeki etkilerini
incelemiglerdir. Hiicre igindeki ROS diretimi, siRNA’nin endozomal kagigini
destekleyerek gen tedavisi verimliligini artirirken, ayn1 zamanda organelleri tahrip
ederek hiicre apoptozunu tetiklemistir. Foto-yirtilabilir bantla sarilmis nanokapsiiller,
RNAI verimliligini 6nemli 6lgiide artirarak in vivo ortamda hiicre proliferasyonunu ve

tiimor biliylimesini spesifik bir sekilde inhibe etmistir.

Wang ve digerleri, Sekil 2.24D’de gosterildigi iizere, Yb3*, Er** ve Gd*" ile doplanmis
cypate ile konjiige edilmis gézenekli NaLuF4’ii sentezlemis ve onkoterapiye rehberlik
etmesi i¢in bu nanosistemin upconversion igsinimi/manyetik rezonans ¢ift modlu
molekiiler goriintiileme potansiyelini test etmistir [277]. Cypate-konjuge edilmis
upconversion nanopartikiilleri (UCNP-cy) ile 1s1 sok proteini 70 (HSP70) genine karsi
SIRNA (UCNP-cy-siRNA) yiiklenmesi, hiicre hasarini artirmaktadir. UCNP-cy-
siRNA, gen susturmasi ve fototermal tedavinin sinerjik etkileri sonucunda in vivo
olarak dikkat ¢ekici antitlimor etkinlik sergilemis, diisiik ilag dozu ve minimal yan

etkilerle etki gostermistir.

Bai ve arkadaslari, pozitif yiiklii, amfifilik ve biyouyumlu bir polimerle kaplanan
UCNP'leri kullanarak, upconversion 1ginimi esliginde gen dagitiminin ger¢ek zamanl

takibini saglamak amaciyla UCNPs@MFAP/pDNA kompleksi adi verilen ¢ok
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fonksiyonlu bir nanokapsiil gelistirmislerdir (Sekil 2.24E) [278]. UCNP'lerin kirmizi
1s1n1m1, nanovektdriin konumunu gergek zamanlt izlemek i¢in kullanilirken, plasmid
DNA'nin yesil floresan proteini genin etkili bir sekilde iletimini ve basarili
transfeksiyonunu saglamistir. Sonu¢ olarak, elde edilen nanokapsiiller diisiik
sitotoksisite, genis bir pH araliginda yiiksek stabilite ve 6nemli diizeyde gen yiikleme
kapasitesi gostermistir. Yapilan in vitro ¢calismalar, pDNA'nin basarili bir sekilde gen
transferini ve dagitim siirecinin gercek zamanli UC 1smimi ile takibini ortaya

koymustur.

2.12 Kombinasyon Kanser Tedavisi

Son yillarda malzeme bilimi ve miihendisligi ile teknolojideki ilerlemeler, kanser
tedavisinde yeni tedavi seceneklerinin ortaya g¢ikmasina neden oldu. Bunlarin
icerisinde fototermal terapi, gen terapisi, fotodinamik terapi ve immiinoterapi
bulunmaktadir. Bu tedaviler, invaziv olmama, yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliik, saglikli
doku ve organlara verilen hasarin azaltilmasi ve minimal ilag direnci gibi benzersiz
avantajlar sunmaktadir. Uygun bir kombinasyon, farkli tedavileri tek bir platformda
entegre etmeli ve birbirlerinin etkilerini artirmali, bdylece bireysel tedavilerin
etkilerinden daha agir basan, gii¢clendirilmis bir sinerjik etki yaratmalidir. Bu konsept,
fototermal MoS, nanopartikiili ve gen vektorii olarak kullanilan 5. nesil (G5)
poli(amidoamin) dendrimerlerin entegrasyonuyla gelistirilmis G5-MoS2 adh
fototermal gen tasiyicisini igeren, Bel-2 siRNA ile yapilan bir antikanser gen terapisi
ve fototermal tedavi ¢alismasi 6rnegi ile agiklanabilir [279]. In vitro hiicre canlilik testi
verileri, lazer 1sinim1 altinda G5-MoS2/Bcl-2 siRNA polipleksleri ile tedavi edilen
hiicrelerin yasama oraninin %21,0 oldugunu gdstermektedir; bu oran, yalnizca
fototermal tedavi (%45,8) veya yalnizca gen tedavisi (%68,7) uygulanan diger
gruplara gore ¢ok daha diisiiktiir. Kombinasyon tedavisinden elde edilen sonuglar, iKi
ayr1 tedavi yontemine kiyasla dikkat ¢ekici bir sinerjik etki gostermistir. Bu sinerjik
etkiyi gosteren bir diger 6rnek [280], meme kanseri hiicrelerine yonelik ¢ok islevli bir
nanoterapétik sistem olarak altin nanorodlarla fototermal terapi ve siPKM2 ile gen
tedavisinin birlikte uygulanmasimni igermektedir. Gen tedavisi ve PTT ayr ayn
uygulandiginda hiicre canlilig1 yaklasik %60’a diiserken, bu terapotik uygulamalar
birlestirildiginde daha yiiksek bir 6ldiirme etkinligi gostererek hiicre canliligi %20’ lere
diismiistiir. Ayrica baska bir ¢aligmada [281], altin nanorodlar (kullanilarak HeLa
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hiicrelerine kargt miR-192’nin fototermal olarak verilmesi %100’liikk kayda deger bir
oldiirme etkisi gosterirken, buna karsin bireysel tedavi %50’den fazla verimlilige

ulasamamustir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Malzemeler ve Kullanilan Cihazlar

3.1.1 Malzemeler

3-Bromopropilamin hidrobromiir (Sigma-Aldrich, %98,0), sodyum azid (Merck,
>%99,0), potasyum hidroksit (Isolab, >%85,0), magnezyum siilfat (Isolab, >%385,0),
sodyum metoksit (Merck, >%96,0), susuz metanol (Sigma-Aldrich, %99,8), elementel
kiikiirt (Sigma-Aldrich, >%99,0), benzil kloriir (Merck, >%99,0), dietileter (Sigma-
Aldrich, >%99,5), hidroklorik asit (HCl, Merck, EMPLURA >%32,0), sodyum
hidroksit (ACS Reagent, >97 pellet), potasyum ferrisiyaniir (Sigma-Aldrich, %99,0),
4,4’-azobis(4-siyano pentanoik asit) (Sigma-Aldrich, >%98,0), etil asetat (EtOAc,
Isolab, >99,7% LC-MS igin), n-hekzan (Isolab, >%96,0), trimetilsillil propargil alkol
(Merck, >%99,0), 4-dimetilaminopiridin (DMAP, Sigma-Aldrich, ReagentPlus,
>99%), tetrahidrofuran (THF, Sigma-Aldrich, >%99,9), disikloheksil karbodiimid
(DCC, Sigma-Aldrich, >%99,0), siilfirik asit (Merck, EMPROVE, %95-98), D-
fruktoz (Sigma-Aldrich, >%99,0), aseton (Isolab, >%99,5), diklorometan (Sigma-
Aldrich, HPLC ig¢in >%99,8), piridin (EMSURE ACS Reagent, Merck, >%299,5),
metakrilik anhidrit (Sigma-Aldrich, >%99,0), 3-hidroksitiramin hidrokloriir (Sigma-
Aldrich, >%98,0), metakriloil kloriir (Sigma-Aldrich, >%99,9), trietilamin (Et3N,
Sigma-Aldrich, >%99,0), ter-butildimetilsillilkloriir (Sigma-Aldrich, %97,0), 1,8-
diazabisiklo[5.4.0]undek-7-en (DBU, Sigma-Aldrich, %98,0), asetonitril (Merck, likit
kromotografi i¢in >%99,9), kloroform (Sigma-Aldrich, >%99,4), klorotrimetilsilan
(Merck, %98,0), dimetilsiilfoksit (DMSO, Merck, ACS reagent, >%99,9), amonyum
kloriir (NH4Cl, Sigma-Aldrich, >%99,5), furfural (Sigma-Aldrich, %99,0), p-
toluensiilfonik asit (Merck, ACS reagent, >%98.,5), benzen (Merck, >%99,0), etilen
glikol (Merck, %99,8), amonyum bikarbonat (NaHCO3, Sigma-Aldrich, >%99,9),
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maleik anhidrit (Sigma-Aldrich, %99,9), toluen (Merck, EMSURE, analiz i¢in), petrol
eteri (Sigma-Aldrich, >%99,5), etanolamin (Sigma-Aldrich, >%98,0), L-Lizin
(Merck, >%98,0), ter-biitanol (ACS Reagent, >%99,0), di-ter-biitil-dikarbonat
(Merck, >%99,0), sodyum bisiilfat (Sigma-Aldrich, ReagentPlus, >%99,0),
sikloheksilamin (Sigma-Aldrich, >%99,0), trifosgen (Sigma-Aldrich, %98,0), a-
pinene (Sigma-Aldrich, %99,0), N-Boc-L-lisin (Merck, >%99,0), difosgen (Sigma-
Aldrich, %98,0), dimetilformamid (DMF, Sigma-Aldrich, >%99,8), 2,2'-azobis(2-
metilpropionitril) (AIBN, Sigma-Aldrich, >%99,8), floresein O-metakrilat (Sigma-
Aldrich, >%95,0), tetra-n-biitilamonyum floriir (TBAF, Sigma-Aldrich, >%299,0),
N,N,N",N"",N""-pentametil dietilen triamin (PMDETA, Sigma-Aldrich, %99,0), bakir
bromiir (CuBr, Merck, %99,9), nétral aliimina (Al203, Sigma-Aldrich), trifloroasetik
asit (TFA, Sigma-Aldrich, Reagentplus® %99,0), susuz demir(Ill) kloriir (FeCls,
Sigma-Aldrich, Reagent %97,0), demir siilfat heptahidrat (FeSO4.7H20, Sigma-
Aldrich, %98,0), amonyum hidroksit (Merck, >%99,0), etanol (Isolab, >%99,5),
demir(IIl) kloriir hekzahidrat (Sigma-Aldrich, >%99,0), sodyum oleat (Alfa Aesar,
>%99,0), oleik asit (Sigma-Aldrich, >%99,0), 1-oktadeken (Merck, %95,0),
itriyum(111) oksit (Sigma-Aldrich, >%99,0), iterbiyum(lll) oksit (Sigma-Aldrich,
>%99,0), erbiyum(III) oksit (Sigma-Aldrich, >%99,0), sodyum triflorosetat (Sigma-
Aldrich, %98,0), itriyum kloriir (Sigma-Aldrich, >%99,0), iterbiyum kloriir (Sigma-
Aldrich, >%99,0), erbiyum kloriir (Sigma-Aldrich, >%99,0), itriyum asetat (Sigma-
Aldrich, >%99,0), iterbiyum asetat (Sigma-Aldrich, >%99,0), erbiyum asetat (Sigma-
Aldrich, >%99,0), iterbiyum(IIl) kloriir hegzahidrat (Sigma-Aldrich, >%299,0),
erbiyum(IIT) kloriir hegzahidrat (Sigma-Aldrich, >%99,0), iterbiyum asetat (Sigma-
Aldrich, >%99,0), erbiyum asetat (Sigma-Aldrich, >%99,0), amonyum floriir (NH4F),
hegzadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB, Sigma-Aldrich, >%99.,0), tetraetil
ortosilikat (TEOS, Merck, %98,0), molekiiler sieve (4A, Merck) ve amonyum nitrat
(NH4NOs3, Sigma-Aldrich, %98,0) satin alind1 ve saflastirilmadan kullanildi.

Diyaliz membran1 (3.5 kDa) Repligen’den alindi. Doksorubisin hidrokloriir (Dox)
Deva Holding A.S. tarafindan temin edildi. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliyum bromid (MTT), fosfat bovine serum tampon ¢6zeltisi (PBS, tablet
100 mL i¢in) invitrogen’den temin edildi. DMEM/F12 (1:1) (1X) (Gibco, MA, ABD),
%0.25 trypsin ve %0.02 EDTA (PAN-Biotech, Bavyera, Almanya), direct-zol RNA
Saflastirma Kiti (Zymo Research, Irvine, CA, ABD), anti-apoptotik ve pro-apoptotik
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genler (Bcl-2, Bcl-X, MCL-1, BAX, BAD, NOXA ve ACTB) (Tablo 3.1), ksilazin
(Rompun, Bayer Healthcare SA, Kiel, Almanya), ketamin (Ketalar, Eczacibasi,
Istanbul, Tiirkiye), Bcl-2 poliklonal antikor (PA5-27094/ 1:50), Bax monoklonal
antikor (6A7-MA5-14003/ 1:100), AEC ¢ozeltisi (Thermo Scientific Fisher REF: TA-
125-HA) satin alind1 ve kullanildu.

Tablo 3.1 : Secilen anti-apoptotik ve pro-apoptotik genlerin listesi (sirasiyla referans
gen, anti-apoptotik ve pro-apoptotik genler), mRNA erisim numaralari, primerler ve
amplikon boyutlar1 (bp, baz ¢ifti).

Gen

Erisim

Sembolii Gen Adi Numarasi Ileri Primer Ters Primer bp
. CATGTACGTTGC CTCCTTAATGTC
ACTB Actinbeta  NM_001101 "1 2 L2 ACGCACGAT 250
B-hiicreli TGTGGCCTTCTT CGGTTCAGGTA
Bcl-2 lenfoma 2 \M_000633 TGAGTTC CTCAGTCATC 108
B-hiicreli
GAGCTGGTGGT TCCATCTCCGAT
Bcl-X Ienforpa;ekstra NM_001191 TGACTTTCTC TCAGTCCCT 119
biiytik
Indiiklenmis
MCLL miyeloid NM_001197 TCGAGTGATGA  TAACTAGCCAG o
16semi hiicre 320 TCCATGTTTTC  TCCCGTTTTGT
farklilagmasi
Sp2 hiiorg AGTCGCCACAG CACAAACTCGT
BAD  dliminin = NM_004322 " “~ronrace cACTCATCCTC 196
iligkili agonisti
BAX E;f'f glilglzh NM_001201  TCTGACGGCAA TTGAGGAGTCTC 0
 apoptoz 428 CTTCAACTG ACCCAACC
diizenleyici
Forbol-12-
NOXA m;;'estﬁt”le?’ NM_001382 TGATATCCAAA ACCTTCACATTC ..
B¢ 615 CTCTTCTGC CTCTCAA
indiiklenen
protein 1

3.1.2 Kullamilan cihazlar

Reaksiyonlar, HEIDOLPH Labortechnique 1siticili manyetik karigtiricr  ile
gerceklestirilmis, ardindan elde edilen tiriinlerin ¢oziiclileri HEIDOLPH Labaroto
doner buharlastirict  kullanilarak  buharlastirildi.  Saflagtirma  stireglerinin
tamamlanmasinin ardindan tirtinlerin kurutulmast VACUCELL vakum inkiibatorti ile
saglandi. *H-NMR analizleri, 500 MHz Bruker NMR cihazinda, CDCl; ve DMSO-ds
coziiciileri kullanilarak yapildi. Fourier doniisiimlii infrared (FTIR) spektrumlari,
platin-ATR aksesuari (ZnSe kristali) ile donatilmis ALPHA Bruker spektrometresinde
kaydedildi. Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) analizleri, bir pompa ve Viscotek VE
3580 refraktif indeks (RI) dedektoriinden olusan Viscotek GPCmax VE 2001

Autosampler sistemi ile gerceklestirildi. Sistem, seri olarak baglanmis ii¢ Viscotek
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GPC kolonu (T3000, LT4000L, LT5000L) ve bir Viscotek koruma kolonu
(CLM3008) icermektedir. Olgiimler 35 °C’de, 1,0 mL/dakika akis hizinda
gergeklestirilmis ve ¢oziicii olarak THF kullanilmistir. Dedektor, dar molekiil agirlig
dagilimina sahip PS standartlari ile kalibre edildi, veriler ise Viscotek OmniSEC 4.7.0
yazilimi kullanilarak degerlendirildi. DMF-GPC analizleri, TOSOH EcoSEC/GPC
sistemi ile yiiriitiildii. Bu sistemde, kirilma indeksi (RI), UV, dinamik 1s1k sagilim1
(DLS) i¢cin Wyatt Dynapro Nanostar, ve ¢ok acili lazer 15181 sagilim dedektorii
(MALLS dedektorii, Wyatt Teknoloji, Santa Barbara, CA, ABD) bulunmaktadir.
Mobil faz olarak, N,N-Dimetilformamid (0,01 M LiBr/DMF) kullanilmis ve analizler
50 °C’de, 0,5 mL/dakika akis hizinda gergeklestirildi. DMF-GPC analizleri igin
TSKgel HHR guard kolonu, G3000 HHR ve G5000 HHR kolonlarindan (7,8 mm ID
x 30 cm) yararlanildi. Nanopartikiillerin ortalama boyutlar1 ve boyut dagilimlari, 633
nm dalga boyunda ¢alisan ve 25 °C’de 6l¢iim yapan bir Malvern NanoZSP dinamik
151k sagilim (DLS) spektrometresi ile belirlendi. Bu 6l¢iimler, dH20 iginde 173° 6l¢tim
acisinda gergeklestirildi.

3.2 Baslaticilarin ve Momomerlerin Sentezi

3.2.1 Halka a¢ilma polimerizasyonunda kullanilan baslatic1 1-azido-3-amino

propan sentezi

Halka agilma polimerizasyonunda kullanilacak olan 1-azido-2-amino propan bilesigi
literatiirde tarif edilen prosediire gore sentezlendi [276]. Bunun ic¢in 3-
bromopropilamin hidrojen bromiir (4 g, 30.8 mmol) ve sodyum azid (6 g, 92.3 mmol)
30 mL deiyonize su ile ¢oziilerek 80 °C’de geri sogutucu ve azot atmosferi altinda 24
saat karistirildi. Reaksiyon siiresi sonunda karisim buz banyosu igerisine alinarak
sicaklik 10 °C’ye diisiiriildii ve ¢oziiciisii vakum altinda uzaklastirildi. Sonrasinda
karisima deiyonize su (150 mL) ve potasyum hidroksit (4 g, 0.1 mol) ilave edilerek
organik faz 50 mL dietileter ile 3 kez ekstrakte edildi. Uriin magnezyum siilfat
tizerinden kurutularak slizge¢ kagidi ile siiziildii. Coziici vakum altinda
uzaklastirilarak agik sar1 renkli sivi iiriin elde edildi. Elde edilen {iriin vakum
distilasyonu ile ileri bir saflastirma yapilarak halka agilma polimerizasyonunda (ROP)
kullanilmak tizere, tizerine molekiil elegi eklendikten sonra -20 °C’de muhafaza edildi.
Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1t NMR ile karakterize edildi. *H-NMR (500 MHz,
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CDCls, 8): 3.37 (q, 2H, CH2CH2CHy), 2.81 (t, 2H, CH2N3), 1.64 (t, 2H, CHaNH,): 3C-
NMR (125 MHz, CDCls, 8): 49.16 (CH2N3), 39.32 (CH2NH;), 32.42 (CH2CH2CHb).

3.2.2 RAFT ajammmn sentezi

Polimer sentezinde basvurulan trimetilsillil korumali alkin fonksiyonlu 4-
siyanopentanoik asit ditiyobenzoat (TSA-CPADB) RAFT ajaninin sentezi literatiire
uygun olarak iic asamada gerceklestirildi [282].

3.2.2.1 Di(tiyobenzoil) disiilfit sentezi

250 mL’lik 3 boyunlu balon igerisine sodyum metoksit (%30’luk metanol i¢erinde, 40
g, 0.22 mL), susuz metanol (50 mL, 1.25 mmol), elementel kiikiirt (6.4 g, 0.20 mmol)
ilave edildi. Sonrasinda benzil kloriir (12.6 g, 0.1 mol) 1 saatlik siirede damlatma
hunisi ile karigima eklendi. Sistem 67 °C’de azot atmosferi ve geri sogutucu altinda 10
saat karistirildi. 10 saat sonunda reaksiyon karisimi buz banyosu igerisinde 7 °C’ye
sogutuldu. Coken tuz siizge¢ kagidi ile siiziildii, ardindan karigim ¢oziiciisii vakum
altinda uzaklastirildi. Uriin, 500 mL deiyonize su ve 200 mL dietileter ile 3 kez
ekstrakte edildi. Su fazindaki pembe renk organik faza gegene kadar %36°lik
hidroklorik asit (HCI) eklendi ve ekstrakte edildi. Ardindan deiyonize su ve 1 M
sodyum hidroksit (NaOH) ile 3 kez daha ekstrakte edildi. Boylelikle tepkimeye
girmeyen sodyum ditiyobenzoat su fazina alindi. Organik faza, 500 mL suda
¢ozlinmiis 17 g potasyum ferrisiyaniir (K4[Fe(CN)s]) 1 saat siirede damlatma hunisi ile
ilave edildi. Meydana gelen koyu pembe kat1 ¢okelti vakum altinda gooch krozesine
stiziildii ardindan vakum etliviinde kurutuldu. Koyu pembe renkli 21.20 g kat1 {iriin
%73 verim ile sentezlendi. Elde edilen iiriiniin kimyasal yapist NMR ile karakterize
edildi. 'H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 8.15-7.39 (m, 10H, fenil) ); 3C-NMR (125
MHz, CDCls, 3): 223.2, 134.8, 129.3, 128.7, 127.8.

3.2.2.2 4-Siyanopentanoik asit ditiyobenzoat (CPADB) sentezi

4-Siyanopentanoik asit ditiyobenzoat (CPADB) sentezinde oOncii bilesik olan,
di(tiyobenzoil)distilfit yukarida anlatilan yontem kullanilarak basari ile sentezlendi.
Sonrasinda, 250 mL’lik iki boyunlu balona di(tiyobenzoil) disiilfit (8 g, 26.10 mmol)
ve 4,4’-azobis(4-siyano pentanoik asit) (11.6 g, 41.38 mmol) ilave edilerek etil asetat
(200 mL) ile ¢oziildii. Karigim azot atmosferi ve geri sogutucu kullanilarak 80 °C’de

18 saat karistirildi. Daha sonra tepkime ¢oziiclisii vakum altinda uzaklastirilarak elde
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edilen iiriin kolon kromatografisi (silika jel 60 A, 70-230 mesh) ile etil asetat:hekzan
(1:4) eluent sistemi kullanilarak izole edildi. Izole edilen pembe kati iiriin etil
asetat:hekzan (1:3, v/v) karisiminda kristallendirildi. RAFT polimerlesme tekniginde
kullanilacak olan ajanin safligi, hazirlanmasi planlanan polimerlerin dar molekiil
agirligr dagilimima sahip olmasi agisindan 6nem tagimaktadir. Elde edilen pembe
renkli {irlin uygun saklama kosullarinda (-20 °C) muhafaza edildi (verim: 4.67 g, %64).
Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1 NMR ile karakterize edildi. *H-NMR (500 MHz,
CDCls, 6): 7.90-7.40 (m, 5H, fenil), 2.73-2.45 (m, 4H, CCH.CH>C=0), 1.95 (s, 3H,
CCHs); ¥C-NMR (125 MHz, CDCls, §): 222.20, 177.27, 144,51, 133.12, 128.63,
126.71, 118.41, 45.63, 33.04, 29.58, 24.20.

3.2.2.3 Trimetilsillil korumahl alkin fonksiyonlu 4-siyanopentanoik asit
ditiyobenzoat (TSA-CPADB) raft ajam sentezi

250 mL’lik 2 boyunlu balonda trimetilsillil propargil alkol (1.28 g, 0.0136 mmol),
CPADB (3 g) ve 4-dimetilaminopiridin (1.38 g, 10.73 mmol) tetrahidrofuran (THF,
100 mL) igerisinde ¢oziildii. Ardindan disikloheksil karbodiimid (DCC, 2.81 g, 13.61
mmol), THF’te (20 mL) ¢6ziilerek ilave edildi. Karisim argon atmosferi altinda 25
°C’de gece boyunca karistirildi. Reaksiyon sonunda olusan iire siiziildi. Coziicii
vakum altinda uzaklastirilarak {iriin kolon kromatografisi (silika jel 60 A, 70-230
mesh) ile etil asetat:hekzan (1:6) eluent sistemi kullanilarak saflastirildi (verim: 2.80
g, %67). Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1 NMR ile karakterize edildi. *H-NMR
(500 MHz, CDCls, 6): 7.90-7.40 (m, 5H, fenil), 2.00 (s, 3H, CCHs), 0.25 (s, 9H,
trimetilsillil); 3C-NMR (125 MHz, CDCls, §): 222.20, 170.76, 144.54, 133.04,
128.59, 126.69, 118.43, 98.41, 92.67, 53.31, 45.70, 33.25, 29.65, 24.15, 0.33.

3.2.3 Monosakkarit monomerinin sentezi

Meme kanserine hedeflemeyi ve UCNP’lerin biyouyumlulugunu saglayacak fruktoz
initesi tagiyan metakrilat monomerlerinin sentezi literatiirdeki benzer metotlar
kullanilarak gergeklestirildi [283]. Genel prosediir olarak 5 hidroksil gruplarindan 4’
izopropiliden gruplar ile korunur. Daha sonra korunmus sekerlerin metakrilik anhidrit
ile reaksiyonu pridin ve 4-dimetil aminopridin (DMAP) varliginda gergeklestirilerek

metakrilat linitesi fruktoz bilesigine kazandirilir.
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3.2.3.1 1,2:4,5-di-O-Izopropiliden-g-D-fruktopiranoz (iprFrz) sentezi

Reaksiyon siilfiirik asit (H2SO4) katalizorliigiinde gergeklestirilmektedir. 1000 mL’lik
¢ift boyunlu balona D-fruktoz (36 g, 200 mmol) eklendikten sonra aseton (700 mL)
igerisinde ¢oziildii ve H2SO4 (3,5 mL) eklenerek oda sicaklifinda azot gazi altinda 1.5
saat boyunca karistirildi. Ardindan, tepkime karisimina énceden deiyonize suda (100
mL) ¢6ziinmiis sodyum hidroksit (11 g, 275 mmol) ilave edildi. Aseton vakum altinda
ucurulduktan sonra, karisim diklorometan (100 mL) ve deiyonize su ile ekstrakte
edildi. Organik faz M@2SO; ile kurutularak siiziildii. Diklorometan vakum altinda
uzaklastirildiktan sonra, iiriin dietileter (170 mL) ile ¢6ziildi. Sonrasinda dnceden
1sitilmis hekzan (500 mL) igerisine dokiilerek kristallendirildi (verim: 14.38 g, %28).
Elde edilen iiriiniin kimyasal yapist NMR ile karakterize edildi. 'H-NMR (500 MHz,
CDCls, 8): 4.19-3.96 (m, 6H), 3.65 (d, 1H), 1.52- 1.36 (s, 12H); 3C-NMR (125 MHz,
CDCls, 9): 111.85, 109.40, 104.53, 77.30, 73.33, 72.28, 70.37, 60.71, 27.93, 26.40,
26.26, 25.94.

3.2.3.2 3-O-Metakriloil-1,2:4,5-di-O-izopropiliden-g-D-fruktopiranoz
(iprFriMA) sentezi

1000 mL’lik ¢ift boyunlu balona diklorometan (500 mL), piridin (30 mL, 371 mmol),
4-dimetilaminopiridin (5 g, 41 mmol) ve 1,2:45-di-O-izopropilamin-f-D-
fruktopiranoz (15 g, 57.5 mmol) koyularak, azot gazi altinda karistirildi. Karigtirma
esnasinda 0 °C’de metakrilik anhidrit (11 mL, 74 mmol) damla damla ilave edildi ve
reaksiyon oda sicakliginda 48 saat boyunca karistirildi. Tepkime siiresi sonunda iiriin,
doygun sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (500 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz
magnezyum siilfat ile kurutularak ¢dziici vakumda uguruldu. Uriin kolon
kromatografisi (silika jel 60 A, 70-230 mesh) ile etil asetat:hekzan (1:4) ¢oziiciisii
kullanilarak izole edildi. Coziicii karisimi vakum altinda uzaklastirilarak beyaz kati
tirtin elde edildi (verim: 15.56 g, %82). Elde edilen iiriiniin kimyasal yapist NMR ile
karakterize edildi. tH-NMR (500 MHz, CDCls, §): 6.21 (dg, 1H), 5.63 (p, 1H), 5.19
(d, 1H), 4.35 (dd, 1H), 4.25 (ddd, 1H), 4.12 — 4.06 (m, 2H), 3.96 (d, 1H), 3.83 (d, 1H),
1.98 (dd, 3H), 1.58 (s, 3H), 1.52 (s, 3H), 1.41 (s, 3H), 1.36 (s, 3H); *C-NMR (125
MHz, CDCls, 6): 165,07; 134,32; 124,46; 107,52; 107,19; 99,90; 69,15; 68,65; 68,39;
63,36; 59,64, 24,92, 24,23, 23,79; 22,36, 16,88.
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3.2.3.3 2,3:4,5-di-O-Izopropiliden-g-D-fruktopiranoz (iprFrz) sentezi

1000 mL’lik ¢ift boyunlu balona D-fruktoz (36 g, 200 mmol) konuldu, aseton (700
mL) ve H2SO4 (35 mL) ile ¢oziilerek oda sicakliginda azot altinda karistirildi (1.5 saat).
Stire sonunda sodyum hidroksit (110 g, 2.75 mol) deiyonize su (500 mL) ile ¢oziilerek
karigima ilave edildi. Aseton vakum altinda ugurularak karisim diklorometan (100 mL)
ile ekstrakte edildi. Organik faz magnezyum siilfat ile kurutularak siiziildii.
Diklorometan vakum altinda uzaklastirilarak triin dietileter (170 mL) ile ¢oziildii.
Sonrasinda hafif 1sitilan hekzan (500 mL) igerisine dokiilerek kristallendirildi (verim:
15.80 g, %30). Elde edilen iiriiniin kimyasal yapist NMR ile karakterize edildi. *H-
NMR (500 MHz, CDCls, 8): 4.63 (dd, 1H), 4.36 (d, 1H), 4.26 (ddd, 1H), 3.94 (dd,
1H), 3.79 (dd, 1H), 3.78 — 3.62 (m, 2H), 1.56 (ks, 3H), 1.50 (ks, 3H), 1.42 (ks, 3H),
1.37 (ks, 3H); 33C-NMR (125 MHz, CDCls, 5): 109.04, 108.49, 103.06, 70.91, 70.78,
70.04, 65.41, 61.23, 26.43, 25.73, 25.32, 23.95.

3.2.3.4 1-O-Metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-#-D-fruktopiranoz
(iprFr2MA) sentezi

1000 mL’lik ¢ift boyunlu balona 2,3:4,5-di-O-izopropilamin-f-D-fruktopiranoz (15 g,
57.5 mmol), piridin (30 mL, 371 mmol), 4-dimetilaminopiridin (5 g, 41 mmol) ilave
edildikten sonra kimyasallar diklorometanda (500 mL) ¢6ziildii. Sonrasinda buz
banyosuna konulan tepkime karisimi O °C’de karigtirildi. Karistirma esnasinda
metakrilik anhidrit (11 mL, 74 mmol) yavas bir sekilde damlatma hunisi ile karigima
ilave edildi ve reaksiyon oda sicakliginda 48 saat boyunca karistirildi. 48 saat sonunda
irlin, doygun sodyum bikarbonat ¢6zeltisi (500 mL) ile ekstrakte edildi. Organik faz
magnezyum siilfat ile kurutularak ¢odziicii vakum altinda uguruldu. Uriin kolon
kromatografisi (silika jel 60 A, 70-230 mesh) ile etil asetat:hekzan (1:4) eluent sistemi
kullanilarak izole edildi. Renksiz sivi {irlin elde edildi (verim: 15.4 g, %81). Elde
edilen iiriiniin kimyasal yapist NMR ile Kkarakterize edildi. 'H-NMR (500 MHz,
CDCls, 9): 6.17 (dqg, 1H), 5.62 (dd- 1H), 4.64 (dd, 1H), 4.50 (dd, 1H), 4.40 (dd, 1H),
4.27 (ddd, 1H), 4.17 (dd, 1H), 3.96 (dd, 1H), 3.79 (dt, 1H), 1.99 (dt, 3H), 1.56 (ks,
3H), 1.50 (ks, 3H), 1.41 (ks, 3H), 1.37 (ks, 3H); *C-NMR (125 MHz, CDCls,
0):165.05, 134.31, 124.45, 107.51, 107.18, 99.89, 69.14, 68.64, 68.38, 63.35, 59.63,
24.90, 24.22, 23.79, 22.35, 16.87.
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3.2.4 N-(3,4-Dihidroksifenetil)metakrilamid (DopMA) monomerinin sentezi

Dopamin metakrilamid monomerinin sentezi igin dort farkli prosediir denendi. Bu

denemeler ve elde edilen sonuglar1 sirasiyla asagida anlatilmaktadir.

Birinci prosediirde; 3-hidroksitiramin HCI (0.01 mL, 2 g), metakriloil kloriir (0.012
mL, 1.172 mL), trietilamin (0.015 mL, 2.09 mL) ve THF (60 mL) iki boyunlu 100
mL’lik balona alindi. 3-hidroksitiraminin ¢6ziinmesi i¢in karisima deiyonize su (1.8
mL) eklendi. Reaksiyon gece boyunca azot altinda karistirildi. Daha sonra reaksiyon
sonlandirilarak,  ¢0zlici  rotary  evaporatorde  uzaklastirildi.  Ardindan
diklorometan/deiyonize su ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz magnezyum siilfat ile
kurutularak ¢dziicii vakum altinda uguruldu. Uriin kolon kromatografisi (silika jel 60
A, 70-230 mesh) ile etil asetat ¢dziiciisii kullanilarak saflastiriimaya calisildi. Kolon
kromatografisi sonrasi 4 fraksiyon elde edildi. Fraksiyonlar, H-NMR analizi ile tespit

edildi ve dopamin metakrilamidin olusmadig: tespit edildi.

Ikinci prosediirde; ilk olarak dopamin trimetilsillil sentezi denendi. 3-hidroksitiramin
HCI (14.3 mmol, 2.72 @), t-butildimetil sillil kloriir (41.5 mmol, 6.25 g), ve 1,8-
diazabisiklo[5.4.0]undek-7-en (DBU, 44 mmol, 6.5 mL) 100 mL’lik iki boyunlu
balonda konulup asetonitril (55 mL) igerisinde azot gazi altinda ¢oziildii. Tepkime ilk
olarak buz banyosunda 4 saat, ardindan 20 saat oda sicakliginda karigtirildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra asetonitril rotary evaporator ile uguruldu. Kalan madde
sogutulmus kloroform ile iki kere yikanarak vakum filtrasyonu ile siiziildii. 12 saat
boyunca -18 °C’de bekletilerek beyaz ¢okelti olusturuldu. Uriiniin *H-NMR analizi
sonucunda dopamin bilesiginin dimetil ter-butil silil grubu ile korunma reaksiyonunun

verimsiz gergeklestigi tespit edildi.

Ugiincii prosediirde; tasarlanan 2. prosediir ¢alismayinca, reaksiyon farkli ¢oziicii
ortaminda daha reaktif olan trimetil silil ile tekrar edildi. 3-Hidroksitiramin HCI (3
mmol, 0.569 g), klorotrimetilsilan (7 mmol, 0.887 g), trietilamin (8 mmol, 1.115 mL)
ve THF/DMSO (70 mL/4 mL) azot altinda ve oda sicakliginda 22 saat boyunca
karistirildi. Reaksiyon sonunda karisima doygun NH4Cl ¢6zeltisi (100 mL) eklendi ve
ekstraksiyon yapildi. Organik faz magnezyum siilfat ile kurutularak, ¢6ziici vakum
alinda ucuruldu. Uriin, 'H-NMR analizi ile dogrulandi. Sentezlenen dopamin
trimetilsillil (5,7 mmol,1,7 g), metakriloil kloriir (8 mmol, 0,835 g), trietilamin (11,4

mmol, 1,156 g) ve metanol (60 mL) ile azot gaz1 altinda gece boyunca karistirildi.
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Daha sonra metanol rotary evaporator ile ucurularak etilasetat/deiyonize su ile
ekstraksiyon yapildi. Organik faz magnezyum siilfat ile kurutularak ¢oziicii vakum
altinda uguruldu. Uriiniin 'H-NMR analizi yapildi ve daha once sillillenen uglarin
acilarak, -OH gruplarmin agiga c¢iktig1 belirlendi. Bu nedenle tekrar trimetilsillil
reaksiyonu konuldu. Elde edilen iiriin kolon kromatografisi (silika jel 60 A, 70-230
mesh) ile etil asetat:hekzan (1:3) ¢oziiciisii kullanilarak izole edildi. Kolon sonrasi 4
fraksiyon elde edildi. Fraksiyonlarm *H-NMR analizi yapild1 fakat istenilen {iriiniin
elde edilemedigi, metakrilatlama sirasinda koruma grubunun hidroliz oldugu *H-NMR

analizi sonrasinda tespit edildi.

Dordiincii prosediirde [284]; 3-hidroksitiramin HCI (5 g, 26 mmol,) ve susuz metanol
(60 mL), azot gaz1 altinda 250 mL ’lik ii¢ boyunlu balona alinarak karistirildi. Ardindan
trietilamin (3,75 mL, 27 mmol) eklendi. Reaksiyona 0 °C’de metakriloil kloriir (3,6
mL, 36 mmol) eklendi. Karigima ikinci kez trietilamin (3,75 mL, 27 mmol) eklendi.
Reaksiyon 16 saat oda sicakliginda karistirildi. Metanoliin fazlasi rotary evaporator ile
cozeltiden uzaklastirildi. Olusan yogun rezidii etil asetat (3x100 mL) ile ekstrakte
edildi. Organik faz ayrica HCI ¢ozeltisi (1M, 3x100 mL) ile ekstrakte edildi ve
ardindan doymus NaCl ¢ozeltisi ile yikandi. Bunu takiben organik faz magnezyum
stilfat ile tamamen kurutuldu. Siiziilen ¢ozelti hacmi 75 mL oluncaya kadar rotary
evaporatorde konsantre edilerek bir gece dondurucuda bekletilerek N-(3,4-
dihidroksifenetil)metakrilamid (DopMA) ¢okeltisinin olugmasi saglandi. Beyaz kristal
tirtin filtre edilip, soguk etil asetat ile yikand1 ve kurutuldu (verim: 5,75 g, %41). Elde
edilen iiriiniin kimyasal yapist NMR ile Kkarakterize edildi. 'H-NMR (500 MHz,
DMSO-ds, 9): 8.66-8.55 (2H), 7.83 (1H), 6.48-6.44 (2H), 6.30 (1H), 5.48 (1H), 5.16
(1H), 3.08 (2H), 2.41 (2H), 1.70 (3H); 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds, §): 167.84,
145.50, 143.95, 140.50, 130.75, 119.69, 116.43, 41.44, 35.05, 19.12.

3.2.5 2-(4-Formil- 1,3-diokso- 1,3,3a,4,7,7a —hekzahidro -2H-4,7-epoksisoindol-
2-il) etilmetakrilat monomerinin sentezi (MiMA)

[lag salim1 yapabilme 6zelligine sahip furan korumali maleimid fonksiyonel grubu
tasiyan monomerin sentezi dort basamakta gerceklesmektedir [285,286]. Metakrilat
fonksiyonalitesi metakriloil kloriir ile trietilamin varliginda gergeklestirilen esterlesme

reaksiyonuyla bilesige kazandirilmaktadir.
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3.2.5.1 2-(Furan-2-il)-1,3-dioksolan sentezi (FurKet)

100 mL’lik ¢ift boyunlu balona furfural (4 g, 50 mmol,), p-toluensiilfonik asit (0.039
0, 0.25 mmol) ve susuz magnezyum siilfat (4.81 g, 50 mmol) konuldu. Ardindan 50
mL benzen eklenip, Dean-Stark adaptorii baglandi. Tepkime karisimi azot atmosferine
alindi. Damlatma hunisine etilen glikol (4.96 g, 100 mmol) ve 10 mL benzen koyularak
damla damla reaksiyona eklendi. Daha sonra reaksiyon sicakligi 100 °C’ye ¢ikartildi
ve gece boyunca karistirildi. Sonrasinda reaksiyon oda sicakligina getirildi ve tepkime
karistmina NaHCO3 (0.034 g, 0.5 mmol,) eklendi. Yarim saat karistirtldiktan sonra
¢ozelti, taban1 NaHCO3 ile kaplanmis krozeden siiziildii. 3 kere diklorometan (10 mL)
ile yikandi. Ardindan iki kere diklorometan/deiyonize su ile ekstraksiyon yapildi.
Organik faz magnezyum siilfat ile kurutularak siiziildii, sonrasinda ¢oziicii vakum
altinda ucuruldu. Sivi ve koyu kahverengi renkli madde elde edildi. Maddeyi
saflagtirmak i¢in vakum distilasyonu yapildi. Vakum distilasyonunda 0,12 mbar/50
°C’de hafif sar1 6ncii madde alindi. Ardindan 0.090 mbar/55 °C’de daha viskoz seffaf
madde alind1 (verim: 3.1 g, %53). Elde edilen iiriiniin kimyasal yapist NMR ile
karakterize edildi. *H-NMR (500 MHz, CDCls, §): 7.42 (1H), 7.83 (1H), 6.45 (1H),
6.35 (1H), 5.92 (1H), 4.12 (2H), 3.99 (2H), 2.41 (2H); 3C-NMR (125 MHz, CDCls,
8): 151.40, 143.21, 110.17, 108.81, 97.71, 65.17.

3.2.5.2 (3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-Dioksolan-2-il)-3a,4,7,7a-tetrahidro-4,7-epoksiso-

benzofuran-1,3-dion sentezi (FurKetMi)

Azot atmosferinde, ¢ift boyunlu balonda maleik anhidrit (8.23 g, 84 mmol), toluende
(50 mL) ¢oziildii. Ardindan bir onceki asamada sentezlenen 2-(furan-2-il)-1,3-
dioksolon (9.67 g, 70 mmol) reaksiyona eklendi. Sicaklik 80 °C’ye yiikseltildi ve gece
boyunca geri sogutucu sisteminde yapildi. Tepkime sonlandirildiktan sonra toluen
vakum altinda uguruldu. Kalan koyu kahverengi, bulamag¢ halindeki yapi1 sirasiyla
petrol eteri ve dietileter ile yikanarak reaksiyona katilmayan ketal uzaklastirildi
(verim: 12.01, %73). Elde edilen iiriiniin kimyasal yapist NMR ile karakterize edildi.
'H-NMR (500 MHz, CDCls, 8): 6.62 (2H), 5.50-5.43 (2H), 4.15-4.06 (4H), 3.35-3.29
(2H); C-NMR (125 MHz, CDCls, §): 169.54, 167.76, 137.55, 136.56, 100.04, 92.91,
82.60, 66.02, 51.71, 48.94.
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3.2.5.3 (3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-Dioksolan-2-il)-2-(2-hidroksietil)-3a,4,7,7a-
tetrahidro-1H-4,7-epoksisoindol-1,3(2H)-dion sentezi (FurKetMiOH)

Bir 6nceki basamakta elde edilen FurKetMi (6.71 g, 28 mmol) ii¢ boyunlu balona
alind1 ve metanolde (100 mL) ¢6ziildii. Metanol (30 mL) i¢indeki etanolamin (3 mL,
42 mmol) damlatma hunisine alindi. Reaksiyon azot gazi altina ve buz banyosunda
iken, etanolamin damla damla ¢ozeltiye ilave edildi. Damlatma islemi bittikten ve
reaksiyon 30 dakika oda sicakliginda karistirildiktan sonra sicaklik 80 °C’ye ¢ikarildi.
Gece boyunca geri sogutucu sisteminde tepkime karistirildi. Tepkime
sonlandirildiktan sonra ¢oziicii vakum altinda uzaklastirildi. Diklorometan/deiyonize
su ile iki kere ekstraksiyon yapilarak, organik faz magnezyum siilfat ile kurutuldu.
Ardindan vakum altinda diklorometan uzaklastirildi. Hafif pembe renkli ve kat1 {iriin
elde edildi (verim: 4.90 g, %61). Elde edilen iriiniin kimyasal yapist NMR ile
karakterize edildi. tH-NMR (500 MHz, CDCls, §): 6.57-6.51 (2H), 5.42-5.36 (2H),
4.12-4.03 (4H), 3.75-3.73 (4H), 3.05-3.01 (2H), 2.37 (-OH, 1H); *C-NMR (125 MHz,
CDCls, 3): 176.09, 174.81, 136.87, 136.25, 100.41, 91.80, 81.37, 66.10, 60.27, 50.31,
47.77,41.83.

3.2.5.4 2-((3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,3a,4,7,7a-
heksahidro-2H-4,7-epoksisoindol-2-il)etil metakrilat sentezi (MiMA)

4-(1,3-Dioksolan-2-il)-2-(2-hidroksietil)-3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-4,7-epoksisoindol-

1,3(2H)-dion (3.90 g, 14 mmol) {i¢ boyunlu balon igerisinde diklorometanda (150 mL)
¢oOziildii. Reaksiyon azot gazi altindayken trietilamin (5 mL, 42 mmol) eklendi.
Ardindan karisim buz banyosunda sogutuldu ve damlatma hunisi i¢indeki 30 mL
diklorometan ile metakriloil kloriir (2 mL, 21 mmol) damla damla eklendi. Damlatma
islemi bittikten sonra reaksiyon oda sicakliginda gece boyunca karistirildi. Ertesi giin
reaksiyon sonlandirildi ve diklorometan/deiyonize su ile ekstraksiyon yapildi. Organik
faz magnezyum siilfat ile kurutularak vakum altinda ¢dziicii uzaklastirildi. Uriin kolon
kromatografisi (silika jel 60 A, 70-230 mesh) ile etil asetat:hekzan (1:2) eluent sistemi
kullanilarak izole edildi. Coziicii karisimi vakum altinda uzaklastirillip koyu
kahverengi viskoz iirlin elde edildi. Madde etilasetat ile ¢oziiliip hekzanda ¢oktiiriildii.
Gece boyunca -18 °C’de bekletildi. Beyaz katt iiriin elde edildi (verim: 4 g, %82). Elde
edilen iiriiniin kimyasal yapist NMR ile Karakterize edildi. 'H-NMR (500 MHz,
CDCls, 9): 6.55-6.47 (2H), 6.05-5.54 (2H), 5.35-5.30 (2H), 4.28 (2H), 4.13-3.99 (4H),

62



3.80 (2H), 3.00 (2H), 1.89 (3H); *C-NMR (125 MHz, CDCls, §): 175.47, 173.87,
167.04, 136.99, 135.95, 126.22, 100.39, 91.057, 81.44, 66.05, 60.84, 50.35, 47.98,
37.91, 18.24.

3.2.6 Lizin monomerinin sentezi

siRNA tasima gorevini listlenecek lizin monomeri tBoc-koruma grubu ile asagidaki

yontem kullanilarak sentezlendi [287].

3.2.6.1 N-N-Di-(ter-Biitoksikarbonil)-L-Lizin (tBoc-Liz) sentezi

Ug boyunlu balon igerisinde deiyonize su (62.5 mL) ve NaOH (2.27 g, 56.7 mmol)
¢oziildii. Ardindan azot atmosferi altinda L-Lizin (7.22 g, 49.4 mmol) karigima
eklendi. Buz banyosuna alinan reaksiyona damla damla ter-biitanol (50 mL) ve di-ter-
biitil-dikarbonat (27 g; 123 mmol) 15 dakika ara ile 4’er parca halinde ilave edildi.
Reaksiyon oda sicakliginda gece boyunca karistirildi. Reaksiyon siiresi sonunda
karigim, etil asetat ve sodyum bistilfat ¢ozeltisi ile ekstrakte edildi. Cozilicii vakum
altinda ugurularak sari renkli viskoz iirlin elde edildi ve 4 giin boyunca 25 °C’de vakum
etiiviinde kurutuldu. Kurutulan iirtin dietil eter (50 mL), sikloheksilamin (13 mL) ile
15 dakika karistirilarak, yaklasik 750 mL hekzan igerisinde ¢oktiirtildii. Olusan beyaz
kat iiriin siiziilerek 1 gece 25 °C’de vakum etiiviinde kurutuldu. Uriin etilasetat ve 1
M H,SOs ¢ozeltisi ile yeniden ekstrakte edildi. Organik faz MgSOs ile kurutularak
¢Oziicii vakum altinda uzaklastirildi. Beyaz kopiik seklinde 17 g iirlin elde edildi. Elde
edilen {iriiniin kimyasal yapist NMR ile karakterize edildi. *H-NMR (500 MHz,
DMSO-dg, 3): 7,00 (1H, -NH-), 6.79 (1H, -NH-), 3.82 (1H, aCH,), 2.87 (2H, -CH2NH-
), 1.60 (2H, -CH2-), 1.37 (4H, -CH2CH,-;18H, -O-C-(CHzs)s); *C-NMR (125 MHz,
DMSO-ds, 6):174.6, 155.9, 78.25,77.67, 53.81, 30.77, 29.43, 28.61, 28.55, 21.10.

3.2.6.2 N-(ter-Biitoksi karbonil)-L-Lizin N-karboksianhidrit sentezi (tBoc-Liz-
NCA)

Bir onceki basamakta sentezlenen N-N-Di-(ter-biitoksikarbonil)-L-Lizin (8.5 g),
tamamen kurutulmus 3 boyunlu bir balona alindi ve etilasetatta (100 mL) ¢oziildii.
Tiim reaksiyon azot gazi altinda gerceklestirildi. Karigima trietilamin (1.125 mL, 8.1
mmol) eklendi ve 10 dakika sonra trifosgen (2.30 g, 7.7 mmol) damla damla damlatma
hunisi ile tepkimeye eklendi. Damlatma islemi bittikten sonra reaksiyon 5 saat oda

sicakliginda karistirildi. Sonrasinda -18 °C’ye alinarak gece boyu bekletildi. Buzluktan
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alindiginda beyaz cokeltinin olustugu gozlendi. Cokelti siiziilerek ayrildi. Kalan
¢okelti, iki defa soguk deiyonize su (100 mL) ile iki kerede soguk %0,5’lik NaHCO3
(suda) (100 mL) ile ekstraksiyon yapildi. Organik faz MgSOs ile kurutuldu ve
¢Oziicliniin 2/3’1i vakum altinda uzaklastirildi. Kalan kistm hekzanda ¢oktiirtildii ve
stiziildii. Kati kisim vakum etiiviinde kurutuldu. Elde edilen iiriin hafif yapiskan

ozellikli, beyaz kat1 maddedir.

Yukarida anlatilan trifosgenle halka kapama reaksiyonu sonucu ¢ok diisiik verim elde
edildigi i¢in, N-karboksianhidritleme (NCA) asamasi trietilamin yerine a-pinene (11
mL) koyularak denendi. Trifosgen (5.44 g), etil asetat (130 mL) yukaridaki protokole
uygun olarak eklendi ve 45 °C’lik yag banyosunda 5 saat boyunca reaksiyon
gerceklesti. Fakat -18 °C’de bekletilmesine ragmen ¢okme gerceklesmedigi icin

reaksiyona devam edilemedi.

Bu prosediirler birka¢ kez tekrar edilmesine ragmen istenilen saflikta ve miktarda
monomer elde edilemedi. Bu yiizden, N-karboksianhidritleme reaksiyonu ticari olarak
satin alinan tBoc- koruma grubuna sahip lizin ile tekrar edildi. N-Boc korumali lizin
(9.8 g, 39.8 mmol) ii¢ boyunlu balona alind1 ve 1 saat boyunca schlenk hattinda
kurutuldu. Ardindan susuz THF (300 mL) ile azot gazi altinda siispanse edildi.
Karigima klorotrimetilsilan (9.9 mL, 79 mmol) ve trietilamin (11 mL, 79 mmol)
eklendi. iki saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra difosgen (4.8 mL, 39.8 mmol)
eklenip reaksiyon sicakligt 50 °C’ye cikarildi ve iki saat refluks yapildi. Oda
sicakliginda gece boyunca karistirilmaya devam edildi. Daha sonra filtre kagidi ile
stizlildii ve ¢ozlicii vakum altinda ucuruldu. Bunun sonucunda beyaz kati madde
olustu. Bu madde susuz THF ile ¢oziiliip hekzanda ¢oktiirtildii. Bir saat boyunca 4
°C’de bekletildi ve ardindan gooch krozesinden siiziildii. Daha sonra tekrar THF ile
¢oziiliip hekzanda ¢oktiiriildii. Sonucta beyaz renkli katt madde elde edildi (verim: 5,6,
%52). Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1t NMR ile karakterize edildi. tH-NMR (500
MHz, DMSO-ds, §): 9.08 (1H), 6.80 (1H), 4.43 (1H), 2.90 (2H), 1.75-1.46 (18H); ‘3C-
NMR (125 MHz, DMSO-ds, 6): 175.16, 172.17, 156.08, 77.87, 57.50, 31.11, 29.34,
28.74, 22.08.

3.3 Polimerizasyon Reaksiyonlari

Biitiin organik bilesiklerin basar1 ile sentezlenmesinden sonra polimerlerin

hazirlanmasina gegilmistir. Bu baglamda, polilizin polimeri halka agilma
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polimerizasyon yontemiyle [288] triblok glikopolimer ise tersinir katilma-par¢alanma

zincir transfer (RAFT) polimerlesme teknigi [288] ile hazirlanmustir.

3.3.1 ®-Azido fonksiyonlu N-ter-biitiloksikarbonil-L-lizin polimerinin sentezi
(P(tBoc-Liz)-N3))

Halka agilma polimerizasyonu ile P(tBoc-Liz)-N3 peptid polimerinin sentezi [M]:[l]=
[50]:[1] oraninda gergeklestirildi. Polimerizasyonda kullanilacak malzemelerin
hepsinin ¢ok kuru olmasina dikkat edildi. Bu amagla, 25 mL’lik Schlenk reaktorii
vakum hattina takilarak alevle yakildiktan sonra 1 saat kurutuldu. Reaktore argon
atmosferi altinda 1 g tBoc-Liz-NCA ilave edilerek kuru DMF (9.5 mL) ile ¢6ziildii.
Sonrasinda 6nceden hazirlanmis 1-azido-3-amino propan bilesiginin DMF igerisindeki
stok ¢ozeltisinden (0.134 mL/10 mL DMF) 500 pL ilave edilerek oda sicakliginda Ar
atmosferi altinda 0 °C’de 4 giin karistiritlmaya birakildi. Polimerizasyon stiresi sonunda
DMF vakum altinda uguruldu. Homopolimer THF ile ¢oziilerek dietileterde
¢oktiiriildii. Islem ii¢ kez tekrar edildi. Beyaz kati polimer vakum etiiviinde oda
sicakliginda kurutuldu ve -80 °C’de muhafaza edildi. Elde edilen iiriiniin kimyasal
yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.

3.3.2 Poli(2-(4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,3a,4,7,7a-hekzahidro-2H-4,7

epoksiisoindol-2-il)etil metakrilat) homopolimerizasyonu (PMiMA)

Polimerizasyon [M]:[RAFT]:[I]= 40:1:0,125 oraninda gergeklestirildi. MiMA
monomeri (2 g), sillil korumali alkin fonksiyonlu RAFT ajani stok ¢ozeltisi ((0.302 g/
5 mL), 0.920 mL) ve 2,2'-Azobis(2-metilpropionitril) stok ¢ozeltisi [(AIBN, 0.1 mg/
10 mL), 0.293 mL] asetonitril (3.547 mL) igerisinde ¢oziilerek 10 mL’lik viale
koyuldu. Homojen olarak karistirildiktan sonra ¢ozeltiye 45 dakika boyunca azot gazi
verildi. Ardindan reaksiyon 70 °C’lik yag banyosunda 7 saat karistirildi. Reaksiyon
sonlandirildiktan sonra ¢Oziicii uzaklastirildi. Az miktarda asetonitrilde ¢oziiliip
dietileterde ¢oktiiriildii. Bu islem 2 kez tekrarlanarak tepkimeye girmeyen monomerin
polimerden uzaklastirilmasi saglanmis oldu. Pembe renkli kat1 {iriin vakum etiiviinde,
oda sicakhiginda kurutuldu. Elde edilen iiriiniin kimyasal yapisi ‘H-NMR ile

karakterize edildi.
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3.3.3 Poli(2-(4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,3a,4,7,7a-hekzahidro-2H-4,7
epoksisoindol-2-il)etilmetakrilat-blok-N-(3,4-dihidroksifenetil)metakril-
amid) diblok polimerizasyonu P(MiMA-b-DopMA)

Diblok polimerizasyon [M]:[MacroRAFT]:[I]= 33:1:0.135 oraninda
gerceklestirilmistir. PMiMA homopolimeri (0.5 g), DopMA monomeri (1.43 g), AIBN
stok ¢ozeltisi [(0.1 mg/ 10 mL), 0.261 mL], asetonitril (3.244 mL) icerisinde ¢oOziilerek
10 mL’lik viale koyuldu. Homojen olarak karistirildiktan sonra ¢ozeltiye 45 dakika
boyunca azot gaz1 verildi. Ardindan 70 °C’lik yag banyosunda 8.5 saat karistirild.
Reaksiyon sonlandirildiktan sonra ¢oziicli uzaklastirildi. Az miktarda asetonitrilde
¢Oziiliip metanolde ¢oktiiriildii. 2. kez asetonitrilde ¢oziildii ve dietileterde ¢oktiiriildii.
Sonugta pembe renkli kati {iriin olustu ve iirlin vakum etliviinde oda sicakliginda

kurutuldu. Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.

3.3.4 Poli(2-(4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,32,4,7,73-heksahidro-2H-4,7-
epoksisoindol-2-il)etilmetakrilat-blok-N-(3,4-dihidroksifenetil)metakril-
amid)-blok-3-O-metakriloil-1,2:4,5-di-O-izopropiliden-g-D-frukto-
piranoz) triblok kopolimerizasyonu (P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA))

Polimerizasyon [M]:[Makro-RAFT]:[I]= 200:1:0.175 oraninda gergeklestirilmistir.
Diblok kopolimer (P(MiMA-b-DopMA), 0.21 g), iprFritMA monomeri (2.773 g),
AIBN stok ¢o6zeltisi [(0.1 mg/ 10 mL), 0.121 mL] ve floresein O-metakrilat (10 mg)
asetonitril (3.5 mL) - toluen (3.5 mL) karisiminda ¢oziiliip 15 mL’lik viale koyuldu.
Homojen olarak karistirildiktan sonra ¢ozelti 45 dakika boyunca azot gazi altinda
degas edilmistir. Ardindan 70 °C’lik yag banyosunda 8 saat karistirildi. Reaksiyon
sonlandirildiktan sonra toluen uzaklastirildi. Ardindan sogutulmus metanolde
¢oktiiriildii. 2. kez THF de ¢oziiliip sogutulmus dietileterde ¢oktiiriildii. Uriin vakum
etiiviinde, oda sicakliginda kurutuldu. Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR ile

karakterize edildi.
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3.3.5 Poli(2-(4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,32,4,7,73-heksahidro-2H-4,7-
epoksisoindol-2-yl)etilmetakrilat-blok-N-(3,4-dihidroksifenetil)metakril-
amid)-blok-1-O-metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-g-D-frukto-
piranoz) triblok kopolimerizasyonu (P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA))

Polimerizasyon [M]:[MakroRAFT]:[1]=200:1:0.175 oraninda gerceklestirilmistir.
Diblok kopolimer (P(MiMA-b-DopMA), 0.20 g), iprFrMA monomeri (2.529 g),
AIBN stok ¢ozeltisi [(0.1 mg/ 10 mL), 0.121 mL], floresein O-metakrilat (10 mg)
asetonitril (3.5 mL) - toluen (3.5 mL) karisiminda ¢oziliip 15 mL’lik viale koyuldu.
Homojen olarak karistirildiktan sonra ¢ozelti 45 dakika boyunca azot gazi altinda
degas edilmistir. Ardindan 70 °C’lik yag banyosunda 8 saat karistirildi. Reaksiyon
sonlandirildiktan sonra toluen uzaklastirildi. Ardindan sogutulmus metanolde
¢Oktiiriildii. 2. kez toluende ¢oziildii ve sogutulmus dietileterde ¢oktiiriildii. Uriin

vakum etiiviinde, oda sicakliginda kurutuldu. Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1 H-

NMR ile karakterize edildi.

3.3.6 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) Triblok kopolimerinin trimetilsillil

grubu hidrolizi

P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) Triblok kopolimeri (0.7 g) THF (20 mL) icerisinde
¢ozildi. Oda sicakliginda TBAF (0.025 mL, 1 M) c¢ozeltisi ilave edilerek, azot
atmosferi altinda 3 saat karistirildi. Daha sonra ¢6ziiciiniin fazlasi uguruldu ve polimer
soguk metanolde ¢oktiiriildii. Ardindan iirtin vakum etiiviinde kurutuldu. Elde edilen

{iriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.

3.3.7 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr2MA) Triblok kopolimerinin trimetilsillil
grubu hidrolizi

P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA) Triblok kopolimeri (0.7 g) THF (20 mL) igerisinde

¢oziildii. Oda sicakhiginda TBAF (0.025 mL, 1 M) ¢ozeltisi ilave edilerek, azot

atmosferi altinda 3 saat karistirildi. Daha sonra ¢oziiciiniin fazlasi uguruldu ve polimer

soguk metanolde ¢oktiiriildii. Ardindan tiriin vakum etiiviinde kurutuldu. Elde edilen

{iriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.
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3.3.8 Kilik reaksiyonu ile tetrablok kopolimerin sentezi P(MiMA-b-DopMA-b-
iprFriMA)-b-P(tBoc-Liz) (P1)

P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) (0.56 g, 0.011 mmol) alkin fonksiyonlu triblok
kopolimer ve P(tBoc-Liz)-N3 polimeri (0.134 g, 0.013 mmol), PMDETA (0.01 mL,
0.045 mmol) 6 mL DMF i¢inde ¢oziilerek 25 mL’lik schlenk reaktore koyuldu. En son
CuBr (0.003 g, 0.022 mmol) konularak vakum hattt kullanilarak degas edildi.
Reaksiyon 35 °C’lik yag banyosunda 48 saat boyunca karistirildi. Daha sonra tepkime
karistmi  notral aliimina (Al203) dolgulu kolondan gegirilerek bakir fazlasi
uzaklastirildi. Vakum altinda DMF’in fazlasi ugurularak soguk metanolde ¢oktiiriildii.
Bu islem iki kez tekrar edildi. Uriin vakum etiiviinde kurutuldu. Elde edilen iiriiniin

kimyasal yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.

3.3.9 Kilik reaksiyonu ile tetrablok kopolimerin sentezi P(MiMA-b-DopMA-b-
iprFr2MA)-b-P(tBoc-Liz) (P2)

P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA) (0.56 g, 0.0097 mmol) alkin fonksiyonlu triblok
kopolimer, P(tBoc-Liz)-Ns polimeri (0.116 g, 0.011 mmol), PMDETA (0.01 mL,
0.045 mmol), 6 mL DMF i¢inde 25 mL’lik schlenk reaktére koyuldu. En son CuBr
(0.003 g, 0.022 mmol) koyularak Schlenk line kullanilarak degas edildi. Reaksiyon 35
°C’ lik yag banyosunda 48 saat boyunca karistirildi. Daha sonra tepkime karigimi
Al203 dolgulu kolondan gegirilerek bakir fazlasi uzaklastirildi. Vakum altinda DMF’in
fazlas1 ugurularak soguk metanolde ¢oktiiriildii. Uriin vakum etiiviinde kurutuldu. Elde

edilen iiriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.

3.3.10 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA)-b-P(tBoc-Liz) Tetrablok kopolimerinin

izopropiliden ve terbiitiloksikarbonil grubu hidrolizi

P1 Kopolimerdeki seker segmentinin tasidig1 izopropiliden, MiMA monomerinden
gelen ketal ve lizin polimerinin tasidigi terbiitoksi gruplari trifloroasetik asit (TFA)
varliginda gergeklestirilen asidik hidrolizle tek asamada uzaklastirildi. Genel bir
prosediir olarak; P1 kopolimeri (0.4 g) kloroform (15 mL) ve deiyonize su (2 mL)
igerisinde ¢Oziildii ve azot atmosferinde TFA (0.342 mL) ilave edilerek oda
sicakliginda gece boyu karistildi. Ertesi glin polimer diyaliz membrana alinarak
deiyonize su igerisinde 48 saat boyunca diyaliz edildi. Ardindan iiriin liyofilizatérde

kurutuldu. Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.
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3.3.11 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr2MA)-b-P(tBoc-Liz) Tetrablok kopolimerinin
izopropiliden ve terbiitiloksikarbonil grubu hidrolizi

Tetrablok kopolimerdeki seker segmentinin tasidigi1 izopropiliden, MiMA
monomerinden gelen ketal ve lizinden kaynaklanan terbiitoksi gruplar trifloroasetik
asit (TFA) ile gerceklestirilen asidik hidrolizle tek asamada uzaklagtirilmistir.
Yukarida anlatilan TFA hidroliz prosediirii P2 kopolimeri icin tekrar edildi. P2
kopolimeri (0.5 g) kloroform (15 mL) ve deiyonize su (2 mL) igerisinde ¢oziildii ve
azot atmosferinde TFA (0.412 mL) ilave edilerek oda sicakliginda gece boyu
karistirildi. Ertesi giin polimer diyaliz membrana alinarak deiyonize su igerisinde 48
saat boyunca diyaliz edildi. Ardindan iiriin liyofilizatérde kurutuldu. Elde edilen

{iriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.

3.4 Kemoterapétik ila¢ (Doksorubisin, Dox) Tasiyan Tetrablok Kopolimerin

Hazirlanmasi

341 P(MiMA-b-DopMA-b-FriMA)-b-P(Liz) Tetrablok kopolimerine
doksorubisin konjugasyonu (P1/Dox)

Doksorubisin etken maddesi kimyasal olarak imin bagiyla tetrablok kopolimerine
kazandirildi [289]. Bu amagla, Doksorubicin.HCI (Dox, 20 mg) ve P1 kopolimer (0.1
g) DMSO (5 mL) igerisinde ¢6ziildii. Ardindan trietilamin (0.06 mL) eklendi ve gece
boyunca karanlikta karistirildi. Daha sonra deiyonize suya karsi, 6-8 kDa’lik diyaliz
membrani ile 3 giin diyaliz edildi. Boylece reaksiyona girmemis Dox ve trietilamin
diyaliz yontemi ile uzaklastirildi. Ilag yiiklenmis polimerin ¢ozeltisi liyofilizatorde

uzaklastirildi. Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.

3.4.2 P(MiMA-b-DopMA-b-Fr2MA)-b-P(Liz) Tetrablok kopolimerine
doksorubisin yiiklemesi (P2/Dox)

Dox (25 mg) ve P2 kopolimer (0.1 g) DMSO (5 mL) igerisinde ¢6ziildii. Ardindan
trietilamin (0.06 mL) eklendi ve gece boyunca karanlikta karistirildi. Daha sonra
deiyonize suya karsi, 6-8 kDa’lik diyaliz membrani ile 3 giin diyaliz edildi. Boylece
reaksiyona girmemis Dox ve trietilamin diyaliz yontemi ile uzaklastirildi. ilag
yiiklenmis polimerin ¢ozeltisi liyofilizatorde uzaklastirildi. Elde edilen {iriiniin

kimyasal yapis1 *H-NMR ile karakterize edildi.

69



3.5 Manyetik Nanoparc¢aciklari (Fe3sOas) Sentezi

Susuz demir (IIT) kloriir (FeClz, 1 mmol, 0.2 g), demir siilfat heptahidrat (FeSO4.7H20,
1.2 mmol, 0.336 g) ve deiyonize su (5 mL) iki boyunlu 100 mL’lik balona alind.
Yarim saat azot gazi altinda karigtirildi. Ardindan reaksiyona %25’lik amonyum
hidroksit (2.5 mL) ¢ozeltisi eklendi ve 30 dakika boyunca 80 °C’de reaksiyon
siirdiiriildii. Daha sonra %10 oleik asit eklenerek 1 saat boyunca karistirildi. Ust faz
organik faz, alt faz su faz1 olmak iizere iki fazli bir karisim olustu. Su fazi pipet
yardimiyla uzaklastirildi. Manyetik ayirma ile oleik asit kapli magnetit nanokristalleri
topland1 ve 80 mL etanolle yikandi. Ardindan santrifiij yapilarak etanol uzaklastirildi
ve 20 mL kloroform ile dispers edildi. ilk denemede ¢ok biiyiik nanoparcaciklar elde
edildigi i¢in benzer reaksiyon kosullari tekrar edildi. Ancak istenilen biiyiikliikte

parcaciklar elde edilemedi.

Daha kiigiik nanopargaciklar elde etmek i¢in baska bir prosediir [290] daha denendi.
Bu prosediire gore, demir(III) kloriir hekzahidrat (40 mmol, 10.8 g), sodyum oleat (120
mmol, 36.5 g) ii¢ boyunlu 500 mL’lik balona alinarak etanol (80 mL), deiyonize su
(60 mL), hekzan (140 mL) karisiminda ¢oziildii. Karisim yarim saat azot altinda, oda
sicakliginda karistirildi ve ardindan sicaklik 70 °C’ye ¢ikarildi. Reaksiyon 4 saat
devam ettikten sonra oda sicakligina getirildi ve deiyonize su (30 mL) ile 3 kere
ekstraksiyon yapildi. Organik faz (hekzan) rotari evaporatorde ugurularak yogun
kivamli, koyu kahverengi sivi madde elde edildi. Elde edilen 36 g maddenin 9 g’1
reaksiyonun devami i¢in kullanildi. Demir-oleat kompleksi (10 mmol, 9 g) ve oleik
asit (5 mmol, 1.425 g) 100 mL’lik ii¢ boyunlu balona koyuldu. 1-oktadeken (50 g)
eklenerek oda sicakliginda homojen ¢ozelti haline gelene kadar karistirildi. Ardindan
sicaklik yavasca 300 °C’ye cikartildi. Bu sicaklikta bir saat karistirildiktan sonra
reaksiyon oda sicakligina getirildi. Karisima etanol (125 mL) eklenerek olusan
nanokristaller santrifiijle ayrildi. Daha sonra kloroform ile dispers edildi ve DLS
Olctimii yapildi. Sonug olarak yaklasik 4 nm biiyiikliigiinde nanokristaller elde edildigi

saptandi.

Yapilan diger bir prosediirde yukaridaki protokoliin yalnizca ikinci asamasi
degistirildi. Onceden sentezlenen demir-oleat kompleksi (10 mmol, 9 g) 100 mL’lik
ti¢ boyunlu balonda oleik asit (5 mmol, 1.425 g) ile birlestirildi. Ardindan 1-oktadeken
(50 g) eklenerek oda sicakliginda homojen ¢ozelti haline gelene kadar karistirildi.
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Reaksiyon sicakligi 270 °C’ye getirilerek 3 giin boyunca karistirildi. Reaksiyon
sonlandirildiktan sonra karisima etanol (125 mL) eklenerek olusan nanokristaller
santrifiijle ayrildi. Daha sonra kloroform ile dispers edildi ve DLS 6l¢liimii yapildi.

Sonug olarak ayni pargacik biiytikliigiinde nanokristallerin elde edildigi tespit edildi.

Su igerisinde dispers olabilen manyetik nanopargacik sentezlemek igin 1:2 mol
oraninda Fe*? ve Fe*® iyonlarin1 iceren bir birlikte c¢oktiirme (ko-presipitasyon)
yontemi kullanildi [291]. FeCl..4H20 (0.6 g, 3.0 mmol) ve FeCl3-6H20 (1.62 g, 6.0
mmol), 10 mL deiyonize suda ¢ozildii ve 20 dakika boyunca N atmosferi altinda
tutuldu. Daha sonra, %25’lik sulu amonyum hidroksit (NH4OH) ¢6zeltisi (10 mL),
karisima azot gazi altinda damla damla (pH 10 olarak ayarlandi) eklendi ve oda
sicakliginda 30 dakika boyunca kuvvetlice karistirildi. Reaksiyon sicakligi 80 °C’ye
cikarildi ve 45 dakika daha karistirildi. Sistem oda sicakligina sogutulduktan sonra,
elde edilen siyah cokelti alindi ve ii¢ kez deiyonize su ile yikandi. Manyetik
nanoparg¢aciklar harici bir miknatis ile ayrildi ve vakum altinda kurutuldu. Daha sonra

su ile dispers edildi ve DLS 6l¢iimii yapildi.

3.6 Upconversion Nanapartikiillerin (UCNP) Hazirlanmasi

3.6.1 NaYF4:Yb3/Er3* UCNP’ nin hazirlanmasi

[k prosediir olarak [292], itriyum(l11) oksit (Y203, 0.975 mmol), iterbiyum(l11) oksit
(Yb203, 0.25 mmol), erbiyum(I11) oksit (Er203, 0.025 mmol), trifloroasetik asit (TFA,
65 mmol), 8.8 mL deiyonize su {i¢ boyunlu 100 mL’lik balonda ¢6ziildii. Olusan
bulanik karisimdan, vakum altinda 80 °C’de su ve TFA fazlasi yarim saat igerisinde
uzaklastirildi. Vakum kesilerek, reaksiyon 100 °C’ye ¢ikartild1 ve sodyum triflorosetat
(NaCOOCF3, 2.50 mmol), oleik asit (OA, 23.75 mmol) ve oktadeken (ODE, 23.43
mmol) eklendi. Bir saat karistirildiktan sonra sicaklik 330 °C’ye c¢ikartildi. Bir saat
karigtirlldt ve nanopartikiillerin sentezi tamamlandi. Nanopartikiiller etanolle
yikanarak hekzanda dispers edildi. DLS analizi ile boyut ve polidispersite indeksine
bakildi. Ancak nanopartikiil boyutu istenilenden biiyiik oldugu icin reaksiyon tekrar
edildi.

Yukarida anlatilan reaksiyon kosulu basarili olmadigindan, sonraki denemelerde

distile su eklenmeyip, TFA miktar1 (100 mmol) arttirildi. Sonug olarak daha kii¢iik
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boyutlu nanopartikiiller elde edildi, ancak istenilen sekil ve boyutta nanapartikiiller

elde edilemedigi i¢in farkli prosediirler denendi.

Diger bir prosediir olarak [293]; itriyum kloriir (YCls, 0.78 mmol), iterbiyum kloriir
(YbCI, 0.2 mmol), erbiyum kloriir (ErCls, 0.02 mmol) 6 mL oleik asit ve 15 mL
oktadeken igerisinde 2 boyunlu 100 mL’lik balonda karigtirildi. Bu karisim 160 °C’ye
1sitild1 ve homojen olana kadar karistirildi. Ardindan tekrar oda sicakligina getirildi.
10 mL metanol igerisinde ¢6ziilmiis NaOH (2.5 mmol) ve NH4F (4 mmol) ¢ozeltisi
balon igerisindeki karisima yavasca eklendi ve yarim saat karistirildi. Daha sonra
¢ozelti igerisindeki metanolii uzaklastirmak i¢in 100 °C’de degas edildi ve sistem 300
°C’ye 1sitilarak argon gazi altinda 1 saat karistirildi. Karisim sogutulduktan sonra
nanopartikiiller etanol ile yikanarak hexan ile dispers edildi. Bu asama 3 kere tekrar
edildi .

Yukaridaki prosediirler disinda diger bir prosediir [294] olarak; itriyum asetat (YAc,
0.78 mmol), iterbiyum asetat (YbAc, 0.2 mmol), erbiyum asetat (ErAc, 0.02 mmol) 6
mL oleik asit ve 15 mL octadeken igerisinde 2 boyunlu 100 mL’lik balonda karistirildi.
Bu karisim 160 °C’ye 1sitildi ve homojen olana kadar karistirildi. Ardindan tekrar oda
sicakligina getirildi. 10 mL metanol igerisinde ¢oziilmiis NaOH (2.5 mmol) ve NH4F
(4 mmol) ¢oOzeltisi balon igerisindeki karigima yavasca eklendi ve yarim saat
karistirildi. Daha sonra ¢6zelti igerisindeki metanolii uzaklastirmak i¢in 100 °C’de
degas edildi ve sistem 310 °C’ye 1sitilarak argon gazi altinda 1 saat karigtirildi. Karigim
sogutulduktan sonra nanopartikiiller etanol ile yikanarak hexan ile dispers edildi. Bu
asama 3 kere tekrar edildi. Nanopartikiillerin boyutu ve polidispersite indeksi DLS ve
HR-TEM ile analiz edildi. Sonug olarak istenen boyut ve sekilde nanopartikiillerin
elde edildigi gorildii.

3.6.2 Sitrat kaphi UCNP sentezi (UCNP-C)

Suda dagilabilir UCNP’ler elde etmek icin, literatiirde anlatilan yontem izlenerek
ligand degisim prosediirii uygulandi [295]. Hekzanda dispers edilmis oleat kapli
UCNP’ler, 0.1 M trisodyum sitrat (pH 4) ¢ozeltisi ile 3 saat boyunca 700 rpm’de
karistirildi. Daha sonra sulu/organik sistem ayirma hunisine aktarildi ve sitrat kaph
NaYF4:Yb®* Er¥* UCNP’leri iceren sulu faz izole edildi. Nanopartikiiller asetonla
coktiiriildii ve 15 dakika santrifiij edildi. Organik ¢oziicii uzaklastirildi ve kalan

nanopartikiiller, kalan oleik asidi gidermek i¢in pH 7’de 5 mL trisodyum sitrat
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cozeltisinde yeniden dagitildi. Dispersiyon 2 saat daha karistirildi. Son olarak, sitrat
kapli UCNP’ler asetonla ¢oktiiriildii, aseton ve suyla ii¢ tur yikamaya tabi tutuldu ve
santrifiijlenerek toplandi. Sitrat kapli UCNP’ler daha sonra daha ileri deneyler igin 2
mL suda dagitildi.

3.7 Tetrablok Polimer Kaph UCNP Nanoprobunun Hazirlanmasi (UCNP@P-
Dox)

5 mg UCNP-C ve 10 mg P(MiMA-b-DopMA-b-FroMA)-b-P(Liz)/Dox tetrablok
kopolimer ¢ozeltileri, 1 mg/mL Kkonsantrasyonlarda deiyonize suda ayr1 ayri
hazirlandi. Daha sonra, polimer ¢ozeltisi UCNP-C ¢ozeltisine damla damla eklendi ve
oda sicakliginda bir gece boyunca 500 rpm’de karistirildi. Ardindan, nanopartikiiller
tic kez su ve etanol ile yikandi ve ardindan 10000 rpm’de santrifiijlemeye tabi tutuldu.
Son olarak oda sicakliginda vakum altinda kurutuldu. Hazirlanan UCNP@P-Dox
nanopartikiilleri TEM ile analiz edildi. UCNP@P-Dox nanoprobunun
hazirlanmasinda P(MiMA-b-DopMA-b-FroMA)-b-P(Liz)/Dox (P2/Dox) polimeri
kullanildi.

3.8 Manyetik  Ozellikli ~ Glikopeptid  Biyonanoproblarin  Hazirlanmas
(UCNP@MP-Dox)

Manyetik 06zellikli FesOs nanopartikiilleri, tetrablok kopolimerlerdeki katekol
(DopMA’daki) gruplarina baglanarak tetrablok kopolimere manyetik 6zellik
kazandirildi [296]. Bunun igin bir onceki asamada elde edilen UCNP@P-Dox
nanopartikiilleri (10 mg) ve FesO4 (5 mg) 15 mL deiyonize suya (pH 8.5 ayarl) eklendi
ve karisim 10 dakika boyunca sonikasyona tabi tutuldu. Reaksiyon karisimini oda
sicakliginda 500 rpm hizinda bir gece boyunca karistirdiktan sonra, iiretilen manyetik
nanopartikiiller harici bir miknatis kullanilarak izole edildi. Daha sonra, manyetik
nanopartikiiller ii¢ kez su ve etanol ile yikand1 ve ardindan oda sicaklifinda vakum
altinda kurutuldu. Hazirlanan UCNP@MP-Dox nanopartikiilleri FTIR, DLS ve TEM

Olctimleri ile karakterize edildi.
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3.9 UCNP@MP-Dox Nanopartikiillerden Dox Salim Deneyi

Sentezlenen ila¢ yiiklenmis nanopartikiillerin salim profilleri, uygun fizyolojik
ortamlarda (kanser hiicresinin endosomal pH degeri olan 5.5’te ve normal fizyolojik
pH degeri olan 7.4’de) diyaliz membran yontemi ile NIR 1s1k olmadan incelendi [297].
Bu amagla diyaliz sistemlerinden belli zaman araliklariyla alinan 6rneklerin 490
nm’de UV-Vis absorbanslart 6l¢iildii ve daha oOnceden yapilmis kalibrasyon

grafiginden derisim degerine gecildi.

3.10 siRNA Tasiyan Biyonanoproblarin Hazirlanmasi1 ve Salim Profillerinin

Incelenmesi (UCNP@MP-Dox/siRNA)

UCNP@MP-Dox tastyict sistemine hiicrelerin apoptotik direng gostermelerini
onlemek amaci ile siRNA yiiklendi. Tetrablok kopolimerdeki polizinin pozitif yiikleri
ile SIRNA’ nin eksi yiiklerinin fiziksel olarak etkilesmesi sonucu elde edilen
poliplekslerin komplekslesme yiizdesi (azot/fosfat:N/P orani) agoroz jel elektroforez
metodu ile belirlendi [298].

3.11 Hazirlanan Teranostik Biyonanoproblarin In Vitro Calismalarla Test

Edilmesi

3.11.1 Hiicrelerin biiyiitiilmesi

In vitro ¢alismalar igin MCF-7 (Gstrojene duyarli)) meme kanser hiicre hatlar1 ve
3T3/NIH (ATCC® CRL-1658) saglikli “mouse fibroblast hiicresi” hiicre hatti
kullanildi. Hiicre kiiltiirii galismalari, aseptik kosullar (37 °C’de, %10 CO2’li ortam),
%10 FBS, 100 U/mL penisilin ve 100 U/mL streptomisin i¢eren uygun besi ortami
kullanilarak yapildi. Hiicre besi yeri olarak, meme kanseri hiicre hatt1 i¢in D-MEM/F-
12, saglikli hiicre hatti i¢in de RPM11640 kullanildi. Hiicreler T-flasklarda %2100 nemli
inkiibatorde biiyitiildi. Hiicrelerin gelisimi her giin mikroskop ile gdzlemlenerek besi

ortamlar1 yenilendi.

3.11.2 Sitotoksisite calismalar:

Kemoterapotik ilag ve/veya siRNA tasiyan teranostik biyonanoproplarin sitotoksik
aktiviteleri  (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,3-difenil-tetrazolium) MTT analiz Kiti
(Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay Kit, ThermoFisher Scientific) kullanilarak,
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hiicre proliferasyonlarinin degisen konsantrasyonlarda ve inkiibasyon siirelerinde test
edilmesiyle belirlendi. ilgili hiicre hatlar1 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek
37 °C’de gece boyu bekletildi. Ertesi giin hiicrelere farkli konsantrasyonlardaki
malzemeler eklendi ve MTT analiz kitine uygun sekilde prosediir takip edilerek
inkiibasyon sonrasi spektrofotometre ile 6l¢iimii yapildi. Her bir konsantrasyon i¢in
Ol¢iim en az 3 kere tekrar edilmis olan veriler kiyaslanarak konsantrasyona bagli
grafigi cizildi ve relatif % hiicre canlilig1 ve 1Csp degeri tespit edildi. Ayrica kontrol

grubu olarak; ila¢ tasimayan nanopartikiillerin toksisite degerleri incelendi [299].

3.11.3 Hiicre ici alim ¢aliymalari

Biyonanoproblarin hiicre i¢ine girme etkinligi flow sitometri ile dl¢ilildii. Hiicreler 6
bélmeli kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Cesitli
oranlarda biyonanoproblar eklendikten sonra 6-12-24 saat 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicreler tripsin-EDTA ile toplanarak FBS igermeyen
taze besiyerine alindi. Flow sitometre cihazi kullanilarak hiicrelere girmeyi basaran
tastyict sisteminin yiizdesi belirlendi [300]. Elde edilen verilere bagli olarak hiicre igi
alimin, iki hiicre tipi iginde aymi dozlar degerlendirilerek zamana bagl degisimi

gozlendi ve optimal ¢alisma konsantrasyonlar1 belirlendi.

3.11.4 Biyonanoproblarin apoptoz ¢alismalari

Teranostik biyonanoproblarin meme kanseri hiicreleri iizerine olasi apoptotik ve
nekrotik etkilerin belirlenebilmesi i¢in flow sitometri yontemi ile apoptoz deneyleri
yapildu. Tlgili hiicre hatlarinda apoptoz veya nekroza ugramis hiicreleri belirlemek i¢in
Annexin V-FITC (yesil fluoresans) ve non-vital boya olan propidium iodide (kirmizi
fluoresans) ile boyanarak ikili boyama analizi literatiirde belirtildigi gibi uygulandi
[299]. Hiicre hatlar1 Dox (kontrol), siRNA (kontrol), UCNP@MP-Dox, UCNP@MP-
SsiRNA ile UCNP@MP-Dox/siRNA biyonanoproblarla 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile yapistiklar yiizeyden
kaldirilarak, soguk PBS ile yikandi ve kiiltiir tiipiine aktarilarak Annexin V-FITC ile
2-8 °C’de 30 dakika, Pl ile 5 dakika boyandi. Flow sitometre cihazi ile 6lgtimler alindi.
Apoptotik etkinin varlig1 “Erken Apoptotik Profil” iizerinden degerlendirildi.
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3.12 Hazirlanan Teranostik Biyonanoproblarin In Vivo Calismalarla Test

Edilmesi

In vivo calismalar igin hazirlanan protokol, Bezmialem Vakif Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu (etik kurul onay numarasi: 2018/23) tarafindan
belirlenen hayvan bakim ve kullanim kurallarina gore gergeklestirildi.

3.12.1 Meme tiimor modelinin olusturulmasi

Meme kanseri modeli, Tekeredeli I. ve ark.’nin 2013 yilinda Cell dergisinde
bildirdikleri model olusturma yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Ilgili referans
calismada; model organizma olarak Atimik disi nude fareler kullanildi (Tir adi; NCr
nu/nu ve Jackson lab kodu; JAX stock #002019). Proje kapsaminda model olusturulma
asamalarinda; 6-8 haftalik farelere dstrojen reseptor pozitift MCF7 hiicreleri 7x10°
sayida, sag meme dokusuna enjekte edildi ve timor biiylimesini artirmak igin 174-
Ostradiol gavaj yoluyla uygulandi [301]. Modelin olusumu i¢in bu referans makaledeki
stire¢ uygulandi ve basarili sonug elde edildi.

3.12.2 Hazirlanan UCNP’lerin antikanser tedavisinde etkinliginin incelenmesi

Teranostik biyonanoproblarin antikanser tedavisindeki etkinliginin belirlenmesinde

gerceklestirilecek islemlere ait deney gruplart asagidaki gibidir:

Grup 1b. Negatif kontrol, tiimor olusturulmamas,

Grup 2b. Pozitif kontrol, tiimdr olusturulmus fakat tedavi uygulanmamas,
Grup 3b. Sadece Dox uygulanmus,

Grup 4b. Sadece siRNA uygulanmas,

Grup 5b. Dox-siRNA uygulanmus,

Grup 6b. UCNP@P-Dox uygulanmis,

Grup 7b. UCNP@P/siRNA uygulanmis,

Grup 8b. UCNP@P-Dox/siRNA uygulanmis.

3.12.3 In vivo biyodagilhim ve farmakokinetik ¢calismalar

Biyodagilim ¢alismasinda enjekte edilen ikili tasima sisteminin kan i¢erisinde dolagim

stiresi, hedefli bir sekilde tiimére gidip gitmeyecegi, diger organlara dagilimi ve
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birikmeye neden olup olmadigi, viicuttan atilma hiz ve siiresi, kisa ve uzun zamanda

toksik bir etki yaratip yaratmadig1 gozden gegirildi.

Bu asamada tetrablok kopolimerdeki fruktoz {niteleri igeren teranostik
biyonanoproblarin hedeflenen MCF-7 meme kanseri modeli olusturulmus timor
dokusuna ulagip ulasmadigi belirlendi. Biyodagilim siirecinde, 6rnek enjeksiyonundan
hemen 6nce, 30 dakika, 1 saat, 3 saat, 6 saat, 9 saat, 12 saat ve 24 saat sonra IVIS

Lumina Series III canli hayvan goriintiilleme sistemi ile gortintiileri alind.

3.12.4 Histopatolojik antikanser etkilerinin degerlendirilmesi

Histopatolojik degerlendirmeler amaci ile her gruptan alt1 denek olmak iizere toplam
yirmi dort denekten alinan tiimoral kitlelerden hazirlanan parafin bloklardan 5 um
kalinliginda kesitler alindi. Rutin laboratuvar islemlerinin ardindan kesitler, Mayer
hemotoksilen ile boyanarak 1s1k mikroskobu (Olympus Bx53) altinda incelendi ve Cell
AP programi (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, 3.4) vasitasiyla fotograflari
cekildi [302].

3.12.4.1 immunohistokimyasal boyama (IHC)

Avidin-Biotin Peroksidaz yontemi olarak uygulandi. Kesitlere deparafinizasyon ve
rehidratasyon islemlerinin uygulanmasmin ardindan kesitler endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek amaciyla %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda (H202) 20
dk. siireyle inkiibe edildi. Antijenik reseptorlerin agiga ¢ikarilmas: amaciyla
mikrodalga yontemi uygulandi (sitrat buffer soliisyonu pH 6, 800 Watt, 10 dk.).
Nonspesifik boyamalar1 engellemek amaciyla kesitlere 30 dk. siireyle non immun
serum (Thermo Scientific Histostain IHC Kit, HRP, broad spectrum, REF:TP-125-
HL) uygulandi. Takibinde PBS’de seyreltilmis Bcl-2 poliklonal antikoru, (PA5-
27094/ 1:50) ve BAX monoklonal antikoru (6A7-MA5-14003/ 1:100) ile muamele
edilen kesitler bir gece boyunca buzdolabinda (4 °C) inkiibe edildi. Ardindan kesitler
biyotinize sekunder antikor (Thermo Scientific Histostain IHC Kit, HRP, broad
spectrum, REF:TP-125-HL) ve peroksidaz baglanmig Strep Avidin (Thermo Scientific
Histostain IHC Kit, HRP, broad spectrum, REF:TP-125-HL) ile 30 dk. siiresince oda
1s1sinda bekletildi. Takibinde renk ortaya cikarici substrat olarak AEC soliisyonu
(Thermo Scientific Fisher REF: TA-125-HA) damlatildi ve Mayer Hematoksilen ile

boyanip ve immun mount ile kapatildi. Kapatma isleminin ardindan hazirlanan
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preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus Bx53) incelendi ve Cell “P programi
(Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, 3.4) ve fotograflandi.

3.12.4.2 immunofloresan boyama

Indirekt immunofloresan methodu kullanildi. Yapilan boyamalarda isaretsiz primer
antikorlar Bcl-2 Polyclonal Antibody, (PA5-27094/ 1:50) ve BAX Monoclonal
Antibody (6A7-MA5-14003/1:100) kullanildi. Sekonder antikor olarak floresan
isaretli (Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (Secondary Antibody, Alexa Fluor 488-A-11008)
ve (Goat anti-Mouse 1gG (H+L) (Secondary Antibody, Alexa Fluor 555-A-21422)
kullanildi.

Calisma kapsaminda ikili immunofloresan boyama teknigi kullanildi. Boyamalarda
kesitlerin deparafinizasyonu ve hidrasyonu yapildiktan sonra %3’likk H2O: ile 20 dk.
inkiibe edilip, sonra kesitler sitrat buffer ¢ozeltisine alinarak 10 dk. mikrodalga firinda
kaynatildi. Kesitlere normal serum uygulandiktan sonra, primer antikorlar ile gece
boyunca buzdolabinda +4 °C’de inkiibe edildi. Sonra uygun floresan isaretli sekonder
antikorlar karistirilarak hazirlanip bu karisimda oda 1sisinda 30 dk. inkiibe edildi.
Sekonder antikor uygulandiktan sonra florasan isaretin bozulmamasi i¢in tiim islemler
karanlik ortamda yapildi. Sekonder antikor inkiibasyonundan sonra kesitler distile su
ile yikanip 5 dk. DAPI (ab104139) ile muamele edildikten sonra iizerine lamel

kapatilarak floresan mikroskop altinda incelendi.

Tiimor alanindaki mitotik indeksi hesaplarken Rudolph vd. (1998) [303] ve Cavusoglu
vd. (2018) [304] yapmis oldugu hesaplamalara benzer sekilde mitotik aktivitenin en
yuksek oldugu 10 alan belirlendi, daha sonra bu alanlardaki mitoza ugramis hiicreler
sayild1 ve toplam hiicreye oraninin 100 ile carpilmasi sonucunda mitotik indeks

hesaplandi.

(Mitotik indeks: Bir timor dokusunda mitotik aktivitenin en yiiksek oldugu 10 farkli

timor alaninda sayilan mitoz sayisinin toplam hiicre sayisina oranidir.)

[statistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp.
Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY:IBM
Corp.) programlar1 kullanilmistir ve istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul
edilmistir. Gruplar aras1 farkliliklar Tukey testi ile belirlenirken, gruplarin tek yonlii

varyans analizi ANOVA testi kullanilarak belirlendi. Elde edilen sonuglar ortalama +
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standart hata (SE) olarak verildi. Sonuglarin degerlendirmesinde P<0,05 ifadesi

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BAX ve Bcl-2 immunohistokimyasal boyamalarin istatistiki analizlerinde,
immunohistokimyasal yontemle boyanan doku oOrnekleri mikroskop altinda iki
bagimsiz patolog tarafindan analiz edildi. BAX ve Bcl-2 immunohistokimyasal
boyanmalarin analizi Carcangiu vd. (1990) [305] tarafindan beyan edilen yontem ile
yapildi. Immunpozitif hiicrelerin yiizdesi ve yogunlugu dikkate alindi. Sitoplazmik
immun boyanma yiizdesi 0-%25 arasi ise 1, %26-%75 arasinda ise 2, %76’dan
biiylikse 3 olarak degerlendirildi. Boyama yogunlugu ise yok veya zayif: 1; giiclii: 2
ve ¢ok giiclii: 3 seklinde puanlandi. Her iki parametrenin toplami tiim denekler i¢in
hesaplanip gruplardaki hayvan sayilarina boliinerek gruplarin immiinohistokimyasal

skoru belirlendi ve istatistiki olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Baslaticilarin ve Monomerlerin Sentezi

4.1.1 Halka ag¢ilma polimerizasyonunda kullanilan baslatic1 1-azido-3-amino

propan sentezi

Halka agilma polimerlesme reaksiyonunda baslatici olarak kullanilacak olan 1-azido-
3-amino propan bilesigi yer degistirme reaksiyonu ile elde edilmistir. 3-bromopropil
amin.HCI (1 eq.) ve sodyum azid (3 eq.) deiyonize su iginde ¢6ziildii ve 80 °C’de gece
boyu karistirildi. Ertesi giin ¢6ziiclisii vakum altinda uzaklastirild1 ve 3 kere dietileter
ile ekstrakte edildi. MgSQOs tizerinden kurutulduktan sonra vakum altinda ¢oziicii
uzaklastirildi ve vakum destilasyonu ile saflastirildi. Uriin %75 verimle elde edildi ve

-20 °C’de muhafaza edildi.

1) NaN3, H,0, 80 °C
Br~ " “NH,.HBr > Ny 7 ONH,
2) KOH, 10 °C

Sekil 4.1 : 1-Azido-3-amino propan sentezi.

Elde edilen iiriin *H-NMR spektroskopisi ve FTIR analizleri ile karakterize edildi.
Sekil 4.2°deki *H-NMR spektrumuna gére azid grubuna bagli metilen protonlarinin
3.9 ppm’den 3.4 ppm’e kaymasi bilesigin basariyla sentezlendigini kanitlamaktadir.

a c
Ny NH

C
b
CDCl, ‘
-H,0
|
I

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 Lo ppm 0.0

Sekil 4.2 : 1-Azido-3-amino propan bilesiginine ait *H-NMR spektrumu (CDCls).
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Ayrica Sekil 4.3’te 1-azido-3-amino propan ile Oncii bilesigi olan 3-bromo-
propanamin.HCI bilesigine ait FTIR spektrumlarinin karsilastirmasi verilmektedir. 1-
azido-3-amino propan bilesige ait FTIR spektrumda azid grubuna ait absorpsiyon
pikinin ~2090 cm™ ve amin grubuna ait absorpsiyon pikinin ~3500 cm™’de goriinmesi

yer degistirme reaksiyonunun basariyla oldugunu gostermektedir.

3-Bromopropilamin.HCI

1-Azido-3-Amino Propan

% Gecirgenlik

4000 3200 2400 1600 800
Dalga sayisi (cm'l)

Sekil 4.3 : 3-Bromo-propanamin.HCI (siyah) ve 1-azido-3-amino propan (kirmizi)
bilesiklerine ait FTIR spektrumu.

4.1.2 RAFT ajaninin sentezi

Trimetilsillil korumali alkin fonksiyonlu 4-siyanopentanoik asit ditiyobenzoat (TSA-
CPADB) RAFT ajanmin sentezi ii¢ asamada gerceklestirildi. Ilk olarak
di(tiyobenzoil)distilfit oncii bilesigi sentezlendi (Sekil 4.4) ve elde edilen iiriiniin
kimyasal yapis1 *H-NMR (Sekil 4.5) analizi ile karakterize edildi. Sekil 4.5 ‘te verilen
H-NMR spektrumu incelendiginde di(tiyobenzoil)disiilfit bilesiginin yapisindaki
fenil protonlarina ait pikler 7.20-8.15 ppm arasinda goziikmektedir. Bu sonuglar

1s181inda RAFT ajani sentezinde ilk Oncii bilesik olan di(tiyobenzoil) distilfit bilesigi

basari ile sentezlenmistir.

S S
a__ Scs SNa _Ks[Fe(CN)] 575
NaOCHj;, metanol S

Sekil 4.4 : Di(Tiyobenzoil) disiilfit sentezi.
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Sekil 4.5 : Di(Tiyobenzoil)disiilfit bilesiginin *H-NMR ve *C-NMR spektrumu
(CDCl5).

Tez kapsaminda kullanilan RAFT ajani sentezinin 2. basamaginda, ilk basamakta
sentezlenen bilesik 4,4’-azobis(4-siyano pentanoik asit) ile reaksiyona konuldugunda
4-siyanopentanoik asit ditiyobenzoat (CPADB) bilesigi elde edildi (Sekil 4.6).

0) o)
- S
4 H OMN NNOH CN on
S CN 7 CN ©)\s
I o)

EtOAc

Sekil 4.6 : 4-Siyanopentanoik asit ditiyobenzoat (CPADB) sentezi

CPADB bilesigi once kolon kromatografisi ile etil asetat:hekzan (1:4) eluent sistemi
kullanilarak izole edildi. Izole edilen pembe kat1 iiriin etil asetat:hekzan (1:3, v/v)
karisiminda kristalizasyonla saflagtirildi. Sentezlenen CPADB bilesiginin yapisinin
aydinlatilmasi i¢in Sekil 4.7°de verilen *H-NMR spektrumu incelendiginde, (b) ve (c)
ile simgelenen —CH2CH> grubu protonlarina ait pikler 2.45-2.73 ppm’de ve metil
grubu (-CHa) ve fenil halkas1 protonlarina ait piklerde sirasiyla 1.95 ppm’de ve 7.40-
7.90 ppm arasinda goriilmektedir. Bu sonuglara géore CPADB bilesigi basar1 ile

sentezlenmistir.
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Sekil 4.7 : CPADB bilesiginin *H-NMR spektrumu (CDCls).

RAFT ajan1 sentezinin 3. basamaginda, trimetilsillil propargil alkol ile CPADB
reaksiyona girerek trimetilsillil korumali alkin fonksiyonlu 4-siyanopentanoik asit

ditiyobenzoat (TSA-CPADB) RAFT ajani sentezlendi (Sekil 4.8).

S s"/
S O\ CN Sgi——— CN Si
SMOH 7 OH SMO\/
le) (0]

DCC/DMAP

Sekil 4.8 : Trimetilsillil korumali alkin fonksiyonlu 4-siyanopentanoik asit
ditiyobenzoat (TSA-CPADB) RAFT ajani sentezi.

Uriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR spektroskopisi ile karakterize edildi. Sekil 4.9°da
TSA-CPADB bilesigine ait *H-NMR spektrumu incelendiginde, metilen protonlar
2.48-2.72 ppm’de; metil ve benzil halkasi protonlarina ait piklerde sirasiyla 1.93
ppm’de ve 7.40-7.90 ppm arasinda ve CPADB bilesigine eklenen trimetilsillil grubuna
ait metil protonlarmin 0.18 ppm’de bulunmasiyla yapmin basari ile sentezlendigi

goriilmektedir. Bu sonuglar 1s18inda TSA-CPADB bilesigi basar ile sentezlenmistir.
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Sekil 4.9 : TSA-CPADB bilesiginin *H-NMR spektrumu (CDCls).

CPADB ajanmin FTIR spektrumunda; 3170-2475 cm’de -COOH gerilme
titresiminden dolay1 olusan absorpsiyon bantlari, 1745 cm™’de C=0 grubunun (esterin
karbonil bagi) gerilme titresimleri ve 2230 cm™®’de C=N ve 1425 cm™®’de C=C
titresimleri goriilmektedir. TSA-CPADB ajanindaysa; 2850-2940 cm™°deki bantlar,
hem simetrik hem de asimetrik C-H gerilme titresimlerine, 760 cm™ ve 840 cm™’deki
bantlar ise trimetilsillil grubunun (-Si-(CHs)s) karakteristik piklerine aittir. Ayrica her

iki spektrumda da -C=S ve C-S bantlar1 sirasiyla 1040 cm™ ve 640 cm™’de

gbzlenmektedir.

CPADB

TSA-CPADB

% Gecirgenlik

4000 3200 2400 1600 800

Dalga sayis1 em™)

Sekil 4.1 : Trimetilsilil korumali alkin fonksiyonlu 4-siyanopentanoik asit
ditiyobenzoat (TSA-CPADB) RAFT Ajani ve Oncii bilesigine ait FTIR
spektrumlari.
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4.1.3 Monosakkarit monomerinin sentezi

4.1.3.1 1-O-Metakriloil-1,2:4,5-di-O-izopropiliden-g-D-fruktopiranoz
(iprFriMA) sentezi

Meme kanserine hedeflemeyi ve UCNP’lerin biyouyumlulugunu saglayacak fruktoz
linitesi tasiyan metakrilat monomerinin sentezi 6 karbonlu bir ketoz olan fruktoz
monomerinin sentezi i¢in genel bir prosediir olarak, 5 hidroksil gruplarindan 4’
izopropiliden gruplari ile korundu. Daha sonra korunmus sekerlerin metakrilik anhidrit
ile reaksiyonu piridin ve 4-dimetil aminopridin (DMAP) varliginda gergeklestirilirek
metakrilat linitesi fruktoz bilesigine kazandirildi (Sekil 4.11).

5 OH 0 0 I
. Aseton, H,S0, )< Piridin, DMAP §Lo o0
OH ———— O o e 0
Metakrilik anhidrit ><
HO OH o OH 0 o

Sekil 4.11 : iprFriMA monomerinin sentezi.

iprFribilesigi icin 'H-NMR spektrumu (Sekil 4.12) incelendiginde, piran halkasindaki
CH: protonlarina ait karakteristik pikler 4.18-4.00 (6H), piran halkasinin —OH grubuna
bagli CH protonu 3.67 (1H), hidroksil grubu 2.01 (1H), metil gruplar1 ise 1.54 (3H);
1.50 (3H); 1.43 (3H); 1.38 (3H) ppm’de goriilmektedir.
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Sekil 4.12 : 1,2:4,5-di-O-izopropiliden-4-D-fruktopiranoz (iprFry) bilesiginin tH-
NMR spektrumu(CDClIs).

Sekil 4.13’teki iprFriMA monomerine ait tH-NMR spektrumu incelendiginde, yapiya
ait pikler 6.21 ve 5.63 ppm’de (g) protonu, 5.19 ppm’de (d) protonu, 4.35 ppm’de (b)
protonu, 4.25 ppm’de (c) protonu, 4.12 — 4.06 ppm’de (e) protonu, 3.96 - 3.83 ppm’de
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(@) protonu, 1.98 ppm’de (h) protonu, 1.58 - 1.36 ppm’de (f) protonlari gériilmektedir.
Yapiya katilan metil akrilat grubuna ait protonlar 6.21-5.63 ppm’de net bir sekilde
goriilmektedir. Bu sonuglara bagli olarak seker monomerinin basari ile sentezlendigi
gozlenmektedir.
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Sekil 4.13 : 3-O-metakriloil-1,2:4,5-di-O-izopropiliden-p-D-fruktopiranoz
(iprFriMA) monomerinin *H-NMR spektrumu (CDCls).

4.1.3.2 1-O-Metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-g-D-fruktopiranoz
(iprFr2MA) sentezi

iprFriMA monomerinin sentezinde uygulanan prosediirdeki gibi dncelikle fruktozdaki
5 hidroksil grubundan 4t izopropiliden gruplari ile korundu, ardindan korunmus
fruktozun piridin ve DMAP varliginda metakrilik anhidrit ile reaksiyonu sonucu

fruktoz bilesigine metakrilat {initesi kazandirildi (Sekil 4.14).

0 0O —OH O
HO OH  Aseton, H,S0, o Piridin, DMAP
OH 0 o 1. (0]
)v Metakrilik anhidrit
HO OH ~0 O o O\,L

(0]

o_ 0O

A
Sekil 4.14 : 1-O-Metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-$-D-fruktopiranoz
(iprFraMA) sentezi.
2,3:4,5-di-O-1zopropiliden-p-D-fruktopiranoz  (iprFrz) bilesigine ait H-NMR
spektrumu incelendiginde, 1.56-1.37 ppm arasinda metil gruplarina ait protonlarin
bulundugu, 2.25 ppm’de —OH grubuna ait proton pikini ve 3.62-3.78 ppm araliginda
yapida (e) ile simgelenen —CH3 grubuna ait protonlara ait piklerin ve 3.79- 4.63 ppm
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araliginda fruktoz halkasina ait protonlara ait piklerin bulundugu ve yapinin basari ile

sentezlendigi goriilmektedir (Sekil 4.15).

10 9ol

- -

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0.0
ppm

Sekil 4.15 : 2,3:4,5-di-O-1zopropiliden--D-fruktopiranoz (iprFrz) monomerinin
'H-NMR spektrumu (CDCls).
Sekil 4.16° da verilen ilgili spektrum incelendiginde, monomerik yapidaki metakrilat
grubuna ait vinil protonlar1 5.61-6.16 ppm araliginda ve metakrilat grubunun metil
protonlarina ait pik 1.98 ppm’de net goriilmektedir. Boylelikle iprFroMA seker

monomerinin basari ile sentezlendigi goriilmektedir.
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Sekil 4.16 : 1-O-Metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-4-D-fruktopiranoz
(iprFr.MA) monomerinin *H-NMR spektrumu (CDCls).

Ayrica, iprFriMA ve iprFrMA seker monomerlerinin basariyla sentezlendigi FTIR
Olctimleri ile kanitlandi. Buna gore ketallesme reaksiyonundan sonra sekere ait
hidroksil gruplarina ait 2900-3450 cm™*deki genis pik kaybolmustur. iprFri ve iprfr;
spektrumlarinda seker iinitesine ait karakteristik bandlar olan; 3513 cm™ -OH gerilme

bandini, 2800-3000 cm™ -CH gerilme bandlarimi ve karbonhidratlara 6zgii
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karakteristik C-O ve C-C gruplarina ait titresim bandlar1 600-1500 cm™ araliginda
goriilmektedir. Metakrilatlama reaksiyonundan sonra ise fruktozda 3500 cm™’de
belirgin bir sekilde gozlenen -OH gerilme bandinin kaybolmus ve 2800-3000 cm™’de
-CH gerilme bandlarinin siddeti artmustir. Ayrica -C=0O gerilmesine ve -C=C-
titresimine ait bandlarin belirgin bir sekilde sirastyla 1650 cm™’de ve 1500 cm™’de
ortaya ¢iktig1 goriilmektedir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 : A) 3-O-Metakriloil-1,2:4,5-di-O-izopropiliden-4-D-fruktopiranoz
(iprFriMA) bilesiginin ve onciilerinin, B) 1-O-metakriloil-2,3:4,5-di-O-
izopropiliden-g-D-fruktopiranoz (iprFraMA) bilesiginin ve dnciilerinin FTIR
spektrumlart.

4.1.4 N-(3,4-Dihidroksifenetil)metakrilamid (DopMA) monomerinin sentezi

Manyetik nanopartikiilleri (FesO4) tasima gorevini listlenen tetrablok kopolimerdeki
diger bilesen dopamin metakrilamid monomeridir. 4-(2-aminoetil)benzen-1,2-diol’iin
metakriloil kloriir ile trietilamin varliginda gerceklestirilen amidlesme reaksiyonu
sonucunda elde edildi (Sekil 4.18) [284]. Uriin 'H-NMR analizi ile karakterize
edilmistir. (Sekil 4.19).

NH, OEJJ\
Et;N, CH;OH NH
— " =
HO + CI 5 HO
(DopMA)
H

o HO

Sekil 4.18 : N-(3,4-Dihidroksifenetil)metakrilamid (DopMA) monomerinin
sentezi.
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Sekil 4.19 : N-(3,4-Dihidroksifenetil)metakrilamid (DopMA) monomerinin *H-
NMR spektrumu (DMSO-ds).

Sekil 4.20°deki DopMA monomerinin FTIR spektrumunda ise metakrilat {initesi
bilesige kazandirildiktan sonra -C=0 gerilimine ait 1645 cm™ absorpsiyon piki agikca

goriilmektedir.

DopMA

Dopamin

% Gecirgenlik

4000 3200 2400 1600 800
Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.20 : N-(3,4-dihidroksifenetil)metakrilamid (DopMA) monomeri ve 6ncii
bilesiginin FTIR spektrumlarinin kargilagtirmasi.

415 2-(4-Formil- 1,3-diokso- 1,3,3a,4,7,7a —hekzahidro -2H-4,7-epoksisoindol-
2-il) etilmetakrilat monomerinin sentezi (MiMA)

[lag salimi yapabilme &zelligine sahip furan korumali maleimid fonksiyonel grubu

tastyan monomerin sentezi dort basamakta gergeklesmektedir. Metakrilat

fonksiyonalitesi metakriloil kloriir ile trietilamin varliginda gerceklestirilen esterlesme

reaksiyonu ile bilesige kazandirildu.

Furfural bilesiginin aldehit grubunun etilen glikolle korunmasi sonucunda olusan iiriin

vakum destilasyon yontemi ile saflastirildi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 : 2-(Furan-2-il)-1,3-dioksolan sentezi (FurKet).

2-(Furan-2-il)-1,3-dioksolan (FurKet) bilesigine ait 'H-NMR analizi (Sekil 4.22)
sonucunda biitiin protonlara ait piklerin yer aldig1 ve integrasyonlarinin uydugu, seffaf

renkli s1tvi maddenin basarili bir sekilde sentezlendigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.22 : 2-(Furan-2-il)-1,3-dioksolan (FurKet) bilesigine ait tH-NMR
spektrumu (CDCls).
FurKet bilesiginin maleik anhidrit ile Diels-Alder reaksiyonu sonucunda olusan
FurKetMi (Sekil 4.23) (3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-dioksolan-2-il)-3a,4,7,7a-tetrahidro-
4,7epoksisobenzofuran-1,3-dion) bilesiginin yapist *H-NMR analizi ile incelendiginde
biitiin protonlara ait piklerin yer aldig1 ve integrasyonlarinin uydugu bilesigin basarili

bir sekilde sentezlendigini kanitlamaktadir (Sekil 4.33 A-B).
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Sekil 4.23 : (3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-Dioksolan-2-il)-3a,4,7,7a-tetrahidro-4,7
epoksisobenzofuran-1,3-dion sentezi (FurKetMi).
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Sekil 4.24 : (3aS, 4R, 7R, 7aR)-4-(1,3-Dioksolan-2-il)-3a,4,7,7a-tetrahidro- 4,7
epoksisobenzofuran- 1,3-dion (FurKetMi) bilesigine ait 'H-NMR NMR spektrumu
(CDCls).

FurKetMi bilesiginin etanol aminle reaksiyonu sonucunda olusan (Sekil 4.25)
3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-dioksolan-2-il)-2-(2-hidroksietil)-3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-

4,7-epoksisoindol-1,3(2H)-dion (FurKetMiOH) bilesiginin *H-NMR analizinde (Sekil
4.26) yapiya katilan metilen piklerinin 3.73 ppmde goéziikmesi ayrica 2.37 ppm OH

pikinin goziikmesi bilesigin saf olarak elde edildigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.25 : (3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-Dioksolan-2-il)-2-(2-hidroksietil)- 3a,4,7,7a-
tetrahidro-1H-4,7-epoksisoindol-1,3(2H)-dion sentezi (FurKetMiOH).
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Sekil 4.26 : (3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-Dioksolan-2-il) -2- (2-hidroksietil)-3a,4,7,7a-
tetrahidro-1H-4,7-epoksisoindol-1,3(2H)-dion (FurKetMiOH) bilesigine ait *H-
NMR spektrumu (CDClz).
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Son  basamak olarak  2-((3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-dioksolan-2-il)-1,3-diokso-
1,3,3a,4,7,7a-heksahidro-2H-4,7-epoksisoindol-2-il)etil  metakrilat monomerinin
(MiMA) eldesinde FurKetMiOH bilesigi metakriloil kloriir ile reaksiyona sokularak
sentezlendi (Sekil 4.27).

7 OH Cl
N o}
X Po 9 04 o]

Sekil 4.27 : 2-((3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,3a,4,7,7a-
heksahidro-2H-4,7-epoksisoindol-2-il) etil metakrilat sentezi (MiMA).

MiMA monomerinin kolon kromatografisi (silika jel 60 A, 70-230 mesh) ile etil
asetat:hekzan (1:2) eluent sistemi kullanilarak izole edildi. Coziicii karisimi vakum
altinda uzaklastirilip koyu kahverengi viskoz iiriin elde edildi. Madde etilasetat ile
¢oziliip hekzanda ¢oktiiriildii. Gece boyunca -18 °C’de bekletildi. Beyaz kati iiriin elde
edildi. Elde edilen monomerin kimyasal yapis1 *H-NMR analizi (Sekil 4.28) ile
dogrulandi. MiMA monomeri ve 6ncii bilesikleri fonksiyonel grup analizleri FTIR ile

de dogrulandi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.28 :2 2-((3aS,4R,7R,7aR)-4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,3a,4,7,7a-
heksahidro-2H-4,7-epoksisoindol-2-il)etil metakrilat (MiMA) bilesigine ait *H-
NMR spektrumu (CDCls).
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Sekil 4.29 : MiMA monomerinin ve 6ncii bilesikleri FurKet, FurKetMi ve
FurKetMiOH’a ait FTIR spektrumlari.

4.1.6 Lizin monomerinin sentezi (tBoc-Liz-NCA)

siRNA tasima gorevini lstlenecek lizin monomeri tBoc-koruma grubu ile asagidaki
yontem kullanilarak sentezlendi. Bu dogrultuda lizin monomerinin sentezinde
oncelikle amino gruplar1 di-ter-butil dikarbonat bilesigi ile korundu ve akabinde
gerceklestirilen halka kapanma reaksiyonu ile N-(ter-biitoksi karbonil)-L-lizin N-
karboksianhidrit (tBoc-Liz-NCA) monomeri elde edildi (Sekil 4.30). Elde edilen
bilesigin kimyasal yapist tH-NMR analizi (Sekil 4.31) ile dogrulandi.
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Sekil 4.30 : N-(ter-Biitoksi karbonil)-L-lizin N-karboksianhidrit bilesiginin
sentezi.
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Sekil 4.31 : N-(ter-Biitoksi karbonil)-L-Lizin N-karboksianhidrit (tBoc-Liz-NCA)
bilesiginin *H-NMR spektrumu (CDCls).

Sekil 4.32°de tBoc-Liz-NCA sentezinin her basamagi i¢in FTIR spektrumlari alinarak
yapilar aydmnlatilmistir. Ilgili spektrum incelendiginde, tBoc-Liz’e ait spektrum
incelendiginde 1690 cm™ de belirgin bir C=0 bandi, 1630 cm™’de N-H biikiilmesi ve
1164 cm™¥’de C-O gerilmesine ait spesifik bandlar bulunmaktadir. tBoc-Liz-NCA
bilesigine ait FTIR spektrumu incelendiginde ise, 3370 cm™’de N-H gerilmesi ve 1850
cm?’de ve 1790 cm™ N-karboksianhidrit’den gelen C=0 gerilmesinin spektrumda

gbzlenmesi yapinin basari ile sentezlendigini géstermektedir.
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Sekil 4.32 : tBoc-Liz ve tBoc-Liz-NCA’nin FTIR spektrumlari.
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4.2 Polimerizasyon Reaksiyonlari

Biitiin organik bilesiklerin bagsar1 ile sentezlenmesinden sonra polimerlerin
hazirlanmasina ge¢ildi. Bu baglamda, polilizin polimeri halka agilma polimerizasyon
yontemi ile triblok glikopolimer ise tersinir katilma-pargalanma zincir transfer (RAFT)

polimerlesme teknigi ile hazirlandu.

4.2.1 ®-Azido Fonksiyonlu N-ter-biitiloksikarbonil-L-lizin polimerinin sentezi
(P(tBoc-Liz)-N3))

Halka agilma polimerizasyonu ile P(tBoc-Liz)-N3 peptid polimerinin sentezi [M]:[I] =

[50]:[1] oraninda ve monomer 1 g olacak sekilde 0 °C’de gergeklestirildi (Sekil 4.42).

Polimer THF ile ¢6ziiliip dietileterde ¢oktiiriilerek reaksiyona girmemis monomerden

uzaklagtirildu.
o o
(o}
o \74 H
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\—o b

O)v T
Sekil 4.33 : ®w-Azido fonksiyonlu N-ter-biitiloksikarbonil-L-lizin polimerinin
sentezi.

Halka agilma polimerizasyonu 2 kez tekrar edildi ve elde edilen polimerlerin
polimerizasyon kosullar1 ve molekiil agirligi karakterizasyonlar1 Tablo 4.1°de

ozetlenmektedir. THF-GPC analizinde monomodal pik elde edildi.

Tablo 4.1 : P(tBoc-Liz)-Ns homopolimerlerinin molekiil agrilig1 karakterizasyonlari.

No  Polimer Ad1 [M]:[1] Z(Zri?I?)n ]()02;)1 MnNvMR  Mngpc D

1 P(tBoc-Liz)Ns  50:1 4 28 3300 2650 1.36
2 P(tBoc-Liz)-Ns 501 4.5 30 3500 4450  1.22

Ayrica P(tBoc-Liz)-N3 polimerinin molekiil agirligi ve ug grup analizi NMR analizi
ile yapilmis monomer déniisiimii % 28 ve % 30 olarak hesaplandi. (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34 : P(tBoc-Liz)-N3 polimerine ait A) DMF-GPC, B) FTIR ve C) *H-NMR
analizi sonucu.

4.2.2 Poli(2-(4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,3a,4,7,7a-hekzahidro-2H-4,7
epoksiisoindol-2-il)etil metakrilat) homopolimerizasyonu (PMiMA)
Polimerizasyon [M]:[RAFT]:[1]=40:1:0.125 oraninda ve monomer 2 g olacak sekilde

70 °C’de gerceklestirildi (Sekil 4.35). Polimer asetonitril ile ¢oziiliip dietileterde

coktiiriilerek reaksiyona girmemis monomerden uzaklastirildi.
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Sekil 4.35 : PMiMA homopolimer sentezi.
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Elde edilen homopolimerin molekiil agirhgi *H-NMR analizi (Sekil 4.36) ve THF-
GPC (Sekil 4.40A) ile belirlendi. Polimerizasyon kosullar1 ve sonuglar1 Tablo 4.2’de
Ozetlenmektedir. Polimetilmetakrilat standartlarina gore kalibre edilmis THEF-
GPC’den elde edilen molekiil agirligi 2650 ve polidispersite indeksi ise 1.25 olan
monomodal gaussian pik elde edildi (Tablo 4.2, Sekil 4.40A). Ayrica molekiil agirlig:
ve u¢ grup analizi NMR analizi ile yapilmis monomer doniisiimii %26 olarak
hesaplandi. NMR’ dan hesaplanan molekiil agirlig1 ise Mn= 4250 g/moL bulundu. *H-
NMR analizi sonucunda polimerin tekrarlanan iinitesi (degree of polymerization, DPn)
11 olarak bulundu. Yiiklenecek ila¢g miktarini arttirabilmek igin ikinci yapilan
polimerlesmede ise polimerizasyon siiresi uzatilarak polimerin tekrarlanan iinitesi

arttirildi ve 14 olarak NMR’dan hesaplandi (Tablo 4.2, No:2).

Tablo 4.2 : PMiMA homopolimerininin molekiil agirligi1 karakterizasyonlari.

No Poxgler [M]:[RAFTI:[I] Z("S";g";‘)” 1(3,2)‘)‘ M”F;NM Mg Mngrc D
1 PMiIMA 40:1:0.125 7 26 4250 4050 2650 1.25
2 PMIiMA 40:1:0.125 9 35 5300 5900 2860 1.35
s - S/i»'i DMSO
f?‘[/ﬂ s/l/{;}%;v/\n/o\{ Z H:0
it 9 .
Ph J

bl

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0ppm

32.90
2.58
9.00

-
aN
S
&

Sekil 4.36 : Hazirlanan PMiMA homopolimerine ait *H-NMR analizi sonucu.

4.2.3 Poli(2-(4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,3a,4,7,7a-hekzahidro-2H-4,7
epoksisoindol-2-il)etilmetakrilat-blok-N-(3,4-dihidroksifenetil)metakril-
amid) diblok polimerizasyonu P(MiMA-b-DopMA)

Diblok polimerizasyon [M]:[MacroRAFT]:[1] = 33:1:0.135 oraninda ve homopolimer
0.5 g, DopMA monomeri 1.43 g olacak sekilde 70 °C’de gergeklestirildi (Sekil 4.37).
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Polimer asetonitril ile c¢oziliip dietileterde c¢oktiiriilerek reaksiyona girmemis

monomerden uzaklastirildi.
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Sekil 4.37 : P(MiMA-b-DopMA) diblok polimer sentezi.

Elde edilen diblok kopolimerin molekiil agirligt THF-GPC ve H-NMR analizi ile
aydinlatild1 (Tablo 4.3). 'H-NMR analizi ile 3 iinite monomerin polimerlestigi tespit
edildi (Sekil 4.38). Monomer:Makro-RAFT ajaninin polimerizasyon orani 40
tutuldugunda ayni stirede monomer doniisiimii %10 olarak hesaplandi. Hazirlanan
P(MiMA-b-DopMA) diblok kopolimerine ait molekiil agilirhigi karakterizasyonlari
Tablo 4.3’de 6zetlenmektedir.

s . CN //SIi‘
o /—x‘\]/,/{‘ \_/}X\/A\ o _*Z
[/ ] s~ A }Q\Om T b
S HN o " 9 DMSO. 0
¥ H.0
A k~>“ i\
m (7 \§> 1 o t,“l\ Nz 0

\—/ N
» o o
HO OH ¢f" Q\b
&g, a0

2.57° If<
9.00

2 1 Oppm

Sekil 4.38 : Hazirlanan P(MiMA-b-DopMA) diblok kopolimerine ait *H-NMR
analizi sonucu.

Tablo 4.3 : P(MiMA-b-DopMA) diblok kopolimerininin molekiil agirlig
karakterizasyonlari.

Polimer Zaman Don

No Adi [M]Z[RAFT]:['] (saat) (%) Mn,NMR Mn,teo Mn,Gpc D

1 P(MIMA- 33:1:0.135 8,5 9 4900 8300 3450 1,34
b-DopMA)

2 P(MIMA- 40:1:0.135 8,5 10 5150 7600 2680 1,36
b-DopMA)
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4.2.4 Poli(2-(4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,32,4,7,78-heksahidro-2H-4,7-
epoksisoindol-2-il)etilmetakrilat-blok-N-(3,4-dihidroksifenetil)metakril-
amid)-blok-3-O-metakriloil-1,2:4,5-di-O-izopropiliden-g-D-frukto-
piranoz) triblok kopolimerizasyonu (P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA))

Triblok polimerizasyon [M]:[Makro-RAFT]:[I] = 200:1:0.175 oraninda ve diblok

polimer 0.21 g, iprFriMA monomeri 2.773 g olacak sekilde 70 °C’de gergeklestirildi

(Sekil 4.39). Polimer asetonitril ile ¢oziiliip dietileterde coktiiriilerek reaksiyona

girmemis monomerden uzaklastirildi.
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Sekil 4.39 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) triblok polimer sentezi.

Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR analizi (Sekil 4.40C) ve THF-GPC (Sekil
4.40A) ile aydmlatildi. 'H-NMR analizi ile 106 iinite seker monomerinin
polimerlestigi tespit edildi. Tablo 4.4’te sentezlenen triblok kopolimerin molekiil

agirlig1 ve polimerizasyon kosullar1 verilmektedir.

Tablo 4.4 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) triblok kopolimerininin molekiil
agirhigi karakterizasyonlari.

No Polimer Adi [M]:[RAFTI:[I] Z("S"arg?)” 1()02)‘)‘
1 P(MiMA-b-
DopMA-b- 200:1:0.175 7.5 53 39950 27500 41000 1.37
iprFriMA)

Mn,NMR Mn,teo Mn,GPC D
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Sekil 4.40 : P(MiMA), P(MiMA-b-DopMA) ve P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA)
polimerlerine ait A) THF-GPC, B) FTIR analizleri ve C) P(MiMA-b-DopMA-b-
iprFriMA) polimerine ait *H-NMR analizi sonucu.

4.2.5 Poli(2-(4-(1,3-Dioksolan-2-il)-1,3-diokso-1,3,32,4,7,73-heksahidro-2H-4,7-

epoksisoindol-2-yl)etilmetakrilat-blok-

N-(3,4-dihidroksifenetil)

metakrilamid)-blok-1-O-metakriloil-2,3:4,5-di-O-izopropiliden-g-D-fruk-
topiranoz) triblok kopolimerizasyonu (P(MiMA-b-DopMA-b-iprFrMA))

Triblok polimerizasyon reaksiyonu [M]:[MakroRAFT]:[1]=200:1:0.175 oraninda,
diblok kopolimer (P(MiMA-b-DopMA) 0.20 g ve iprFro.MA monomeri 2.529 ¢
tartilarak, 70 °C’de gergeklestirildi (Sekil 4.41). Polimer asetonitril ile ¢oziiliip

dietileterde ¢oktiiriilerek reaksiyona girmemis monomerden uzaklagtirildi.
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Sekil 4.41 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA) triblok polimer sentezi.

Elde edilen iiriiniin kimyasal yapis1 *H-NMR analizi ve THF-GPC ile aydlatildi

(Sekil 4.42). *H-NMR analizi ile 92 iinite seker monomerinin polimerlestigi tespit
edildi.

Tablo 4.5 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFrMA) triblok kopolimerininin molekiil
agirlig karakterizasyonlari.

Polimer . . Zaman Dén  Mnonm
No Adi [M] . [RAFT] [l] (saat) (%) 4 Mn,teo Mn,GPC D
P(MiMA-b-
1 DopMA-b- 200:1:0.175 7.5 46 35350 39000 42300 1.38
iprFr.MA)
A) B)
E:
15 18 21 24 27 4000 3200 2400 1600 800
Alikonma Siiresi (dk.) Dalga sayist (em™)
C) s oN \sl'

i
i
Bpra
o P n m h
ofogy o g @ o)
9\ P g
o 9 0 f H,0 DMSO
o. N 14)
1
N
) H
¢ -
o

K
(o]
m
o
o
o HO 01{/:
0
N —

seker protonlar

C
b
A
seker protonlari

9.57 =

6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.42 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA) polimerine ait A) THF-GPC, B)
FTIR analizi ve C) 'H-NMR analizi.
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4.2.6 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) Triblok kopolimerinin trimetilsillil
grubu hidrolizi

P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) ve P(MiMA-b-DopMA-b-iprFroMA)  triblok

kopolimerlerinin ucunda bulunan trimetilsillil koruma gruplar1 tetra-n-butilamonyum

flortir (TBAF) varliginda gergeklestirilen hidroliz reaksiyonu ile uzaklastirildu.

P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) triblok kopolimeri THF ile ¢oziilerek, TBAF (0.025
mL, 1 M) ¢6zeltisi varliginda, oda sicakliginda reaksiyon gerceklestirildi (Sekil 4.43).

I
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Sekil 4.43 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) triblok polimerinin TBAF hidroliz
reaksiyonu.

!H-NMR analizine gére 0.19 ppm de ¢ikan trimetilsilil gruplarina ait pikin kayboldugu
tespit edilmistir. TBAF hidroliz reaksiyonu etkinligi NMR’dan %100 olarak
hesaplanmistir. Ayrica triblok kopolimerinin alinan GPC o6l¢iimiinde molekiil
agirhigimin  degismemistir bu da hidroliz reaksiyonu sonucunda herhangi bir

degradasyon olmadigini ispatlamaktadir (Sekil 4.44).

, BN o o

A) B) o/ Aty

18 21 24 27 30 33

Ahkonma Siiresi (dk.) 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.44 : TBAF hidroliz sonras1 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) triblok
polimerinin A) THF-GPC ve B) 'H-NMR analiz sonuglari.

4.2.7 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr2MA) Triblok kopolimerinin trimetilsillil

grubu hidrolizi

P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA) triblok kopolimeri THF ile ¢oziilerek, TBAF (0.025
mL, 1 M) ¢ozeltisi varliginda, oda sicakliginda reaksiyon gerceklestirildi (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA) triblok polimerinin TBAF hidroliz
reaksiyonu.

!H-NMR analizine gore hidroliz reaksiyonu ile 0.19 ppm de ¢ikan trimetilsillil
gruplarinin kayboldugu tespit edildi. TBAF hidroliz reaksiyonu etkinligi NMR’dan
%100 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.46).

A)

16 20 24 28

Alikonma Siiresi (dk.) 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.46 : TBAF hidroliz sonrast P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA) triblok
polimerinin A) THF-GPC ve B) *H-NMR analiz sonuglari.

4.2.8 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA)-b-P(tBoc-Liz) Tetrablok kopolimerinin
klik reaksiyonu ile sentezi

Hazirlanan triblok kopolimer (P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA) ve polilizin

homopolimeri (P(tBoc-Liz)-N3) arasinda bakir katalizli azid alkin halka katilma

reaksiyonu yiiksek verimle gergeklestirildi (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA)-b-P(tBoc-Liz) tetrablok
kopolimerinin klik reaksiyonu ile sentezi.

Click reaksiyonu sonrasinda elde edilen tetrablok kopolimerlerin GPC ve NMR’dan
belirlenen molekiil agirliklar1 Tablo 4.6°da verilmektedir. Elde edilen {irliniin kimyasal
yapist DMF-GPC ve 'H-NMR analizi ile aydinlatild: (Sekil 4.48). NMR spektrumunda
8.03 ppm’de triazol grubuna ait protonun ve P(tBoc-Liz) polimerine ait protonlarinin
varli1 klik reaksiyonunun basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. GPC
kromatograminda monomodal gaussian pik ve dar molekiil agirligi dagilimina sahip

tetra blok kopolimerin elde edildigi agik¢a goriilmektedir.

A)

Mu

Alhkonma Siiresi (dk.) 5 3 7 & H M 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.48 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA)-b-P(tBoc-Liz) polimerine ait A)
DMF-GPC ve B) *H-NMR analizi sonucu.
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4.2.9 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr2MA)-b-P(tBoc-Liz) Tetrablok kopolimerinin

klik reaksiyonu ile sentezi

Hazirlanan triblok kopolimer (P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr,MA) ve polilizin
homopolimeri (P(tBoc-Liz)-N3) arasinda bakir Kkatalizli azid alkin halka katilma

reaksiyonu yiiksek verimle gerceklestirildi (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA)-b-P(tBoc-Liz) tetrablok
kopolimerinin klik reaksiyonu ile sentezi.

Click reaksiyonu sonrasinda elde edilen tetrablok kopolimerlerin DMF-GPC ve
NMR’dan belirlenen molekiil agirliklar1 Tablo 4.6°da verilmektedir. Elde edilen
{iriiniin kimyasal yapist DMF-GPC ve 'H-NMR analizi ile aydinlatild1 (Sekil 4.50).
NMR spektrumunda 8.03 ppm’de triazol grubuna ait protonun ve P(tBoc-Liz)
polimerine ait protonlarmin varligi klik reaksiyonunun basarili bir sekilde
gerceklestigini gostermektedir. GPC kromatograminda monomodal gaussian pik ve
dar molekiil agirligi dagilimina sahip tetra blok kopolimerin elde edildigi agikca

goriilmektedir.

A)

10 15 20 25 30
Alikonma Siiresi (dk.)

Sekil 4.50 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA)-b-P(tBoc-Liz) polimerine ait A)
DMF-GPC ve B) 'H-NMR analizi sonucu.
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Tablo 4.6 : Tetrablok kopolimerininin molekiil agirlig1 karakterizasyonlari.

No Polimer Ad1 MnNMR ~ Mnteo  Mncpc D

1 P(MIMA-D-DOpMA-D-IprFMA)-D- yao5s 44000 48450 1.26
P(tBoc-Liz)

2 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr.MA)-b-
P(tBoc-Liz)

38650 39400 42500 1.28

4.2.10 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA)-b-P(tBoc-Liz) Tetrablok kopolimerinin
izopropiliden ve terbiitiloksikarbonil grubu hidrolizi

Tetrablok kopolimerdeki seker segmentinin tasidig1 izopropiliden, MiMA

monomerinden gelen ketal ve lizin polimerinin tasidigi ter-biitoksi gruplari

trifloroasetik asit (TFA) varliginda gerceklestirilen asidik hidrolizle tek asamada
uzaklastirildr (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFriMA)-b-P(tBoc-L.iz) tetrablok
kopolimerinin TFA hidrolizi.
Elde edilen P(MiMA-b-DopMA-b-FriMA)-b-P(Liz) tetrablok kopolimerinin
kimyasal yapis1t DMF-GPC ve 'H-NMR analizi ile aydinlatildi (Sekil 4.52). *H-NMR
analizi ile terbiitiloksikarnonil -C=0O(C(CHz3)3) ve izopropiliden -C(CHs). grubuna ait
protonlarin ~1-1.5 ppm araliginda kaybolmasi, lizin grubunun protonlarinin 1.0-2.0
ppm arasinda gozlenmis olmasiyla hidrolizin basariyla gerceklestigini gostermektedir.
Hidroliz sonras1 elde edilen tetrablok kopolimerin tayin edilen molekiil agirliklar

Tablo 4.7°de 6zetlenmektedir.
¢ ol
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Sekil 4.3 : P(MiMA-b-DopMA-b-FriMA)-b-P(Liz) polimerine ait A) DMF-GPC

ve B) H-NMR analizi sonucu.
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Tablo 4.7 : P(MiMA-b-DopMA-b-FriMA)-b-P(Liz) polimerinin molekiil agirlig
karakterizasyonlari.

No Polimer Adi MoNMR  Mnteo  MncpPc D
1 P(MiMA-b-DopMA-b-FriMA)-b-P(Liz) 32650 33400 34350 1.38

4.2.11 P(MiMA-b-DopMA-b-iprFr2MA)-b-P(tBoc-Liz) Tetrablok kopolimerinin

izopropiliden ve terbiitiloksikarbonil grubu hidrolizi

Tetrablok kopolimerdeki seker segmentinin tasidig1 izopropiliden, MiMA
monomerinden gelen ketal ve lizin polimerinin tasidigi ter-biitoksi gruplari
trifloroasetik asit (TFA) varliginda gerceklestirilen asidik hidrolizle tek asamada
uzaklastirildi (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53 : P(MiMA-b-DopMA-b-iprFroMA)-b-P(tBoc-L.iz) tetrablok
kopolimerinin TFA hidrolizi.
Elde edilen P(MiMA-b-DopMA-b-FrMA)-b-P(Liz) tetrablok kopolimerinin
kimyasal yapist DMF-GPC ve 'H-NMR analizi ile aydnlatild: (Sekil 4.54). Hidroliz

sonrast elde edilen tetrablok kopolimerin tayin edilen molekiil agirliklar1 Tablo 4.8°de

Ozetlenmektedir.
10 15 20 25 30 35
Ahkonma Siiresi (dk.) e ’ ¥ 7 ¢ s 4 3 2 ! 0 ppm

Sekil 4.54 : P(MiMA-b-DopMA-b-FraMA)-b-P(Liz) polimerine ait A) DMF-GPC
ve B) H-NMR analizi sonucu.

Tablo 4.8 : P(MiMA-b-DopMA-b-FroMA)-b-P(Liz) polimerinin molekiil agirlig

karakterizasyonlart.
No Polimer Adx MhNMR  Mnteo Mnepc D
P(MiIMA-b-DopMA-b-Fr.MA)-b-

1 29200 29950 32100 1.36

P(Liz)
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4.3 Kemoterapétik Ila¢ (Doksorubisin, Dox) Tasiyan Tetrablok Kopolimerin

Hazirlanmasi
4.3.1 P(MiMA-b-DopMA-b-FriMA)-b-P(Liz) Tetrablok kopolimerine
doksorubisin yiiklemesi (P1-Dox)

Doksorubisin etken maddesi kimyasal olarak imin bagiyla tetrablok kopolimerine

kazandirilmistir (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55 : P(MiMA-b-DopMA-b-FriMA)-b-P(Liz) tetrablok kopolimerine
doksorubisin yiiklemesi.
Sekil 4.56B’de 9 pmm’de ¢ikan -CHO protonuna ait pikin kaybolmasi ve Dox’a ait
piklerin ¢ikmas1 biitlin aldehit gruplarinin Dox ile doyuruldugunu ispatlamaktadir.

Ayrica ilag yiiklii tetrablok kopolimerin tayin edilen molekiil agirliklar1 Tablo 4.9°da

Ozetlenmektedir.
A) B) iy tet el ‘
|
X, ‘ |
f \ /l\
. WA
10 15 20 25 30

Alikonma Siiresi (dk.) 4 B 12 1 10 9 8 7 6 s 4 3 2 1 Oppm

Sekil 4.56 : P(MiMA-b-DopMA-b-FriMA)-b-P(Liz)/Dox polimerine ait A) DMF-
GPC ve B) 'H-NMR analizi sonucu.

Tablo 4.9 : P(MiIMA-b-DopMA-b-FriMA)-b-P(Liz)/Dox polimerinin molekiil
agirhigi karakterizasyonlari.

No Polimer Ad1 Mn,NMR Mn,teo Mn,GPC D

1 P(MiMA-b-DopMA-b-F;MA)-b-P(Liz)/Dox ~ 40750 41500 43550 1.43
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4.3.2 P(MiMA-b-DopMA-b-Fr2MA)-b-P(Liz) Tetrablok kopolimerine
doksorubisin yiiklemesi (P2-Dox)

Doksorubisin etken maddesi kimyasal olarak imin bagiyla tetrablok kopolimerine

kazandirilmistir (Sekil 4.57).

o R 7

Sekil 4.57 : P(MiMA-b-DopMA-b-FroMA)-b-P(Liz) tetrablok kopolimerine
doksorubisin yiiklemesi.
Sekil 4.58B’de 9 pmm’de ¢ikan -CHO protonuna ait pikin tamamen kaybolmasi ve
Dox’a ait piklerin ¢ikmasi biitiin aldehit gruplarinin Dox ile doyuruldugunu
ispatlamaktadir. Ayrica ilag yiiklii tetrablok kopolimerin tayin edilen molekiil

agirliklar1 Tablo 4.10°da 6zetlenmektedir.

A)

T T T
10 15 20 25
Alikonma Siiresi (dk.)

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Sekil 4.58 : P(MiMA-b-DopMA-b-FroMA)-b-P(Liz)/Dox polimerine ait A) DMF-
GPC ve B) 'H-NMR analizi sonucu.

Tablo 4.10 : P(MiMA-b-DopMA-b-Fr,MA)-b-P(Liz)/Dox polimerinin molekiil
agirhig1 karakterizasyonlari.

No Polimer Ad1 MnNMR  Mnteo Mncrc D

1 P(MIMA-D-DOPMA-D-FraMA)-b- 57500 38050 39000  1.32
P(Liz)/Dox

4.4 Manyetik Nanoparcaciklari (Fe3Oas) Sentezi

MRG’de kontrast arttirict ve fototermal terapi ajani olarak FesOs nanopargaciginin

sentezinde uygulanan ilk ydntemde aliman DLS Olgiimleri sonucunda biiyiik
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nanopargaciklarin (Sekil 4.59) elde edilmesi sebebiyle daha kiigiik nanopargaciklar

elde etmek i¢in daha yiiksek sicaklikta uygulanan farkli bir prosediir denendi.

40 1

304

201

Say1 (%)

101

1 10 100 1000
Boyut (d.nm)

Sekil 4.59 : Biiyiik boyutlu FesO4 nanopartikiillerin DLS analizi sonuglari.

Prosediir su sekilde gergeklestirilmistir; demir(IIl) kloriir hekzahidrat ve sodyum oleat
etanol, deiyonize su, hekzan karisiminda ¢6ziildii. Karisim yarim saat azot altinda, oda
sicakliginda karistirilir ve ardindan sicaklik 70 °C’ye cikarildi. Reaksiyon 4 saat
karigtirildiktan sonra oda sicakligina getirildi. Deiyonize su ile 3 kere ekstraksiyon
yapildi ve koyu kahverengi sivi madde elde edildi. Ardindan demir-oleat kompleksi,
oleik asit ve 1-oktadeken oda sicakliginda homojen ¢ozelti haline gelene kadar
karigtirtldt ve sicaklik yavasga 300 °C’ye c¢ikartilir. Bu sicaklikta bir saat
karistirildiktan sonra reaksiyon oda sicakligina getirildi. Karigima etanol eklenerek
olusan nanokristaller santrifiijle ayrildi. Daha sonra kloroform ile dispers edilerek DLS
ve HR-TEM ile yapilar1 aydmlatildi. Sonu¢ olarak yaklasik 4 nm biiyiikligiinde
nanokristaller elde edildigi saptandi (Sekil 4.60).

30 1

254

204

Say1 (%)
b

1 10 100 1000
Boyut (d.nm)

Sekil 4.60 : Kiiciik boyutlu Fe3sO4 nanopartikiillerinin DLS analizi sonuglari.

Uciincii yontem olarak denenen prosediirde, ikinci yontemdeki ikinci basamak

reaksiyonu tekrarlandi. Onceden sentezlenen demir-oleat kompleksi (10 mmol, 9 g)
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100 mL’lik ti¢ boyunlu balonda oleik asit (5 mmol, 1.425 g) ile birlestirildi. Ardindan
1-oktadeken (50 g) eklenerek oda sicakliginda homojen ¢ozelti haline gelene kadar
karistirildi. Reaksiyon sicakligi 270 'C’ye getirilerek 3 giin boyunca karistirildi.
Reaksiyon sonlandirildiktan sonra karisima etanol (125 mL) eklenerek olusan
nanokristaller santrifiijle ayrildi. Daha sonra kloroform ile dispers edildi ve DLS
Olciimii yapildi ve aymi parcacik biiytikliigiinde elde edildigi goriildii. Hazirlanan
nanopargaciklarin TEM o6lgtimleri alindi (Sekil 4.61).

Sekil 4.61 : Kiigiik boyutlu FezO4 nanopartikiillerinin TEM goriintiisii.

Son yontemde, 1:2 mol oraninda Fe*? ve Fe*3 iyonlarini igeren bir birlikte-coktiirme
(ko-presipitasyon) yontemi kullanilarak su igerisinde dispers olabilen manyetik
nanopargacik sentezlendi. Daha sonra su ile dispers edilerek DLS ve TEM analizleri
yapildi (Sekil 4.62).

D

20 nm 4

[ [
<> N

Say1 (%)
*

1000

10 100
Boyut (d.nm)

Sekil 4.62 : Suda dispers olan FesO4 nanopartikiillerinin DLS ve TEM analizleri.

4.5 Upconversion Nanapartikiillerin (UCNP) Hazirlanmasi

Nanoteranostik biyonanoprobun g¢ekirdigini olusturan ve 980 nm NIR lazer ile

uyarildiginda emisyon verecek uygun sekil ve boyuttaki UCNP sentezlendi.
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45.1 NaYF4Yb*/Er3* UCNP’ nin hazirlanmasi1 (UCNP)

%20 Yb* ve %2 Er** ile katkilanmis NaYFs’ten olusan NaYF4:Yb**/Er** (UCNP)
nanokristalleri Liu vd. [294] tarafindan belirtilen prosediire gore yiiksek sicakliklarda
solvotermal yontemle gergeklestirildi. TEM ve DLS sonuglart UCNP’lerin basariyla
sentezlendigini dogruladr (Sekil 4.63). Bu sonuglara gore, sentezlenen UCNP’lerin
hekzan igerisinde ~35 nm boyutlu, diizgiin bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir.

Say1 (%)
>

1 1'0 l(l)0 1000
Boyut (d.nm)

Sekil 4.63 : NaYF4:Yb*/Er®* (UCNP) nanokristallerinin A) DLS ve B) TEM
analiz sonuglari.

Ayrica 4.64°te, NaYF4:Yb**/Er¥"’iin TEM/EDX spektrum analizini gosterilmektedir.
Nanopartikiil i¢indeki F, Na ve Y atomlarini gosteren belirgin pikler sirasiyla 0.62,
0.94 ve 2.05 keV’de gosterilmistir. 0.22 ve 8.04 keV’de kaydedilen pikler, standart
destekleyici TEM gridlerinde C ve Cu atomlarinin varhigina karsilik gelir. 1.48, 7.40
ve 8.40 keV’de gozlemlenen daha zayif pikler Yb atomlarna atfedilirken, Er

atomlarindan gelen sinyal (~6.9 keV) diisiik konsantrasyonlari nedeniyle tespit

edilememistir [306].
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Sekil 4.64 : NaYF4:Yb*/Er** (UCNP) nanokristallerinin TEM-EDX analiz
sonugclari.
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Diger yontemlerle sentezlenen UCNP nanokristallerinin TEM goritintiileri Sekil

4.65’te ve DLS boyutlar1 Tablo 4.11°de gosterilmektedir.

i
:
o P Y
L ]“‘ 200 nm ;
- e A o

Sekil 4.65 : Baslangicta yapilan UCNP sentez calismalarinin TEM gortintiileri.

E

Tablo 4.11 : Hazirlanan UCNP nanopargaciklarin DLS 6l¢timleri.

No  Nanoparc¢aciklar Boyut (nm) PDI
1 NaYF4:Yb3/Erd* 1222+ 45 0.311
2 NaYFs: Y3 /Ers* 954 +3.7 0.316
3 NaYFs: Y3 /Ers* 432+2.1 0.300
4 NaYF4: Y3 /Ers* 83.4+26 0.256
5 NaYF4:Yb3/Er** 1443 + 6.8 0.275
6 NaYF4: Y3 /Ers* 476+ 3.1 0.290

4.5.2 Sitrat kaphh UCNP sentezi (UCNP-C)

UCNP’nin hekzan’dan suya aktarilmas: i¢in, 0.1 M trisodyum sitrat tampon
¢ozeltisinde karistirilarak ligand degisimi gergeklestirildi ve sitrat kapli UCNP’ler
sentezlendi. Sitrat kapli nanokristallerin partikiil boyutu DLS ve TEM ile aydmlatildi.
Sekil 4.66°da gosterildigi gibi UCNP-C, ~40 nm boyutta, tekdiize dagilima sahip bir

sekilde sentezlendi.
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Sekil 4.66 : Sitrat kapli UCNP (UCNP-C) nanokristallerinin A) DLS ve B) TEM
analiz sonuglari.

4.6 Tetrablok Polimer Kapli UCNP Nanoproblarinin Hazirlanmasi (UCNP@P-
Dox)

Biyouyumlu teranostik nanoplatform hazirlamak i¢in UCNP nanopartikiilii tetrablok
polimer ile kaplandi. Bunun igin NaYFsYb**/Er** nanokristali ile P(MiMA-b-
DopMA-b-FroMA)-b-P(Liz)/Dox (P2/Dox) polimeri oda sicakliginda karistirildi.
Elde edilen UCNP@P-Dox nanoprobu DLS, FTIR ve TEM analizi ile aydinlatildi
(Sekil 6.67). TEM ve DLS sonuglarina gére UCNP@P-Dox’un boyutu ~135 nm olarak
belirlendi.

4.7 Manyetik  Ozellikli ~ Glikopeptid  Biyonanoproblarin  Hazirlanmasi
(UCNP@MP-Dox)

Manyetik 06zellikli FesOs nanopartikiilleri, tetrablok kopolimerlerdeki katekol
(DopMA’daki) gruplarina baglanarak tetrablok kopolimere manyetik 6zellik
kazandirildi. Elde edilen UCNP@MP-Dox nanoprobu DLS ve TEM analizi ile
aydmlatildi (Sekil 4.67). UCNP@P-Dox’un Fe3Os nanopartikiilii ile modifiye
edilmesinden sonra boyutu ~190 nm olarak tespit edildi. Ayrica, UCNP, UCNP-C,
Fes30a4, P-Dox, UCNP@P-Dox ve UCNP@MP-Dox’un FTIR spektrumlarinin ayrintili
analizi Sekil 4.67B’de gosterilmektedir. Sirastyla ~3550-3200 cm™ ve 3000-2840
cm™°de gozlemlenen karakteristik -OH ve C—H gerilme titresimleri, nanopartikiillerin
yiizeyinde polimerin varligini dogrulamaktadir. UCNP-C’nin spektrumu, sitrik asidin
C=0 gerilme titresimlerinden kaynakli 1596 ve 1410 cm™’de bir emilim band,

FesO4’lin spektrumu ise, -OH, C=0 ve Fe-O gerilme titresimlerine atfedilen 3433,
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1620 ve 570 cm™’de emilim bantlar1 sergilemektedir. UCNP-C’nin P-Dox ile
kaplanmasindan sonra, P-Dox’un C=0 gruplarinin 1735 cm™’deki gerilme titresimleri
spektrumda goriilmektedir. UCNP@MP-Dox’un spektrumu 570 cm™’de benzer bir

pik gorilmekte olup; bu durum, UCNP@P-Dox’un manyetik nanopartikiillerle
kaplandigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.67 : A) UCNP@P-Dox ve UCNP@MP-Dox nanopartikiillerinin DLS
analizi. B) UCNP, UCNP-C, Fe304, P-Dox, UCNP@P-Dox ve UCNP@MP-
Dox’un karsilagtirmali FTIR analizi. C) UCNP@P-Dox ve D) UCNP@MP-Dox
nanopartikiillerinin TEM goriintiisii.

UCNP-C, Fe304, P-Dox, UCNP@P-Dox, UCNP@P-Dox/siRNA, UCNP@MP-Dox
ve UCNP@MP-Dox/siRNA nanoproblarinin &-potansiyel degerleri Sekil 4.68A’da
gosterilmektedir. P-Dox ile kaplanmadan 6nce, UCNP-C’nin &-potansiyeli, UCNP
ylizeyinin sitrat ile kaplanmasi nedeniyle yaklasik olarak -23.00 + 0.54 mV idi. Fe3O4
ve P-Dox’un &-potansiyeli sirasiyla -17.75 £ 1.06 mV, +18.95 + 0.86 mV olarak
belirlendi. UCNP-C’nin katyonik glikopeptit polimer ile kaplanmasindan sonra, &-
potansiyeli +13.90 + 0.80 mV olarak 6lgiilmiistiir. Daha sonra, Fe3O4 nanopartikiilleri
UCNP@P-Dox yiizeyine dahil edildiginde, zeta potansiyel degeri +8.20 + 0.44 mV’a

diistiigii gosterilmektedir.

UCNP, UCNP-C, UCNP@P-Dox ve UCNP@MP-Dox (1 mg/mL) yiiklii manyetik

nanopartikiillerin upconversion fotoliiminesans (UCL) o6zellikleri, 980 nm dalga
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boyunda NIR uyarim altinda belirlendi (Sekil 4.68B). Er**’iin tipik upconversion
emisyonunun 410 nm’deki (?Harz — *l1512), 525 nm’deki (?Hi1/2 — *l1s2), 542 nm’deki
(*Sarz — “*l1s2) ve 656 nm’deki (*Faoz — *l1s12) gegislerden kaynaklandigi bulundu
[307]. UCNP’yi heksandan suya aktarmak igin gergeklestirilen sitrat kaplama

sonucunda emisyon yogunlugunun hafif¢e azaldigi goriilmektedir.

Yapilan bir diger analiz olan termogravimetrik analiz (TGA) sonucunda, UCNP’nin
P-Dox ve Fes30s ile etkili bir sekilde yiizey modifikasyonunun gergeklestiginin kanitini
sunmaktadir (Sekil 4.68C). Tiim sicaklik araligi boyunca, UCNP’ler i¢in gozlenen
agirlik kaybi, OA kaplamasindan dolay1 yaklasik %9.4’tiir. UCNP-C yaklasik 200
°C’de bozulmaya baglamis olup, 200-400 °C arasinda %25’lik 6nemli bir kiitle kayb1
gozlenmektedir. FesO4 nanoparcaciklarinin agirlik kaybi sadece %5.3 iken, P-Dox’un
agirlik kaybinin ayni sicaklik araliginda %99.2 oldugu bulundu. Ek olarak, P-Dox ile
kaplanmis UCNP’nin agirlik kayb1 yaklasik %54.1 iken, Fe3Os nanopargaciklarinin
yapiya eklenmesiyle bu kayip %30.1’e diismektedir. TGA verilerine gore, UCNP
yiizeyindeki P-Dox ve Fe3O4 kaplama miktar sirastyla yaklasik %27.3 ve %24 tiir.
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Sekil 4.68 : A) UCNP-C, Fe30a4, P-Dox, UCNP@P-Dox ve UCNP@MP-Dox’un
zeta potansiyel analizi. B) UCNP, UCNP-C, P-Dox, UCNP@P-Dox ve
UCNP@MP-Dox’un UCL analizi. C) UCNP, UCNP-C, Fe304, P-Dox, UCNP@P-
Dox ve UCNP@MP-Dox’un TGA analizi. D) UCNP, Fe3s04 ve UCNP@MP-Dox
nanopartikiillerinin XRD analizi.
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Ayrica, NaYF4.Yb* Er¥*, Fes0s ve UCNP@MP-Dox i¢in X-15m1 kirinimi (XRD)
analizi Sekil 4.68D’de ayr1 ayr1 sunulmaktadir. Altigen faz NaYF4:Yb** ,Er¥iin XRD
sonuglarinda gozlenen tepe noktalariin standart X-1s1n1 kirinimi JCPDS 28-1192’nin
tepe noktalariyla eslestigi ortaya konulmustur. XRD spektrumundaki keskin tepe
noktalari, sentezlenen UCNP’nin kristal yapisindan kaynaklanmaktadir. Benzer
sekilde, Fe3Os nanopartikiillerinin XRD sonucu da daha once bildirilenlerle
uyusmaktadir [308]. UCNP vyiizeyiindeki glikopolimer ve FesOs kaplamasi,
UCNP@MP-Dox piklerinde gozlenen tepe noktalarinin keskinliginin azalmasina

sebep olmustur.

4.8 UCNP@MP-Dox Nanoprobunun Manyetik Ozelliklerinin ve Fototermal

Terapi Etkinliginin incelenmesi

FesOs  nanopargaciklari,  iistiin  biyouyumluluklari,  diisiikk  toksisiteleri,
sliperparamanyetizmalari, kimyasal inertlikleri ve fizyolojik ortamda gosterdikleri
miilkemmel stabilite nedeniyle fototermal tedavi (PTT) ajanlar1 olarak yaygin bir
sekilde arastirilmaktadir [309]. UV-vis spektrofotometri kullanilarak, UCNP@MP-
Dox’un (200 pg/mL) 980 nm’de belirgin bir absorpsiyon gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 4.69E). Bu absorpsiyon, NIR (yakin kizilotesi) kaynakli fototermal etkinin
onemli bir gostergesidir ve minimum lazer yogunlugunda (980 nm) hafif sicaklik
artisiyla (41.8 °C - 45 °C) fototermal tedavi yoluyla kanser hiicrelerini etkili bir sekilde
yok etmesi beklenmektedir [310,311]. Amerikan Ulusal Standartlar Enstitiisii’niin
lazerlerin giivenli kullanimi i¢in belirledigi standartlara goére, 980 nm lazer icin

maksimum izin verilen maruziyet (MPE) degeri 0.72 W/cm?’dir [312].

UCNP@MP-Dox nanoproblarinin fototermal 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla,
farkli gii¢ seviyelerinde (0.50, 0.60, 0.72, 0.85 ve 1.00 W/cm?) 980 nm lazerle 720
saniye boyunca 1sinlama yapildi. Cozeltideki sicaklik degisimi IR termal kamera ile
izlendi. Sonuglar, nanopargacik konsantrasyonu ve lazer yogunlugu arttik¢a sicaklik
artisginin da arttigimi gostermektedir. UCNP@MP-Dox ¢ozeltisinin (200 pg/mL)
baslangi¢ sicakligina kiyasla 720 saniyelik lazer 1g1nlamasi sonrasinda, 0.50 W/cm? ile
17.7°C, 1.00 W/cm? ile ise 31.6 °C’lik bir sicaklik artis1 gozlenmektedir (Sekil 4.69A).
Beklendigi iizere, sicaklik artisi, 1sinlama siiresi ve lazer giicii yogunlugu ile dogru
orantili olarak artmigtir. Lazer giicti 0.85, 0.72 ve 0.60 W/cm? olarak degistirildiginde
ise sicaklik artiglart sirasiyla 27.80, 25.05 ve 20.75 °C olarak kaydedildi. 980 nm’de
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0.72 W/cm? giigle yapilan 1sinlamada, ¢dzelti konsantrasyonlarinin azalmasiyla
sicaklik artisinin azaldigi belirlendi. Verilere gore, 400, 200, 100, 75, 50 ve 25 pg/mL
konsantrasyonlarindaki sicaklik artislar1 sirasiyla 28, 25.05, 22.20, 19.60, 18.50 ve
15.20 °C olarak 6l¢iildii (Sekil 4.69B). UCNP@MP-Dox’un 980 nm dalga boyunda ve
0.72 W/em? lazer yogunlugunda 1sinlandiginda, tiimor hiicrelerini etkili bir sekilde yok
etmek icin yeterli sicaklik artis1 sagladig1 ve boylece uygun bir fototermal tedavi ajani

oldugu gosterilmektedir.

Ayrica, UCNP@MP-Dox’un fototermal doniisiim verimliligi, bilesenleri (UCNP-C,
Fe304 ve P-Dox) ile deiyonize su kontrol grubuna karsi kiyaslanarak degerlendirildi
(Sekil 4.69C). Ayni kosullar altinda suyun sicakliginda yalnizca 4.8 °C’lik hafif bir
artis gortiliirken, UCNP@MP-Dox’ta bu artis 25 °C olarak kaydedilmistir.

Fototermal doniisiim verimliligi (7), fototermal tedavinin etkinligini gésteren dnemli
bir parametredir. Bu amagla, UCNP@MP-Dox’un fototermal doniisiim verimliligi,
daha Once rapor edilen bir yontemle hesaplandi [313]. UCNP@MP-Dox
nanopartikiillerinin fototermal doéniisiim verimliligi (#), asagidaki denklemler
kullanilarak belirlendi.

_ hS(TMux - Tb‘urr) - QDfs

1) 1(1 = 10=4980)

Denklem 1’deki hS degeri denklem 4 ve Sekil 4.69D araciligiyla elde edilmektedir.
Burada h 1s1 transfer katsayisini, S ise kabin yiizey alanini temsil eder. hS degerini
hesaplamak i¢in Sekil 4.69D igerisindeki dogal soguma grafiginden elde edilen veriler
baz alinarak, 6 degeri denklem 2’den hesapland: ve In(0) ile t arasindaki negatif egim
dogrusu ¢izildi (Sekil 4.69D). Is1 transferinin zaman sabiti (zs) 279 s olarak hesaplandi.
Ayrica Cp (4.2 J/°C) 1s1 kapasitesini, mp (0.3 g) ise denklem 4’teki suyun kiitlesini
temsil etmektedir. Dolayisiyla bu denkleme gore hS degeri 4.5 mW/°C’dir.

T — T.S‘urr
2 0=

TMux - TSurr

(3) t=—15n(0)

4) hs=Tet2

Ts

UCNP@MP-Dox ¢ozeltisi 51.6 °C’lik maksimum sabit sicakliga (Tmax) ulasirken,
ortam sicakligi (Tsurr) 26.5 °C’de kaldi. Bu nedenle, UCNP@MP-Dox ¢ozeltisindeki
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sicaklik farki (Tmax-Tsur) 25.1 °C’dir. Lazer giicii (I) 0.72 W’tir ve UCNP@MP-
Dox’un 980 nm’deki (Aggo) emilimi 0.38’dir (Sekil 4.69E). Qpis, ¢oziicii ve kap
tarafindan 151¢1n emilimi nedeniyle agiga c¢ikan 1s1y1 temsil eder. Bu hesaplamalardan,
UCNP@MP-Dox nanopartikiili 980 nm lazerle uyarildiginda fototermal dontisiim
verimliligi (1) %27 olarak bulundu.
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Sekil 4.69 : A) Farkli lazer yogunluklarinda ve B) farkli konsantrasyonlarda
UCNP@MP-Dox ¢ozeltisinin fototermal verimliligi. C) Lazer 1simas1 altinda
UCNP-C, Fe304, P-Dox, UCNP@MP-Dox ve suyun fototermal verimliligi. D)
Soguma periyodundan elde edilen, #’nin negatif dogal logaritmasi ile zaman (t)
arasindaki dogrusal korelasyon. E) UCNP@MP-Dox’un UV—Vis-NIR spektrumu.
F) Tekrarlanan lazer isiniminin bes dongiisii boyunca UCNP@MP-Dox’un
fototermal kararlilik testi.

Sekil 4.69F’de  UCNP@MP-Dox nanoproblarinin (200 pg/mL) fototermal
performansinin, 0.72 W/cm? gii¢ yogunlugunda 12 dakikalik 1sinlama (lazer agik) ve
ardindan 12 dakikalik sogutma (lazer kapali) dongiisiinden olusan bes tekrar sonrasi
degismedigi gosterilmektedir. Bu durum, UCNP@MP-Dox nanoproblarinin

olaganiistii fototermal stabilitesini kanitlamaktadir.

Hazirlanan UCNP@MP-Dox ve Fe3Os nanoparcaciklarinin manyetik o6zellikleri,
titresimli numune manyetometresi (VSM) kullanilarak oda sicakliginda yapilan
Olgiimlerle incelendi. Doygun manyetizasyon (Ms) degerleri FesO4 nanopargaciklari
icin 84.65 emu.g!, UCNP@MP-Dox nanoprobu i¢in ise 33.00 emu.g' olarak
belirlenmistir (Sekil 4.70A). UCNP@MP-Dox’un Ms degerindeki bu belirgin azalma,

FesO4’lin gevresini saran manyetik olmayan polimer kabuga baglanabilir. Bununla
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birlikte, UCNP@MP-Dox’un sulu bir ¢ozeltiden harici bir manyetik alan kullanilarak
hizl1 ve kolay bir sekilde ayrilabildigi goriillmektedir.

Ayrica, Sekil 4.70B’de goriildiigii lizere, UCNP@MP-Dox’un yedi farkli
seyreltimiyle To-agirlikli MR goriintiileme gerceklestirildi ve Fe konsantrasyonunun
artmasiyla sinyalde kademeli bir azalma gézlenmektedir (3T, TR = 3000 ms, TE = 60
ms). Bu grafigin egiminden elde edilen gevseme katsayis1 (r2 degeri) 30.138 stmM?
olarak hesaplandi (Sekil 4.70B). Sonu¢ olarak, UCNP@MP-Dox, Tz-agirlikli
goriintiilemede dikkat ¢ekici bir kontrast tiretmekte ve bu 6zelligi sayesinde tedaviye

rehberlik edebilecek yliksek bir MRI ajan1 potansiyeli sunmaktadir.

40
@ 301 A) B) R*=0.985
5 4 o 30{ r,=30.138 s'mM"
z ; UCNP@MP-Dox| "
g = 20
Z =
g -40- | Fe konsantrasyonu (mM)
= 10 005 01 02 04 06 08 1
m  EXXXXXR
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Sekil 4.70 : A) FesOs, UCNP@MP-Dox un histerezis dongiisii ve UCNP@MP-
Dox nanoproblarinin sulu dispersiyonunun manyetik ayrimini gosteren ek bir
fotograf. B) Cesitli demir konsantrasyonlarinda UCNP@MP-Dox’un 1/T2
degerlerinin grafigi (UCNP@MP-Dox’un T2 agirlikli MRI goriintiileri eklendi).

4.9 Hazirlanan Nanoproblarin Dox Salim Deneyi

Asidik ortamda pargalanabilen, ancak normal fizyolojik kosullarda stabil olan imin
bagi, glikopeptid polimeri ile Dox arasinda baglayici olarak kullanildi ve bu sayede
pH’ya duyarli Dox salimi saglandi. P-Dox, UCNP@P-Dox ve UCNP@MP-Dox’un
ilag salim profilleri, farkli pH ortamlarinda (pH 5.5, 6.8 ve 7.4) 37 °C’de bir UV-Vis
spektrofotometresi kullanilarak incelenmistir. Bu pH degerleri, tim6r mikrogevresinin
asidik ortamin1 ve saglikli dokularin nétr pH’sin1 yansitmaktadir. P-Dox (Sekil 4.71A),
UCNP@P-Dox (Sekil 4.71B) ve UCNP@MP-Dox (Sekil 4.71C) nanoproblarinin ilag
salim profilleri benzer 6zellikler sergilemektedir. UCNP@MP-Dox’tan Dox salimi, 96
saat sonunda pH 7.4’te %39.5, pH 5.5’te ise %74 olarak 6l¢iildii. Beklendigi gibi,
pH’ya duyarli salim profili, asidik ortamda imin baginin pargalanmasi sonucu Dox’un

hizla serbest birakildigini gostermektedir. Bu sonuglar, UCNP@P-Dox ve
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UCNP@MP-Dox un tiimdr mikrogevresinde, saglikli dokulara kiyasla daha fazla Dox

salimi1 gerceklestirdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.71 : A) P-Dox, B) UCNP@P-Dox ve C) UCNP@MP-Dox’un farkli pH
tampon ¢ozeltilerinde (pH 5.5, 6.8 ve 7.4), UV-Vis spektrofotometresi ile dlgiilen
Dox salim profili. D) UCNP@MP-Dox’un lazer 1igimasi altinda Dox salim profili.

Sekil 4.71D’de gosterildigi gibi, Dox salim profili, farkli pH ortamlarinda lazer 1s1mast
altinda belirli zaman araliklarinda 488 nm’deki artan absorbansin analizi ile incelendi.
Dox salimi, 15 dakikalik lazer 1s1n1 uygulamasi sirasinda keskin bir artis gosterirken,
151n uygulanmadiginda bu salim azalmaktadir. Sonug olarak, pH 5.5’te lazer 1511
altinda 4 saat sonunda Dox salim1 %37.5’e ulagmis, lazer 151n1 uygulanmadiginda ise
bu oran %15.5 olarak belirlendi (Sekil 4.71D). Benzer sekilde, lazer 1sin1 altinda pH
6.8 ve pH 7.4’te 4 saat sonunda Dox salimi sirasiyla %21.5 ve %14.5 iken, 151n
uygulanmadiginda bu degerler sirasiyla %13 ve %7.5 olarak 6Slciilmektedir. Imin
baginin par¢alanmasinin, artan [H+] konsantrasyonu ve sicakliktan 6nemli dlgtide
etkilendigi belirtilmelidir. Daha yiiksek pH ve sicaklikta, imin baginin par¢alanmasi
artmakta ve bu da iyilestirilmis ilag salimina yol agmaktadir. Bu sonuglar, NIR 15181
ile indiiklenen hiperterminin UCNP@MP-Dox’tan Dox salimmi artirdigini

gostermektedir.
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410 siRNA Tasiyan Biyonanoproblarin Hazirlanmasi ve Salim Profillerinin
Incelenmesi (UCNP@P-Dox/siRNA)

siRNA yiiklemek i¢in Bcl-2 sSiRNA’nin ultra saf suda (nuclease free distilled water)
stok c¢ozeltisi olusturuldu [20nM]. siRNA ve nanopartikiil etkilesiminin saptanmasi
icin siRNA’nin negatif, polimerle kaplanmis biyonanoproblarin pozitif yiikiinden
yararlanilarak olusturulan kompleksler 7 faklt NP/siRNA (0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 5)
oraninda hazirlandi. Bcl-2 siRNA ile kompleks olusumu agaroz jel yiiriitme yontemi
kullanilarak incelendi. Bu deneyde, komplekslesmemis Bcl-2 siRNA bantlarinin
konumunun izlenmesi EtBr tarafindan boyanarak giiglii floresans o6zelliginden
yararlanilarak gosterildi. Disiik sicaklik erimeli %2.5 agaroz jel, 1X TAE (Tris-
Acetate-EDTA) ile hazirlandi. 6X DNA yiikleme tamponu ile kuyu basina 2 pL final
hacimde 6rnek yiiklendi. 0.1 mg/mL EtBr igeren 1X TAE ile 100V’da 45 dakika
yiiriitiildii ve Biorad Chemi Doc imaging sistemi ile jelin goriintlisii alindi. siRNA
tastyan UCNP@P-Dox’larin hazirlanmasi ve agaroz jel elektroforezinde baglanma
oranlarinin degerlendirildigi sonuglar Sekil 4.72’de verilmektedir. Serbest SiRNA

miktarinin gézlenmedigi NP/siRNA orani 5 olan deger secilerek deneylere devam
edildi.

Hazirlanan UCNP@P-Dox ve siRNA yiiklii nanopartikiillerin boyutlari, yiikleri,
polidispersite indeksleri ve zeta potansiyelleri DLS ile 6l¢iildii ve bazi sonuglar Tablo
4.12°de 6zetlenmektedir. Beklendigi gibi, UCNP@P-Dox’un &-potansiyel degeri anti-

Bcl-2 siRNA ile yiiklendikten sonra dnemli lglide degismistir. Bu durum, sSiRNA’nin
UCNP@P-Dox’a etkili bir sekilde yiiklendigini dogrulamaktadir.

Sekil 4.72 : UCNP@P-Dox’un siRNA tasima kapasitesi, tiim oranlar UCNP@P-
Dox/siRNA oranimi ifade edecek sekilde belirtilmektedir.
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Tablo 4.12 : Belirli azot/ fosfor (N/P) oranlarindaki biyonanoproblarin boyut ve zeta
potansiyel degerleri.

No UCNP@MP-Dox siRNA N/P Boyut (nm) PDI £ (mV)

1 - 1 - 658 0.45 -16.71
2 0.25 1 0.25 686 0.73 -6.57
3 0.5 1 0.5 640 0.94 -4.72
4 5 1 5 83 0.52 -0.12
5 1 - 1 102 0.24 2.69

siRNA’nin salim ¢alismalari, 37 °C’de galkalamali orbital karigtiricida gergeklestirildi.
Hazirlanan siRNA yiiklii nanopartikiil ¢ozeltisinden bir miktar alinarak yar1 gecirgen
diyaliz membranina alindi (MWCO 100 kDa, 2 mL) ve uglar1 standart klipslerle
kapatild1. Belirli zaman araliklarinda alinan 6rneklerdeki siRNA ’nin yapisal biitlinliigii

jel elektroforez yontemi ile belirlendi (Sekil 4.73).

Sekil 4.73 : UCNP@P-Dox/siRNA nanoprobunun salim 6l¢timii.

411 Hazirlanan Teranostik Biyonanoproblarmm In Vitro Calismalarla Test
Edilmesi

In vitro ¢alismar MCF-7 (6strojene duyarli) ve 3T3/NIH (ATCC® CRL-1658) hiicre
hatlarinda gerceklestirildi. Bu kapsamda sitotoksisite ¢aligmalari, hiicre i¢i alim

calismalar1 ve apoptoz ¢alismalar1 yapildi.
4.11.1 Sitotoksisite ¢calismalar:

Sitotoksisite calismalari i¢in hiicreler planlandig1 gibi ekilerek 24 saat siire ile test
edildi. Ilgili gruplar igin tamamlanan sitotoksisite asamalar1 her deney icin {i¢lii olarak
caligildi ve iki ayr1 bagimsiz deney olarak tekrar edildi. Elde edilen absorbans
verilerinin varyans hesaplamalar1 denklem 5’teki hesaplama ile tamamlandi. Iki

bagimsiz deneyden elde edilen ICso degerleri ise denklem 6°daki hesaplama modeli
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kullanilarak degerlendirildi [314] ve iki bagimsiz deneyden elde edilen ICso degerinin
ortalamasi alinarak Tablo 4.13te iki hiicre tipi i¢in 6zetlendi. Sitotoksisitelerine bagli
hiicre canlilik degisimi ise MCF7 ve 3T3 hiicreleri i¢in sirasiyla Sekil 4.74’te

sunulmaktadir.

numGro numGroups
1 .~ o S~
5 v= 2 ni(m; —m)° + 2 (n; — 1)v;
n—1

Hiicre canliliklart agisindan degerlendirildiginde UCNP ve P’nin (polimer) her iki
hiicre tipi icinde ICso ve canlilik yiizleri agisindan diisiik toksisite gosterdigi
gozlenmektedir (minumum ICsp 164.08 pg/mL- maksimum 1Cso 23.605 pg/mL). Her
hiicre tipi i¢in, kendi ICso degerleri ve canlilik yiizdeleri agisindan; P-Dox ve
UCNP@P-Dox gruplarinin ise DoX igermesine ragmen, sitotoksik etkileri Dox’a
bakildiginda daha diisiik seyretmektedir (Tablo 4.13).

Tablo 4.13 : iki bagimsiz deney sonucunda elde edilen ortalama ICso degerleri.

1Cs0 (ng/mL) MCF-7 hiicreleri 3T3/NIH hiicreleri
UCNP 50.94 46.25
P 37.22 40.07
P-Dox 4.18 32.43
UCNP@P-Dox 18.87 33.64
Dox 0.94 0.92

Tiim gruplar i¢in, hem NIR 1s1mas1 ile (A = 980 nm, 0.72 W/cm?) hem de 151ma
olmadan farkli konsantrasyonlarda hiicre canlilik degerlendirmeleri, iki farkli zaman
diliminde (24 saat ve 48 saat) MTT testi kullanilarak yapildi (Sekil 4.75 ve Sekil 4.76).
Serbest Dox ve diger nanoproblarin (UCNP, P ve P-Dox) sitotoksisite sonuglari ise
Sekil 4.74’te sunulmaktadir.

Iki hiicre hatt1 arasindaki belirgin farkliliklar nedeniyle, 24 saatlik tedavi sonrast dort
konsantrasyon (1.95, 3.90, 7.80 ve 15.60 pg/mL) en uygun konsantrasyonlar olarak
secildi. Daha yiiksek dozlara ve tedavi uygulanmamis gruba kiyasla sitotoksik etkilerin
azaldign gozlendi. Ozellikle kontrol grubu olan 3T3 hiicreleri, Dox grubuna kiyasla
anlaml1 derecede yliksek canlilik yiizdesi gostermektedir. Bununla birlikte, Dox tiim

konsantrasyonlarda, tedavi uygulanmamis hiicrelere kiyasla hiicre canliligin1 6nemli

124



Olciide azaltmistir ve bu durum MCF-7 hiicrelerinde de benzer sekilde gézlenmistir
(Sekil 4.74).

24h 48 h
A)n jucwe] B)ow CJuese| €) DOX
i mr mr i B2
80 I P-Dox 50 . I P-Dox [T148h
g o ok
26 Rl ' 2 g
E z i f 3 “
20 ’-Jl 20 l% 20
...... ; Aha
3?‘@ Qg K ”;3“ ® 9, n:”@ & ;& ;B K o R q“,\g, h_% 3,* m”\"v 0 0.10204 0816316312525 50
Konsantrasyon (ugImL) Konsantrasyon (pg/mL) Konsantrasyon (ug/mL)
D) 00 cuese) E)ygof 2 1 — VN F) DOX mmn
/e I il 0 mr [J48h
B P-Dox J [ P-Dox
8 . 80 0 %
) Eb £
= 60 3 60 Ei 60 Z
= = =
= 3 = @]
9] o ¥
g 40 g 40 2 40 'Iﬂ
Z 2 z 4
20 20 20
A Y e e g g A L S A N A !
Q o &
Qa RN & q“ ‘b ; a, o > @ G 5,9‘,\3, 5 -\,% %\q,‘v 0 0.1020408 16316312525 50
Konsantrasyon (yg/mL) Konsantrasyon (m,/mL) Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.74 : 3T3 hiicrelerinin (A-C) ve MCF-7 hiicrelerinin (D-F), UCNP, Polimer
(P), P-Dox ve serbest Dox ¢ozeltileri ile 24 saat ve 48 saat inkiibasyon sonrasi
relatif hiicre canliliklari.

MCEF-7 hiicrelerinde, UCNP@P-Dox/siRNA ile lazer 1s1mas1 olmadan yapilan tedavi,
tiim konsantrasyonlarda 24 saat i¢inde tedavi uygulanmamis grupla karsilastirildiginda
hiicre canliligini anlamli derecede azaltti (p<0.0001). Benzer sekilde, lazer 1s1mast
olmadan, MCF-7 hiicrelerinin UCNP@MP-Dox/siRNA ile inkiibe edilmesi
durumunda da anlamli sitotoksisite gozlenmektedir (Sekil 4.75). Ayrica, NIR 1g1mast
altinda, UCNP@MP-Dox ve UCNP@MP-Dox/siRNA nanoproblarinin, MCF-7
hiicrelerinin canliliginda tedavi uygulanmamis grupla karsilagtirildiginda anlamli bir
azalmaya yol agtigi goriilmektedir (p<0.0001; 3.90 pg/mL). Diger yandan, P-
Dox/siRNA ve UCNP@P-Dox/siRNA gruplar1 arasinda 3.90, 7.80 ve 15.60 ug/mL
konsantrasyonlarinda anlamli bir canlilik azalmasi1 fark edilmektedir. Bu

konsantrasyonlar, her iki hiicre hattinda da hiicre i¢i alimi degerlendirmek i¢in segildi.
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Sekil 4.75 : P-Dox, P-Dox/siRNA, UCNP@P-Dox, UCNP@P-Dox/siRNA,
UCNP@MP-Dox ve UCNP@MP-Dox/siRNA ile 6 saatlik tedavi sonrasinda, hem
151k uyarimi ile (A = 980 nm, 0.72 W/cm?, soluk sar1) hem de 151k uyarimi olmadan

(agik gri), 24 saatlik inkiibasyon sonras1 3T3 ve MCF-7 hiicrelerinin hiicre
canliligt (****p<0.0001).

Sekil 4.76, farkli konsantrasyonlarda uygulanan tedavilerin 48 saatlik inkiibasyon
sonrast hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini, hem NIR 1s1mnim1 (A = 980 nm, 0.72
W/cm?) hem de 1s1nim olmaksizin, karsilastirmali olarak gostermektedir. Elde edilen
sonuglar, UCNP@P-Dox, UCNP@P-Dox/siRNA, UCNP@MP-Dox ve UCNP@MP-
Dox/siRNA nanoproblarinin 24 saatlik inkiibasyon verileriyle uyumlu oldugunu

ortaya koymustur.
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Sekil 4.76 : UCNP@P-Dox, UCNP@P-Dox/siRNA, UCNP@MP-Dox ve
UCNP@MP-Dox/siRNA ile 6 saatlik tedavi sonrasinda, hem 11k uyarimi ile (A =
980 nm, 0.72 W/cm?, soluk sar1) hem de 151k uyarimi1 olmadan (agik gri), 48 saatlik
inkiibasyon sonras1 3T3 ve MCF-7 hiicrelerinin hiicre canliligi.

4.11.2 Hiicre ici alim ¢alismalari

Hiicre i¢i alimlarmin her hiicre grubunda verimlilikleri 6., 12. ve 24. saatler igin
degerlendirilmistir. Hiicre i¢i alimin, iki hiicre tipi i¢in, ayn1 dozlar degerlendirilerek

zamana bagl degisimi gozlendi. Secilen dozlar 3.9, 7.8 ve 15.60 pg/mL’dir.

Akis sitometrisi Olgiimleri, 3T3 ve MCF-7 hiicrelerinin 488 nm dalga boyunda
uyarilmasimin ardindan, FL1-A kanalin1 kullanarak hiicre i¢i alim analizini
gerceklestirmek iizere yapildi (Sekil 4.77 ve 4.78). 3T3 hiicrelerinde akis sitometrisi
ile yapilan hiicre i¢i alim analizi, UCNP ve UCNP@P-Dox’un benzer oranlar
gosterdigini (katlanma degisimi 1’in altinda) ortaya koymaktadir (Sekil 4.77). Tedavi
uygulanmamis grupla karsilastirildiginda, anlamli bir hiicresel internalizasyon
gbzlenmemektedir (Sekil 4.78). Ote yandan, Dox tedavisi, 3T3 hiicrelerinde zamanla
artan bir alim oran1 gostermekte olup, bu durumun azalan hiicre canliligiyla iligkili
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.74C).
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Sekil 4.77 : Akis sitometresi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda ve zaman
araliklarinda UCNP, Dox ve UCNP@P-Dox’un in vitro hiicresel alimi (*p<0.05).

MCF-7 hiicrelerinde, UCNP@P-Dox’un hiicre i¢i alimi, tiim konsantrasyonlarda
tedavi uygulanmamis gruba (unt) gére daha yiiksek bulundu (Sekil 4.78). Ozellikle, en
yiiksek katlanma degisimi, 7.8 ng/mL konsantrasyonunda 24 saatlik tedavi sonrasi
MCF-7 hiicrelerinde belirlendi. Bunun yani sira, UCNP’nin alim orani, 3T3

hiicrelerinde oldugu gibi anlamli bir degisiklik gostermemektedir.

MCEF-7 hiicrelerinde, 3.9 pg/mL konsantrasyonda UCNP@P-Dox’un hiicre i¢i alimu,
Dox’a kiyasla 6., 12. ve 24. saatlerde sirasiyla 2.66, 1.76 ve 3.05 kat artmaktadir. 7.8
png/mL konsantrasyonda bu artis sirasiyla 2.07, 1.12 ve 3.79 kat; 15.60 pg/mL
konsantrasyonda ise 1.96, 1.60 ve 3.50 kat olarak gézlenmektedir. Buna karsilik, Dox
tedavisi, zaman araliklarina bagli olarak konsantrasyon bagimli bir alim artigi

gostermektedir (Sekil 4.77).
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Sekil 4.78 : Kiiltiir ortaminda UCNP, UCNP@P-Dox ve Dox’un 3.9, 7.8 ve 15.6
pg/mL konsantrasyonlariyla inkiibe edilen 3T3 ve MCF-7 hiicrelerinin FL1-A akig
sitometrisi histogramlar1. (Siyah, kirmizi, mavi ve yesil renkler sirastyla tedavi
edilmeyen, 6, 12 ve 24 saat tedavi edilen 6rnekleri temsil etmektedir.)

UCNP
UCNP

UCNP@ P-Dox
—
UCNP@P-Dox

Dox
Dox
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Bu asamadan sonra, UCNP, Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA nanoproblarinin 3T3 ve
MCF-7 hiicrelerindeki hiicre i¢i alimlar1 floresan mikroskobu kullanilarak
gosterilmektedir (Sekil 4.79 ve 4.80). Dox alimi igin floresan mikroskop sonuglari,
3T3 hiicrelerinde UCNP@P-Dox/siRNA’nin, Dox’a kiyasla yaklasik 1.2 kat daha
fazla alim sagladigini gostermektedir. MCF-7 hiicrelerinde ise UCNP@P-Dox/siRNA,
12 saatlik inkiibasyon sonrast Dox’a kiyasla siirekli olarak 2 kat daha yiiksek bir alim

orani sergileyerek artirilmis ilag tasima etkinligini gostermektedir.

3T3 hiicrelerinde genel olarak alim oraninda anlamli bir degisim gozlenmemektedir
(Sekil 4.80). Ancak, 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda UCNP@P-Dox/siRNA
tedavisiyle olusan floresan yogunlugu nispeten daha az artmigtir. MCF-7 hiicrelerinde
ise UCNP@P-Dox/siRNA tedavisi, Dox’a kiyasla belirgin sekilde yiiksek katlanma
oranlart gostermeye devam etmektedir (p<<0.0001). Bu sonuglar, UCNP@P-
Dox/siRNA’nin MCF-7 hiicrelerinde 3T3 hiicrelerine kiyasla daha etkili bir sekilde
alindigin1 ve her iki zaman noktasinda da tstiin bir alim profili sergiledigini

dogrulamaktadir.

UCNP@P-Dox/siRNA

Ll 1
DAPI DOX MERG

3T3
12h

24h

MCF-7
12h

24 h

Sekil 4.79 : UCNP@P-Dox/siRNA nanoproblari ile 12 ve 24 saat tedaviden sonra
hiicresel alim i¢in floresan mikroskopisi ile 3T3 ve MCF-7 hiicrelerinin
gorsellestirilmesi (6lgek cubugu: 100 pm ve 10 um).

Sitoplazma igerisindeki internalizasyon, MCF-7 hiicrelerine 6zgii bir alim profili
gosterdigini ve diisiik Dox konsantrasyonuna ragmen zamanla bu stabilitesini

korudugunu ortaya koymaktadir. Canlilik ve alim g¢aligmalari, 3T3 hiicrelerinde
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(sadece Dox tedavi grubu haric) negatif bir korelasyon gostermis; zamanla alim sinirl
veya hi¢ olmaksizin canlilik artig1 gozlenmistir. Buna karsilik, MCF-7 hiicreleri, artan
alim yanit1 sergilemis ve 3T3 hiicrelerine kiyasla daha fazla canlilik kayb1 géstermistir.
Bu durumun olasi bir agiklamasi, meme kanseri hiicrelerinde GLUTS5’in asir1
ekspresyonunun, nanoproblarin yiizeyindeki fruktoz gruplartyla daha etkili bir

etkilesim saglayarak hiicresel alimi ve toksisitesini artirmasidir.
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Sekil 4.80 : A) UCNP ve B) Dox ile tedavi edilen 3T3 ve MCF-7 hiicrelerinin 12
saat ve 24 saat sonra hiicresel alim i¢in floresan mikroskopisi ile goriintiilenmesi
(6lgek gubugu: 100 um). C) 12 ve 24 saat sonra Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA ile
tedavi edilen 3T3 ve MCF-7 hiicrelerinin ortalama floresan yogunlugu degerleri.

4.11.3 Biyonanoproblarin apoptoz ¢alismalari

Nanoproblarin MCF-7 ve 3T3 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerini anlamak
amaciyla hiicreler UCNP@P-Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA ile tedavi edilerek, tedavi
uygulanmamis gruplarla karsilastirilmistir (Sekil 4.81A). 24 saatlik tedavi sonrasinda,
her iki nanoprob grubunda da 3T3 hiicreleri igin 15.62 pg/mL konsantrasyonda toplam
apoptotik hiicre yiizdesinde anlamli bir artig gozlendi (UCNP@P-Dox i¢in p<0.0001,
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UCNP@P-Dox/siRNA igin p=0.0045). Ayrica, bu konsantrasyon, 3T3 hiicrelerinde
canlilik oraninin azalmaya basladig1 kritik esik noktasi olarak belirlendi. Ayni
konsantrasyon i¢in siRNA varlig1 veya yoklugu, nanoprob gruplar1 arasinda anlamli

bir degisiklik yaratmamaktadir.

Dikkat cekici bir sekilde, 7.80 pg/mL ve 1.90 ng/mL konsantrasyonlarinda her iki
nanopropla tedavi edilen MCF-7 hiicreleri, diisik konsantrasyonlarla, tedavi
uygulanmamis grupla ve 3T3 hiicreleriyle karsilastirildiginda daha yiiksek apoptotik
hiicre yiizdesi gostermektedir. Ozellikle, 7.80 pg/mL konsantrasyonu, UCNP@P-Dox
nanoprobuna siRNA eklenmesiyle anlamli bir degisiklik gostermistir (p<0.0001)
(Sekil 4.81A).

3T3 ve MCF-7 hiicreleri icin apoptotik davranisa uygun konsantrasyonlar
belirlendikten sonra, Bcl-2 i¢in bagil mRNA ekspresyon degisiklikleri degerlendirildi.
Baslangi¢ konsantrasyonlari1 3T3 hiicreleri igin 15.62 ng/mL, MCF-7 hiicreleri i¢in ise
7.80 pg/mL olarak belirlendi. Ayrica, anti-Bcl-2 siRNA yiikli nanoproblar
(UCNP@P-Dox/siRNA) ile doz-bagimli etkileri anlamak amaciyla iki ardisik
diliisyon yapildi. Sekil 4.80B’de her iki hiicre tipi i¢in Bcl-2 mMRNA ekspresyon
degisiklikleri sunulmaktadir. Yalnizca Dox tedavisi, UCNP@P-Dox/siRNA

tarafindan taginan konsantrasyonla ¢alisilmistir.

Sonug olarak, 3T3 hiicrelerinde Bcl-2 mRNA seviyeleri ile doz-bagimli bir iligki
g6zlenmis olup, ancak gruplar ve konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamaktadir. Buna karsin, MCF-7 hiicrelerinde 6zellikle 7.80 pg/mL
konsantrasyonda UCNP@P-Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA nanoproblari arasinda
anlaml1 bir azalma gozlenmektedir (p=0.0292) (Sekil 4.81B).
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Sekil 4.81 : A) UCNP@P-Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA ile tedaviden sonra canli
ve toplam apoptotik hiicrelerin yilizdesi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****p<0.0001). B) Sirastyla farkli konsantrasyonlarda Dox, UCNP@P-Dox ve
UCNP@P-Dox/siRNA ile tedavi edilen 3T3 ve MCF-7 hiicrelerindeki bagil
mRNA ekspresyonu degisiklikleri. (unt: tedavi edilmemis, nc: negatif SIRNA
kontrolii) (*p=0.0292, **p<0.01).

Ek olarak, MCF-7 hiicreleri i¢in BCL-X, MCL1, BAD, BAX ve NOXA gibi anti-
apoptotik ve pro-apoptotik genlerin bagil mRNA ekspresyon degisiklikleri de
degerlendirildi. UCNP@P-Dox/siRNA tedavisi ile BCL-X ve MCL1 mRNA
ekspresyon seviyelerinde azalma goézlenmis, ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (Sekil 4.82). MCF-7 hiicrelerinde Bcl-2 aracili apoptozun
birikimine ragmen, BAD, BAX ve NOXA gibi pro-apoptotik genlerin ekspresyon
modellerinde anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir (Sekil 4.82).

ns

3.79x102
2.84x102
1.90x102
9.51x10-

6.00x105 L
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Sekil 4.82 : 7.8 ng/mL konsantrasyonda UCNP@P-Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA
ile tedaviden sonra MCF-7 hiicrelerinde bagil mRNA ekspresyonu degisiklikleri.
UCNP, grafikte U olarak kisaltilmistir.
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412 Hazirlanan Teranostik Biyonanoproblarin In Vivo Cahismalarla Test

Edilmesi

In vivo hayvan deneyleri ¢alismasi i¢in Yerel Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan

2018/23 onay numarasi ile etik onay alindu.

4.12.1 Meme tiimor modelinin olusturulmasi

Meme modeli olusumunda hayvanlara uygulanan 21 giinliik hormon tedavisi i¢in
Danimarka mensgei olan Estrofem® (2mg film kapli tablet, Novo Nordisk) kullanildi.
Siireg icerisinde haftada iki olmak suretiyle toplamda 4 defa MCF-7 hiicre enjeksiyonu
serum fizyolojik igerisinde enjekte edildi (Sekil 4.83). Tim hayvanlarda hiicre
enjeksiyonu sag meme dokusundaki yag yastigi alanina uygulandi. Histopatolojik
inceleme i¢in ise hem sag meme dokusu (MCF-7 hiicresi enjekte edilen) hem de sol
meme dokusu karsilastirma ve olasi metastaz degerlendirilmesi i¢in birlikte alindu.
Ayn1 zamanda tiim gruplarda, nude farelerin anesteziye olan duyarliliklart korumak
amaciyla her gruptan 2-4 hayvan IVIS Lumina Series III cihazi ile goriintiilendi ve
tedavi gruplarina ait takipler gergeklestirildi. Tiim asamalarda agirlik takibi yapildi,

timor olusumu sonrasinda tiimor hacmi 6lgtildii ve hesaplandi.

Tiimér olusumu Tedavi ve Degerlendirme
r 1T ]
%\ .&\
v v v v v v v
-14, Giin -7. Giin 0. Giin 7. Giin 14. Giin 21, Giin 24, Giin
Tiimor Hiicresi % Ornek ..‘%\ PN o:& Sakrifikasyon
Enjeksiyonu (MCF-7) enjeksiyonu

Sekil 4.83 : In vivo model olusturulmasi ve tedavi grubunun takibi asamalarina ait
sematik gorsel.

Model olusumunda 6-8 haftalik nude fareler kullanildi. Tiimor modeli olusumunun
denenmesi amaciyla pozitif kontrol olarak 5 deney hayvani kullandi. Uzun dénemde
timor varliglt ve yasam parametreleri takip edildi (Sekil 4.84). 21 giinlik hormon
tedavisinden sonra tiimor indiiksiyonu basariyla olusturuldu ve tiimoriin tedavi

edilmeden, gozlemsel takibi 45. giine kadar gergeklestirildi.
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Sekil 4.84 : Tiimor olusturulan pozitif kontrol grubundaki sakrifikasyon oncesi
timor boyutlar: (n=5).

4.12.2 Hazirlanan UCNP’lerin antikanser tedavisinde etkinliginin incelenmesi

Calismada yer alan terapi kisminda kanser ikili ilag tagima sistemi ile tedavi edilmeye

caligilarak, sistemin kanser tedavisindeki etkinligi incelendi.

Grup 1b; negatif kontrol grubu (herhangi bir uygulama gergeklestirilmemis ve timor
olusturulmamis grup). Bu grupta 5 hayvan bulunmaktadir ve takip eden serum
fizyolojik enjeksiyonlarinda meme dokusunda bir etki gozlenmemektedir.
Hayvanlarin takip siiresince gosterdikleri agirhk degisimi Sekil 4.85A’da

sunulmaktadir.

Grup 2Db; pozitif kontrol grubu (timdr olusturulmus, tedavi uygulanmamis grup). Bu
grupta 5 hayvan bulunmaktadir. Takip siiresince kaydedilen agirlik degisimleri grafigi
Sekil 4.85A’da, ortalama tiimor hacmi degisimini gosteren grafik ise Sekil 4.85B’de

gosterilmektedir.

Grup 3b; tiimdér modeli olusumu sonrasi, tedavi olarak sadece Dox uygulamasi
gerceklestirilen grup. Yapilan cift-yonli-ANOVA analizine gore; agirlik degisimi
zamana gore anlamli sekilde artmaktadir (p<0.0001) fakat, tiimor hacminin hayvanlar
arasinda ve zamana bagli degisiminde istatistiksel anlamlilik bulunamadi (hayvanlar
arasinda p=0.6643 ve zaman bagli her hayvanin degisimi p=0.2583). Hayvanlarin
takip siiresince gosterdikleri agirlik degisimi Sekil 4.85A’da, tliimor hacmi degisimi
ise Sekil 4.85B’de sunulmaktadir.

Grup 4b; Timo6r modeli olusumu sonrasi, tedavi olarak sadece Bcl-2 siRNA
uygulamasi gerceklestirilen grup. Bu grup 5 hayvan ile ¢alisildi. Yapilan ¢ift-yonlii-
ANOVA analizine gore; agirlik degisimi zamana gore anlamli sekilde artmaktadir

(p<0.0001). Hayvanlarin takip siiresince gosterdikleri agirlik ve tedavi siirecindeki
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timor hacmi degisimi grafikleri sirasiyla Sekil 4.85A ve Sekil 4.85B’de

sunulmaktadir.

Grup 5b; tiimor modeli olusumu sonrasi, tedavi olarak sadece Bcl-2 siIRNA-Dox
uygulamasi gerceklestirilen grup. Bu grup 5 hayvan ile tamamlandi. Yapilan ¢ift-
yonli-ANOVA analizine gore; agirhik degisimi (Sekil 4.85A) zamana gore anlaml
degisim gostermedi (p=0.1316). Tiim&r hacmi degisimi Sekil 4.85B°de sunulmaktadir.

Grup_6b; timoér modeli olusumu sonrasi, UCNP@P-Dox ile tedavi siireci
gerceklestirilen grup. Bu grup 10 hayvan ile gergeklestirildi. Timor modeli
olusumundan, tedavi takip siirecinin sonuna kadar elde edilen agirlik degisiminin
istatistiksel olarak hem zaman hem de hayvanlar arasindaki farkliligi anlamli bulundu
(p<0.0001). Sekil 4.85A’da agirlik, Sekil 4.85B’de ise tiimor hacmindeki degisikler

sunulmaktadir.

Grup 7b; timoér modeli olusumu sonrasi, UCNP@P/siRNA ile tedavi siireci
gerceklestirilen grup. Bu grup 5 hayvan ile tamamlandi. Timér modeli olusumu
sonrasi, Dox tagimayan nanopartikiil grubu UCNP@P/siRNA ile tedavi siireci
baslatildi. Timor modeli olusumundan, tedavi takip siirecinin sonuna kadar elde edilen

agirlik degisimi 4.85Ada, tiimor hacmi degisimi ise Sekil 4.85B°de gosterilmektedir.

Grup 8b; timdr olusumu sonrast tedavi grubu olarak UCNP@P-Dox/siRNA
uygulanan grup, 10 hayvan ile tamamlandi. Agirlik takipleri agisindan bakildiginda
her hayvanin zamana bagl olarak agirligit hormon uygulamasina kadar artmakta
(p<0.0001) ve tiimor tedavi baslangicindan yaklasik 10 giin kadar sonrasinda
azalmaktadir. Bu azalma tlimor hacminin tedavide etkinligine baglh olan azalmasi ile
pozitif korelasyon gostermektedir. Sekil 4.85A’da agirlik, Sekil 4.85B’de  tiimor

hacmi degisim grafikleri gosterilmektedir.
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Sekil 4.85 : Tiimor olusturulan farelerin A) viicut agirliklarinin ve B) timor
hacimlerinin degisim grafikleri (***p<0.001, ****p<0.0001).
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Yapilan tiim tedavi gruplart icin viicut agirh@inda kayda deger bir degisiklik
gozlenmemektedir. Tedavi sirasinda, timdr boyutlart kontrol grubunda arttigi ve
tiimor biliylimesinin serbest Dox grubunda hafif¢ce bastirildigr goriilmektedir.
Karsilastirilabilir sekilde, UCNP@P-Dox, artan bir tiimor baskilamasina sahiptir.
Serbest Dox ile karsilastirildiginda, siRNA ve Dox-siRNA gruplarinda herhangi bir
timor hacminde kiigiilme gozlenmemektedir. Nihai grup olan UCNP@P-Dox/siRNA
i¢cin timor hacmindeki azalma diger gruplarla kiyaslandiginda oldukcga fazla oldugu
tespit edilmektedir. Bu sonug¢ hazirlanan UCNP@P-Dox/siRNA biyonanoproblarin
ayrt ayri ve birlikte uygulanan tedavilere gore siRNA ve Dox yiiklii ikili tedavinin
Uistiinliigiiniin ortaya koymaktadir. Ayrica, siRNA ve Dox yikli ikili ilag salim
sisteminin tedavideki potansiyelini de gostermektedir (Sekil 4.85 ve Sekil 4.86).
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Sekil 4.86 : Tiimor olusturulan farelerdeki tiimor dokusunun goriintiileri.

UCNP@P-Dox/siRNA

4.12.3 In vivo biyodagilhim ¢alismalari

Glikopeptid polimerinin hedefleme kapasitesini gostermek amaciyla, timor tasiyan
farelerde, Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA grubunun enjeksiyonundan 0, 3, 6, 9, 12, ve
24 saat sonra in vivo goriintiileme sistemi kullanilarak (I\VVIS) alinan gériintiiler in vivo
biyodagilim performansini gostermektedir (Sekil 4.87A). Dox grubu ile UCNP@P-
Dox/siRNA grubu karsilastirildiginda, UCNP@P-Dox/siRNA’nin tiimér bolgesinde
daha fazla biriktigi belirlendi (Sekil 4.87). Bu durum, polimer yapisinda bulunan
GLUTS hedefleme birimleri (fruktoz monomeri) ile aktif hedeflemenin yani sira
artirllmis gecirgenlik ve alikonma (EPR) etkisi sayesinde pasif hedefli tasimayla
iliskilendirilmektedir. Ayrica, UCNP@P-Dox/siRNA tiimor dokusuna daha etkili
sekilde ulagsmakla kalmayip, ayni1 zamanda tiimor dokusunda daha uzun siire tutuldugu

da gozlemlendi (Sekil 4.87A ve B).
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Sekil 4.87 : Timor tasiyan farelerde Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA
enjeksiyonundan sonra; A) farkli zaman dilimlerinde alinan in vivo floresan
goriintiileri ile ana organlar ve tiimor dokularindaki dagilimi ve B) enjeksiyondan
24 saat sonra kaydedilen floresan sinyal yogunluklarini gosteren grafik
(***p<0.001, ****p<0.0001).

Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA grubu enjeksiyonundan 24 saat sonra sakrifiye edilen
farelerden alinan ana organlar ve timor dokular1 toplandi ve floresan goriintiileri
incelendi (Sekil 4.88). Onceki bulgularla tutarli olarak, Dox grubunun timér
dokusunda diisiik diizeyde birikim gozlenirken, UCNP@P-Dox/siRNA grubunda
anlamli bir birikim tespit edildi (p<0.05). Ayrica, UCNP@P-Dox/siRNA’nin kalp,
karaciger ve bobreklerdeki birikiminin digerlerine kiyasla énemli 6l¢iide daha diisiik
oldugu saptandi (p<0.05). Bununla birlikte, UCNP@P-Dox/siRNA’nin dalak ve
akcigerdeki birikimi Dox’a gore daha diisiik olmasina ragmen, floresan oranindaki

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi.
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Sekil 4.88 : Tiimor tagiyan farelerde Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA
enjeksiyonundan 24 saat sonra kaydedilen; A) ex vivo floresan goriintiileri ile ana
organlar ve tiimor dokularindaki dagilimi ve B) bunlarin floresan sinyal
yogunluklarini gosteren grafik (*p<0.05).
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Sonug olarak, nanoprobun yapisinda yer alan glikopeptid polimerin, timdr dokusunu
hedefleme spesifitesini artirdigi, ana organlardaki birikimi azalttigir ve cift yonlii

gen/kemoterapi etkisi potansiyeli tagidigi gosterilmistir.

4,13 Histopatolojik Calismalar

UCNP@P-Dox/siRNA’nin ¢ift yonlii gen ve kometerapi tedavilerindeki antitimor
aktivitesini daha dogru bir sekilde degerlendirmek i¢in hematoksilin ve eozin (H&E)
boyamasi ile ¢ogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA), Bcl-2 ve Bax i¢in immiin
boyama i¢eren immiinohistokimyasal analizler gerceklestirildi (Sekil 4.89 ve 4.90).
Histopatolojik analizde, sol meme lobunda (kontrol) herhangi bir anormallik tespit
edilmezken, sag meme lobunda (timor grubu) nodiiler veya infiltratif tiimor odaklari
saptandi. Timor hiicreleri pleomorfizm, anizositoz, anizoniikleoz, niikleus artisi,

mitotik figiirler ve lenfosit infiltrasyonu gosterdi.

Dox grubunda bulgular tiimor grubuna benzerdi ancak mitotik figiir sayisinda azalma
ve bazi fibrozis alanlari gozlemlendi. UCNP@P-Dox grubundaysa, Dox grubuna
kiyasla daha belirgin fibrozis olusumu ve mitotik figiirlerde daha biiyilik bir azalma
goriildii. UCNP@P-Dox/siRNA grubunda ise fibrozis olusumu ve nekrotik timor

hiicrelerinin varligi, timdr grubuna gore daha belirgin hale geldi (Sekil 4.90).
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Sekil 4.89 : Bcl-2 ve BAX immunoreaktivite skorunun dort grup arasindaki istatistiki

degerleri (***p<0.001, ****p<0.0001).

Mitotik indeks, tiimor grubunda tedavi gruplarina kiyasla anlamli derecede daha
yuksek bulundu (p<0.05). Bununla birlikte, tedavi gruplar1 arasinda sayisal farkliliklar

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmedi (p>0.05) (Tablo
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4.14). PCNA immiin boyamas: tiim gruplarda yogun niikleer boyanma gosterdi ve bu
boyanma 6zellikle timor grubunda daha belirgin olarak gozlemlendi (Sekil 4.90).
PCNA indeksi lizerine yapilan istatistiksel analiz, tiimor grubu ile diger ii¢ grup

arasinda anlamli bir fark oldugunu ortaya koymaktadir (p<0.05) (Tablo 4.14).

Tablo 4.14 : Mitotik indeks verilerinin istatistiksel analizi.

Grup PCNA Mitotic index
Tedavi olmamis 401.75+12.49% 2.55+0.55%
Dox 285+4.95° 0.80+0.09°
UCNP@P-Dox 218+12.17¢ 0.54+0.12°
UCNP@P-Dox/siRNA 192.77+8.13¢ 0.3340.06°
P value <0.001 <0.002

abe gruplar arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (p <0,05).

ol

Sekil 4.90 : 24. giinde farkli tedavi gruplarina ait MCF-7 tiimor kesitlerinin H&E
(ok ucu: mitotik figiirler, ok: tiimdr hiicresi, yildiz: 1ifli doku olusumu), PCNA,
Bcl-2 ve Bax immiinohistokimyasal boyama goriintiileri (Ok ucu: intraniikleer

immiinopozitif timor hiicreleri, yildiz: lifli doku olusumu) (6lgek cubugu: 50 um).

Bcl-2 ve Bax primer antikorlar1 kullanilarak yapilan ¢ift immiinofloresan boyama,
timor hiicrelerinde intrastoplazmik immiin-pozitif reaksiyonlar ortaya koydu.
Immiinofloresan boyama, Bcl-2 susturulmasi ile anti-apoptotik aktivite arasinda bir
iliski oldugunu gostermektedir. Tablo 4.15te sunulan veriler, Bax ve Bcl-2 arasinda
negatif bir korelasyon oldugunu ortaya koymaktadir. Dox grubuna kiyasla UCNP@P-
Dox grubu, anti-apoptotik Bcl-2 protein seviyelerini azaltirken pro-apoptotik Bax
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protein seviyelerini artirmistir (Sekil 4.91). Bu korelasyon, UCNP@P-Dox/siRNA ile

tedavi edilen timor gruplarinda daha belirgin hale gelmektedir.

Tablo 4.15 : Bax-Bcl-2 boyamalarinin istatistiksel korelasyonu.

Bcl-2 Bax
Bcl-2 Pearson 1 -922™
Correlation
Sig. (2-tailed) .000
N 24 24
Bax Pearson -.922™ 1
Correlation
Sig. (2-tailed) .000
N 24 24

**Korelasyon 0.01 diizeyinde 6nemlidir (2 kuyruklu).

UCNP@P-Dox/
Kontrol Dox UCNP@P-Dox siRNA

DAPI Texas Red FITC

Merged

Sekil 4.91 : Tiimor, Dox, UCNP@P-Dox ve UCNP@P-Dox/siRNA gruplarinin ikili
immunofloresan boyamasi. Bel-2 immunofloresan (FITC), BAX immiinofloresan
(Texas red), ¢ekirdek immiinofloresan boyamasi (DAPI), Bcl-2, BAX ve ¢ekirdek

boyamalariin birlestirilmis hali (merged) (6l¢cek ¢ubugu:50 um).

Yapilan deneysel c¢aligmada timdr kontrol grubunda Bcl-2 immunohistokimyasal
skorunun tedavi gruplarinda ise BAX ekpresyonunun yiiksek oldugunu
immunohistokimyasal ve immunofloresan yontemlerle tespit edildi. Histopatolojik,
immunohistokimyasal ve immunofloresan boyama metodlarinin ve istatistiki verilerin

sonuclarina dayanarak yapilan bu ¢alismada UCNP@P-Dox/siRNA tedavi protokolii
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uygulanan farelerde bu tedavi yonteminin test edilen diger tedavi yontemlerine gore
daha etkili oldugu agik¢a gostermektedir. Tiim bu bulgular, gelistirilen UCNP@P-
Dox/siRNA nanoprobunun hem Dox hem de siRNA’nin hedef tiimor bolgesine etkin
bir sekilde tasinmasini sagladigini ve giiclii tiimor inhibisyon etkileri olusturdugunu

gostermektedir.

141



5. SONUCLAR

Bu ¢alisma kapsaminda, dncelikle teranostik nanoproblarin i¢ ¢ekirdegini olusturan ve
fotoluminesans goriintiilemeyi saglayan altigen sekilli NaYF:Yb**/Er** UCNP’ler
istenen boyut ve sekilde basari ile sentezlendi. Ardindan, ¢ok fonksiyonlu,
endozomdan kagabilen, yiiksek ilag/gen tasima kapasitesine sahip, timor hiicrelerine
hedeflenmeyi ve biyouyumlulugu saglayan ve kemoterapétik ilag olan Dox’u tasiyan
P(MiMA-b-DopMA-b-iprFrMA)-b-P(Liz))/Dox) tetrablok polimeri  kontrollii
polimerizasyon teknikleri olan RAFT, halka agilma (ROP) polimerizasyonu ve klik
kimyast kullanilarak basar1 ile sentezlendi. Ayrica, teranostik nanoparcaciklarin
gelistirilmesi siirecinde, tetrablok polimer ile kaplanan UCNP’ler, MRI kontrast ajani,
fototermal terapi ajani ve manyetik hedefleme o0zelliklerini kazanmak i¢in suda
dagilabilen demir oksit nanopargaciklar1 ile modifiye edildi. Hazirlanan teranostik
nanoproblarin  pH-kontrollii salim profilleri incelenerek, hedeflenen sekilde pH-
kontrollii Dox salimi sagladigi gosterildi. Son asamada, fototermal terapi ve
kemoterapi etkinligi gOsteren nanoparcgaciklar, hiicrelerin apoptotik direng
gostermelerini 6nlemek amaci ile anti Bcl-2 SIRNA ile konjuge edildi. Kompleks
olusumu agaroz jel yiiriitme yontemi kullanilarak incelendi ve bu dogrultuda en iyi

komplekslesme, (N/P)/siRNA orani 5/1 oldugu bulundu.

Ikili (kemoterapi ve gen tedavisi) ve iiclii tedavi (kemoterapi, fototermal terapi ve gen
tedavisi) yaklasimlari i¢in, ¢ok islevli ve iyi karakterize edilmis g¢ekirdek/kabuk
yapisina sahip UCNP@P-Dox/siRNA ve UCNP@MP-Dox/siRNA nanoproblari
gelistirildi. UCNP@P-Dox/siRNA nanoprobunun meme kanseri hiicrelerinde
GLUTS’in asir1  ekspresyonu yoluyla timoér bolgesine etkili bir sekilde
hedeflenebildigini, pH’a duyarl kontrollii ilag salim1 sagladigini ve fizyolojik ortamda
stabil oldugu gosterildi. Ayrica UCNP@MP-Dox/siRNA’nin iyi bir MRI kontrast
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maddesi olma potansiyeline sahip oldugunu kanitlandi. UCNP@P-Dox/siRNA
nanoprobunun, meme kanserinin sinerjik eradikasyonunu gostermek icin preklinik
caligmalar1 gergeklestirildi. GLUTS aracili hedefleme spesifikligi icin tasarlanan
UCNP@P-Dox/siRNA nanoprobunun meme kanseri hiicrelerine etkili bir sekilde Dox
ve siRNA ilettigi gosterildi. Tasarlanan hedefe yonelik tasima sistemi sayesinde,
nanoproblar kanser hiicreleri tarafindan etkin bir sekilde alinmakta, bu da kanser
hiicrelerinde apoptozun artmasina ve Bcl-2 mRNA ekspresyonunun diizenlenmesine
olanak tanimaktadir. Ayrica, fare tiimor modeli {izerinde yapilan in vivo ¢alismalar,
nanoproblarin toksik yan etkilere neden olmadan etkili bir anti-timor etkinlik
sergiledigini gostermektedir. Tiimor bolgesinde nanoproblarin artmis birikimi, timor
dokularinda Bcl-2 proteinine 6nemli yanitla birlikte, UCNP@P-Dox/siRNA
nanoprobunun  meme  kanserinin  kombinasyon  terapisinde  basariyla
uygulanabilecegini dogrulamaktadir. Ayrica, in vitro sonuglar, Bel-2 SIRNA’nin Bel-
2/Bax oranindaki artig1 baskiladigini ve bu mekanizma araciligiyla apoptozu sinerjistik
olarak artirarak meme kanseri hiicrelerini Dox tedavisine daha duyarli hale getirdigini
gostermektedir. Bu bulgulara dayanarak, nanotasiyici tarafindan eszamanli olarak
iletilen Dox ve SiRNA’nin sinerjik terapotik etkisinin, in vivo kosullarda daha da
belirgin oldugu degerlendirilmektedir. Histopatolojik, immunohistokimyasal ve
immunofloresan boyama metodlarinin ve istatistiki verilerin sonucglarina dayanarak,
yapilan bu ¢alisgmada UCNP@P-Dox/siRNA tedavi protokolii uygulanan farelerde bu
tedavi yonteminin test edilen diger tedavi yontemlerine gore daha etkili oldugu agikca
gosterilmektedir. Sonug olarak, teranostik biyonanoproblarin gosterdigi dikkate deger
sinerjik etki, bu nanoplatformun bilesenlerinden herhangi birinin tek basina
uygulanmasina (yalnizca siRNA, Dox veya PTT) kiyasla iistiin terapétik etkinlik
sagladigini ortaya koymaktadir.
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