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etmeden aramamiz gerektigini 6grendigim bu siiregte aynasi oldugu giizellikleri
yansitan her Can i¢in igtenlikle siikiirler ederim.
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ve alakasiyla hava gibi her daim yaninda ve yakininda giivende degerli ve ferah
hissettigimiz ¢ok sevgili hocamiz Dog. Dr. Binur TEMEL e tesekkiir ediyorum.

Tez ¢alismama 20200213 numarali proje ile maddi destek saglayan Bezmialem Vakif
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimine tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans tez siiresince laboratuvarda bilgilerini paylasmaktan ¢ekinmeyen, uyum
saglama siirecimi 151k hizina ¢ikaran degerli sevimli Merve KEKLIK, ¢ok renkli
Hatice Kiibra KURT’a ve Fatih GENC’e tesekkiir etmeyi borg biliyorum.
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Manevi olarak hep yanimda olan ¢ok sevdigim bor¢larini 6deyemeyecegim Aileme
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POLIMERIZASYONLA iNDUKLENMIiS KENDILiGINDEN BIRLESME
(PISA) YONTEMI iLE TUMOR HEDEFLI POLIMERIK MiSELLERIN
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Polimerik ilag tasiyici sistemler ilaglarin geleneksel kullanimina alternatif olarak
dikkat gekmektedir. Ozellikle polimerik miseller kiigiik partikiil biiyiikliigii, yapisal
stabilite, yiiksek ilag yiikkleme kapasitesi, suda ¢oziiniirliik, disiik toksisite gibi
Ozelliklere sahip oldugu i¢in yaygin olarak calisilmaktadir. Stabilite ya da
islevsellestirme i¢in elverisli olan miseller hedefleme 6zelligine sahip ilag tagyici
sistemler i¢in idealdir. Miseller hidrofilik ve hidrofobik monomerlerle sentezlenen
amfifilik blok kopolimerlerin kendiliginden birlesmesi sonucu elde edilir. Kopolimer,
bloklardan biri igin segici ¢oziicii igerisinde agregat olusturur. Bu olusum
kendiliginden birlesmeyi meydana getirir.

Polimerlerin alisilmis yoOntemlerle kendiliginden birlesmesi, olusacak polimerik
morfolojileri genellikle siirlayan seyreltik ¢ozelti (<%1) iginde gergeklestirilir. Etkili
bir yontem olarak polimerizasyonla indiiklenmis kendiliginden birlesme (PISA) ise bu
siirlamay1 ortadan kaldirir. PISA metodunda baslatict polimer igin segici bir ¢oziicii
igerisinde dagilan ya da ¢Oziinen monomerden ¢Oziinmeyen blogun polimerize
edilmesine dayanir. Zincir uzamasi baslayan ¢oziinmeyen blogun polimerizasyon
derecesi kendiliginden birlesme siirecini kontrol eder. Kendiliginden birlesme ve
yeniden diizenlenmeler ile kiireler, ¢ubuklar, vezikiiller, lamel yapilar gibi ¢ok cesitli
morfolojide polimerik yapilar olusum siirecine gozlenir.

Bu calismada tersinir katilma-ayrisma zincir transfer (RAFT) polimerizasyonu ile
hidroksietil metakrilat (HEMA) ve glisidil metakrilat (GMA) monomerleri
kullanilarak hidrofilik blogu olusturacak random kopolimerler sentezlenmistir. HEMA
ve fonksiyonlandirilabilir GMA f{initeleri farki oranlarda polimerize edilmistir. Ilk
olarak fonksiyonlandirma i¢in polimerler GMA {initelerinden azitlenmistir. Ardindan
propargil ile fonksiyonlandirilan folik asit (FA) azitlenen {initelere “click”
reaksiyonuyla takilmistir. Elde edilen azit fonksiyonlu makro baslaticilar (M-CTA) ile
hidrofobik blogu olusturacak metil metakrilat monomerinin polimerizasyonu RAFT-
PISA yontemi ile saglanmistir. Farkli degiskenlere sahip PISA reksiyonlari
denenmistir. En stabil sonu¢ veren parametreler ile ayni yontem uygulanarak
doksorubisin (doks) yiiklii miseller hazirlanmustir.

Calismada elde edilen polimerler FT-IR, 'H NMR, UV-Vis ve DSC ile karakterize
edilmistir. PISA ile elde edilen misellerin ortalama partikiil boyutlar1 DLS ile
Olclilmiistiir. Sonuglar karsilastirilarak degiskenlerin misel boyutlar1 iizerindeki etkisi
incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Amfifilik kopolimer, tersinir katilma-ayrisma zincir transfer
(RAFT) polimerizasyonu, polimerizasyonla indiiklenmis kendiliginden birlesme
(PISA), folik asit.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF TUMOR TARGETED
POLYMER MICELLES VIA POLYMERIZATION INDUCED
SELF-ASSEMBLY (PISA) METHOD

SUMMARY

Polymeric drug delivery systems attract attention as an alternative to traditional use of
drugs. Especially polymeric micelles are widely studied because they have properties
such as small particle size, structural stability, high drug loading capacity, water
solubility, low toxicity. Micelles that are suitable for stability or functionalization are
ideal for drug delivery systems with targeting capability. Micelles are obtained by self-
assembly of amphiphilic block copolymers synthesized with hydrophilic and
hydrophobic monomers. The copolymer forms aggregates in selective solvent for one
of the blocks. This formation creates self-assembly.

Self-assembly of the polymers by conventional methods is carried out in dilute solution
(<1%) which generally limits the polymeric morphologies to occur. Polymerization-
induced self-assembly (PISA) as an effective method removes this limitation. The
PISA method is based on the polymerization of the insoluble block from the monomer
dispersed or dissolved in a solvent selective for the initiator polymer. The
polymerization degree of the insoluble block where chain elongation begins controls
the spontaneous assembly process. The process of formation of polymeric structures
in a wide variety of morphologies such as spheres, rods, vesicles, lamellar structures
by self-assembly and rearrangements is observed.

In this study, random copolymers were synthesized to form a hydrophilic block by
using hydroxyethyl methacrylate (HEMA) and glycidyl methacrylate (GMA)
monomers by reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT)
polymerization. HEMA and functionalizable GMA units are polymerized in different
proportions. First, for functionalization, polymers were azited from GMA units. Then,
folic acid (FA) functionalized with propargyl was attached to the azidated units by
"click" reaction. Polymerization of methyl methacrylate monomer that will form the
hydrophobic block with the azide functional macro initiators (M-CTA) obtained was
achieved by RAFT-PISA method. PISA reactions with different variables have been
tried. Doxorubicin (dox) loaded micelles were prepared using the same method with
the most stable parameters.

The polymers obtained in the study were characterized by FT-IR, *H NMR, UV-Vis
and DSC. The average particle size of micelles obtained by PISA was measured by
DLS. By comparing the results, the effects of the variables on the micelle sizes were
examined.

Keywords: Amphiphilic copolymer, reversible addition-fragmentation chain transfer
(RAFT) polymerization, polymerization-induced self-assembly (PISA), folic acid.
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1. GIRIS

Polimerler birgok arastirma alanina sahip, kullanim alanina uygun birimler igeren ve
farkli mimarilerde {retilebilen makromolekiillerdir. Gegmisten giiniimiize hala
cesitlenmekte olan sentez yontemleri ve olusacak yapinin kontrolii tizerine ¢alismalar
yapilmaktadir. Kendiliginden birlesme Ozelligine sahip blok kopolimerler 6zellikle
dikkat ¢cekmektedir. Amfifilik kopolimerler, bloklardan biri i¢in segici olan ¢oziicii
icindeki sistemlerde kendiliginden birlesme 6zelligine sahiptir. Bu 0Ozellikleri
sayesinde kiireler, solucanlar, silindirler ve vezikiiller dahil olmak iizere ¢ok cesitli

polimerik morfolojiler olusturulabilir.

Blok kopolimerlerin kendiliginden birlesme siireci tipik olarak polimerizasyon sonrasi
bloklardan biri igin segici seyreltik ¢ozelti igerisinde saglanir. Bu islemler siireci bir
¢ok basamaga sahiptir. Polimerizasyonla indiiklenmis kendiliginden birlesme (PISA)
yontemi uygulama sirasinda zorlayacak olan bu sinirlamalara ¢6ziim sunar. PISA, blok
kopolimerden ayarlanabilir morfoloji ve ylizey islevselligine sahip cesitli nano

yapilarin hazirlanmasi i¢in gii¢lii bir tekniktir.

Kontrollii/yasayan radikal polimerizasyon kullanilan PISA yontemi amfifilik blok
kopolimerlerin sentezi, baglatici polimer ve monomerlerin karisimiyla kiirelerden
vezikiillere gelisen morfolojiler olusturmak i¢in ortaya ¢ikan etkili bir yaklagimdir. Bu
yontem ¢oOziinmiis bir polimer baglaticiya, aymi ¢oziicliyle ¢oziinebilen ya da
karisabilen monomer eklenip polimerlestirilmesiyle ¢oziinmeyen blok olusturmasina
dayanir. Polimerizasyon sonucu olusan amfifilik blok kopolimerler zincir biiytimesiyle

birlikte kendiliginden birlesmeyi kontrol eder.

Tim kontrollii/yasayan polimerizasyon (KRP) teknikleri PISA yontemiyle
calisilmistir. Sistem olarak emiilsiyon ve dispersiyon polimerizasyonlari kullanilir. Bu
sistemler polimerizasyon ¢esidine, monomere ve baslaticiya gore segilir. Bir¢ok
polimerizasyon yontemiyle uygulanabilir olmasina ragmen tersinir katilma-ayrisma
zincir transfer (RAFT) polimerizasyonu yontemi ¢esitli avantajlarindan dolayir daha

kullanighdir. Nitroksit aracili polimerizasyon (NMP) gibi polimerizasyon kontrolii



saglayabilmesi i¢in yiiksek sicaklik, atomik transfer radikal polimerizasyonu (ATRP)

gibi uzaklastirilmasi gereken metal gruplart gerektirmez.

Polimerik ilag tasiyici sistemler, uzun siireli in vivo dolagim stiresi, bolgeye 6zgii ilag
dagitimi1 ve kontrollii ilag salimi gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. Terapotik ilaglarin
dogrudan kullanimiyla kiyaslandiginda daha diisiik doz ile tedaviyi saglar. Ozellikle
kanser tedavisi i¢in kulllanilan kemoterapik ilaglarin kanser dokusunu kii¢iilmeye ve
yok etmeye yonelik etkisi sagliklt dokulara da ciddi zarar verir. Kanser hiicrelerinin
ylzeyinde asir1 eksprese edilen folik asit reseptorii (FR) hedefli tasiyicilar igin
avantajhidir. Folik asit (FA) molekiliiniin polimerik tasiyicilarla konjugasyonu,

terapotik ajanlarin FR aracili hedeflemesini saglamasi agisindan dikkat ¢cekmektedir.



2. TEORIK BIiLGIi

2.1 Polimerizasyon

Polimerler, yiiz yillardir pek ¢ok alanda hayati kolaylastirmak i¢in kullanilmustir.
Gelisen teknolojiyle birlikte enerji, elektronik, kozmetik, tarim, sanayi, saglik, ila¢ vb.
gibi genis bir arastirma alanina yayilmistir. Kullanim alanina gore cesitli sekillerde
tasarlanma imkan1 olmasi en biiyiik avantajlarindan biridir. Ozellikle sentetik
polimerler genis monomer ¢esitliligi sayesinde pek ¢ok islev kazandirilabilen malzeme

sentezini saglar [1].

Genel olarak polimerler, tekrar eden birimleri olusturan yiizlerce, binlerce veya daha
fazla monomerlerin birbirine kovalent baglanmasiyla olusan makromolekiillerdir
(Sekil 2.1). Olusturulduklar1 kimyasal reaksiyona ise polimerizasyon denir [2].
Polimer zincirinin uzunlugu, ana zincirlerdeki tekrar birimlerinin sayisi ile belirlenir
ve bu sayiya polimerizasyon derecesi (Xn) denir. Polimerler monomer tiirii, kaynagi,

yapisi, polimerizasyon mekanizmasi gibi farkli 6zelliklere gore siniflandirilabilir [3].
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Sekil 2.1 : Monomerlerden ¢esitli polimer yapilarinin olusumunun sematik
gosterimi.



Polimerizasyon mekanizmasina gore temel olarak basamakli polimerizasyon ve
katilma polimerizasyonu olarak siniflandirilir. Bu iki polimerizasyonu birbirinden
ayiran en belirgin ozellik, reaksiyon sirasinda monomerlerin zincire ve olusan
zincirlerin birbirine eklenme seklidir (Sekil 2.2). Bu yiizden polimer molekiil agirlig

ve monomer doniisiim yilizdesi arasindaki iliski 6nemli 6l¢iide farklilik gosterir [4].

Molekiil agirhg:

Donusum

Sekil 2.2 : Basamakli, katilma ve yasayan radikal polimerizasyonlarinin molekiil
agirligi-doniisiim grafigi.

2.1.1 Basamakh polimerizasyon

Basamakli polimerizasyon, esterlesme, amitlesme, {iretan olusumu, aromatik eklenme
gibi farkli kimyasal reaksiyonlarla iki veya daha fazla fonksiyonel gruba sahip
monomer veya monomer ¢ifti kullanilan asamali polimerizasyon yontemidir.

Monomerler genellikle su veya baska kondenzasyon iiriiniin ¢ikisiyla birlesir.

Kullanilan monomer, ¢ift islevli ise dogrusal polimer; monomerlerden en az biri iig
veya dort islevli ise ¢apraz bagli polimer olusur. Monomerler reaktif oldugu igin
polimerizasyonun daha sonraki bir agamasinda uzun polimer zincirleriyle birlesen kisa
zincirler (oligomerler) olusturmak i¢in polimerizasyonun erken sathalarinda tiiketilir.

Polimer molekiillerinin boyutu yavas bir hizda artar [2, 5].



2.1.2 Katilma polimerizasyonu

Zincir polimerizasyonu olarak da adlandirilan katilma polimerizasyonu, monomer
tizerinde reaktif bir merkez olusturulup ortamdaki diger monomerlerin bu merkeze art
arda eklenmesine dayali polimerizasyon seklidir. Monomerin atomlari dogrudan
zincire eklendigi i¢in polimerdeki tekrar birimi monomerle ayn1 sayida atom tasir. Bu

mekanizma asamalar1 baslama, ilerleme ve sonlanma olarak adlandirilir (Sekil 2.3).

Aktif

Monomer (M) Monomer (M )

Baslatici

MM...M, + .MM..M

MMMMM....MMM  MM...M=M + MM.f::;M,

Sekil 2.3 : Katilma polimerizasyonu mekanizmasi.

Baslatict 151k, 1s1 veya kimyasal reaksiyonun bir sonucunda pargalanarak reaktif bir
iiriin olusturur. Bu iirlin, katyon, anyon, serbest radikal veya koordinasyon kompleksi
denilen metal organik kompleksler olabilir. Bu reaktif iiriinlerle aktive edilmis
monomer, baglama adimindaki mekanizmayla diger vinil monomerlerin ¢ift bagina
saldirarak zincir uzamasini gergeklestirir, sonug olarak her monomer eklenmesinde

ayni kimlige sahip yeni radikal ug¢ olusur [2].

Zincir biiylimesi bagka bir bilyliyen zincirle reaksiyona girerek tilkendiginde veya
radikal uca bir hidrojen aktarilip aktivasyonun durdurulmasiyla sonlanma gergeklesir.
Birlesme yoluyla doymus, orantisiz sonlanmayla doymamis polimerler olusur.
Uzamanin durdugu yani radikalin sonlandig1 zincirlere 6li polimer denir. Uzama

asamasi, sonlandirmaya yonelik bir egilim yoksa monomer tiikkenene kadar devam eder

[6]



2.1.3 Kontrollii/yasayan polimerizasyon teknikleri

KRP, serbest radikal polimerizasyonundaki molekiil agirligi, polidispersite, bilesim,
zincir mimarisi ve bolgeye 6zgii islevsellik kontroliinlin sinirlamalarina bir ¢6ziim
olarak gelistirilmistir. Bu sinirlamalar1 asmasinin  yaninda, biyo-konjugatlar,
organik/inorganik kompozitler ve yiizeye bagli kopolimerler hazirlama gibi ¢esitli
iistlin tasarlama imkani1 saglar [7, 8]. Polimerizasyon, benzer kemo-, rejiyo- ve steryo-
secicilik sergileyen radikal mekanizmayla ilerler. Benzer aralikta monomer polimerize
edebilmesine ragmen biiyliyen zincirlerin omrii, 6li zincir miktari, baslama ve

polimerizasyon hizi agisindan farklilik gosterir [9].

KRP sistemlerinde aktivasyon/deaktivasyon doniisiim oranlar1  dengelenerek
hareketsiz ve aktif tiirler arasinda sabit bir radikal konsantrasyona ulasilir. Bu
dontigimler genel olarak iki yaklasima dayanir. Bunlar tersine ¢evrilebilir
"sonlandirma" (devre dis1 birakma) ve tersine c¢evrilebilir "transfer" (dejeneratif
degisim) yaklagimidir. Zincirler reaksiyonun erken asamalarinda kisadir, yavas uzama
hizlar1 sayesinde sonlanma orani1 6nemli 6l¢iide azalir [9]. Hizli baglatma sonrasi yavas
uzama hizi, molekiil agirligi ve dagiliminin kismi kontroliinii saglar. Yavas uzama,
aktif ve aktif olmayan gruplarin doniisim hizlarina baghdir. Doniisiim hizlandikga
daha az monomer ekleneceginden polidispersite daha diisiik olur. Bu polimerizasyon
sistemlerinde reaksiyon herhangi bir zamanda durdurulabilir ve yeniden baslatilabilir.
Daha fazla veya farkli monomer eklenmesiyle devam ettirilebilir. Bu ozellik blok

kopolimerler olusturma imkani1 sunar [8, 10].

KRP sistemi i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir (Sekil 2.4). Kararli serbest radikal
etkiyle siirdiiriilen nitroksit aracili polimerizasyon (NMP); gecis metali ile katalize
edilen atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP); ditiyoesterlerle dejeneratif
transfer yontemi olan tersinir katilma-ayrisma zincir transfer (RAFT) polimerizasyonu
one ¢ikmaktadir [7]. Dejenaratif transfere dayali RAFT polimerizasyonu, kalici radikal
etkiye dayali olan ATRP ve NMP yontemlerinden kinetik olarak farklilik gosterir.
Tim yontemlerde zincirin bir koruma grubu ile kapatilmasi esastir. Hareketsiz
zincirleri olusturan gruplar igerisinde en stabil ve en uygun olan ATRP’de kullanilan
aklil halojeniirlerdir. Fakat bu gruplar polimerizasyon sonrasi uzaklastiriimalari
gereken gecis metal kompleksleri gerektirir. Hareketsiz zincirler NMP’de yari

kararlidir. RAFT polimerizasyonunda ise 1s1ga veya bagka etkenlere duyarli olabilir

[9].
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Sekil 2.4 : ATRP, NMP ve RAFT polimerizasyonlari.

2.1.3.1 Tersinir katilma-ayrisma zincir transfer (RAFT) polimerizasyonu

RAFT, KRP yontemleri arasinda genis bir monomer Yyelpazesine uygulanabilir
olmasiyla dikkat ¢ekmektedir. Polimerimerizasyon sirasindaki degisim reaksiyonlari
¢ok hizlidir, bu da kontroliin saglanmasina katki saglar. RAFT isleminin basarili bir
sekilde uygulanmasi, gesitli etmenlere baglidir. Bunlar belirli monomere uygun RAFT
ajaninin secilmesi, uygun baslatic1 se¢ilmesi, baslaticinin RAFT ajanina olan orani,

sicaklik, sistemin ¢oziiciilii ya da ¢oziiciisiiz olmasi gibi etmenlerdir [8, 9, 11].

RAFT polimerizasyonundaki parametreler diger degiskenlere gore ayarlanir.
Polimerlestirilecek monomere bagli olarak RAFT ajani segilir. Radikal baslatici ise
RAFT ajanina gore segilip oranlanir. Polimerizasyon, reaksiyon sirasinda diigiik

radikal akis saglayacak sekilde ayarlanmalidir [8].

Mekanizmasi

RAFT mekanizmasi, zincir transfer ajant (CTA) olarak adlandirilan molekiillerin,

monomer ve baslatic1 varliginda olusan makro radikallerin ( Pn ¢ veya Pm ) tekrar



CTA iizerinden geri donisiimlii olarak eklenmesine dayanir (Sekil 2.5). Uyku
halindeki zincirler ve aktif tiirler arasinda degisim kontrolii saglar. Genel olarak
polimerizasyon, ilerleme zincirlerinin olusumuyla ilerleyen serbest radikal baslaticinin
ayrismasiyla baslatilir. Bunu, olusan makro radikalin CTA’na eklenmesi takip eder.
Ara radikalin parcalanmasi meydana gelir CTA’ninda yeni bir radikal olusturur. Bu
geri doniisiimlii eklenme adimlar klasik bir serbest radikal polimerizasyonu ile ayni

baslama, ilerleme ve sonlanma adimlarini takip eder [12].

. TEKRAR
. . BASLAMA
0,0 ™

S
X \
. \
.
’.. \
. 000
y
. N °%o
M (]
3
- 't
- '.
.t
o
......

..................

Sabitleyici
grup

"=, Ayrilma
5 grubu

© Monomer !

...................

OLU POLIMER

Sekil 2.5 : Tersinir katilma-ayrisma zincir transfer (RAFT) polimerizasyon
mekanizmasi.

Monomerler ve baslaticilar

RAFT icin kullanilan monomerler stiren, akrilatlar, akrilamitler, matakrilatlar,
metakrilamitler, vinil esterler, vinil amitler gibi genis bir yelpazadedir. Monomer ve

baslaticinin uyumu olusacak polimerin polidispersitesi tizerinde etkilidir.

Ditiyobenzoatlar: ¢ok yiiksek transfer sabitleri, hidrolize yatkin, Yyiiksek
konsantrasyonlarda gecikmeye neden olabilir. Metakrilat, metilakrilamitler i¢in ¢ok

uyumludur. Stiren i¢in uyumludur.



Tritiyokarbonatlar: yiiksek transfer sabitleri, hidrolitik olarak ditiyobenzoatlara gore
daha kararli, daha az gecikmeye neden olur. Metakrilat, metakrilamit, stiren igin ¢ok

uyumludur. Akrilat ve akrilamit monomerleri i¢in de uyumludur.

Ditiyokarbamatlar: N {izerinden belirlenen aktivite, elektron ag¢isindan zengin

monomerlerle daha etkilidir. Yanlizca vinil ester ve vinil amitler i¢in ¢ok uyumludur

[8]

2.2 Amfifilik Kopolimerler

Kopolimerler, iki veya daha fazla ¢esit monomer igeren polimer zincirleri olarak
tanimlanir. Bu monomer gruplar1 arasindaki yapisal farkliliklar zincire hibrit 6zellikler
kazandirir. Coziintirliikk/karisabilirlik, hareketlilik, gelismis mekanik 6zellikler gibi
kapsamli fiziksel etkilerle cesitli avantajlar saglar. Iki veya daha fazla monomer igeren
zincirler monomer 6zellikleri karisimlarinin sonucu olarak bir etkilesim parametresi

sergiler ve bu parametreler faz davranigini belirler [13, 14].

Kopolimerler, igerdikleri monomerlerin zincirde bulunma yogunlugu ve dizilme
farkliliklara gore smiflandirilabilir. Alternatif, rasgele, blok, yildiz sekilli ve as1
kopolimerleri iyi tanimlanmis polimer mimarileri arasindadir [15, 16]. Polimer
zincirindeki birimlerin diizenlenmesine bagli olarak gosterdikleri farkli davranislar,
bir¢ok uygulama i¢in etkili olan farkli yapilari olugturmayi saglar. Tasarlanan yapilarin
islevsellestirilip genislemeyi saglayacak sekilde degistirilmesi, farkli kopolimerlerle

bilesimsel modifikasyon olasiliklarini neredeyse sinirsiz kilar [17, 18].

Iyi tanimlanmis morfolojiler ve nanometre dlgekli yapilar olusturmak igin uygun
kosullarda kendiliginden birlesme 6zelligi olan kiigiik (yiizey aktif maddeler) veya
biiyiik (blok kopolimerler) amfifilik molekiiller i¢eren sistemler kullanilir [19].

Kontrollii polimerizasyon reaksiyonlarinin gelismesiyle iyi tanimlanmis polimer
mimarilerinin tasarimi ve sentezi ileriye tasinmistir. KRP’larinin tiim ¢esitleri (NMP,
ATRP, RAFT gibi) uygun olduklari monomerler 6lgiisiinde polimerik yapilarin
tasarim imkanini arttirir. Bu imkanlar molekiil agirligi kontrolii, polidispersitenin

diisiik olmasi ve foksiyonel birim ekleme gibi 6zelliklerdir [18].



2.2.1 Yapasal ozellikleri

Kopolimerlerin ¢esitli sekillerde iiretilebildigi birgok ¢alismadan bilinmektedir.
Bunlar arasinda en basit kopolimer tiirii olan iki ya da daha fazla monomerin ayni anda
polimerlestirildigi rasgele kopolimerler yontemidir. Her monomerin nispi katilim
orani, ¢ok sayida monomerin radikal polimerizasyonu igin belirlenen reaktivite
oranlarina bagli olarak degismektedir. Bu teknik, bir¢ok polimerin mekanik ve fiziksel

Ozelliklerini degistirmek, iyilestirmek i¢in yaygin olarak kullanilir [18].

Kopolimerlerden en yaygin olarak kullanilan blok kopolimerler, homojen rasgele
kopolimerlerin ve basit fiziksel karisimlardaki gibi sahip olduklar1 &zelliklerin
zenginlesmesi bakimindan benzersizdir. Blok kopolimerler, bilesenlerin her birinin
karakteristik 6zelligi olan camsi gegisler (Tg) ve / veya kristalin erime noktalari (Tm)
coklu termal gecisler sergiler. Bu ¢ok yonliiliik, blok kopolimerleri birgok farkli
uygulama i¢in uygun hale getirir. Ozellikle amfifilik yaptya sahip blok kopolimerleri
molekiiller arasi etkilesimlerle faz olusturup paketlenme davranisiyla kullanish nano
yapilar olusumunu saglar. Bu davranis pek ¢ok etkilesim parametresine baglidir.

Bunlar polimerlerin molekiil agirligi, geometrisi Ve ¢oziiciiniin etkisi seklindedir [20].

Blok kopolimerlerin sentezi momomerlerin canli polimer zincirlerine sirayla
eklenmesine izin veren, sonlandirmasiz anyonik polimerizasyonun kesfi ile
kolaylagmistir. Dogrusal, as1 ve yildiz sekilli kopolimerler gibi kopolimerlerin
hazirlanmasinda kontrollii radikal polimerizasyonun kullanimi avantaj saglar. Bu
avantajlar yaninda bazi smirlamalart da vardir [21]. NMP, sinirli monomerlerin
polimerizasyonu i¢in kullanilir ve yiiksek sicaklik gerektirir. Metakrilatlarla
uygulamalar1 kisithidir. ATRP, halojen degisimini kullanarak birgok monomeri
polimerlestirmek igin kullanilir. Ozellikle metakrilatlar igin ¢ok verimli capraz
cogalma saglar, bunun baska yontemlerle elde edilmesi imkansiz oldugu
diistinilmektedir. RAFT ise polimerlestirilebilir monomer araligt en genis olan
yontemdir. Ancak kontrol igin ditiyoester yapisinin iyi ayarlanmasi gerekir ve diigiik

molekil agirliklara sahip polimerleri hedeflerken gecikme eslik edebilir[18].

2.2.2 Cesitleri

Kopolimerler yapisal olarak dogrusal, dalli, yildiz sekilli, ¢apraz bagl hatta halkal
olarak farkl: sekillerde sentezlenirler (Sekil 2.6). Bu farkliliklar uygulama olarak genis
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alana yayilmasini saglarlar. Ayrica igerdikleri A ve B ile ifade edilen tekrar eden

birimlerin farkli diizenlemeleriyle de siniflandirilirlar [15, 17, 18].

Dogrusal Dally Yildiz sekilli Siklik

VAVZERE ) ST SN,

Sekil 2.6 : Cesitli kopolimer yapilari.

A ve B monomerlerinin doniisiimlii diizenlendigi polimere alternatif kopolimer denir.
Belirli bir siray1 takip etmediklerinde ise rasgele kopolimerler adini alir. Monomerlerin
kendi i¢lerinde grup halinde oldugu kopolimelere ise blok kopolimerler denir. Bir
birine bagl iki veya daha fazla homopolimer olarak da ifade edilen blok kopolimerler
genis kullanim alanina sahiptirler. Bu A ve B homopolimerlerinin birbirine AB , ABA
veya BAB olarak dogrusal, as1 ya da halkali sekilde baglanmasina gére hem yapi, hem

uygulama olarak cesitlilik saglanir [15].

MONOMER BLOK
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Sekil 2.7 : Amfifilik kopolimer tiirleri.

Birbirlerinden kimyasal olarak fakliliklara sahip iki veya daha fazla polimer blogunun
birlestirilmesi faz ayrimina sebep olur. Bloklarin faz ayrimi, polimerin dogasina ve
bloklarin hacmine bagli olan diizenlenmelerle periyodik yapilara yol agar.
Kendiliginden birlesme ile a¢iklanan bu diizenlenmeler temel olarak polimer bloklarin

uyumsuzlugundan kaynaklanmaktadir. Kopolimerlerdeki bloklar, kendi aralarinda ve
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¢oziicii molekiilleri ile polimer bolgelerinin etkilesim giicli arasindaki denge tarafindan
yonlendirilen diizenlenmeyle faz olusturur. AB ve ABA kopolimerleri tipik olarak
lameller, ¢ift giroid, silindirler ve kiireler olmak tizere dort farkli mikrofaz yapisina
yol acar. Bu faz davranmiglari, benzer olmayan bloklar arasindaki etkilesim

parametreleri sayesinde daha iyi anlagilir [13, 17, 21].

2.2.3 Uygulamalari

Kopolimerlerle ilgili yapilan ilk arastirmalar homopolimerlerin 6zelliklerinin
gelismesine yoneliktir. Ornegin, polipropilenin etilen baglantilarina sahip rastgele
kopolimeri, diisiik erime noktasi, sizdirmazlik, seffaflik ve parlaklik gibi 6zellikler
kazanir [17]. Ancak monomer o6zelliklerin tam olarak tanimlanmasinin zor olmasi ve
sentezdeki kontrol eksiklikleri 6zel uygulamalar i¢in basariy1 engellemektedir. Sentez
ve karakterizasyon tekniklerinin gelismesiyle yapi-6zellik korelasyonu aydinlatilarak
1yi tanimlanmis zincir topolojisine sahip polimerler ve 6ngdriilebilir yapilar tasarlama

imkani saglamistir [18].

Hidrofobik ve hidrofilik bilesenden olusan amfifilik blok kopolimerlerin, icerisinde
bulundugu ¢dziiciide miktar arttikga degisen davranisi ilgi cekmistir. i1k basta diisiik
ylizey gerilimine sahipken bilesen miktar1 arttik¢a, sistemin yiizeyi kalabaliklasir ve
flizyona ugrayan yapilar mikro yiizey aktif madde gibi davranir. Sonra misellesme
davranig1 sergilemeye baglar. Cozelti i¢inde amfifilik kopolimerler igin ayrilma
davranig1 baskin olsa da, komplekslesmenin etkisi dallanma ile artirilabilir. Temel
olarak amfifilik bloklarin karsit hareketi monomerlere uygun sistem icerisinde birgok
uygulama icin istenilen yapi ve davranisa sahip misel, tiip, lamel ve vezikiil gibi

yapilar olusturur [14, 22].

Amfifilik kopolimerlerle ¢esitli yapilarin olusumu, zincirlerin sahip oldugu 6zelliklere
bagl oldugu pek ¢ok c¢aligmayla gosterilmistir. Uretilecek partikiiliin boyutu ve
yapisini ektileyecek faktorler bloklarin diizenlenmesini ve olusacak olan yapinin
seklini biiyiik 6l¢iide degismesini yonlendirir. Paketlenme parametresi ise ¢Oziicii
icerisinde kendiliginden birlesme davranisini etkiler. Olusacak yapiyr tahmin etme
lizerine Onemli bilgi sunar. Coziicliniin rolii ise bloklar arasindaki uyumsuzluk
derecesine gore konformasyonu etkiler. Ornegin su-THF karisimi igerisinde
poli(akrilik asit) bazli amfifilik kopolimerler faz ayrilmasiyla misel olusturuken,

sistemde THF miktarinin artmasi misellerin disk benzeri nanoyapilara doniistimiine
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sebep olur. Polimerin molekiil agirligi ve polimerlerin geometrisinin etkisi blok hacim
oranlarina baghdir ve dogrudan olusacak yapiy1 etkiler (Sekil 2.8). Farkli bloklarin
hacimsel oranmin 1 olmasi polimerin membranlar, tabakalar veya diskler halinde
birlesmesini saglarken, blok hacim orani azaldik¢a bu sekiller silindirleri ve daha

hareketli olan kiireleri olugturur [20].

P<1/3

1/3<P<1/2

1/2<P<1

Sekil 2.8 : Blok hacim oranin morfoloji iizerine etkisi.

2.3 Polimerizasyonla indiiklenmis kendiliginden birlesme (PISA)

Polimerlerin alisilmis yontemlerle kendiliginden birlesmesi, genellikle polimerik
yapilarin tiretimini sinirlayabilen seyreltik ¢ozelti (<%1) i¢inde gerceklestirilir. Bu
sinirlama polimerizasyonla indiiklenen kendiliginden birlesme (PISA) yontemiyle
yapilan ¢alismalarla asilmistir [23]. KRP’ye dayanan PISA y6ntemi, baslatici polimer
ve monomerlerin karigimindan amfifilik blok kopolimerlerin sentezi {izerine
kuruludur. Sentez sirasinda kiirelerden vezikiillere gelisen yap1 olusumu amaglanir

(Sekil 2.9). Bu yoniiyle etkili bir yaklagim oldugu diistiniilmektedir [24].

PISA herhangi tersinir deaktivasyon radikal polimerizasyonu (RDRP) ile
gerceklestirilebilmesine ragmen, ¢ogu durumda RAFT polimerizasyonu kullanilir. Bu
yaklagim, nispeten yiiksek konsantre (%25-50 w/w) sistemlerde dahi kolayca
ayarlanabilen boyut ve sekiller i¢in kendiliginden birlesmeye genis olgekte olanak
saglar (Sekil 2.9) [25].
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Sekil 2.9 : PISA ile olusturulan kiire, vezikiili solucan ve ahtapot yapilari.

Yontemin genel isleyisi, makromolekiiler zincir transfer ajanindan (makro-CTA)
olusan ¢oziiniir bir homopolimerin (A), ikinci bir monomer (B) (uygun bir ¢6ziicii
icinde) kullanilarak zincir uzatilmasina dayanir. Art arda biiyliyen ikinci blok (B)
kademeli olarak ¢oziinmez hale gelir ve AB diblok kopolimer nano nesneleri
olusturmak i¢in kendiliginden birlesmeyi (in situ) kontrol eder [25]. Bdylece zincir
biiylimesi sirasinda kendiliginden birlesmeyi kontrol eden amfifilik blok kopolimerler
olusturulur [26]. Sterik stabilizator goérevi goren A blogu, genellikle aligilmig
polimerizasyon yontemleriyle hazirlanirken, ¢éziinmeyen B blogu, dispersiyon veya

sulu emiilsiyon polimerizasyonu yoluyla hazirlanir.

Bu yaklasimin ilk arastirmalar1 metil metakrilat, n-biitil akrilat veya stiren gibi suyla
karigmayan monomerlerin kullanildigt RAFT sulu emiilsiyon polimerizasyonuna
dayaniyordu. Bu formiilasyonu ¢ok verimli oldugu diisiiniilse bile ¢ogu durumda
kopolimer biitiin yapilar yerine sadece kinetik olarak hapsolmus kiirelerin olusumuyla
sinirlidir. Bunun aksine, kiireler, solucanlar ve vezikiiller gibi biitiin yapilar1 verebilen

birgok RAFT dispersiyon polimerizasyon galismasi vardir [26].
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2.3.1 Mekanizmasi

PISA, c¢oziinebilen polimer ve sistemde karigabilen monomerin polimerizasyonu
sonucu kopolimerlerin  olusumuna dayanir. Yeni olusan ¢oziinemeyen blok
kendiliginden birlesmeyi indiikler. Birinci blogun segici ¢oziiciisii faz ayrimini

miimkiin kilar [27, 28].
PISA i¢in ana parametreler sunlardir.

Bloklarin kimyasal yapisi: PISA y6teminde blok olusumu ve kendiliginden birlesme
asamalar1 ayn1 ¢oziicii i¢inde gergeklestirildiginden sistemdeki kimyasal uyum iyi
tasarlanmalidir. Cekirdeklenmeyi baslatacak blogun monomeri makro baslaticinin
dogasina gore secilmelidir. Coziinmeyen monomer ve ¢dziinen makro baslaticinin
stratejik secimi, ajanin polimerizasyondaki bloke etme etkinligini yani kontrolii
etkiler. Dolayisiyla blok kopolimerin kararliligini, partikiil boyutu dagilimini ve

olusan yapilarin homojenligini destekleyen bir faktordiir [12].

Sistemdeki coziicii(ler): PISA yonteminde, monomer ¢esidinin ve oraninin etkisi
kadar ¢oziiciiniin ¢esidi, miktari, varsa yardimci ¢dziicii ve miktar1 da yapisal faz
diyagrami lizerinde ¢ok etkilidir. Coziicii ile yardimei ¢oziicli miktar1 ve oranlari yapi
gecisleri ve daha yiiksek dereceli yapilarin olusumu i¢in ayarlama imkani sunar.
Ozellikle yardimer ¢dziiciiniin dzellikleri yapiy: biiyiik dlciide etkiler. Ornegin, 1,4-
dioksanin biiyiikk morfolojik degisikliklere izin verdigi, etanolin ise morfolojiyi
ayarlamak icin ¢ok daha ytiksek oranlara ¢ikilmasi gerektigini gdsteren arastirmalar

bulunmaktadir [29].

RAFT-PISA icin makro RAFT ajam tiirii: Polimerizasyon islemi (emiilsiyon,
dispersiyon) ne olursa olsun, kullanilan solvofilik makroRAFT"i biiyiik ¢ogunlugu
ditiyoesterlere veya tritiyokarbonatlara dayanmaktadir. Dispersiyon fazi olarak su
kullanildiginda, bu bilesiklerin hidrolize daha az duyarli oldugu gosterildiginden,
tritiyokarbonatlar daha az tercih edilir.

Baslatici: NMP veya ATRP gibi diger (geri doniistimlii radikal polimerizasyonu)
RDRP tekniklerinin aksine, RAFT genellikle termal-, redoks- veya foto-aktivasyon
altinda organik molekiillerin ayrismasi yoluyla saglanan harici bir radikal kaynag:
gerektirir. Kontrol, baslatici ve zincir transfer ajaninin nispi miktarlarina karsi asiri
duyarhdir. Bu durum aslinda, diger tekniklerle karsilastirildiginda, blok kopolimer

sentezi igin ve dzellikle PISA yontemi i¢in diistiniildiigiinde dezavantajdir [30].
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2.3.2 Emiilsiyon polimerizasyonu

Oncesinde de deginildigi gibi PISA, KRP ile elde edilen ¢oziiniir bir polimerin
¢oziiciistinde ¢oziiniir olmayan ya da ¢oziinen bir monomerin zincir uzatmasi yoluyla
ortamda ¢dziinmeyen polimerik yapilarin sentezlendigi bir siiretir. Islem temel olarak

emiilsiyon, dispersiyon polimerizasyonlar: yoluyla ilerler [31].

Emiilsiyon polimerizasyonunun ana bilesenleri su, suda ¢oziiniir bir polimerik
baslatici, ylizey aktif madde ve mikrometrik damlaciklar ya da nanometrik yiizey aktif
maddeyle uyumlu, ayni zamanda suda ¢Oziiniirligii de ¢ok az olan monomerdir.
Emiilsiyon kosullarinda, monomer ¢oziinmeyip ayri bir toplanma fazinda bulunur
(Sekil 2.10). Olusturulan iki bloklu kopolimer partikiilleri eklenen monomer
tarafindan biiyiir. Yiiksek polimerizasyon derecesine sahip olmasi ve yliksek monomer

dontigiimii en biiylik avantajlarindandir [32].
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Sekil 2.10 : Emiilsiyon polimerizasyonu sistemi.

Genel olarak, polimerizasyon baslaticinin suda ayrisarak radikal olusturmasiyla baslar.
Sulu faz ile temasta olan monomerlere radikal eklenmesiyle suda ¢oziiniir
oligoradikaller firetilir. Biiyliyen oligomerik tiirler kritik polimerizasyon derecesine
gelerek ¢oziinmez hale gelir. Daha sonra polimerizasyonun devam ettigi ¢ekirdekli
pargaciklara doniisen monomerler bitylimiis ylizey aktif misellere go¢ eder. Buna misel
cekirdeklenmesi denir. Misellerin yoklugunda ise yiizey aktif maddelerin kararliligi

sagladigi oligomerilerin cokelmesivle olusan homojen cekirdeklenme gerceklesir [12].
gladigiolig ¢ y $ jen ¢ gere $

2.3.3 Dispersiyon polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonunda sistemdeki monomerler polar veya polar olmayan
¢oziciiler i¢ginde ¢ozliniirken bu monomerlerin olusturacagi blok ¢oziiniir degildir

(Sekil 2.11). Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda kiiresel olmayan morfolojilerin dispersiyon
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polimerizasyonu yoluyla elde edilmigsken ayni siire¢ emiilsiyon polimerizasyonu ile
gerceklesebilmesine ragmen, Kinetik olarak sikigtirilmis kiirelerden bagska morfoloji
elde edilmemistir [26, 33].

Sekil 2.11 : Dispersiyon polimerizasyonu sistemi.

Dispersiyon polimerizasyonu ise iist diizey morfolojiler olusturmak i¢in basartyla
kullanilmigtir. Hem stabilizator gorevi géren hem de g¢ekirdek olusturan ikinci blok
i¢in gesitli monomerler kullanilmistir. Ancak sulu dispersiyon i¢in uygun solvofobik
monomer sayisi ¢ok sinirlidir [34]. Monomerin ¢oziintirliigiint saglamak i¢in yardimet
¢oziiciiler ya da yardimei ¢oziiciiler yerine katk1 maddeleri de kulanilmistir. Ornegin,
suyla karismayan stiren monomerinin ¢oziinmesine yardimci olmak igin siklodekstrin
(CD) eklendiginde, konak-konuk kompleksi olusumu saglanarak sulu dispersiyon

polimerizasyonu gergeklestirilebilmistir [35].

2.3.4 Kullanilan polimerizasyon cesitleri

Biitiin KRP teknikleri PISA yontemi igin uygulanabilmektedir. Giiniimiize kadar PISA
icin yasayan anyonik polimerizasyon (LAP), RAFT polimerizasyonu, ATRP, NMP,
ve halka acilma metatez polimerizasyonu (ROMP) yontemleri kullanilmistir [32]. Bu
yontemlerle dispersiyon polimerizasyonu ve sulu emiilsiyon polimerizasyonu olarak

gerceklestirilen islemler PISA icin ¢ok genis kullanim ¢esitliligi saglar.

PISA i¢in RAFT polimerizasyonu genis reaksiyon kosullarina uygunlugu ve genis
monomer aralig1 agisindan en oncelikli ve agirlikli olarak caligilan yontemdir. Ayrica
hem su hem organik ¢oziiciilerle uygulanabilir olmasi nedeniyle tercih edilmektedir.
RAFT polimerizasyonu baslatilma ¢esitlerine gore 1siyla, 1sikla ve enzimle baslatilma
olarak siniflandirilir. Istya bagh sistemlerde sicakligin 60 °C ve {izerine ¢ikmasi,

polimer igeriginde 1siya duyarli protein, antikor gibi biyolojik molekiillerin
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bozulmasina sebep olur. Isiga bagl sistemler bu dezavantaj i¢in en uygun sistemlerdir.
Oda sicakliginda goriiniir 1s1kla yapilan foto-baglaticitli RAFT  dispersiyon
polimerizasyonuyla basar1 saglanmistir [36]. Enzime bagli RAFT polimerizasyon
sistemleri ise yine hafif kosullarda gerceklestirilmesi agisindan avantajlidir. Bu
yontemlerin gesitli kombinasyonlarda denenmeye acik olmasi ¢ok genis uygulama

alan1 saglar [32].

Coziicli olarak ise organik ¢oziicii ya da su kullanimina uygundur. RAFT dispersiyon
polimerizasyonlarinin ¢ogu alkan ya da alkol igceren organik sistemler igerisinde
yapilir. Organik ¢oziiciilerin tersine su PISA i¢in daha ekonomik ve ulasilabilirdir.
RAFT dispersiyon polimerizasyonu i¢in suda ¢dziinen monomerin polimerlestiginde
suda ¢Oziinmeyen blogu olusturmasi ozelligi aranir. 2-Hidroksipropil metakrilat
(HPMA) ve GMA ile yapilan RAFT sulu dispersiyon polimerizasyonuyla ilk
misellerin olusumu ardindan tekrar diizenlenmeyle solucan ve diger morfolojilerin

olustugu gosterilmistir [32, 36].

En yaygin olarak kullanilan polimerizason ¢esitlerinden olan ATRP’nin PISA ig¢in
kullanimi1 pek yaygin olmasa da vardir. Polimerizasyon sonrasi uzaklastirilmasi
gereken bakir katalizor veya gegis metalleri kullanim igin engel olusturmaktadir. Bunu
asmak icin daha az katalizor igeren ¢esitli yontemler denenmistir. Diger bir geleneksel
KRP ¢esitlerinden olan halka agilmasi polimerizasyonu (ROP) da PISA igin
uygulanmis ve basarili olmustur. Sulu ortam yerine organik ortamin daha uygun
oldugu diisiiniilen ROP PISA i¢in sulu yontemler de denenmistir. NMP i¢in PISA
caligmalar1 emiilsiyon ve dispersiyon sistemleri i¢in de uygundur. Yapilan bir NMP
PISA c¢aligmasinda pH’a bag1 olarak nano yapilarin degistigi gosterilerek yiiksek
yapilarin ¢esitliligi kaydedilmistir. PISA yonteminin yayginlasmasindan 6nce yapilan
LAP sirasinda blok kopolimerlerin kendiliginden birlesmesine dikkat ¢ekilmistir. Pek
¢ok yolla ¢esitlendirilebilen bu sisem giliniimiize dek geliserek gelmistir ve hala ilgi

cekiciligini korumaktadir [32, 36, 37].

2.4 Polimerik Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Iaglarin geleneksel kullaniminda viicutta etki gdsterecegi miktar ve bulunma siiresiyle
ilgili kisitlamalar vardir. Pek ¢ok ilacin yar1 omrii kisadir ve hedeflerine giderken diger
dokularda veya organlarda bazi yan etkilere neden olur. Giiniimiizde ilaglarin

farmakolojik ve terapotik ozelliklerinin iyilestirilmesine yonelik ilag molekiillerinin
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dagitilmasini saglayan nanotasiyicilar tasarlanmaktadir. Bu nanotastyicilar, aktif
bilesiklerin daha iyi biyo-dagilimini ve bozulmalara karsi korunmasmm saglar. lag
molekiillerinin baglanmasi, ge¢isi, hedeflenmesi, biyolojik engelleri asmasi gibi ¢esitli

avantajlar sunmasi bu konuda arastirmalari arttirmistir [38, 39].

Nanotastyicilar kisaca, ilag etkinligini yiikseltmek ve yan etkileri en aza indirmek i¢in
kullanilmakta ve gelistirilmeye devam edilmektedir [40]. Ayrica tasiyicilar, sistemde
suda ¢oéziinmeyen ilaglarin biyoyararlanimini arttirir, biyoaktif makromolekiillerden

DNA ve siRNA gibi yapilarin tasinmasina yardimci olur [38].

Nanomalzemelerin  bazilar1  biyolojik olarak parcalanabilirken, bazilarinin
pargalanamiyor olmasi insanlarda ilag¢ tasiyici seklinde kullanilmasinin giivenligi
konusunda endiseler ortaya ¢ikarmustir. Yan tiriinlerin olumsuz etkileri bu endiselerin
biiytimesinin temel kaynagidir. Makro 6lgekte giivenli olan malzemelerin nano 6lgekte
fizikokimyasal ~ ozelliklerindeki  degisikliklerden dolayr viicuttan tamamen
temizlenememesi, doku ve organlarda istenmeyen birikmeler gibi olumsuzluklara
sebep olabilmektedir [41]. Bu yiizden ozellikle tibbi uygulamalar i¢in kullanilan
nanotastyicilar biyolojik olarak uyumlu ve toksik olmayan 6zellikte olmalidir. Ilag
dagitim1 i¢in uygun bir tasiyici tasarlanirken, stabilitesi, raf omrii, biyouyumlulugu,
biyodagilimi, hedeflemesi, islevselligi, ila¢ tasima kapasitesi ve salimi1 gibi gesitli
parametrelerin dogrulanmasi gerekir [38]. Yapilabilecek ¢esitli fonksiyonlandirmalar
ile biyouyumluluk, yiikleme hizi, kontrollii salim ve biyodagilim gibi 6zellikler

gelistirilerek farmakokinetik olarak yararli hale getirilebilirler [42].

Polimerik nanotasiyicilar, boyutlari 10 nm — 1 pm arasinda degisen ve dogasi geregi
kati olan kolloidal partikiillerdir. Sentetik polimerler ile hazirlama yontemine bagh
olarak, nanokapsiiller ve nanosferler, polimerik miseller, vezikiiller, ilag-polimer
konjugatlari, dendrimerler gibi ¢esitli yapilar olusturulur. Nanosferler, ilacin homojen
olarak dagildigr matris sisteminden olusurken, nanokapsiiller ilacin bir bosluga
gomiildiigii ve boslugun polimerik bir zarla ¢evrildigi sistemlerdir [42, 43]. Polimerik
miseller hidrofobik c¢ekirdek hidrofilik kabuk kismina sahip yapilardir. Suda

¢oOzlnlirliigl ¢ok az olan ilag vb. molekiilleri tasimada ¢ok avantaj saglarlar [44].

2.4.1 Polimerik miseller

Polimerik miseller, ¢ekirdek kisminda hidrofobik ilaglari ve dis kabugunda DNA veya
siRNA gibi hidrofilik biyoaktif molekiilleri tutabilen, amfifilik kopolimerin su
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igerisinde kendiliginden birlestirilmesiyle olusturulan nano boyutlu ¢ekirdek-kabuk
yapilardir. Boyutlar1 genellikle 100 nm’nin altindadir ve hidrofobik ilaglarin sistemik
dagitimi i¢in yaygin olarak kullanilir. Hidrofilik ytizeyleri, onlar1 retikiiloendotelyal
sistem tarafindan spesifik olmayan alimdan korur. Polimerik misellerin, stiin
kontrolllii salim o&zellikleri ve doku penetrasyon kabiliyetleri yaninda fizyolojik
kosullarda stabiliteleri, yiiksek ve ¢ok yonlii yiikleme kapasitesi, hedef bolgede ilag
iletimi ve hedefleme ligandlarinin konjugasyonu igin son grubun islevsellestirme

imkanlar1 sayesinde miikemmel ilag verme sistemi olduklar1 kanitlanmistir [41].

Miseller, genel olarak amfifilik makromolekiillerin sulu bir ¢ozelti i¢inde sistematik
kendiliginden birlesmesiyle olusur. Amfifilik ¢ok bloklu kopolimerlerin hidrofilik ve
hidrofobik birimleri, ¢ekirdek-kabuk nano yapi olusumunu saglar. Hidrofobik
birimler, hidrofilik birimlerden olusan dis korona ile ¢evrelenmis i¢ ¢ekirdegi
olusturmak icin birlesirler. Misel boyutlart ve formu, hidrofobik ve hidrofilik
kisimlarin oranina bagli olarak degisim gostermektedir. Polimerik misellere tasinmasi
istenen molekiillerin yiiklenmesi kovalent konjugasyon veya misellerin i¢ kismina
fiziksel olarak kapsiilleme yoluyla saglanir [45]. Miseller, genellikle uzun dolagim
saglamasi ve hedefe 6zgii aktif veya pasif ilag teslimi i¢in kullanimi agisindan dikkat

cekmektedir [39].

2.4.2 Kontrollii ilag tasiyici sistemler

[lag tasima sistemleri etken maddenin zamaninda (aninda, gecikmeli veya siirekli)
salinmasini saglayan nano boyutlu yapilardir. Sistem kendi basina farmasdétik olarak
aktif degildir, ancak tasidig1 aktif bilesiklerin etkinligini ve giivenligini arttirir [40].
Kontrollii ilag dagitim, arttirilmis etkinlik, azaltilmig toksisite, iyilestirilmis uyum ve
duyarlilik sagladigi i¢in avantajlidir. Ek olarak, kontrollii ilag tagima sistemi, ilact hizli
bozunma veya temizlenmeden korur ve hedeflenen dokulardaki ilag konsantrasyonunu

artirir, bu sayede daha diisiik dozlarda ilag kullanimini kolaylastirir [38].

[lag uygun bir tasima sistemi ile verildiginde etkinligi korur, yan etkilerden kurtulur
ve metabolizmanin ilk gecisinden kagabilir. ilag tasiyici sistemler, ilaglarin kontrollii
ve stirekli salimini sagladiklari i¢in farmasdtik reformiilasyonlarin bir parcasi haline

gelmistir [39].

Tastyic1 sistemlerin ilag iletimini etkileyen parametreler vardir. Bular su sekilde

siralanabilir:
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Parcacik boyutu: Nanopartikiillerin ila¢ yiiklemesini, stabilitesini biiyiik o6lgiide
etkiler. Ilag salimi da partikiil boyutundan etkilenir. Daha kiiciik partikiillerin daha ok
ylizey alanina sahip olmasi ilgili ilacin gogu partikiil yiizeyinde veya yakininda
olmasina sabep olur. Bu durum ilacin hizli salimina yol agar. Oysa boyut olarak daha
biiyiik partikiiller, daha fazla miktarda ilacin paketlenmesine ve yavasga yayilmasina

izin veren biiylik ¢ekirdeklere sahiptir.

Tasiyicillarin yiizey ozellikleri: Tasiyicilar intravendz olarak uygulandiklarinda,
viicut bagisiklik sistemleri tarafindan yabanci partikiiller olarak muamele goriirler ve
dolagimdan fagositozlanirlar. Tastyicilarin yiizey hidrofobikligi, kandan emilen
bilesenlerinin miktarini etkiler. Bu durum, kandaki opsonin olarak bilinen proteinlerin
yabanci kabul edilen nanopartikiillerin in vivo olarak kaliciligini etkilemesiyle
gergeklesir. Opsoninlerin nanopartikiillerin ylizeyine baglanmasina opsonizasyon adi
verilir, bu baglanma nanopartikiiller ve fagositler arasinda bir koprii gérevi gortir.
Yiizeyi modifiye edilmemis nanopartikiiller hizla opsonize olur ve hizli bir sekilde
makrofajlar tarafindan kan dolasimindan temizlenir. Nanopartikiillerin ilag
hedeflemede basarili olma olasiligin1 artirmak i¢in, opsonizasyonun azaltilmasi ve
nanopartikiillerin in vivo dolasiminin uzatilmasi onemlidir. Bu nanopartikiillerin
yiizeyinin hidrofilik polimerler ile kaplanmas: polietilen glikol (PEG), poli(etilen
oksit), polioksamer, poloksamin ve Tween 80 gibi hidrofilik béliimlere sahip biyolojik

olarak pargalanabilir kopolimerler kullanilarak saglanabilir.

Partikiillerin elektrik potansiyelini yansitan zeta potansiyeli, nanopartikiillerin yiizey
yuk 6zelligini karakterize etmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Pargacigin bilesiminden
ve i¢inde ¢oziindiigii ortamdan etkilenir. (+/-) 30 mV'nin {izerinde zeta potansiyeline
sahip nanopartikiillerin slispansiyonda stabiliteye sahip oldugu gdsterilmistir. Cilinkii
yiizeydeki yiik partikiillerin toplanmasini1 engeller. Zeta potansiyeli, yiikli bir aktif
malzemenin nanokapsiiliin merkezinde mi kapsiillenecegini yoksa yiizeyde mi adsorbe

edilecegini diizenlemek i¢in de kullanilabilir [45].

2.4.3 Hedefli ilac tasiyici sistmeler

Iag tasiyici sistemler olarak nanopartikiillerin kullanimi, hem aktif hem de pasif ilag
hedeflemesini saglamak i¢in partikiil boyutunun ve yiizey ozelliklerinin kolay
manipiilasyonu; ilacin hem tagima sirasinda hem de hedef bolgede kontrollii ve siirekli

bosaltilmasi ilacin terap6tik etkinliginin artirilmasi ve yan etkilerin azaltilmasi; yiiksek
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ilag yiikleme kapasitesi; parenteral, géz i¢i, oral, nazal vb. dahil olmak iizere ¢esitli
uygulama yollari; artan stabiliteye yol acan birlesmeden kaginma, ilag sizintisini
azaltmak icin uygulanan ila¢ molekiillerinin azaltilmis hareketliligi gibi one ¢ikan

ozellikler igerir [38, 45].

Terapotik olarak en uygun hizla bolgeye 6zgii ilag iletimi i¢in partikiillerin boyutunun
ve ylizey ozelliklerinin iyi kontrol edilmesi gerekir. Nanopartikiillere ilag verilen
bolgeyi gorsellestiren veya ilacin in vivo etkinligini izleyen bazi goriintiileme ajanlart

da dahil edilebilmektedir [38].

1986'da Dr. Hirosh Maeda tarafindan ortaya atilan gelistirilmis gegirgenlik ve tutma
(EPR) etkisi, kanser nanotipta en ¢ok arastirilan konu olmustur (Sekil 2.12). Cogu
kanser arastirmas1 EPR ve/veya hedeflemenin uygulanabilirligini kanitlamistir [40].
Tiimor tedavisi ve benzer hastalik problemleri igin ¢esitli polimerik sistemler daha
detayli incelenmistir [46]. Bu EPR etkileri, yani pasif uygulama yaklagimi kullanilarak
kanser hiicrelerinde ila¢ tutulmasini kolaylastirmak igin polimerik tastyicilar
tasarlanmistir [41]. Gelistirilen bazi kanser ilag tastyicilarinin tedavide kullanimi
onaylanmigtir [42]. Tastyicilart viicudun belirli bolgelerine hedefleme yontemi,

karaciger ve dalak gibi organlar tarafindan yakalanmasimin engellenmesi, ele alinmasi

’ —* .‘ NORMAL
Q..--

EPR ETKISI

Sekil 2.12 : Gelistirilmis gegirgenlik ve tutma (EPR) etkisi.
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Hedefli ilag tasiyici sistemler kanser tedavisinde kullanilmis, antikanser ilaglarini daha
etkili hale getirmis ve kanser tedavisinde en iyi sonuglari vermistir. Etken maddelerin,
viicutta bulunan bariyerler tarafindan bloke edilmeden ve etken maddelerin hacmini
kaybetmeden veya kan dolasimini etkilemeden timér dokularinin tam konumuna
ulasmasini saglamstir. lag, hedeflenen hiicreyi diger tiimér disi hiicrelere zarar
vermeden oldiirmelidir. {lacin dogru bolgeye ulasmast icin ya pasif ila¢ hedefleme ya
da aktif ila¢ hedefleme kullanilir. Bu siirecteki en 6nemli iki husus hastalikli dokunun

nanomalzemeler ile spesifik hedeflenmesi ve ilacin zamanlanmig salim1 ¢ok 6nemlidir

[38].

Hidrofobik ilaglarin kapsiillenmesi, ilaglarin timorler boyunca gegirgenligini
artirmasindan dolay1 antikanser alaninda kullanimi yogunlasmustir. Polimerik miseller,
antikorlar, epidermal biiytime faktorleri ve digerleri gibi ligandlara baglanarak kanser
dokularinin hedeflenmesi iizerine calismalar yapilmaktadir. Amfifilik diblok ve triblok
kopolimerler ile as1 kopolimerleri genellikle bu tiir amaglar igin ¢alisilmaktadir.
Literatiirde paklitakseli (PTX) kapsiillemek igin poli(laktit-b-PEG) polimerinin
kullanildig1 kaydedilmistir [39].

2.4.3.1 Folat

EPR etkilerine ek olarak, timor hiicresi aktif hedeflemesi, kemoterapétik ajanlarin
etkinliginin arttirilmasi agisindan umut verici bir stratejidir. Hedefli ilag tasiyicilar
gelistirilirken yiizey modifiye edilebilirligi ve spesifik hedefleme igin ajan olarak
antikorlar, aptamerler ve peptitler gibi hastaliga 6zgii ligandlarla uyumlulugu
onemlidir. En ¢ok kullanilan hedefleme ajanlarindan biri olan FA genellikle meme,
bobrek, yumurtalik, uterus, kolon ve akciger gibi bir¢ok malign tlimorlere asir
duyarhdir. Ciinkii normal dokularda folik asit reseptorii (FR), diisiik veya tespit
edilemeyen miktarlarda veya kan akisi ile erisilemeyen alanlarda bulunurken kanserli
dokuda asir1 ekprese edilir (Sekil 2.13). Bu 6zellikler, timor teshisi ve tedavisi i¢in FR
hedefli stratejilerin gelistirilmesini tesvik etmistir. Lipozomal tasiyicilarla yapilan
preklinik ¢alismalarda bir dizi FA konjuge terapotik ilaglar ve goriintiileme ajani ile
degerlendirilmis ve cesaret verici sonuglar alinmigtir. Bu nedenle FR, hedeflenen
Ozglinlestirilmis timor terapisi i¢in etkili bir segenek saglayabilen terapotik bir hedef

olarak goriilmektedir [47, 48].
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Sekil 2.13 : Folat reseptorii hedefli ilag tasiyict sistemlerin salim mekanizmasi.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Malzemeler

4-Siyano-4[(dodesilsiilfaniltiyokarbonil)siilfanil]pentanoik asit (CDTP, min. % 97,
Strem Chemicals), sodyum azit (NaN3, Merck), folik asit (FA, %97, Sigma), propargil
amin  (PA, %98, Sigma), N-hidroksisiiksinimit (NHS, Aldrich), 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilkarbodiimit hidroklorit (EDC, %98, Alfa easer), bakir (I1)
stilfat pentahidrat (CuSO4.5H20, Merck), L-sodyum askorbat (NaAsk, %99, Acros
Organics), doksorubisin (DOKS, Eczacibasi Ozgiin Kimyasal Uriinler San. ve Tic.
A.S.), metanol (Merck), dietil eter (Chem-Lab), dimetilsiilfoksit (DMSO, Carlo Erba),
aseton (Merck) satin alindigi gibi kullanilmistir. N,N-Dimetilformamit (DMF,
%+99.8, Alfa Aesar) 4 A molekiiler sieve ile kurutularak kullanilmistir. 2,2°-Azobis(2-
metilpropiyonitril)  (AIBN, Aldrich) metanolden kristallendirildikten sonra
kullanilmistir. 2-Hidroksietil metakrilat (HEMA, %97, Aldrich), glisidil metakrilat
(GMA, %97 Aldrich) ve metil metaktrilat (MMA, %99, Aldrich) monomerleri bazik

allimina kolonundan gegirilip inhibitorden uzaklastirildiktan sonra kullanilmistir.

3.2 Kullanilan Cihazlar

Fourier dontisiimlii infrared (FT-IR) spektrumlari platin-ATR aksesuari ile (ZnSe
kristali) ALPHA Bruker spektrometresinde kaydedilmistir. 'H NMR &l¢iimleri, 500
MHz’lik Bruker NMR cihazinda DMSQO-Ds ¢oziiciisii kullanilarak alinmistir. UV-Vis
absorbsiyon spektrumlari Hitachi marka U-2900 UV-Vis spektrofotometresi ile
Olctilmiistiir. Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) 6l¢iimleri, bir pompa ve Viscotek
VE 3580 refraktif indeks (RI) dedektoriinden olusan Viscotek GPCmax VE 2001
Autosampler sistemi kullanilarak yapilmistir. Seri olarak baglanmis ii¢ Viscotek GPC
kolonu (T3000, LT4000L ve LT5000L) (i¢ ¢ap 7.8 mm, 300 mm uzunluk) ve bir
Viscotek guard kolonu (CLM3008, i¢ cap 4.6 mm, 10 mm uzunluk) kullanilmistir.
Olgiimler 35 °C'de 1.0 mL/dakika akis hizinda yapilmistir ve ¢oziicii olarak THF
kullanilmistir. Dedektor, dar molekiil agirhigr dagilimima sahip PS standartlariyla

kalibre edilmis ve veriler Viscotek OmniSEC 4.7.0 yazilimi kullanilarak analiz
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edilmistir. DSC o6lgiimleri, TA marka Discovery DSC 250 cihazinda 25°C ile 250°C
araliginda, 10°C/dk 1sitma hizinda ve azot atmosferi altinda yapilmistir. Misellerin
ortalama partikiil boyutu ve partikiil boyutu dagilimlari, 633 nm dalga boyunda ve
25°C’de bir Malvern NanoZSP dinamik 151k sagilim (DLS) spektrometresi cihazi
kullanilarak metanol igerisinde 173°’lik 6lgiim agis1 ile belirlenmistir. Diyaliz islemi
gerektiren miseller diyalizden sonra kurutulmak i¢in -90°C’ye diisen LaboGene marka

CoolSafe 9 L liyofilizatorii kullanilmastir.

3.3 Deneysel Kisim

3.3.1 Poli(hidroksietil metakrilat-r-glisidil metakrilat) (P(HEMA-r-GMA))

sentezi

Hidroksietil metakrilat (HEMA)/glisidil metakrilat (GMA) oran1 95/5 olan polimer
sentezi: bir schlenk tiip igerisine sirasiyla HEMA (4.332 mL, 0.03572 mol), GMA
(0.256 mL, 1.88 x 102 mol), 4-siyano-4[(dodesilsiilfaniltiyokarbonil)siilfanil]
pentanoik asit (CDTP, 0.152 g, 3.76 x 10 mol), AIBN (20.4 mg, 1.24 x 10 mol) ve
kuru DMF (4.59 mL) konuldu. Vakum altinda dondur-¢ek-¢6z islemi 3 kere yapildi ve
polimerizasyon 70°C’deki yag banyosunda 4 saatte gergeklestirildi. Yag banyosundan
cikarilan schlenk tiip sogutularak polimerizasyon durduruldu. Elde edilen polimer
DMF ile seyreltilerek soguk dietil eter i¢erisinde ¢oktiiriildii. Vakum etiiviinde 24 saat
kurutulan polimer metanolde ¢oziilerek soguk dietil eterde ikinci kez ¢oktiirtildii. Nuge
erleni vasitastyla gooch krozeden (por. 4) siiziilen polimer 24 saat vakum etiiviinde

kurutuldu.

3.3.2 GMA iinitelerinin azit ile fonksiyonlandirilmasi

P(HEMA-r-GMA)-2 (4 g, 5.6 x 10 mol) ve kuru DMF (50 mL) 100 mL’lik bir balon
icerisine eklenerek manyetik karistirici iizerinde ¢6ziinene kadar karistirildi. Cozeltiye
sodyum azit (NaNs, 1.46 g, 2.24 x 102 mol) eklenerek 22 saat oda sicakhiginda
karismaya birakildi. Reaksiyon sonunda, karisim soguk dietil eterde ¢oktiirildii ve
nuge erleni vasitasiyla gooch krozeden (por. 4) siiziilerek vakup etiiviinde 1 giin

kurutuldu.

P(HEMA-r-GMA)-1 (93/7) ve P(HEMA-r-GMA)-3 (97/3) polimerlerinin GMA

tiniteleri ayn1 sekilde azitlendi.
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3.3.3 Polimerizasyonla indiiklenmis kendiliginden birlesme (PISA) yontemi ile
P(HEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA sentezi

P(HEMA-r-GMA-N3)-2 (0.2 g, 2.18 x 10 mol) agirlik¢a %10 (%w/w) olacak sekilde
metanol (5.3 mL) igerisinde ¢6ziildii. [Monomer]:[M-CTA]:[I] oran1 100:1:0.5 olacak
sekilde hesaplanarak AIBN (1.8 mg, 1.09 x 10~ mol) ve metil metakrilat (MMA, 0.233
mL, 2.18 x 102 mol) eklendi. Cozeltiden 5 dk azot gecirildi ve 70°C’deki yag
banyosunda (360 rpm) 5 saat, 7 saat, 10 saat olacak sekilde 3 ayr1 polimerizasyon
gergeklestirildi. Degisim gozlenip fotograflandi. Belirlenen siirelerde polimerizasyon
durdurulup seyreltmeden, %50 ve %25 seyrelterek olmak tizere 3 DLS 6l¢iimii yapildi.
Polimer soguk dietil eterde ¢oktiiriildii. Vakum etiiviinde kurutuldu (5-7-10 saat sirayla
%doniisiim = %65; %48; %67).

97:3 ve 93:7 oranli makro baslaticilar i¢in ayni islem 10 saat olarak gerceklestirildi
(Sirayla %doniisim = %63; %59).

95:5 oranli makro baslatict ile agirlik¢a yiizde ayni, [Monomer]:[M-CTA]:[I] oran1
50:1:0.5 ve 200:1:0.5 olan 10 saatlik olacak sekilde polimerzasyonlar gerceklestirildi
(Strayla %doniisiim = %71; %56).

Yine 95:5 oranli makro baslatici ile [Monomer]:[M-CTA]:[I] oran1 100:1:0.5 olacak
sekilde agirlikca yiizde 15 ve 20 olacak sekilde 10 saatlik polimerizasyonlar
gerceklestirildi (Sirayla %doniistim = %78; %51 ).

3.3.4 FA molekiiliiniin propargil amin ile fonksiyonlandirilmasi

Folik asit (1.5 g, 0.0034 mol) kuru DMF (40 mL) ile balon igerisinde ¢6ziindii. Buz
banyosunda sogutuldu. 1-(3-dimeitl-aminopropil)-3-etilkarboimit) (EDC, 0.590 g,
0.0038 mol), N-hidroksisiiksinimit (NHS, 0.437 g, 0.0038 mol) eklenerek 1 saat
karistirildi. Propargil amin (PA, 0.2037 mL, 0.0037 mol) 5 mL DMF igerisinde
karistirildi, 0 °C’de eklendi. Reaksiyon 24 saat oda sicakliginda karigmaya birakildi.
Reaksiyon durdurularak suyun igerisine dokiildi. 45 dakika manyetik karistiricida
hizlica karistirllarak ¢okmesi saglandi. Cokelti siiziildiikten sonra asetonla yikandi.

Vakum etiiviine kaldirildi (Dontistim = %84).

3.3.5 FA-PA’nin klik reaksiyonuyla kopolimere takilmasi

P(HEMA-r-GMA)-2 (1 g, 0.14 mmol), FA-PA (0.2758 g, 0.56 mmol), bakir (IT) siilfat
(CuSO0s4, 0.210 g, 0.56 mmol), sodyum askorbat (NaAsk, 0.333 g, 0.84 mmol), 5 mL
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DMF igerisinde ¢oziindii. 2 kez dondur-¢ek-¢6z islemi yapildi. 70°C’de yag
banyosunda 48 saat karistirildi. Oda sicakligina getirildikten sonra polimer, soguk
dietileterde ¢oktiirtildii. Vakum etiiviinde 1 giin kurutuldu. Metanolda ¢6ziinerek 6000-
8000 kDa membrana koyuldu. Suya kars1 diyaliz yapildi. Liyofilizatérde kurutuldu
(Verim = %69).

3.3.6 PISA yontemi ile P(HEMA-r-GMA-FA)-b-P(MMA) sentezi

P(HEMA-r-GMA-FA) (0.2 g, 2.07 x 10 mol) agirlik¢a %10 (%w/w) olacak sekilde
metanol (5.160 mL) igerisinde ¢oziildii. AIBN (1.7 mg, 1.035 x 10®° mol) ve metil
metakrilat (MMA, 0.221 mL, 2.07 x 107 mol) eklendi. Cozeltiden 5 dk azot gegirildi
ve 70°C’deki yag banyosunda (360 rpm) 10 saat polimerizasyon gergeklestirildi.
Degisim gozlenip fotograflandi. 10 saat sonra polimerizasyon durdurulup
seyreltmeden, %50 ve %25 seyrelterek DLS o&lgtimii yapildi. Polimer soguk

dietileterde ¢oktiiriildii ve vakum etiiviinde kurutuldu (Dontigiim = %56).

3.3.7 Ilag yiiklii misellerin PISA yéntemiyle hazirlanmasi

P(HEMA-r-GMA)-2 polimeri ile hazirlanan folik asit fonksiyonlu makroRAFT ajani
(P(HEMA-r-GMA-FA)), (0.2 g, 2.07 x 10-3 mol), agirlik¢a yiizde (%w/w) 10 metanol
(5.186 mL) igerisinde ¢o6ziildii. Monomer, makroRAFT ajani ve baglaticinin toplam
agirhiginin %5°1 olacak sekilde DOKS (20.4 mg) eklendi, ¢6ziinmesi saglandi. AIBN
(1.7 mg, 1.035 x 10-5 mol) ve metil metakrilat (MMA, 0.221 mL, 2.07 x 10-3 mol)
eklendi. Cozeltiden 5 dk azot gegcirildi ve 70 °C’deki yag banyosunda (360 rpm) 10
saat olacak sekilde polimerizasyonu gercgeklestirildi. Degisim gozlenip fotograflandi.
10 saat sonra polimerizasyon durdurulup seyreltmeden, %50 ve %25 seyrelterek DLS
6l¢timii yapildi. 6000-8000 kDa diyaliz membran igerisine konulup distile suya kars1
diyaliz yapildi. Elde edilen miseller liyofilizatdrde kurutuldu (Doniisiim = %49).

3.3.8 Ilag yiikleme (DL) ve enkapsiilasyon veriminin (EE) belirlenmesi

Liyafilizatérde kurutulan DOKS vyiiklii misellerden 4 mg tartilarak 1 mL DMSO
igerisinde 1 giin bekletildi. DOKS’un DMSO igerisinde 7 farkli konsantrasyonda
cozeltisi hazirlanarak 485 nm’deki absorbans degerleri dl¢iildii. Bir kalibrasyon egrisi
olusturuldu. DMSO i¢erisinde bekletilen misellerin 485 nm’de absorbansi 6l¢iilerek
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak yiiklenen DOKS i¢in mg/mL degeri bulundu. Bu
deger ile verilen denklemler (3.1 ve 3.2) kullanilarak DL ve EE hesaplandi.
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Misele yiiklenen ilag agirlig:
%DL = - R x 100 3.1
Misel agirligt

Misele yiiklenen ilag agirligt
%EE = - — x 100 3.2
Beslenen ilag agirligt

Beslenen ilag agirligy
%TDL = — x 100 3.3
Toplam agirlik

3.3.9 llac yiiklii misellerin in-vitro salm cahismasi

Liyafilizatérde kurutulmus DOKS yiiklii misellerden 10 mg tartildi. 2 mL PBS (pH
7.4) igerisinde ¢Oziildii. 1 mL alinarak diyaliz membrana (MWCO=3500 kDa)
koyuldu. Membran Tween® 80 (%1 v/v) igeren 20 mL PBS ¢ozeltisinde 37 °C’deki
inkiibatore yerlestirilerek 80 rpm de karigmaya birakildi. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 24, 48,
72 ve 96 saat olarak belirlenen siirelerde durdurularak 2 mL medyumdan alinarak tekrar 2
mL PBS eklendi. DOKS salim degerleri 96’lik well plate kullanilarak ELISA cihazinda,
3’er kuyucuga 200’er pL kullamlarak &lgiildii. Ornekler 480 nm’de uyarilarak 590
nm’deki intensite degerleri elde edildi. Ortalama intensite degerleri ile %ila¢ salim
miktarlar1 denklemdeki gibi (3.4) hesaplandi. (V: medyum hacmi; df: seyreltme faktorii;
egim PBS icerisinde c¢esitli konsantrasyonlardaki DOKS-PBS c¢ozeltisi ile 0Olgiilen
intensite degerleriyle olusturulan kalibrasyon egrisinden elde edilmistir.) Ilag salim grafigi
zaman ve kiimiilatif olarak %ilag salim degerleriyle olusturuldu.
intensite x V x df

hilac salum = x 100 34
wllag salim Egim X Yiiklenen ilag miktari
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada HEMA ve GMA monomerlerinin RAFT polimerizasyonuyla rasgele
kopolimeri  sentezlenerek RAFT-PISA  yoOntemiyle MMA  monomerinin
polimerizasyonunda makroRAFT ajani olarak kullanilmasi incelenmistir. Sentezlenen
rasgele kopolimerlerden biri segilerek polimerin GMA {initeleri kanser hedefleme
ozelligi olan folik asit ile fonsiyonlandirilmistir. Elde edilen polimer RAFT-PISA
yontemiyle MMA monomerinin polimerizasyonunda kullanilmis ve kanser hedefli
miseller olusturulmustur. Polimerizasyon ile ayni anda olusan hedefli tasiyicilarin
boyutlari DLS ile karakterize edilmis, es zamanli ilag yiiklemesi yapilarak ilag¢ tasima

potansiyelleri incelenmistir.

4.1 P(HEMA-r-GMA) Sentezi ve Karakterizasyonu

HEMA ve GMA monomerlerinin RAFT polimerizasyonuyla rasgele kopolimerlerinin
sentezlenmesi amaciyla farkli monemer oranlarinda polimerizasyonlari saglandi (Sekil

4.1).

(0]
S_ _S.
Ho)k/x \n/ CHZ(CH2)10CH3
CN s
AIBN I ve
(o} o
DMF o o
H )
OH

Y
o
CN m n S
oo 0o o
N
OH
Sekil 4.1 : P(HEMA-r-GMA) rasgele kopolimerinin RAFT polimerizasyonu.

30



Polimerizasyon kosullar1 ile sonu¢ polimerlerin doniisiim, molekiil agirhigr ve
polidispersite degerleri Tablo 4.1°de ayrintili olarak verilmistir. GMA orani arttik¢a
dispersitenin  arttigi  gozlenmistir. Elde edilen polimerler THF igerisinde
¢oziinebildikleri i¢in molekiil agirliklart THF GPC ile 6l¢iilmiistiir (Sekil A.1). Ancak,
%10 ve lizerinde GMA igeren polimerlerin zamanla (3 hafta sonra) ¢oziinmeyen
jelimsi yapilara doniistiigii tespit edilmistir. Bu durum goéz oniinde bulundurularak
GMA iinite sayisinin %10’un altinda oldugu polimerler ile ¢aligmalara devam

edilmistir.

Tablo 4.1 : RAFT polimerizasyonu ile sentezlen®® farkli HEMA:GMA oranlaria
sahip polimerlerin doniisiim, molekiil agirlig1 ve polidispersite degerleri.

Polimer HEMA/GMA Doniisiim Mn’ h Mn,GPC PDI
(Vo) (g/mol) (g/mol)

P(HEMA-r-GMA)-1 97:3 85 13714 6250 1.136
P(HEMA-r-GMA)-2 95:5 83.4 11307 7153 1.149
P(HEMA-r-GMA)-3 93:7 89.7 12153 7123 1.150
P(HEMA-r-GMA)-4 90:10 85 11515 5432 1.172
P(HEMA-r-GMA)-5 85:15 93 12714 6965 1.240
P(HEMA-r-GMA)-6 80:20 86 11802 7439 1.287

4M]:[CDTP]:[AIBN] oran1 100:1:0.33

bPolimerizasyon sicakligi= 70°C, polimerizasyon siiresi= 4 saat

Tablo 4.1’de gosterilen polimerlerin  THF igerisinde ¢ekilmis olan GPC
kromatogramlar1 Sekil 4.2°de karsilastirilmistir. Hesaplanan teorik molekiiler
agirliklar ile 6lgiilen ortalama molekiil agirlik degerleri arasinda gozlenen fark GPC
Olgtimlerinin refraktif indeks dedektorii ile yapilmasindan ve polistiren standartlari

kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.

Elde edilen polimerlerin yapilar1 ‘H NMR ile karakterize edilmis ve P(HEMA-r-
GMA)-2 polimerine ait *H NMR spektrumu Sekil 4.3’te verilmisti. HEMA
tinitelerinden gelen e, ¢ ve d protonlar sirastyla 4.8, 3.9 ve 3.6 ppm’de gozlenmistir.
GMA {initelerinden gelen h protonlari 4.3 ve 3.7 ppm’de, i protonlar1 3.2 ppm’de ve j
protonlar1 2.6 ve 2.8 ppm’de goriilmektedir. RAFT ajanina ait protonlar da Sekil 4.3°te
ayrimntili olarak verilmistir. Ayni sekilde P(HEMA-r-GMA)-1 ve P(HEMA-r-GMA)-3
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polimerlerine ait *H NMR spektrumu Sekil A2 ve A.3’de ayrntili olarak

gosterilmistir.

P(HEMA-r-GMA)-2
M = 7153 g/mol
PDI= 1.149

P(HEMA-r-GMA)-1
M = 6250 g/imol
PDI= 1.136

P(HEMA-r-GMA)-3
M = 7123 gimol
PDI= 1.1

Alikonma hacmi (mL)

Sekil 4.2 : Farkli monomer oranlarinda hazirlanan P(HEMA-r-GMA)
polimerlerinin THF igerisinde ¢ekilmis GPC kromatogramlari.
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2 2 P f A s 8 7
r A D VS e
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OH |
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Sekil 4.3 : P(HEMA-r-GMA)-2 polimerinin DMSO-ds’da ¢ekilen *H NMR
spektrumu.
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RAFT ajanina ait olan 6 protonlar1 ile HEMA iinitelerinden gelen C protonlarinin
integrallerinin oranlanmasiyla HEMA {inite sayist hesaplanmigtir. Ardindan
GMA’dan gelen h protonlarinin HEMA’dan gelen ¢ protonlarinin integralleri ile
oranlanmasiyla GMA fiinite sayis1 hesaplanmistir. Ilgili iinite sayilar1 kullanilarak
hesaplanan molekiil agirliklar1 Tablo 4.2°’de verilmistir. Ayni hesaplamalar diger
oranlarla sentezlenen polimerler i¢in de yapilmuistir. 'H NMR spektrumlarindan
yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen kopolimerlerdeki monomer oranlarinin

besleme oranlarina yakin oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.2 : Farkli HEMA:GMA besleme oranlarryla sentezlenen kopolimerlerin *H
NMR sonucunda elde edilen monomer oranlar1 ve molekiil agirliklari.

Polimer GMA GMA Kopolimer M

BOes:::::e Oram Kompozisyonu (g;lr’rljl:){ll;
(%)
(“o)

P(HEMA-r-GMA)-1 3 4 P(HEMAsc-GMA3) 12022
P(HEMA-r-GMA)-2 5 6 P(HEMAs3-GMA.4) 9171
P(HEMA-r-GMA)-3 7 8 P(HEMA7:-GMAg) 10496
P(HEMA-r-GMA)-4 10 10 P(HEMAs0-GMA7) 9210
P(HEMA-r-GMA)-5 15 17 P(HEMAs3-GMA 12) 9650
P(HEMA-r-GMA)-6 20 25 P(HEMAg-GMA2) 11055

Elde edilen polimerlerin termal davramisi DSC ile takip edilmistir. Sekil 4.4’te
P(HEMA-r-GMA)-2 polimerinin termal davranisi goriilmektedir.
Polimerin -28.7°C’de bir kristallenme (Tc) gosterdigi ve camsi gegis sicakliginin (Tg)
66.5°C oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4 : P(HEMA-r-GMA)-2 polimerinin DSC termogrami.

4.2 Azit Fonksiyonlu Polimerlerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Farkli oranlarda sentezlenen P(HEMA-r-GMA) polimerlerinin GMA iiniteleri sodyum
azit (NaNs) ile oda sicakliginda reaksiyona sokularak azit fonksiyonlu polimerler
olusturuldu (Sekil 4.5). Elde edilen P(HEMA-r-GMA-N3) polimerleri FT-IR, *H NMR
ve UV ile karakterize edildi.

Azitleme reaksiyonu sirasinda %10 ve iizerinde GMA f{initesi i¢eren polimerlerin
jellestigi gozlendi. 11k elde edilen deneysel veriler sonucunda bu polimerlerin zamanla
jellesme gosterdigi belirlenmisti. Azitleme reaksiyonu sonrasinda benzer sonuglar elde
edilmesiyle %10’un altinda GMA igerigine sahip polimerler ile ¢alismaya devam

edilmesi kesinlestirilmis oldu.
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Sekil 4.5 : P(HEMA-r-GMA-N3) polimerinin sentezi.

Sekil 4.6°da verilen FT-IR spektrumunda goriildiigii gibi 2140 cm™ ve 640 cm™°de
gozlenen -Ng titresim bantlari P(HEMA-r-GMA-N3)-2 polimerinin basarili bir sekilde
sentezlendigini kanitlamaktadir. Ayni titresim bantlar1 P(HEMA-r-GMA-N3)-1 ve
P(HEMA-r-GMA-Ng)-3 iginde gosterilerek  azitlenmenin  basarili  oldugu
kanitlanmustir (Sekil A.14 ve A.15).

Ayrica, azitleme reaksiyonunun basaril1 bir sekilde gerceklestirildigi 'H NMR 6l¢iimii
ile de gosterildi (Sekil 4.7). Sekil 4.7°deki P(HEMA-r-GMA-N3)-2 polimerinin *H
NMR spektrumunda azitleme sonrast GMA iinitelerindeki epoksi gruplarinin

acilmasiyla olugan -OH protonlarinin 5.5 ppm’de oldugu goriilmektedir.
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a) P(HEMA-r-GMA)-2
a b) P(HEMA-r-GMA-N,)-2
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Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.6 : a) P(HEMA-r-GMA)-2 ve b) P(HEMA-r-GMA-N3)-2 polimerlerinin
FT-IR spekturumlari.

Glisidil metakrilat tinitelerine ait olan h, i ve j protonlarinin azitleme sonrasinda 3.8
ve 3.3 ppm’e kaydigi gozlenmistir. 3.8 ppm’de gozlenen ¢, h ve j protonlarinin
integrallerinin 3.6 ppm’de ¢ikan ve HEMA’dan gelen d protonlarmin integrali ile
oranlanarak azitleme oncesinde hesaplanan GMA oranmyla karsilastirilmistir. Bu
karsilastirma sonucunda azitlemenin basariyla gergeklestigi tespit edilmistir. Ayni
hesaplamalar P(HEMA-r-GMA-Nz3)-1 ve P(HEMA-r-GMA-N3)-3 polimerleri i¢in de
Sekil A.4 ve A.5°de gosterilen *H NMR 6l¢iimii ile yapilmustir.
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Sekil 4.7 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 polimerinin DMSO-ds’da ¢ekilen *H NMR
spektrumu.

P(HEMA-r-GMA-N3)-2 polimerinin termal davranis1 DSC ile 6l¢iildiigiinde azitleme
sonrasinda polimerin camsi gecis sicakligimin (Tg) 96.6°C’ye ¢iktigi gozlenmis, -N3

gruplarmnin polimerin esnekligini azalttig1 sonucuna varilmistir (Sekil 4.8).

Ekzo
yukari

Is1 akisi (W/g)

96.6 C

L | . 1 ] | J 1
-50 0 50 100 150
Sicaklik (°C)

Sekil 4.8 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 polimerinin DSC termogrami.
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43PISA Yontemi ile PHEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA  Sentezi  ve

Karakterizasyonu

P(HEMA-r-GMA-N3) makroRAFT ajanlar1 ile RAFT-PISA yontemi kullanilarak
MMA monomerinin polimerizasyonu incelenmistir (Sekil 4.9). Farkli GMA
oranindaki makroRAFT ajanlarinin, siirenin, metanol igerisinde agirlik¢a oraninin
(%ow/w) ve [MMA]/[makroRAFT] oraninin etkisini incelemek amaciyla
gerceklestirilen PISA reaksiyonlari ile ilgili sonuglar Tablo 4.3 ve 4.4’te verilmistir.
Bu reaksiyonlar sonucunda elde edilen partikiillerin DLS ile ortalama boyutlari

Olciilerek karsilastirilmistir.
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Sekil 4.9 : P(HEMA-r-GMA-Nz3) makroRAFT ajani kullanilarak MMA’in PISA
yontemiyle polimerizasyonu.
P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajani karsilastirmalari yapmak amaciyla
secilmistir. Bu polimer kullanilarak ilk PISA reaksiyonu 10 saatte gerceklestirilmistir.
Reaksiyon Oncesi ve sonrasi fotograflanarak degisim gosterilmistir (Sekil A.16).
Sonugta olusan partikiillerin boyutlar1 6l¢iilmiistiir (Tablo 4.3). Elde edilen bulanik
misel ¢ozeltisi %50 ve %75 oranlarinda seyreltilerek partikiil boyutlarindaki
degisimler incelenmistir (Sekil 4.10). Beklendigi gibi %75 seyreltme sonucunda elde
edilen partikiil boyutlar1 daha diisiik ¢iktig1 i¢in sonraki asamada gergeklestirilecek

olan diger PISA reaksiyonlarda da ayni seyreltmenin yapilmasi tercih edilmistir.
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Tablo 4.3 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajani kullanilarak PISA yontemiyle

MMA polimerizasyonu? sonucunda elde edilen partikiillerin boyutlarinda seyreltme
etkisi.

Seyreltme Boyut
(%) (d.nm)

0 412

50 297

75 221

IMMA]:[makroRAFT]= 100:1, polimerizasyon siiresi= 10 saat,
metanol %10 (w/w)
20 -

15 1

0,1 1 10 100 1000 10000
Partikil boyutu (nm)

Sekil 4.10 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 kullanilarak elde edilmis P(HEMA-r-GMA-
N3)-b-PMMA polimerine ait a) %0, b) %50 ve ¢) %75 seyreltilmis misellerin DLS
ile 6l¢iilmiis boyut dagilim grafikleri.

Farkli GMA oranina sahip makroRAFT ajanlar1 (P(HEMA-r-GMA-N3)-1-2-3)
kullanilarak gerceklestirilen PISA reaksiyonlar1 gerceklestirildi. Oncesi ve sonrasi
fotograflanarak degisimleri karsilastirilarak gosterildi (Sekil A.17). PISA sonucunda
elde edilen partikiillerin boyutlar1 (%75 seyreltem sonrasi) sirasiyla 150, 92 ve 221 nm
olarak oOlgllmiistir (Tablo 4.4). Baslangi¢c polimerindeki GMA orani ile sonugta
olusan partikiillerin boyutlar1 arasinda belirgin bir korelasyon goriilmemistir (Sekil
4.11). Polimerizasyon siiresinin olusan partikiil boyutu {izerine etkisini incelemek
amaciyla P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajanmi ile 10, 7 ve 5 saatlik PISA
reaksiyonlart gerceklestirilmistir ve fotograflanarak karsilastirilmistir (Sekil A.18).
Polimerizasyon siiresi azaldik¢a olusacak kopolimerdeki PMMA {inite sayis1 daha az

olacagindan olusan misellerin boyutlarinin da azalmasi beklenmektedir. Elde edilen
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sonuglar bu beklentileri dogrulamigtir ve 10, 7 ve 5 saatlik PISA reaksiyonlar
sonucunda olusan partikiillerin boyutlar1 sirastyla 221, 134 ve 73 olarak 6l¢iilmiistiir
(Sekil 4.12). Coziicti miktarmin etkisini incelemek amaciyla agirlik¢a %10, 15 ve 20
olacak sekilde metanol igerisinde PISA reaksiyonlar1 gercgeklestirilmistir ve
fotograflanip degisimler karsilagtirilmistir (Sekil A.19) . Metanol miktari ile orantili
bir artis veya azalis gozlenmemistir (Sekil 4.13). Bu parametrelere ek olarak
[MMA ]/[makroRAFT] oraniin partikiil boyutu iizerine etkisi de incelenmistir. Ayni
sekilde Oncesi sonrasi fotograflanarak karsilastirma yapilmistir (Sekil A.20). Tablo
4.4°te ve Sekil 4.14°te goriildiigii gibi oran azaldikga partikiil boyutu da azalmaktadir.
Bu durum monomer miktariin azalmasi sonucunda hidrofobik zincir uzunlugunun da

azalmasi ile aciklanabilir.

Tablo 4.4 : P(HEMA-r-GMA-N3) makroRAFT ajanlar1 kullanilarak MMA nin PISA
yontemiyle polimerizasyonu.

Polimer [MMA]: Kati t Boyut
[makroRAF madde (saat) (d.nm)P
T] (Yowiw)
P(HEMA-r-GMA-N3)-3 100:1 10 10 92
P(HEMA-r-GMA-N3)-1 100:1 10 10 150
P(HEMA-r-GMA-N3)-2 100:1 10 10 221
P(HEMA-r-GMA-N3)-2 100:1 10 7 134
P(HEMA-r-GMA-N3)-2 100:1 10 5 73
P(HEMA-r-GMA-N3)-2 100:1 15 10 342
P(HEMA-r-GMA-N3)-2 100:1 20 10 163
P(HEMA-r-GMA-N3)-2 50:1 10 10 53
P(HEMA-r-GMA-N3)-2 200:1 10 10 291

Monomer ve makroRAFT ajanindan olusan toplam kat1 madde ytizdesi.

b9475 seyreltme sonucunda 8lgmiilmiistiir.
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Sekil 4.11 : a) P(HEMA-r-GMA-N3)-1, b) P(HEMA-r-GMA-N3)-2 ve c)
P(HEMA-r-GMA-N3)-3 kullanilarak elde edilmis P(HEMA-r-GMA-N3)-b-
PMMA polimerlerine ait misellerin %75 seyreltilerek DLS ile l¢iilmiis boyut
dagilim grafikleri.

30 -

25 o

Sayi (%)

0,1 1 10 100 1000 10000
Partikiil boyutu (nm)

Sekil 4.12 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 kullanilarak a) 10, b) 7 ve c) 5 saatte elde
edilmis P(HEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA polimerlerine ait misellerin %75
seyreltilerek DLS ile dl¢iilmiis boyut dagilim grafikleri.
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Sekil 4.13 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 kullanilarak agirlik¢a a) %10, b) %15 ve c)
%20 olacak sekilde metanol igerisinde elde edilmis P(HEMA-r-GMA-N3)-b-
PMMA polimerlerine ait misellerin %75 seyreltilerek DLS ile 6l¢iilmiis boyut

dagilim grafikleri.

30 4

25 4

Say (%)
I
(-2

0,1 1 10 100 1000 10000
Partikul boyutu (nm)

Sekil 4.14 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 kullanilarak [MMA]:[makroRAFT] orani1 a)
50, b) 100 ve c) 200 olarak elde edilmis P(HEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA
polimerlerine ait misellerin %75 seyreltilerek DLS ile 6l¢iilmiis boyut dagilim
grafikleri.

PISA sonucunda elde edilen polimerlerin *H NMR analizleri incelendiginde MMA
tinitelerinin yapiya katildigi Sekil 4.15 ve A.6-A.13’deki gosterildigi gibi tespit edildi.
Metil metakrilat iinitelerinin n protonlari 3.6 ppm’de HEMA {initelerinin d protonlari
ile bir arada ¢ikmaktadir. 3.6 ppm’deki protonlarin integrali 3.8 ppm’deki protonlarin
integrali ile oranlanarak P(HEMA-r-GMA-N3)-2’nin *H NMR’indan elde edilen

sonuglarla karsilastirildi. Bu karsilatirma sonucunda MMA {initelerinin yapiya

katildig1 belirlendi.
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Sekil 4.15 : P(HEMA-r-GMA-Nz3)-2 makro RAFT ajani ile sentezlenen P(HEMA-
r-GMA-N3)-b-PMMA polimerinin DMSO-ds’da ¢ekilen *H NMR spektrumu.

4.4 Folik Asit Molekiiliiniin Propargil Amin ile Fonksiyonlandirilmasi ve

Karakterizasyonu

Folik asit (FA) propargil amin ile literatiirdeki gibi reaksiyona sokularak klik
reaksiyonu i¢in uygun hale getirildi (Sekil 4.16) [48]. Elde edilen alkin fonksiyonlu
FA-PA FT-IR, *H NMR ve UV ile karakterize edildi.

FT-IR spektrumunda (Sekil 4.17) belirgin bir fark gdzlenememis olsa da *H NMR
spektrumunda (Sekil 4.18) fonksiyonlandirmanin basarili bir sekilde gerceklestigi
gosterildi.
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Sekil 4.16 : Alkin fonsiyonlu folik asit (FA-PA) sentezi.

a) Folat
a b) Propargil Folat

v

Gegirgenlik (%)

' I 4 I ' 1 ' I v I v 1 M I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm’)

Sekil 4.17 : a) Folik asit (FA) ve b) FA-PA’nin FT-IR spektrumlari.

Sekil 4.18°de goriildiigii gibi alkin grubundan gelen | protonu 3.1 ppm civarinda ve kK
protonlart 3.8 ppm’de tespit edildi. Olusan amid grubunun NH protonu (j) ise 7.9
ppm’de gozlendi.
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Sekil 4.18 : FA-PA’nin DMSO-ds igerisinde ¢ekilen *H NMR spektrumu.

Polimere takildiktan sonra karakterizasyonda kullanmak amaciyla FA-PA’nin
absorpsiyon gosterip gostermedigi DMF igerisinde ¢ekilen UV spektrumu ile

incelenmistir (Sekil 4.19). Folik asitin 280 nm’de ve 360 nm’de maksimum absorbans

gosterdigi belirlenmistir.

2.0q
1.5

1.0 4

Absorbans

0.54

0.0 T . T . T g T y 1
300 350 400 450 500
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.19 : FA-PA molekiiliiniin DMF igerisinde (2.5x102 mg/mL) ¢ekilmis UV
spekturumu.
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4.5 Klik Reaksiyonu ile P(HEMA-r-GMA-FA) Polimerinin Sentezi ve

Karakterizasyonu

FA-PA molekiilii ve P(HEMA-r-GMA-N3)-2 polimeri bakir (II) siilfat ve sodyum
askorbat varliginda klik reaksiyonuna sokularak FA fonksiyonlu polimer elde edildi
(Sekil 4.20). Elde edilen P(HEMA-r-GMA-FA) polimeri FT-IR, 'H NMR, UV ve
DSC ile karaktere edildi.

P(HEMA-r-GMA-N3) polimerinin klik dncesi ve sonrasi FT-IR spektrumlar1 Sekil
4.21°de karsilastirildi. Polimerin -N3 ait 2140 cm™ ve 640 cm™¥de goriilen
titresimlerinin klik reaksiyonu sonrasinda kayda deger bir sekilde kayboldugu

gbzlenmis ve reaksiyonun basarili oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.20 : Klik reaksiyonu ile P(HEMA-r-GMA-FA) sentezi.
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a) P(HEMA-ko-GMA-N,)-2
b) P(HEMA-ko-GMA-FA)

‘\/»f"w I

Gegirgenlik (%)
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s 1 2 1 ¥ 1 ' 1 ¥ 1 L 1 . 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm'1)

Sekil 4.21 : a) P(HEMA-r-GMA-Nz)-2 ve b) P(HEMA-r-GMA-FA)
polimerlerinin FT-IR spekturumlari.

'H NMR spektrumu incelendiginde HEMA ve GMA {initelerine ait protonlardan farkli
olarak 6.0-9.0 ppm araliginda folik asitten gelen aromatik protonlarin oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.22). Bu da klik reaksiyonunun basarili bir sekilde
gerceklestirildigini gostermektedir.
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Sekil 4.22 : P(HEMA-r-GMA-FA)-2 polimerinin DMSO-ds’da ¢ekilen *H NMR
spektrumunu.
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FA-PA’nin polimer yapisina katildigin1 géstermek amaciyla gergeklestirilen diger bir
6l¢tim de UV spektroskopisidir. Elde edilen P(HEMA-r-GMA-FA) polimerinin UV
spektrumu P(HEMA-r-GMA-N3)-2 polimerinin ve FA-PA’nin UV spektrumlart ile
karsilastirildiginda klik reaksiyonu sonucundan FA-PA’ya benzer bir spektrum

gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.23).

2.0

Absorbans

1 T T 1
300 350 400 450 500
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.23 : a) P(HEMA-r-GMA-N3)-2 polimerinin (0.5 mg/mL), b) FA-PA’nin
(2.5x102 mg/mL), ¢) P(HEMA-r-GMA-FA) polimerinin (0.5 mg/mL) DMF
igerisinde ¢ekilmis UV spekturumlari.

P(HEMA-r-GMA-FA) polimerinin termal davranigit DSC ile incelenmis, polimerin Tg
degerinin 107.9°C oldugu tespit edilmistir. Klik reaksiyonu sonucunda FA-PA gibi
hacimli ve aromatik gruplar iceren bir yapimin katilmasiyla polimerin Ty degerinin

arttigi belirlenmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24 : P(HEMA-r-GMA-FA) polimerinin DSC termogrami.

46 PISA yontemi ile P(HEMA--GMA-FA)-b-PMMA  Sentezi  ve

Karakterizasyonu

P(HEMA-r-GMA-FA) makroRAFT ajan1 kullanilarak PISA yontemiyle MMA
monomerinin polimerizasyonu gergeklestirilmistir (Sekil 4.25). Olusan partikiillerin
ortalama boyutu DLS ile &lciilmiis, 'H NMR analiziyle MMA’mn yapiya katilip
katilmadig: belirlenmistir. 3.6 ppm’deki n ve d protonlarinin integrali 3.8 ppm’deki
protonlarin integrali ile oranlanarak P(HEMA-r-GMA-FA)’nin *H NMR’indan elde
edilen sonuglarla karsilastirildi (Sekil 4.26). Bu karsilatirma sonucunda MMA

tinitelerinin yapiya katildig: belirlendi.
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Sekil 4.25 : P(HEMA-r-GMA-FA) makroRAFT ajani kullanilarak PISA
yontemiyle MMA polimerizasyonu.
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Sekil 4.26 : P(HEMA-r-GMA-FA)-b-PMMA polimerinin DMSO-ds’da ¢ekilen H
NMR spektrumu.
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4.7 PISA Yéntemiyle Ila¢ Yiiklii Misellerin Hazirlanmas: ve Karakterizasyonu

llag yiikli miseller PISA ile literatiirdeki gibi polimerizasyon yapilarak
olusturulmustur (Sekil 4.27) [49]. Olusan partikiillerin ortalama boyutu DLS
Olglilmiis, diyaliz membran yoOntemiyle serbest DOKS uzaklastirilarak ortalama
partikiil boyutu DLS ile tekrar 6l¢iilmiistiir. Daha 6nce elde edilen P(HEMA-r-GMA-
N3)-b-PMMA ve P(HEMA-r-GMA-FA)-b-PMMA partikiillerinin boyutlar1 ile
karsilastirtlmistir (Tablo 4.5).

W% “CH,(CH,)1oCH;

?gs = o\l/o : KENDILIGINDEN

| | BIRLESME

Sekil 4.27 : P(HEMA-r-GMA-FA) makro baslaticis1 kullanilarak PISA
yontemiyle DOKS yiiklii misellerin olusumu.

P(HEMA-r-GMA-FA) polimeri ile olusturulan misellerin (P(HEMA-r-GMA-FA)-b-
PMMA) boyutlarinin folik asit igermeyen misellere gore daha biiylik oldugu
belirlenmistir. Bu durum hacimli FA gruplarmin varhigi ile agiklanabilir. ilag yiiklii
olan ve olmayan miseller karsilatirildiginda ise ilag yiiklii misellerin boyutunun daha
diisiik oldugu goriilmektedir (201 nm) (Tablo 4.5). Partikiil boyutundaki bu diistisiin
DOKS’un FA ile n-n etkilesimi kurarak daha siki paketlenmis bir yapt olusturmasi

nedeniyle olabilecegi disiiniilmustiir.
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Tablo 4.5 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 ve P(HEMA-r-GMA-FA) makroRAFT ajanlari
ile olusturulan misellerin partikiil boyutlari.

Polimer Boyut
(d.nm)
P(HEMA-r-GMA-Nz)-b-PMMA 221
P(HEMA-r-GMA-FA)-b-PMMA 268
P(HEMA-r-GMA-FA)-b-PMMA + DOKS 201
20 1
Cc
15 1 b
a
§1o 1
3
5 4
0 T T r T ]
0,1 1 10 100 1000 10000

Partikiil boyutu (nm)

Sekil 4.28 : a) P(HEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA, b) P(HEMA-r-GMA-FA)-b-
PMMA ve c¢) P(HEMA-r-GMA-FA)-b-PMMA + DOKS polimerlerine ait
misellerin %75 seyreltilerek DLS ile 6l¢iilmiis boyut dagilim grafikleri.

PISA oOncesi ve sonrasi fotograflar incelendiginde P(HEMA-r-GMA-N3)-2’nin
kullanildig1  sistemin polimerizasyon oOncesinde tamamen seffaf oldugu,
polimerizasyon sonrasinda ise misel olusumu ile birlikte bulaniklastigi agikca
goriilmektedir (Sekil 4.29). P(HEMA-r-GMA-FA) kullanilarak gerceklestirilen ilag
yukli ve yliksiiz polimerizasyonlarin fotograflar1 incelendiginde polimerizasyon
oncesinde bile FA’in yapiya katilmasi nedeniyle olduk¢a bulanik oldugu gozlenmistir.
Dolayisiyla polimerizasyon sonrasinda gozle goriiliir bir degisikligin belirlenmesinin

zor oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.29b ve c).
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Sekil 4.29 : a) P(HEMA-r-GMA-N3)-2, b) P(HEMA-r-GMA-FA) ve c) P(HEMA.-
r-GMA-FA) + DOKS makroRAFT ajanlar1 kullanilan sistemlerin polimerizasyon
Oncesi ve sonrasi fotograflari.

flag yiiklii ve bos miseller diyaliz membran icerisine almarak serbest DOKS’un
ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir. Diyaliz 6ncesi ve sonrasinda partikiil boyutlari
olgtildiigiinde 201 nm’den 158 nm’ye diistiigii tespit edilmistir (Sekil 4.30).
30 1
25
20 -

15 4

Sayi (%)

10 A

0,1 1 10 100 1000 10000
Partikiil boyutu (nm)

Sekil 4.30 : P(HEMA-r-GMA-FA) makroRAFT ajan1 kullanilarak olusturulan
DOKS yiiklii misellerin a) diyaliz 6ncesi (metanol igerisinde %75 seyreltilmis) ve
b) diyaliz sonrasi (su igerisinde) DLS ile 6l¢iilmiis boyut dagilim grafikleri.

4.8 Tlag yiikleme (DL) ve enkapsiilasyon veriminin (EE) belirlenmesi

Elde edilen misellerin DL ve EE yiizdeleri denklem 3.1 ve 3.2 kullanilarak hesaplandi.
Bunun i¢in oncelikle DOKS’un DMSO igerisinde 7 farkli konsantrasyonu ile 485
nm’de alian absorbans degerleriyle bir kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.31).
llag yiiklii P(HEMA-r-GMA-FA)-b-PMMA ile elde edilen ilag yiiklii misellerin 485
nm’deki absorbansi ile P(HEMA-r-GMA-FA) makro baskaticinin absorbansi
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birbirinden ¢ikarilarak kalibrasyon egrisindeki mg/mL degeri hesaplandi. Bu ¢ikarma
islemi folik asitli makro baslaticinin bu dalga boyunda absorbans degerine sahip

olmasindan dolayr DOKS miktar tayini igin referans degeri olarak hesaba katilmistir.
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Sekil 4.31 : DOKS’un DMSO igerisinde kalibrasyon egrisi.

20.4 mg DOKS kullanilarak P(HEMA-r-GMA-FA) makro baslaticisi ile olusturulan
miseller 211 mg olarak elde edilmistir. Ilag yiiklii misellerden 4 mg tartilip 1 mL
DMSO igerisinde misel yapisinin bozularak DOKS un ¢ikisi saglandi. 1 giin sonra 485
nm’de Ol¢iilen absorbans degeri ile makro baslaticinin absorbansindan gelen referans
degerinin farki ile konsantrasyon (mg/mL) hesaplandi. Sonugta elde edilen miktar ile
3.1 ve 3.2 denklemleri kullanilarak DL %5.2 ve EE %55.3 olarak hesaplandi. Denklem
3.3 ile TDL %9.04 olarak hesaplanda.

4.9 la¢ yiiklii misellerin in-vitro salim ¢alismasi

Hazirlanan ilag yiiklii misellerin PBS tampon ¢6zeltisi (pH=7.4) icerisinde 37 °C’de
inkiibasyonuyla belirli saatlerde medyumdan alinan Orneklerle Olciilen intensite
degerleriyle DOKS  miktar1 hesaplandi. Bu hesap daha 6nce DOKS’un belirli
konstrasyonlarda Olciilerek hazirlanmis kalibrasyon egrisinden elde edilen egim ile
yapilmistir. Belirlenen saatlerde elde edilen ortalama intensite degerleri denklem 3.4

kullanilarak %ila¢ salim degerleri bulundu. Bulunan degerler kiimiilatif olarak
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birlestirilerek zamana bagli ilag salim grafigi olusturuldu (Sekil 4.32). i1k 12 saatte ilacin

%45’1ni hizlica salan miselin 96 saat sonunda salim degerinin %64’e ulastig1 belirlendi.

100 -
90
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70 +
60 . ..u,.-..q-..uu..u..— .......................
20 1 R S
40 o P
30 +
20 4

ilag salim (%)

20 40 60 80 100
Zaman (saat)

Sekil 4.32 : P(HEMA-r-GMA-FA)-b-PMMA ile olusturulan ilag ytikli miselin 37
°C’de PBS soliisyonunda (pH=7.4) in vitro DOKS salim grafigi.
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5. SONUC

Yapilan ¢alismalarin sonucunda olusturulmasi hedeflenen misel yapilarmin hidrofilik
blogunu  olusturacak  P(HEMA-r-GMA) rasgele  kopolimerleri  RAFT
polimerizasyonuyla basarili bir sekilde elde edilmistir. MakroRAFT ajanlarinin GPC,
FT-IR, UV, 'H NMR ve DSC ile karakterizasyonlar: yapilmistir. Cesitli monomer
oranlart ¢alisilmis ve en ideal polimer yapilari tespit edilmistir. GMA iinite i¢eriginin
%10’un lizerine ¢ikmasiyla ¢6ziinmeyen yapilarin olustugu, dolayisiyla %10°un
altindaki GMA oranlarinda calisilmas1 gerektigi sonucuna ulagilmistir. GMA iiniteleri
klik reaksiyonu igin azit ile fonksiyonlandirilarak FT-IR ve *H NMR ile karakterize

edilmistir.

P(HEMA-r-GMA-N3)  makroRAFT  ajam1  secilerek  PISA  yonteminin
optimizasyonunu saglamak i¢in farkli degiskenlerle hidrofobik blogu olusturucak
MMA monomerinin polimerizasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen polimerik
misellerin karakterizasyonu DLS ve !H NMR ile yapilmistir. Sonrasinda, ayni
makroRAFT ajan1 hedefli polimerik miseller olusturmak amaciyla folik asit ile
fonksiyonlandiriimigtir. P(HEMA-r-GMA-FA) makroRAFT ajani kullanilarak PISA
yontemiyle bos ve DOKS yiiklii miseller olusturulmus, DLS ile 6lgiilen partikiil
boyutlar1 karsilastirilmistir. FA iceren makroRAFT ajani ile olusturulan misellerin
boyutlarinin daha biiyiik oldugu, ilag yiiklii misellerin boyutlarinin ise azaldig: tespit
edilmistir. Misellerin ilag¢ ylikleme ve enkapsiilasyon verimleri hesaplanmis, invitro

ilag salim ¢aligmasi1 yapilmistir.

Elde edilen verilerin 6zellikle HEMA ve GMA monorlerinin RAFT polimerizasyonu
acisindan  literatiire katki sagladigi diisiiniilmektedir. Hedefli miseller ile ilgili
calismalarin devam ettirilmesi ve hiicre caligmalar: ile desteklenerek daha kapsamli

sonuglarin elde edilmesi planlanmaktadir.
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EKLER

EKA :P(HEMA-r-GMA) polimerlerinin GPC kromatogramlari.
EKB : P(HEMA-r-GMA), P(HEMA-r-GMA-Nz3), P(HEMA-r-GMA-N3)-b-
PMMA polimerlerinin DMSO-ds’da ¢ekilen *H NMR spektrumlari.

EKC : P(HEMA-r-GMA) ve P(HEMA-r-GMA-N3) polimerilerinin FT-IR

spekturumlari.

EKD : PISA 6ncesi ve sonrasi ¢ekilen fotograflar.
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EKA

a) P(HEMA-r-GMA)-1(97:3)
b) P(HEMA-r-GMA)-2(95:5)
c) P(HEMA-r-GMA)-3(93:7)
d) P{(HEMA-r-GMA)-4(30:10)
¢) P(HEMA-r-GMA)-5(85:15)
) P{HEMA-r-GMA}-6(80:20)

21 22 23 24 25 26 27 28

Alikenma hacmi (mL)

Sekil A.1 : Farkli monomer oranlarinda hazirlanan P(HEMA-r-GMA)
polimerlerinin THF igerisinde ¢ekilmis GPC kromatogramlari.
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Sekil A.2 : P(HEMA-r-GMA)-1 polimerinin DMSO-ds’da ¢ekilen *H NMR
spektrumu.
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Sekil A.3 : P(HEMA-r-GMA)-3 polimerinin DMSO-dg’da ¢ekilen *H NMR
spektrumu.
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Sekil A.4 : P(HEMA-r-GMA-N3)-1 polimerinin DMSO-ds’da ¢ekilen *H NMR
spektrumu.
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Sekil A.5 : P(HEMA-r-GMA-N3)-3 polimerinin DMSO-ds’da ¢ekilen *H NMR
spektrumu.
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Sekil A.6 : P(HEMA-r-GMA-N3)-1 makroRAFT ajani ile sentezlenen P(HEMA-r-
GMA-N3)-b-PMMA polimerinin DMSO-ds’da cekilen *H NMR spektrumu.
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Sekil A.7 : P(HEMA-r-GMA-N3)-3 makroRAFT ajani ile sentezlenen P(HEMA-r-
GMA-N3)-b-PMMA polimerinin DMSO-ds’da cekilen *H NMR spektrumu.
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Sekil A.8 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajani ile 5 saatte sentezlenen
P(HEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA polimerinin DMSO-dg’da ¢ekilen *H NMR
spektrumu.
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Sekil A.9 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajani ile 7 saatte sentezlenen
P(HEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA polimerinin DMSO-dg’da ¢ekilen *H NMR
spektrumu.
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Sekil A.10 : P(HEMA-r-GMA-Nz3)-2 makroRAFT ajani ile agirlik¢a %15 olacak
sekilde metanol igerisinde sentezlenen P(HEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA
polimerinin DMSO-ds’da cekilen *H NMR spektrumu.
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Sekil A.11 : P(HEMA-r-GMA-Nz3)-2 makroRAFT ajani ile agirlik¢a %20 olacak
sekilde metanol igerisinde sentezlenen P(HEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA
polimerinin DMSO-ds’da cekilen *H NMR spektrumu.
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Sekil A.12 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajan1 ile [MMA]:[M-CTA]
oran1 50 olacak sekilde sentezlenen P(HEMA-r-GMA-Nz)-b-PMMA polimerinin
DMSO-ds’da gekilen *H NMR spektrumu.
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Sekil A.13 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajan1 ile [MMA]:[M-CTA]
oran1 200 olacak sekilde sentezlenen P(HEMA-r-GMA-N3)-b-PMMA polimerinin
DMSO-ds’da gekilen *H NMR spektrumu.
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Sekil A.14 : a) P(HEMA-r-GMA)-1 ve b) P(HEMA-r-GMA-N3)-1 polimerlerinin
FT-IR spekturumlari.
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Sekil A.15 : a) P(HEMA-r-GMA)-3 ve b) P(HEMA-r-GMA-N3)-3 polimerlerinin
FT-IR spekturumlari.
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EKD

P(HEMA-r-GMA-N3)-2

Sekil A.16 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajani kullanilarak 10 saatlik
polimerizasyon dncesi ve sonrasi fotograflar.

Sekil A.17 : a) P(HEMA-r-GMA-N3)-1, b) P(HEMA-r-GMA-N3)-2 ve c)
P(HEMA-r-GMA-Nz3)-3 makroRAFT ajanlar1 kullanilan sistemlerin
polimerizasyon 6ncesi ve sonrasi fotograflari.

Sekil A.18 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajan1 kullanilarak a) 5, b) 7 ve
¢) 10 saatlik polimerizasyonlar 6ncesi ve sonrasi fotograflar.
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Sekil A.19 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajan1 kullanilarak agirlikca
g g
(%ow/w) a) %10, b) %15 ve ¢) %20 olacak sekilde metanol igerisinde
gerceklestirilen polimerizasyonlarin 6ncesi ve sonrasi fotograflar.

Sekil A.20 : P(HEMA-r-GMA-N3)-2 makroRAFT ajani kullanilarak [MMA]:[M-
CTA] orani1 a) 50, b) 100 ve c¢) 200 olacak sekilde polimerizasyon dncesi ve
sonrasi fotograflar.
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