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BEYAN

Bu tez calismasimin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranistmin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
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aldigimi, yine bu tezin c¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal
edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Irem Akar
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KISALTMALAR

AEBI
ATRP
AuNP
BSA
CaHz

BC NMR
CuAAC
CuBr
CuSOy4
DCC
DCM
DLS
DMF
DMSO
DSC
FT-IR
GPC
HCIl

'"H NMR
HPLC
KMA
LCST
MgSO,
NaAsc
NaCl

N 32CO3
NaHCO3
NaN 3
Nast4
NaOH
NHS
NOP
OLN
PBS

PDI
PEG
PKMAtBA
PMA
PMDETA
PNIPAM
PS

: 2-Azidoetil 2-bromoizobiitirat

: Atom transfer radikal polimerizasyonu
: Altin nanopargacik

: Bovin serum albumin

: Kalsiyum hidriir

: Karbon niikleer manyetik rezonans

: Bakar (I) katalizli azid-alkin halka katilmasi
: Bakir bromiir

: Bakir siilfat

: N,N -Disiklohekzilkarbodiimit

: Diklorometan

: Dinamik 151k sacilim spektrometresi
: N,N-Dimetilformamit

: Dimetilsiilfoksit

: Diferansiyel taramali kalorimetre

: Fourier dontistimlii infrared

: Jel gegirgenlik kromatografisi

: Hidroklorik asit

: Proton niikleer manyetik rezonans

: Yiiksek basingli sivi kromatografisi
: Kumarin metakrilat

: Diistik kritik ¢ozelti sicaklig

: Magnezyum siilfat

: L-sodyum askorbat

: Sodyum kloriir

: Sodyum karbonat

: Sodyum bikarbonat

: Sodyum azit

: Sodyum stilfat

: Sodyum hidroksit

: N-hidroksistiksinimit

: Nitroksi ortaml1 polimerizasyon

: Oligoniikleotit

: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

: Polidispersite

: Polietilenglikol

: Poli(kumarin metakrilat-ko-ter-biitil akrilat)
: Poli(metil akrilat)

: N,N,N',N",N"-pentametildietilentriamin
: Poli(N-izopropilakrilamit)

: Polistiren

viil



RAFT
TEA
TBTA

THF
UV-Vis

: Tersinir katilma-ayrigsma zincir transfer polimerizasyonu
: Trietilamin

: Tris[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil Jamin

: Camsi gegis sicakligt

: Tetrahidrofuran

: Ultraviyole-goriiniir 151k spektroskopi

X



SEMBOLLER

A : Angstrom

°C : Derece Santigrat
kDa : Kilodalton

mg : Miligram

mL : Mililitre

mlL/dak : Mililitre boli dakika
mm : Milimetre

pL : Mikrolitre

A : Dalgaboyu
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ISIGA-DUYARLI AKILLI iLAC TASIYICI SISTEMLER: DNA-POLIMER
VE PROTEIN-POLIMER KONJUGATLARININ SENTEZi VE
KARAKTERIZASYONU

OZET

Son zamanlarda ozellikle kanser gibi Onemli hastaliklarin tedavisi igin yeni
metodlarin gelistirilmesine yonelik artan ihtiya¢ sebebiyle, konvansiyonel ilaglarin
yerine daha etkili olabilecek ve hastalari daha az yan etkiyle tedavi edebilme
potansiyeline sahip akilli ilag tasiyici sistemler gelistirilmektedir. Bu sistemler
genellikle ¢esitli polimerlerle olusturulan nanopargaciklarin igine uygun ilaglarin
yiiklenip hastalikli bdlgeye uygun hedeflendirmenin yapilarak ilacin tiim viicuda
yayilmadan sadece istenilen bolgeye uygulanabilecegi sekilde tasarlanmaktadir.

Bu amagcla olusturulacak tasiyict sistemlerin sentezinde uygun coziiciiler iginde
kendiliginden birlesme 0&zelligine sahip amfifilik konjugatlarin kullanilmasi bu
sistemlerin kolaylikla elde edilmesine olanak saglamaktadir. Amfifilik yapilari
olusturmak i¢in hidrofobik ve hidrofilik iki blok cesitli konjugasyon yontemleriyle
bir araya getirilir. Bu yapilar tamamen sentetik polimerlerle hazirlanabilirken canl
ortamla uyumlu olmalar1 sebebiyle giliniimiizde hidrofilik blok olarak
biyomakromolekiiller daha yaygin olarak calisiimaya baslanmigtir.

Bu calismada fotoaktif bir molekiil olan kumarin igeren metakrilat monomeri ile
tersiyer biitil akrilat monomerinin ATRP ile polimerizasyonu sonucu hidrofobik bir
polimer blogu elde edilmistir. Hidrofilik blok olarak ise iki ayr1 biyomakromolekiil
kullanilmistir. Ilk olarak 22 bazl tek zincirli bir oligoniikleotit ile hidrofobik
polimerin CuAAC “click” reaksiyonu vasitasiyla konjugasyonu yapilmis ve bu
konjugatin karakterizasyonu i¢in FT-IR, DLS ve UV o6l¢iimleri alinmistir. Bir diger
hidrofilik blok olarak ise BSA proteini kullanilmistir. Hidrofobik polimer ile
BSA’nin CuAAC “click” reaksiyonu vasitasiyla konjuge edilmesinden sonra elde
edilen konjugatin karakterizasyonu FT-IR, DSC, SDS-PAGE, UV ve floresans ile
yapilmistir.

Daha sonra konjugatlarin distile su igerisinde misel olusumu saglanmis ve DLS
Olctimleri ile bu misellerin pargacik boyutlari belirlenmistir. Miseller UV 151k altinda
(350 nm) 1 saat aydinlatilarak tekrar DLS o6l¢limleri yapilmis ve parcacik
boyutlarindaki degisim gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: DNA-polimer konjugatlari, Protein-polimer konjugatlari, Misel,
Isiga Duyarli Malzemeler, Click Kimyasi
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LIGHT RESPONSIVE SMART DRUG DELIVERY SYSTEMS: SYNTHESIS
AND CHARACTERIZATION OF DNA-POLYMER AND PROTEIN-
POLYMER CONJUGATES

SUMMARY

Recently more effective smart drug delivery systems having potential of treating
patients with less side effects compared to conventional drugs having been developed
because of the increase in need for finding new methods for treating important
diseases such as cancer. These systems are designed to be applied only to desired
parts without spreading in the whole body by targeting polymeric nanoparticles
appropriately to dieased area after loading drugs in them.

Using amphiphilic conjugates self-assembling in suitable solvents in order to
synthesize delivery systems for aforementioned purposes enables to obtain such
systems easily. Hydrophobic and hydrophilic blocks are joined together for building
amphiphilic structures by using different conjugation systems. Amphiphilic
structures may be prepared by using only synthetic polymers. On the other hand
biomacromolecules are nowadays widely used as hydrophilic blocks for the reason of
being biocompatible.

In this study, a hydrophobic copolymer was synthesized via ATRP of a methacrylate
monomer containing photoactive coumarin group and a tert-butyl acrylate monomer.
Two different biomacromolecules were used as hydrophilic blocks in amphiphilic
structures. First, 5’-aminohexyl functionalized oligonucleotide was conjugated to
PCMABA polymer via CuAAC click reaction. Obtained OLN-polymer and
conjugate was characterized with FT-IR, DLS, UV and fluorescence spectroscopy.
BSA protein was used as another hydrophilic block. After conjugation of BSA to
hydrophobic polymer via click reaction, characterization of the conjugate was carried
out using FT-IR, DSC, SDS-PAGE, UV and fluorescence spectroscopy.

Micelles of the synthesized conjugates were formed in distilled water and particule
sizes of the micelles were observed via DLS. DLS measurements were repeated after
UV irradiation of BSA-PCMAtBA micelles at 350 nm for 1 hour. Difference in sizes
of irradiated and non-irradiated micelles were compared.

Keywords: DNA-polymer conjugates, Protein-polymer conjugates, Micelle, Light-
responsive Materials, ATRP, Click Chemistry
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1. GIRIS

Glinlimiizde yeni bir ilag molekiilii gelistirilmesinin yeterli olmamasi, ilacin dozaj
seklinin ve ambalajinin da onemli oldugunun anlagilmasi sonucunda yeni arayislar
kontrollii ve hedefli ilag salim sistemlerinin kesfini saglamistir. Son zamanlarda bu
alanda yapilan calismalarin sayisindaki artistan da anlagilabilecegi iizere giderek
onem kazanan kontrollii ve hedefli ilag tasiyict sistemlerin geleneksel ilaglara kiyasla
sahip olduklar1 en biiyiik avantajlar; tasiyict sistemlerin tedavi edilecek bolgeye
uygun olarak hedeflendirilmesi ve ilacin viicut i¢cinde hedeflenen bdlge disinda
salimiin yapilmamasi, bu sayede saglikli bolgelerde meydana gelebilecek yan
etkilerin en diisiik seviyeye getirilmesinin amaglanmasi, dis uyaranlarla kontrol
edilebilmeleri sayesinde sik araliklarla ila¢ aliminin 6nlenmesi, bu sistemlere daha az
miktarda ilac¢ yiiklenmesi ile yliksek dozajda toksik etki gosterebilecek ilaclarin bu
yontemle ortaya ¢ikabilecek toksik etkinin minimuma indirilebilmesi veya tamamen

ortadan kaldirilabilmesi olarak sayilabilir [1].

Son zamanlarda en ¢ok ilgi ¢eken ila¢ tasiyict sistemlerinden biri amfifilik blok
kopolimerlerin sulu ¢ozeltilerde kendiliginden bir araya gelmesiyle (self-assembly)
olusturulan misellerdir. Amfifilik blok kopolimerler, hidrofilik (suyu seven) ve
hidrofobik (suyu sevmeyen) monomer {initelerinden olusurlar. Bu polimerler sulu
cozeltilerde ¢oziindiirme kapasitesi yliksek ve dayanikli kiiresel miseller olustururlar

[2, 3].

Miseller morfolojik olarak hidrofobik bloklardan meydana gelen ¢ekirdekten (core)
ve hidrofilik polimer zincirleriyle dayanikli hale getirilmis kabuktan (shell) olusan
kiiresel partikiillerdir. Kiiresel misellerin yan1 sira cubuk, vezikiil, lamel ve
hekzagonal yapidaki misellerin olusturulabilecegi de bilinmektedir. Misel yapilarinin
bu denli c¢esitlilik gostermesi; blok kopolimerlerin  bilesimi, kopolimer
konsantrasyonu, kabuk kismini olusturan hidrofilik zincirler arasindaki etkilesimler,
miselin olusturuldugu ortam, kullanilan organik ¢oziiciiniin 6zellikleri ve bloklarin

¢Oziiniirliikleri ile dogrudan alakalidir [2, 3].



Blok kopolimer misellerin ilag tasiyici sistemlerde kullanilmasinin baslica sebepleri:
hidrofobik ilaglarin fiziksel olarak blok kopolimer misellerin merkezinde (core)
tutularak suda ¢oziniirliikliiklerini asan konsantrasyonlarda tasmabilmeleri ve
genellikle poli(etilen oksit)ten olusan hidrofilik bloklarin sulu ortam ile hidrojen bagi

yaparak misel merkezinin etrafinda siki bir kabuk olusturmasidir [2, 3].

Blok kopolimerlerin sadece organik polimerlerden olustugu disiiniilse de
arastirmacilar giderek sentetik materyalleri ve biyomakromolekiilleri birlestiren
materyallerle ilgilenmektedir. Bu amagla DNA-polimer ve protein-polimer
konjugatlar iizerine yapilan ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. DNA ve proteinlerin
kendilerine has 6zelliklere sahip olmalar1 ve canli ortamla uyumlu olmalar1 onlarin
tagiyict sistemlerde polimer blogu olarak kullanilmalarini avantajli kilmaktadir.
DNA’nin otomatik sentez yOntemleri ile belli niikleotidlere sahip olarak
sentezlenebilmesinin miimkiin olmasi, tek sarmal DNA'nin Watson Crick baz
eslestirmesiyle fonksiyonlandirilabilmesi, DNA sekansi ve organik polimerin uygun
secimi ile malzeme Ozellikleri ve kendi kendine bir araya gelme 6zellikleri tizerinde
kontroliin saglanmas1 konjugat olustururken DNA’nin tercih edilme sebeplerinden

sayilabilir [4, 5].

Polimer bloklarinin proteinlerin sahip olduklar1 aminoasitlere uygun olarak
fonksiyonlandirilabilmeleri, bu fonksiyonlandirmanin farkli aminoasitler lizerinden
polimer bloklarinin tagidigi fonksiyonel gruplara gore cesitlendirilebilmesi,
proteinlerin viicut iginde immiin cevap olusturmayacak biyolojik makromolekiiller
olmalar1 protein-polimer konjugatlariyla sentezlenecek ilag tasiyici sistemlerin genis

kullanim alanina sahip olma potansiyeli tasimasindaki énemli etkenlerdendir [6].

Proteinlerin polimerlerle konjugasyonu sonucunda meydana gelen yeni yapinin
fiziksel ve kimyasal ozelliklerinde bir takim degisiklikler meydana gelmektedir.
Bunlardan bazilar1 ¢oziiniirliik, stabilite ve in vitro aktivitedeki artis toksisite ve

immiinojenisitedeki azalmadir [6].

Bu calismanin amaci, fotoaktif kumarin grubu igeren hidrofobik bir blok kopolimer
ile tek zincirli oligoniikleotitin ve ayrica ayni polimerle bovin serum albumin (BSA)
proteininin “Click” reaksiyonuyla birlestirilerek iki farkli konjugat sentezlenmesi, bu

konjugatlar ile diyaliz membran yontemi kullanilarak misel olusturulmas: ve



olusturulan bu misellerin UV aydinlatma sonucundaki davraniglarinin

incelenmesidir.



2. TEORIK BiLGILER

2.1 Makromolekiil Kavrami

1800’lerin sonunda ve 1900’lii yillarin basinda siradan organik malzemelerden daha
bliyiik molekiiller igceren dogal malzemelerin varlig1 bir¢ok bilim adami tarafindan
bildirilmistir. 1900’1l yillarin ortalarinda ise bu dogal malzemelerin icerdigi
molekiillerin birbirlerine temel kimyasal baglarla bagli olmasindan ziyade ikincil
kuvvetler tarafindan bir arada tutulduklarima inanilan kolloid kimyas: kavrami
yaygindi. Bir¢ok bilim adami kolloid kavramini savunurken Hermann Staudinger
adli organik kimyaci uzun zincirlerin igerdigi molekiillerin birbirlerine kimyasal
baglarla bagl oldugunu net bir sekilde ortaya koyarak “makromolekiiler kavram”mn

ortaya ¢ikisinda yol gosterici olmustur [7].

Sonraki yillarda Carothers ve arkadaglari tarafindan kondenzasyon ve katilma
reaksiyonlar1 ile polimerizasyon sonucunda uzun zincirli molekiillerin elde edildigi
birgok c¢alismanin yapilmasi ile makromolekiiler hipotez de kesin olarak

dogrulanmistir [8].

Makromolekiiller ¢ok sayida atomun bir araya gelerek olusturduklart yiiksek molekiil
agirligina sahip kimyasal bilesiklerdir. Makromolekiillerin temel yapisi, atomlarin bir
araya gelerek olusturdugu en az bir zincirden olusur ve bu zincir Sekil 2.1°de
gosterildigi gibi karbon-karbon, karbon-oksijen, karbon-azot baglar igerebilir veya

zincirde hi¢ karbon atomu bulunmayabilir [9].

Polimerler de monomer birimlerinin bir araya gelmesiyle olusan makromolekiillerdir.
Bu birimler tek bir atomdan ya da birbirlerine kimyasal olarak baglanmis atom
gruplarindan olusabilir. Polimeri olusturan monomerler ayniysa olusan polimere
homopolimer, fakli monomerlerin bir araya gelmesiyle olusan polimerlere ise

kopolimer denir [9].

Polimerlerin molekiil agirliklart net olarak hesaplanamamakla birlikte molekiil
agirliklar1 1.000-20.000 arasinda olan polimerler diisiik molekiil agirlikli, 20.000’den
biiyiik olanlar ise yiiksek molekiil agirlikli polimerler olarak adlandirilir [10].



Polimerler sahip olduklar1 baska 6zelliklere gore de siniflandirilmaktadir.

a) R—CHZ—CHZ%CHZa—CHz—CHZ—CHZ—R'
m
b) R—CHz—CHz—O—G—CHz—CHz—-Oa—CHz—-CHz-—OR'
m

€) R——NH——CHR'— CO——NH——CHR"—CO- - - -NHCHR® — CO——RW

CH, CH;, CH,

d) R—o0—si—o sl'.i O*TiﬁO*R'

CH, CHy/, CH,

Sekil 2.1 : a) Karbon-karbon baglari igeren poli(metilen), b) karbon-oksijen baglari
iceren poli(etilen oksit) veya poli(oksietilen), ¢) karbon-azot baglar1 iceren
polipeptidler ve d) ana zincirde hi¢ karbon atomu bulunmayan silikon

2.2 Polimerlerin Siniflandirilmasi

Polimerlerin siniflandirilmasinda kullanilan temel 6zellikler asagida verilen Tablo

2.1'de gosterildigi sekildedir [10].

Tablo 2.1 : Polimerlerin siiflandirilmasi.

Siiflandirma Polimer Tiirleri
Is1ya verdikleri cevap Termoplastik, termoset
Sentezlenme yontemi Katilma, kondenzasyon
Yap1 Lineer, dallanmis, ¢apraz bagl
Fiziksel ozellik Kauguk, plastik, elyaf
Taktisite Izotaktik, sindiyotaktik, ataktik
Kristallik Amorf, yari-kristal, kristal

Dogada bulunup bulunmama Dogal, yar1 sentetik, sentetik

Polimerler; farkli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore simiflandirilmaktadir. Bu
calisma ile yakindan alakali oldugu i¢in yalnizca polimerlerin kokenine gore

siiflandirilmasindan detayl olarak bahsedilecektir.

2.2.1 Dogada bulunup bulunmamalarina gore polimerler

Ozellikle medikal amaglarla kullanilacak olan polimerlerin biyolojik sistemlerdeki
etkisinin ¢ok az olmasi 6nemlidir. Bu sebeple ilag tasiyict sistemlerde kullanilacak

polimerlerin biyobozunur olmas1 ve canli ortamda toksik etki gostermemesi gerekir.

Bir¢ok farkli alanda kullanilmakta olan bu polimerler kokenlerine gore sentetik, yari

sentetik ve dogal polimerler olarak siniflandirilmaktadir.



2.2.1.1 Sentetik polimerler

Sentetik polimerler, monomer birimlerinin farkli kimyasal yontemlerle bir araya
getirilerek yapay olarak sentezlenmesiyle elde edilir. Endiistride yaygin olarak
kullanilan sentetik polimerlere 6rnek olarak polietilen, polistiren, polivinilkloriir

verilebilir [10].

Tip alaninda kullanilan birgok sentetik polimer de bulunmaktadir. Ornegin; Dacron
ve Teflon kardiyovaskiiler sistemlerde, polietilen, polipropilen ve poli(metil
metakrilat) ortopedi alaninda, poliakrilonitril ise yapay organlarda kullanilmaktadir.
Bunlarin yani sira giinlimiizde ¢alisma alani1 genisleyen ilag tasima sistemlerinde de

cok cesitli sentetik polimerler kullanilmaktadir [11].

2.2.1.2 Yarn sentetik polimerler

Yar sentetik polimerler dogal polimerlerin modifiye edilmesiyle elde edilmektedir.
Dogada bozunan veya bozunmayan tiirleri bulunur. Etil seliiloz, hidroksipropilmetil
seliiloz, metakrilik asit tiirevleri en ¢ok kullanilan yar1 sentetik polimerlere 6rnek

olarak gosterilebilir [12].

2.2.1.3 Dogal polimerler

Dogal polimerler bir diger adiyla biyopolimerler, canli organizmalarda halihazirda
bulunur veya bu organizmalar tarafindan sentezlenirler. Bu polimerlerin, 6zellikle
canlt ortamlarda kullanildiklarinda, sentetik polimerlere kiyasla 6nemli avantajlar
vardir. Ilk olarak, biyouyumlu olduklar1 icin viicut tarafindan tehlike olarak
algilanmazlar ve dolayisiyla viicudun yabanci maddelere karsi olusturdugu immiin
cevap biyopolimerler icin olusturulmaz. ikincisi bu polimerlerin biiyiik bir kismi
hidrofilik ve suda ¢oziiniir olduklar1 i¢in viicut sivisi i¢inde rahatlikla dolasabilirler.
Bu da 6zellikle hedefli ilag tasima sistemlerinde kullanilmalar1 agisindan ¢ok yararl

bir 6zelliktir [13].

Dogal polimerlerin en bilinen 6rnekleri nisasta, kitin, kolajen, seliiloz, lignin, lipitler,
proteinler ve niikleik asitlerdir. Niikleik asitler, niikleotit monomerlerinin bir araya

gelerek olusturduklart polimerlerdir. Niikleik asitler igerdikleri sekerin tiiriine gore



ikiye ayrilir. Birincisi riboz sekeri iceren RNA, digeri ise yapisinda deoksiriboz

sekeri bulunduran DNA’dir [12].
DNA ve RNA

DNA’nin kendine has 6zelliklerinin olmasi, yasamin devamlilig1 i¢in gerekliliginin
yaninda onu farkli alanlarda kullanilmaya da elverisli kilmaktadir. Bu essiz
ozelliklerden en 6nemlisi DNA’nin ¢ift sarmalli yapisinda yer alan bazlar arasindaki
spesifik ve stabil etkilesimdir. DNA molekiiliinde yalnizca dort ¢esit baz bulunmasi
ve bu bazlarin birbirlerine Watson-Crick baz eslenmesi ile segici olarak baglanmasi
DNA’y1 kolayca programlanabilir hale getirmektedir ki bu da kontrolli sistemlerin
tasarlanmasina olanak verir. DNA’nin hidrofilik bir polimer olmasi da, ¢esitli
amaglarla biyolojik ortamlarda kullanilmasi durumunda viicut igerisinde kolaylikla

taginmasi bakimindan biiyilik avantaj saglamaktadir [14].

DNA ve RNA molekiilleri hiicre icinde 06zel enzimlerin kullanilmasiyla
sentezlenmektedir. DNA ve RNA polimeraz enzimleri olarak adlandirilan bu
enzimler niikleotid monomerlerini bir araya getirerek uzun DNA ve RNA
molekiillerini sentezlerler. 1970’11 yillarda kat1 faz sentezi yontemi kesfedilmis ve bu
yontemin kullanilmasiyla yaklasik 100 niikleotid uzunlugundaki zincirlerin
sentezlenmesi miimkiin hale gelmistir. Yapay olarak sentezlenen bu kisa DNA veya
RNA zincirleri oligoniikleotit olarak adlandirilmaktadir. Ayrica bu yontemle
sentezlenen oligoniikleotitler fonksiyonlandirilabilmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde
oligontikleotitlerin ilag tasima sistemlerinde kullanilmasi bu sistemlerin hedef
bolgeye uygun olarak fonksiyonlandirilarak ilacin kontrollii olarak salinma sansini

artirabilmektedir [15].
Proteinler

Proteinler aminoasit monomerlerinin kovalent baglarla birbirlerine baglanmasiyla
meydana gelen polimerlerdir. 20 c¢esit aminoasitin farkli dizilimlerle bir araya
gelmesiyle farkli proteinler olugsmaktadir. Proteinlerin yapitast olan aminoasitlerin

genel yapist Sekil 2.2°de gosterildigi gibidir.
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Sekil 2.2 : Aminoasit yapisi.
Insan serumunda en fazla bulunan protein olan albumin 60 kDa molekiiler agirligina
sahip bir glukoprotein olup 6zellikle ilag tasiyici sistem olusturmak i¢in sentezlenen
konjugatlarda kullanilmak i¢in ¢ok elverislidir. Bunun nedeni albuminin toksik
olmamasi, biyouyumlu ve biyoparcalanabilir olmasi, diisiik immunojenisite
gostermesi ve ayni zamanda kan plazmasinda cesitli maddeleri tasimak igin

kullanilabilmesidir.

Albuminin insan serum albumini (Sekil 2.3) ve bovin serum albumin (BSA) olmak

tizere iki tlirli lizerinde en fazla ¢alisma yapilan protein tiirleridir [16].

Sekil 2.3 : Serum albumin yapisi.

2.3 Polimerizasyon Tiirleri

Polimerizasyon ¢esitleri genel olarak iki baglik altinda toplanabilir. Bunlardan
birincisi kondenzasyon polimerizasyonu olarak da adlandirilan basamakh
polimerizasyon, digeri ise katilma bir diger adiyla zincir polimerizasyonudur.

Katilma polimerizasyonu kendi i¢inde de gruplara ayrilir. Bu gruplar; serbest radikal



polimerizasyonu ve iyonik polimerizasyondur. Iyonik polimerizasyonlar da anyonik

ve katyonik polimerizasyon tiirlerini icermektedir [10].

Kondenzasyon polimerizasyonlarina polimerlerin molekiil agirliklar1 kademeli olarak
artarken, katilma polimerizasyonlarinda ise molekiil agirliklar1 es zamanli olarak

artmaktadir [17].

Polimerizasyon reaksiyonlarinin kontrollii olmasi istenilen yapida ve oOzelliklerde
polimerler elde edebilmek agisindan Onemlidir. Bu amagla kullanilan baslica
kontrollii polimerizasyon ¢esitleri; Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP),
Nitroksi Ortamli Polimerizasyon (NOP) ve Tersinir Katilma-Ayrisma Zincir Transfer

Polimerizasyonu (RAFT) olmak {izere ii¢ baslikta incelenmektedir.

2.3.1 Kondenzasyon polimerizasyonu

-OH, -COOH, -NH;, vb. fonksiyonel gruplara sahip olan monomerlerin uygun
kosullar altinda bir araya gelmesi ile gerceklesen polimerizasyonlardir. Diger

polimerizasyon tiirlerine kiyasla daha yavas meydana gelirler.

Kondenzasyon polimerizasyonlarinin gergeklesebilmesi i¢cin monomerlerin birden
fazla fonksiyonel gruba sahip olmasi gerekir. Tek fonksiyonel gruplu iki farkl
monomer kullanilarak veya farkli iki fonksiyonel gruba sahip tek bir monomerle de
bu polimerizasyon gerceklesir. Reaksiyon sirasinda H,O, HCI, NH3 gibi yan tirlinler
aci8a cikar [17].

2.3.2 Katilma polimerizasyonu

Katilma polimerizasyonlar1 ii¢ asamadan olusur. Bunlar baslama, cogalma ve
sonlanma basamaklaridir. Baglama basamaginda baslangi¢ radikali olusturulur ve bu
radikal monomer molekiillerine eklenir. Cogalma asamasinda, monomer radikali
baska bir monomer molekiiliine baglanarak zincir uzatilir. Sonlanma basamaginda da
aktif olan monomer uglarinin pasif hale gelmesiyle reaksiyon durdurulmus olur ve
polimerizasyon reaksiyonu tamamlanir. Aktif monomerler, iki radikalin “coupling”

reaksiyonuyla bir araya gelmesiyle pasif duruma geger [17].



2.3.3 Kontrollii polimerizasyonlar

2.3.3.1 Nitroksi ortamh polimerizasyon (NOP)

Nitroksi Ortamli Polimerizasyon reaksiyonlarinda biiyliyen polimer zincirinin bir
nitroksi radikali ile kapatilmasi ve tekrar agilmasi ile kontrol saglanir ve bu sekilde

istenilen 6zelliklere sahip polimerler elde edilir [18].

2.3.3.2 Tersinir katilma-ayrisma zincir transfer polimerizasyonu (RAFT)

Bir diger kontrollii polimerizasyon tiirii olan Tersinir Katilma-Ayrisma Zincir
Transfer Polimerizasyonu (RAFT) ile de belirli zincir transfer ajanlar1 kullanilarak
polimerizasyon reaksiyonlarinin kontrolii saglanir. Bu reaksiyonlar sirasinda, bir
zincir transfer ajani biiylimekte olan polimer zinciri ile etkilesime girerek yeni bir
zincir transfer ajan1 ve bir serbest radikal meydana gelmesini saglar. Bu sekilde
kontrol saglanarak her polimer zincirinin neredeyse esit miktarda biiylimesi saglanir.
Dolayisiyla diisiik polidispersite (PDI) degerleri elde edilr. Ayrica RAFT
polimerizasyonunda metal kullanilmamasi da bu yontemin en biiylik avantajlarindan
biridir. Bu sayede polimerizasyon sonunda metali uzaklastirmak i¢in yapilmasi

gereken uzun saflagtirma tekniklerine gerek kalmamaktadir [6].

2.3.3.3 Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP)

Kontrollii polimerizasyon tiirlerinin en yaygin olarak kullanilant Atom Transfer
Radikal Polimerizasyonu (ATRP) olup bu polimerizasyonda katalizor olarak bakir,
demir, nikel vb. bazli metal kompleksleri kullanilir. Halojen iceren baglaticilarla
metal/ligand kompleksleri arasinda meydana gelen halojen transferi sonucu aktif
polimer radikali olusturularak zincire siirekli monomer eklenmesiyle polimerizasyon
kontrollii bir sekilde ilerler. Reaksiyonun deaktivasyon sabiti, aktivasyon sabitine
gore daha biiyilik oldugu i¢in monomerlerin polimer radikallerine eklenmesinin
ardindan aktif olan bu radikaller pasif hallerine geri doner. Ortamda bulunan biitiin

monomerlerin tiikenmesiyle polimerizasyon reaksiyonu sonlanir [18].

ATRP’nin diger polimerizasyon c¢esitlerine gore avantajlar1 ve dezavantajlar
bulunmaktadir. ATRP ile sentezlenen polimerlerin molekiil agirliklarinin ve
polidispersitelerinin kontrol edilebilmesi ve fonksiyonlandirilabilmeleri bu avantajlar
arasinda sayilabilir. Ayrica, ATRP’nin farkli ¢oziiciilerle ve farkli sartlar altinda

gerceklestirilebilmesi de  bu  polimerizasyonu  tercih  edilebilir  yapan
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ozelliklerindendir. Bir diger avantaj ise ATRP baglaticilarinin proteinlere, organik ve
inorganik maddelere baglanarak, polimerizasyonun dogrudan bu yiizeyler tizerinden
yapilabilmesidir. Peptid dizilerinin ve streptavidin, bovin serum albumin (BSA) gibi
proteinlerin baslatic1 olarak kullanildig1 ¢alismalar bulunmaktadir. Ozellikle ATRP
ile protein-polimer konjugatlarinin sentezlenebiliyor olmasi bu polimerizasyon

tiirlinlin bir diger avantajidir [18].

ATRP’nin en biiyiik dezavantaji, polimerizasyonun gerceklesmesi icin gerekli olan
ve kullanilan metallerin polimerizasyon sonunda ortamdan uzaklastirilmasina ihtiyag

duyulmasidir [18].

2.4 Makromolekiillerin Fonksiyonlandirilmasi

Ilag tasiyici sistemlerin sentezi i¢in gerekli olan konjugat yapilarmda kullanilan
makromolekiillerin, polimerlerle konjuge edilmeye hazir hale getirilmeleri i¢in gesitli
fonksiyonlandirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu fonksiyonlandirma islemi
polimerle molekiil arasinda spesifik bir etkilesim olusturulacak ve tercih edilen
konjugasyon reaksiyonunun gerekliliklerini saglayacak sekilde yapilir. Ornegin; bir
DNA-polimer veya protein-polimer konjugati sentezlenirken, oligoniikleotitler veya
proteinler amino, tiyol veya azit gruplar ile fonksiyonlandirilarak bunlarla reaksiyon

verebilecek u¢ gruplara sahip polimerlerle konjuge edilirler [5, 19].

Bu konjugatlar1 sentezlemek igin c¢esitli ‘coupling’ reaksiyonlar1 kullanilmaktadir.

Bunlardan en yaygin olarak kullanilan konjugasyon reaksiyonu olan “Click” kimyasidir.

2.4.1 “Click” Kimyasi

“Click” kimyasi, 2001 yilinda K. B. Sharpless ve arkadaslar tarafindan tanimlanmis
bir ‘coupling’ reaksiyonudur. Bu reaksiyonun digerlerine gore avantajlar1 daha
fazladir. Oda sicakliginda yapilmasi, yiiksek verimle ¢alismasi, stereospesifik olmasi,
reaksiyon kosullarmin basit olmasi, reaksiyon sonucu olusan yan {iriinlerin
uzaklastirilmasi i¢in yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) gibi zor tekniklere
ihtiya¢c duyulmamasi, elde edilen iirliniin fizyolojik olarak stabil olmasi, ¢oziicli
olmadan yapilabilmesi veya kolay uzaklastirilabilen c¢oziiciiler kullanilabilmesi,
kolay ulagilabilir baslangi¢ malzemelerinin kullanilmas1 “Click” reaksiyonunun

avantajlar1 arasinda sayilmaktadir [20].
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Farkli tiirlerde “Click” reaksiyonlar1 kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari, Diels-
Alder siklokatilmasi, tiyol-en “Click” reaksiyonu ve en yaygin olarak kullanilan

Huisgen siklokatilmasidir [20].

Diels-Alder reaksiyonu konjuge bir dien ile bir dienofil arasinda gerceklesen bir
siklokatilma reaksiyonudur. Reaksiyonun sonucunda yan iiriin olugsmamasi,
reaktanlarin ¢oziiciilerden etkilenmemesi, katalizor kullanma gerekliliginin olmamasi
ve suda c¢ok hizli gerceklesen bir reaksiyon olmast bu reaksiyonun
avantajlarindandir. Tersinir olmasi ve yer se¢imli bir reaksiyon olmamasi ise Diels-

Alder reaksiyonunun dezavantajlari olarak gosterilebilir [20].

Tiyol-en reaksiyonunda (Sekil 2.4), tiyol gruplar ile karbon-karbon c¢iftli baglar
arasinda reaksiyon olmasi sonucu konjugasyon gerceklesir. Tiyoller fotokimyasal

veya termal olarak uyarilabilen kimyasal ajanlardir [20].
R R
R—\\ + HS—R —_— _\—S—R'

Sekil 2.4 : Tiyol-en “Click” reaksiyonu.
Coziicii ve agir metaller kullanilmadan gergeklestirildikleri i¢in bu reaksiyonlar
siklikla kullanilmaktadir. Tiyol-en reaksiyonunun mekanizmasi baslama, biiyiime ve
sonlanma basamaklarin1 igerir. Baslama basamaginda tiyol grubu bir baslaticiyla
etkilesime girer ve radikal olusur. Bliylime agamasinda, olugan radikal karbon-karbon
ciftli baglaria eklenir ve yeni bir radikal meydana gelir. Sonlanma basamaginda ise

radikaller arasinda birlesme reaksiyonu gergeklesir [21].

Bir diger “Click” reaksiyonu olan Huisgen sikolkatilmasi reaksiyonu bir sonraki

baglikta anlatilacaktir.

2.4.1.1 Huisgen siklokatilmasi

Huisgen siklokatilmasi bir diger adiyla 1,3 dipolar Huisgen siklokatilmasi, alkinlere
1,3 dipollerinin eklenmesi sonucu 5-iiyeli heteerosiklik halkalarin meydana gelme
reaksiyonudur. Bu reaksiyonlar katalizorsiiz veya bakir katalizorlii olarak
gerceklestirilebilmektedir. Bakir katalizorlii azit-alkin siklokatilmast (CuAAC) en
yaygin olarak kullanilan “Click” reaksiyonudur (Sekil 2.5). Bunun sebebi
reaksiyonun oda sicakliginda, yiiksek verimle ve makul kosullarda

gerceklestirilebilmesidir. CuAAC siklokatilma reaksiyonlarinda alkin molekiilii
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tastyan grup ile azit molekiilii bagl olan diger grup, bakir katalizorliigiinde birbirine

baglanir [22, 23].

Cuso,

Sodyum Askorbat N N
— + - \ |
<:> N; N

Sekil 2.5 : Bakir katalizorlii 1,3-dipolar Huisgen siklokatilma reaksiyonu.

Meydana gelen triazol halkasimin yliksek kimyasal stabiliteye sahip olmasi ve
hidrojen bagi kabul edebilir olmast bu yapinin biyolojik molekiiller, organik ve
inorganik ylizeyler ve malzemeler ile etkin bir sekilde etkilesime girebilmesine

olanak saglamaktadir [24].

CuAAC siklokatilma reaksiyonunda ¢esitli katalizorler ve ligandlar kullanilmaktadir.
Bakir, metal veya tuz formunda yani iyonik ya da kompleks olarak CuAAC
reaksiyonlarinda kullanilmaktadir. Bakir halojeniir ve bakir siilfat sik kullanilan bakir

katalizor cesitlerindendir [25].

Bakir iyodiir ve bakir bromiir, bakir halojeniir katalizorlerinden olup Cu(I)’in Cu(Il)
tuzlariyla, diger metal kompleksleriyle ya da iyonik sivilarla bir araya gelmesiyle de

etkili katalizor sistemleri olusturulabilmektedir [25].

Bakar siilfat katalizorleri iki sekilde kullanilmaktadir. Bunlardan birinde bakir siilfat
sodyum askorbatla (NaAsc) birlikte kullanilirken digerinde ise Cu(0) ile kullanilir.
Bakir siilfat katalizorli kullanilarak bir¢ok basarili “Click” reaksiyonu yapilmistir.
Bunlardan biri Sharpless ve arkadaslarinin CuSO4-NaAsc katalizor sistemi

kullanilarak suda ve oda sicakliginda gergeklestirdigi “Click” reaksiyonudur [25].

Reaksiyon sonunda bakir1 uzaklagtirmak i¢in saflastirma yapilmasmnin gerekiyor
olmast CuAAc reaksiyonunun en biiyiik dezavantajidir. Bu sebeple 0Ozellikle
biyolojik c¢alismalarda foto-“Click” reaksiyonlar1 tercih edilebilmektedir. Bu
reaksiyonlarda herhangi bir metal katalizérii kullanilmadigi i¢in daha az toksik
ozellik gosterirler. Foto-“Click” siklokatilma reaksiyonlarinda 151k, reaktif
olusturmak i¢in kullanilir ve daha sonra meydana gelen bu reaktifler biyolojik

sistemde mevcut olan gruplarla etkilesime girerler [26].

“Click” reaksiyonlar1 ile organik sentez, dendrimerlerin elde edilmesi ve

fonksiyonlandirilmasi, ¢apraz baglanma, yildiz ve graft polimerlerinin eldesi,
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polimerlerin fonksiyonlandirilmasi, protein, oligoniikleotit gibi biyolojik gruplar ile

polimerlerin konjuge edilmesi gibi bir¢ok uygulama yapilabilmektedir [24].

2.5 Polimer-Biyomakromolekiil Konjugatlar

Protein, peptid, niikleik asit gibi yapisal bilesenlerin sentetik polimerlerle bir araya
getirilmesiyle olusturulan konjugat yapilarinin daha gelismis 6zellikler sergiledikleri
ve ilag, nanoteknoloji, biyoteknoloji, tip gibi onemli alanlarda giin gectikce daha
genis kullanim alami bulabilecekleri son zamanda yapilan caligmalarla ortaya

konmustur.

Polimerlerin ve biyomakromolekiillerin sentezlenen konjugat yapilarinda hem
kendilerine has oOzelliklerini sergileyebilmeleri hem de konjugasyon sayesinde
kazandiklar1 6zelliklerle farkli islevler gosterebilmeleri bu sistemlerin en onemli

avantajidir [19].

Bu konjugatlarin sentezlemek i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar Sekil
2.6’da gosterildigi gibi grafting to, grafting from ve grafting through olmak tlizere ii¢
baslik altinda toplanabilir [19].

Grafting to yontemi en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Bu yontemde daha
onceden sentezlenmis fonksiyonel bir u¢ gruba sahip polimer ile biyomakromolekiil
tizerinde bulunan tamamlayici fonksiyonel grup uygun reaksiyon kosullar1 altinda

baglanarak konjugat elde edilir [27].

Grafting from yonteminde biyomakromolekiil iizerinde bulunan ve radikal
olusturabilen baglatic1 veya zincir transfer ajan1 gibi belli bolgeler iizerinden

polimerizasyon gerceklestirilir [27].

Grafting through yontemiyle ise lizerinde bulunan polimerlesmeye yatkin gruplar
sayesinde bir monomer gibi davranan biyomakromolekiil farkli tiirde monomerlerle

polimerleserek konjugat olusturabilir [27].

Bu yontemler kullanilarak DNA-polimer ve protein-polimer konjugatlari

sentezlenebilmektedir.
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Sekil 2.6 : Polimer biyokonjugatlarinin a) grafting to b) grafting from ve c) grafting
through yontemleriyle sentezi [19].

2.5.1 DNA-Polimer Konjugatlari

DNA-polimer hibrit malzemelerine iliskin ilk ¢alisma 1980’lerin sonunda ortaya
konmustur [5]. Bu ¢calismadan sonra DNA-polimer konjugat yapilarinin ilag veya gen
tasima amaciyla kullanilabilecegine yonelik farkindaligin artmasi, bu sistemlerle

ilgili yapilan calismalarin artmasina yol agmustir.

DNA-polimer konjugatlarinin sentezlenmesinde cesitli parametreler goz Oniinde
bulundurulur. Bu parametrelerden biri uygun polimerin secilmesidir. Polimerlerin
Ozellikleri istenildigi gibi ayarlanilarak sentezlenen konjugat sistemlerinin kontrol
edilmesi miimkiindiir. Ornegin, segilen polimerin hidrofobik olmasi ve hidrofilik
olan oligoniikleotit ile konjuge edilmesi sonucu amfifilik olarak adlandirilan yapilar
elde edilir ve bu yapilarin uygun ¢oziiciiler i¢inde kendiliginden birlesme 6zelligine
sahip olmasi bu yapilar ile kolaylikla nanoparcacik sentezlenmesine olanak saglar.
Elde edilen nanopargacik, hidrofobik bir ¢ekirdege ve hidrofilik bir koronaya sahip
olup nanopargacigmn bu dogasi, hidrofobik ila¢ yliklenerek etkili ilag tasima

sistemleri elde etmek icin de kullanilabilmektedir [5].

Amfifilik DNA-polimer konjugatlariyla ¢esitli yapilar elde edilebilir. Bu yapilardan
bazilar1 Sekil 2.7 ve 2.8’de gosterilmistir.
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Sekil 2.7 : DNA-polimer konjugatlarinin kendiliginden birlesme 6zellikleriyle
olusturdugu misel, vezikiil ve tiip yapilar [4].

Sekil 2.8 : DNA-polimer konjugatlarinin kendiliginden birlesme 6zellikleriyle
olusturdugu a) nanokapsiil, b) nanokiire, ¢) lipozom, d) polimerik misel ve e)
dendrimer yapilari [28].

2.5.1.1 DNA-polimer konjugatlarinin sentezi

Konjugat sentezi kat1 fazda veya sivi fazda gerceklestirilebilir. Kati fazda DNA
zinciri bir destege baglidir. Kati fazda konjugat sentezlenirken iki farkli yol
izlenebilir. Bunlardan biri DNA zincirine polimerin eklenmesi digeri ise DNA
zincirine  takilmig  bir  baslatict  molekiil {izerinden polimerizasyonun

gergeklestirilmesidir.

Konjugat sentezinde kullanilan en yaygin yontem, DNA ve polimerin ayri ayri

sentezlenip daha sonra ¢ozelti fazinda konjugasyonlarini saglamaktir. Polimer; Halka
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Acilma Polimerizasyonu (ROP), Atom Transfer Radikal Polimerizasyon (ATRP)

gibi ¢esitli yontemlerle lineer ya da dallanmis olarak sentezlenebilir.

DNA ve polimer sentezlendikten sonra, konjugat olusturmak i¢in bir¢cok kimyasal
konjugasyon reaksiyonu kullanilarak ikisinin birlesmesi saglanabilir. Bu
reaksiyonlarin gergeklesmesi i¢in iki dnemli kosul vardir. Bunlar; reaksiyonlarin
DNA’nin ¢6ziinmesi i¢in gerekli olan polar ¢6ziicii ile uyumlu olmast ve DNA’ya ya

da polimere zarar verecek reaktiflerin kullanilmamasidir [29].

Cozelti fazinda konjugasyon icin Sekil 2.9°da gosterildigi gibi dort temel yontem
vardir.
o)

Polimer~C’
HN~OLN

a) Polimer~COOH  H,N~OLN

b) polimer~SH HS~OLN Polimer~S—S+~OLN

0] AN o S~OLN

N N
©) Polimer~0 ‘o HS~OLN Polimer~O o

OLN

=—~0LN /éf\

Polimer~N_ _N
N

d) Polimer~ N3

Sekil 2.9 : DNA-polimer konjugati sentez yontemleri: a) amid bagi olusumuyla
konjugasyon b) disiilfit bagiyla baglanma c) Michael katilmasi ve d) azit-alkin
Huisgen siklokatilmasi.

Amid bag olusumuyla konjugasyon yonteminde; bilesenler bir peptit bagiyla
baglanir. Oligoniikleotitlere bagli amino gruplar, polimerin aktive edilmis karboksil

gruplariyla reaksiyona girer.

Disiilfit bagiyla baglanma yonteminde ise her iki birimin de siilfidril (kovalent olarak
birbirine baglanmis S ve H atomlar1) gruplariyla modifiye edilerek, ikisinden birinin

aktive edilmesi gerekmektedir.

Michael katilmas1 reaksiyonunda, oligoniikleotitlere tiyol modifikasyonu da
yapilmast gerekir. Baglanma, bir elektron eksik karbon atomuna tiyol grubunun

eklenmesiyle gerceklesir.

Azit-alkin sikolkatilma reaksiyonuyla azitle sonlandirilmis polimer zinciri ile alkin

fonksiyonlu oligoniikleotitin uygun ortamda konjugasyonu gergeklestirilir.
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2.5.1.2 DNA-polimer konjugatlarinin dis uyaranlara bagh sekil degistirme

davramslari

DNA-polimer konjugatlar1 hazirlanirken hidrofilik olan oligontikleotit bloguna
hidrofobik bir polimer blogunun eklenmesiyle olusan amfifilik yapisi sayesinde elde
edilen nanoparcaciklar ¢esitli cevresel faktorlerle sekil degistirebilme ozelliklerine
sahiptirler. Sahip olduklar1 bu amfifilik yapi, konjugatlarin bir araya gelme ve
dagilma davraniglarinin kontrol edilebilmesine imkan saglar. Bu yap1 ve sekil
degisikliklerine neden olabilen ¢evresel uyaranlardan bazilari; sicaklik, enzim, pH ve

polaritedir.

Sicakliga baglh sekil degistirmeye Kim ve arkadaslarmin yaptigi Sekil 2.10°da

sematize edilen ¢alisma 6rnek gosterilebilir [30].

LCST=T,
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B = @' “w g )
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/Ny 3 ) y. ¢
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Sekil 2.10 : Altin nanopargacikla birlestirilmis oligoniikleotitler kullanilarak
sentezlenen DNA-polimer konjugatinin 1si1ya bagl sekil degistirme davranist [30].

Bu calismada altin nanopargaciklarin (AuNP) cekirdek, oligoniikleotit zincirlerinin
koprii, poli(N-izopropilakrilamit) (PNIPAM) polimerinin koronay1 olusturdugu 1siya
duyarli bir pargacik sentezlenmistir. DNA ve PNIPAM’in sicaklikla uyarilarak
yapisal degisiklige ugrayabilmesi ile {i¢ boyutlu yapmin kontrol edilebildigi

gosterilmisttir.

PNIPAM sicakligmin diisiik kritik ¢ozelti sicakliginin (LCST) tizerine ¢ikarilmasiyla
PNIPAM  koronast hidrofilik durumdan hidrofobik duruma geger ve
AuNP/DNA/PNIPAM parcaciklari, biiyiikk bir nanoparcacik ve polimer agi
olusturucak sekilde toplanirlar. Sicaklikla uyarilmig birlesme tersinirdir ve

nanopargacik/polimer agregatlar1 sicakligt LCST nin altina diistirerek dagitilabilir.
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Sicakligin DNA erime sicakliginin iizerine ¢ikarilmasiyla da bu agregatlar DNA-

modifiyeli nanopargaciklar ve polimer miselleri olarak tekrar dagilir [30].

Ayni grubun gerceklestirdigi bir bagka calismada ise DNA-PNIPAM diblok
kopolimerine poli(metil akrilat) hidrofobik blogunun baglanmasiyla DNA-b-
PNIPAM-b-PMA triblok kopolimeri sentezlenmistir [30]. Elde edilen bu konjugatin
sekil degisimi, hem DNA-b-PNIPAM-b-PMA triblok kopolimerinin sicakligini
degistirerek hem de triblok kopolimere tamamlayici zincir eklenerek yapilmistir
(Sekil 2.11). Oda sicakliginda, PNIPAM’in merkez blogu hidrofiliktir ve hidrofilik
blogun (DNA ve PNIPAM) hacmi hidrofobik blogun (PMA) hacminden biiyiik
Olciide fazladir. Bu nedenle oda sicakliginda kiigiik miseller olugsmaktadir. Sicaklik
LCST’nin iizerine g¢ikarildiginda, PNIPAM hidrofobik hale geldik¢e hidrofobik
kismin hacim orani artmaktadir. Bu hidrofobiklige bagli hacim degisikligi silindirik
miseller ya da vezikiiller gibi gruplarin olusmasina yol acan morfoloji

degisikliklerinin olmasina yol agmustir.

Sekil degisimi, triblok kopolimere tamamlayict DNA zincirinin eklenmesiyle de
gozlemlenmistir. Tamamlayici zincirin eklenmesiyle hidrofilik kismin hacmi artmis
ve bu da morfolojik yapinin silindirden misele gegisini saglamistir (Sekil 2.11).
9 THEERT el oo @
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° O T<LCST F

- P —— Hidrofilik
Hidrofilik Hidrofobik

Hidrofobik

Hidrofobik

NN~~~ DNA-b-PNIPAM-b-PMA V'V Tamamlayici DNA

Sekil 2.11 : DNA-b-PNIPAM-b-PMA misellerinin sicaklik degisimine ve
tamamlayict DNA zinciri ile hibridizasyonuna bagli olarak morfoloji degisimleri
[30].

DNA-polimer konjugatlarinin sekil degistirmesine yol acan bir baska dis uyaran
1siktir. Sekil 2.12°de de DNA-polimer konjugatlar1 ile elde edilen misellerin farkli
dalga boylarinda 15182 maruz kalmaya bagl olarak gosterebilecekleri yapisal
degisiklikler Ozetlenmistir. Misel i¢indeki fotokimyasal reaksiyonun hidrofobik

blogun polaritesini artirmasi sonucu miselde dagilma meydana gelebilmektedir (a).
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Fotoreaksiyon ile hidrofilik ve hidrofobik bloklar arasindaki baglanti kesilerek misel
yapis1 bozulabilmektedir (b). Hidrofobik blok ¢evresinde 1sikla ayrilabilir birimlerin
bulunmasi, 1s1ikla uyarilmis degredasyonun meydana gelmesine yol agmaktadir (c).
Isiga bagli tersinir ¢apraz baglanma reaksiyonlari da morfoloji degisikligi i¢in

alternatif bir yol olarak kullanilabilmektedir (d) [28].

Sekil 2.12 : DNA-polimer konjugatlar ile elde edilen 1s18a duyarli misellerin sekil
degistirme davraniglar [28].

2.5.1.3 DNA-polimer konjugatlari ile olusturulan nanaoparcaciklarin kullanim

alanlan

DNA-polimer konjugatlari, hiicresel goriintiileme ve ilag tasima gibi alanlarda

kullanilabilmektedir.

Fotoaktif bir molekiil iceren nanopargaciklar hedefe baglandiklarinda bu molekiiliin
sinyal verme 6zelligi sayesinde goriintiilleme alaninda kullanilabilme potansiyeline
sahiptir. Sekil 2.13’te bir mRNA dizisini hedef alarak baglanma sonucunda sinyal
vermek tlizere fonksiyonlandirilmis DNA-polimer konjugatinin ¢alisma mekanizmasi
gosterilmektedir. Tan ve arkadaglarinin yaptigi bu c¢aligmada bir ucunda floresans

Ozellik gosteren bir molekiil diger ucunda ise soniimleyici molekiil tasiyan ve
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“hairpin” yapisina sahip DNA zinciri igeren konjugat sentezlenmistir [4]. Bu
konjugat DNA zincirinin tamamlayicis1 olan hedef mRNA zincirine baglandiginda
DNA zincirinin hairpin yapist agilarak soniimleyici molekiil floresin molekiiliinden

uzaklagmis ve boylece sinyal olusturulmustur.

Floresin
® Sonumleyici
molekl

Sekil 2.13 : DNA-polimer konjugati ile mRNA tespiti [4].
DNA-polimer konjugatlar1 ile ila¢ tasima konjugatlarin en onemli kullanim alani
olarak sayilabilir. Ozellikle amfifilik olarak tasarlanan konjugatlarla olusturulan
nanoparcaciklar ilag tasiyict sistemler olarak kullanilmak iizere c¢ok elverisli
yapilardir. Genellikle hidrofobik dogaya sahip olan kanser ilaglari, nanoparcaciklarin
hidrofobik ¢ekirdegine hapsedilerek, bu nanopargacigin hidrofilik koronasi sayesinde

de herhangi bir immiin tepki gormeden canli ortamda taginabilmektedir [29].

Kedracki ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada [29], kendiliginden birlesen yapilarin
hidrofobik ¢ekirdeklerinin i¢ine antikanser ilact doksorubisin yiiklenerek misellerin
potansiyel uygulamalar1 gosterilmistir. Bunun i¢in tamamlayict DNA zincirinin 5’
ucu folik asit birimleri ile modifiye edilerek bu zincirlerin DNA-polimer konjugati
ile hazirlanan misellerle hibridizasyonu sonucu miseller, insan kanser hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan reseptorlere hedeflenmistir. Bu misellerin hiicresel alimi folik asit
konjugasyonu ile 6nemli dl¢iide artmis ve kanser hiicrelerinin canlilifi biiytik 6l¢iide
azalmistir. Bu da kendiliginden birlesen DNA-polimer konjugatlarinin, folik asit
reseptorleri  sunan kanser hiicrelerini  hedefleyen tasima araglar1 olarak

kullanilabildigi gosterilmistir (Sekil 2.14).
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Hedefleme

Hucre Canliligi

Kanser Hicresi

Sekil 2.14 : Folik asit molekiilleri ile fonksiyonlandirilmis DNA-polimer
konjugatlarindan elde edilen misellerin ila¢ tagima mekanizmasi ve farkli
tasarlanmis misellerin hiicre canlilifina olan etkisini gosteren grafik: (A) hedefleme
birimleri (folik asitler) ile fonksiyonlandirilmis ilag yiikli miseller (B) konjuge
olmamus folik asitlerin varliginda ilag ytiklii miseller (C) herhangi bir hedefleme
birimi tagimayan ilag yiikli miseller (D) ilag igermeyen folik asit konjugatli miseller
[29].

2.6 Protein-Polimer Konjugatlari

Protein-polimer konjugatlarinin hem sentetik polimerlerin hem de proteinlerin
Ozelliklerini tasimas1 bu yapilar1 6zellikle ilag ve ilag tastyict sistemler alaninda ilgi
cekici kilmaktadir. Protein-polimer konjugatlarinin sentezinde de Sekil 2.6’da
sematize edilen ii¢ temel yontem olan grafting to, grafting from ve grafting through

yontemleri kullanilmaktadir.

Bu yontemlerle konjugat sentezi igin ¢esitli fonksiyonlandirmalar yapilabilmektedir.
Bu fonksiyonlandirmalara bagli olarak konjugasyon prosediirleri degismektedir.
Amin ve tiyol gruplartyla baglanma, biyotin ve streptavidin baglanmasi bu

prosediirlerden bazilaridir [19].

Aminler DNA-protein konjugatlarinda oldugu gibi protein-polimer konjugatlarinda
da en fazla hedeflenen fonksiyonel gruplardir. Konjugasyon i¢in amin gruplar
aktiflestirilmis esterlerle reaksiyona girer. Bu reaksiyon sonucu olusan amit baglar

ile iki makromolekiil birbirine baglanmis olur [19].
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Siklikla tercih edilen bir diger yontem tiyollerle baglanma yontemidir. Bu yontemde
sistein aminoasidinde bulunan tiyol gruplari ile bag kurulmasi amaglanir. Bu bag, iki
tiyol arasinda oksidasyon sonucu disiilfit bagi olusmasi ya da aktive edilmis bir
disiilfit ile degisim yoluyla olusturulur. Tiyoller alken ve alkinlerle katilma

reaksiyonlar1 vererek tiyoeter baglar1 da olusturabilirler [19].

Biyotin ve avidin baglanmasi gibi kovalent olmayan etkilesimler kullanilarak da
konjugat sentezlenebilmektedir. Biyotinin avidin ve streptavidin proteinlerine giiclii
ve stabil afinite gdstermesi bu spesifik etkilesimin konjugasyon amaciyla

kullanilmasini saglamaktadir [19].

2.6.1 Albumin-polimer konjugatlar:

Polimerlerin albumin proteinine fiziksel ya da kimyasal yollarla baglanmasi,
albuminin stabilitesini artirir ancak konjuge edilen polimerin 6zelliklerine bagli
olarak proteinin ¢ozliniirliigii ve biyouyumlulugunda degisiklikler olabilmektedir.
Ornegin albuminin polietilenglikol (PEG) gibi fazlaca hidrofilik bir polimerle
konjugasyonu sonucunda konjugatin dogal albumine gore kanda daha uzun siire
dolastigt ve immunojenisitenin de daha diisiik oldugu yapilan bir calismayla

kanitlanmastir [16].

Albuminin ylizeyinde bulunan tiyol, amino ve karboksil gibi fonksiyonel gruplar
sayesinde bu proteinin polimerlerle konjugasyonu kolaylikla yapilabilmektedir.
Genellikle albuminin lisin ve sistein aminoasitleri polimerlerle konjugasyon i¢in
hedef olarak secilmektedir. Lisin aminoasitinin albumin yiizeyindeki amino gruplari
N-hidroksisiiksinimid (NHS) gibi aktiflestirilmis esterlerle, karboksilik asitler,
aldehitler gibi yapilarla reaksiyona girerek konjugasyon yapilabilmektedir [16].

Albuminin sahip oldugu 585 aminoasidin 35’1 sistein olup bunlardan 34’{i arasinda
17 disiilfit bag:1 bulunurken bir tane serbest tiyol grubu vardir. Dolayisiyla bu serbest
tiyol grubuna sahip olan Sistein-34, konjugat sentezinde kullanilmak {izere etkin
olarak kullanilabilmektedir. Maleimit ve aktif disiilfit gruplar1 albuminin serbest tiyol

grubuyla etkilesime girmesi i¢in kullanilan fonksiyonel gruplardan bazilaridir [16].

2.6.2 Protein-polimer konjugatlari ile olusturulan nanoparcaciklar

Amfifilik protein-polimer konjugatlar1 kullanilarak farkli yapida nanoparcaciklar

sentezlenebilmektedir. Sekil 2.15’te gosterildigi gibi albumin proteini ile hidrofobik
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bir polimerin bir araya getirilmesi yoluyla elde edilen konjugatin uygun c¢oziicii
icerisinde kendiliginden birlesme 06zelligi sayesinde polimer g¢ekirdek ve protein
koronadan olusan nanopargaciklar elde edilebilirken albumin veya polimerin yiizeyi

kapladig1 nanoparcaciklar da olusturulabilmektedir [16].

(a) \% kendlllgmden birlesme

albumm-pollmer konjugati

o, G kaplama o ool
3 o

(b)

polimerik nanopargacik albumin
)
(c) E kaplama
+ i _—
albumin polimer

Sekil 2.15 : a) Biiyiik amfifilik yapilardan elde edilen albumin-polimer
nanopargaciklari, b) albumin korona ile kaplanmis polimerik nanopargaciklar ve c)
polimer ile kaplanmis albumin (dogal veya denatiire olmus) veya albumin
parcaciklari.

Protein-polimer konjugatlarindan elde edilen nanoparcaciklar ilag tasiyict sistemler
olarak kullanilmaktadir. Bununla ilgili yapilan bir ¢calismada [31] anti-kanser ilacin
hastalikli bolgeye daha etkin bir sekilde tasinmasi amaciyla albumin-polimer
konjugatinin kendiliginden birlesmesi ile elde edilen nanoparcaciklarin igerisine
kanser ilact yiiklenmis ve yiizeyi de timoér bolgesine uygun ligandlarla

hedeflendirilmistir (Sekil 2.16) [31].
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biyopargalanabilir protein-polimer konjugati nanopargacik

é

Q) L3

O\» ‘owo

e o _P L e
9

L2 L ,
tamor hucreleri .ﬂ J)

fl
¢

tiimor hedefli nanotasiyici

hedefleyici ligand

Sekil 2.16 : Albumin-polimer konjugatindan sentezlenen nanopargaciklarla ilag
tasima [31].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Malzemeler

4-Metilumbelliferon (%99, Aldrich), trietilamin (TEA, >99, Aldrich), metakriloil
kloriir (%97, Aldrich), sodyum hidroksit (NaOH, %98-100.5, Aldrich), 2-
bromoetanol (%95, Aldrich), sodyum azit (NaN3;, BDH), bakir bromiir (CuBr, %98,
Alfa Aesar), sodyum karbonat (Na,COj;, Aldrich), sodyum bikarbonat (NaHCOs,
VWR Chemicals), N,N.N'.,N",N"-pentametildietilentriamin (PMDETA, Merck), L-
sodyum askorbat (NaAsc, %99, Acros Organics), N,N’-disiklohekzilkarbodiimid
(DCC, Alfa Aesar), sodyum siilfat (N,SO4 Merck), magnezyum siilfat (MgSO,, %97,
Acros), sodyum kloriir (NaCl, Merck), 4-pentinoik asit (%98, Alfa Aesar), N-
hidroksisiiksinimid (%98, Aldrich), nétral aliimina (58 A, Alfa Aesar), fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS, Aldrich), silika jel 60 (0.063-0.200mm, Merck), bakir
(IT) siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,O, Merck), tris[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil]Jamin (TentaGelTM TBTA, Aldrich), bovin serum albumin (BSA, Cell
Signaling Technology), aseton (Merck), n-hekzan (Emplura), etil asetat (Merck),
tetrahidrofuran  (Merck), dietileter  (Chem-Lab), 1,4-dioksan  (Merck),
dimetilsiilfoksit (DMSO, Carlo Erba) hicbir saflagtirma prosediirii uygulanmadan
kullanilmistir. Oligoniikleotit (TAACCTGATTAGGAGAGCGACG, (Sentromer
DNA Teknolojileri) HPLC ile saflastirilmis halde satin alinarak kullanilmistir.
Diklorometan (DCM, Merck) CaH; ile kurutulup distillenerek kullanilmistir. N,N-
Dimetilformamit (DMF, %+99.8, Alfa Aesar) 4 A molekiiler sieve ile kurutularak

kullanilmistir.

3.2 Kullanilan Cihazlar

Fourier dontisiimlii infrared (FT-IR) spektrumlart platin-ATR aksesuar ile (ZnSe
kristali) ALPHA Bruker spektrometresinde kaydedilmistir. '"H NMR ve “C NMR
Olgtimleri, 500 Mhz’lik Bruker NMR cihazinda CDCIl; ¢o6ziiciisii kullanilarak
almmistir. UV-Vis absorbsiyon spektrumlar1 Hitachi marka U-2900 UV-Vis

spektrofotometresi ile Ol¢iilmiistiir. Floresans emisyon spektrumu dl¢timleri Hitachi
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marka F-2700 spektrofotometresi ile gerceklestirilmistir. Jel gegirgenlik
kromatografisi (GPC) o&lgtimleri, bir pompa ve Viscotek VE 3580 refraktif indeks
(RI) dedektoriinden olusan Viscotek GPCmax VE 2001 Autosampler sistemi
kullanilarak yapilmistir. Seri olarak baglanmis lic Viscotek GPC kolonu (T3000,
LT4000L ve LT5000L) (i¢ ¢ap 7.8 mm, 300 mm uzunluk) ve bir Viscotek guard
kolonu (CLM3008, i¢ ¢ap 4.6 mm, 10 mm uzunluk) kullanilmistir. Olgiimler 35
°C'de 1.0 mL/dakika akis hizinda yapilmistir ve ¢oziicii olarak THF kullanilmistir.
Dedektor, dar molekiiler agirligi dagilimina sahip PS standartlariyla kalibre edilmis
ve veriler Viscotek OmniSEC 4.7.0 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. DSC
Ol¢iimleri, TA marka Discovery DSC 250 cihazinda 25°C ile 250°C araliginda,
10°C/dk 1s1tma hizinda ve azot atmosferi altinda yapilmistir. Misellerin olusturulmasi
sirasinda enjeksiyonlar 19.23 mm ¢apl siringalar kullanilarak Sujipuli Technology
NE-1600 6 kanall1 programlanabilir siringa pompasinda 1 mL/dk enjeksiyon hiziyla
yapilmistir. Misellerin ortalama partikiil boyutu ve partikiil boyutu dagilimlari, 633
nm dalga boyunda ve 25°C’de bir Malvern NanoZSP dinamik 1sik sagilim (DLS)
spektrometresi cihazi kullanilarak distile H,O igerisinde 173”lik 6l¢iim agis1 ile
belirlenmistir. Misellerin aydinlatilma ¢alilmalar1 i¢in 350 nm’de 151k yayan 12 adet
lambali Kerman marka bir fotoreaktér kullanilmistir. Sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), 1xTris glisin SDS (pH 8.3) yiiriitme
tamponu ve bir poliakrilamid jeli (%10 ayirma jeli ve %5 istifleme jeli iceren)
kullanilarak 120 V'ta gergeklestirilmistir. Yiikleme Ornekleri 7.5 pL odlgiilen
¢ozeltinin (0.5 mg/mL) 7.5 pL yiikleme tamponu ile karistirilmasiyla hazirlanmis ve
birka¢ saniye vortekslenmistir. Molekiiler agirlik standartlar1 olarak sekiz protein
(6.5-200 K; Bio-Rad) karisimi kullanilmistir. Numuneler ve protein molekiiler
agirlik markeri, indirgeyici bir madde ile 6nceden hazirlanmis bir Laemmli numune
tamponu ile seyreltilmis ve daha sonra proteini denatiire etmek i¢in 5 dakika 95°C'de
isitilmistir. Numuneler 2 saat boyunca Coomassie Mavi R-250 Boyama Cozeltisi
(Bio-Rad) kullanilarak boyanmis ve onceden karistirilmis eluent (etanol/su/asetik
asit= 5:4:1 (hacim/hacim/hacim)) ile yikanmistir. Jel goriintiileri bir Bio-Rad
ChemiDoc goriintiileme sistemi kullanilarak kaydedilmistir. BSA da kontrol olarak

kullanilmistir.
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3.3 Deneysel Kisim

3.3.1 Kumarin metakrilat (KMA) monomerinin sentezi

4-Metilumbelliferon (5 g, 0.028 mol) iizerine 100 mL DCM eklendikten sonra
0°C’de TEA (4.74 mL, 0.034 mol) yavasca damlatildi. Bir damlatma hunisinin igine
10 mL DCM ve metakriloil kloriir (3.32 mL, 0.034 mol) konulup karigimin iizerine
yavag¢a damlatildi. Oda sicaklifinda, azot ortaminda ve 151k almasi engellenerek 1
gece karistirildi. Daha sonra sirasiyla 100’er mL distile suyla ve 100’er mL NaOH
coOzeltisiyle 3’er kere ekstraksiyon yapildi. Na,SOy ile kurutulduktan sonra ¢oziicii
tamamen ucuruldu. Elde edilen kati madde metanolden kristallendirilerek yiiksek
basing altinda kurutuldu. Sonug iiriin % 29 verimle beyaz bir kati olarak elde edildi.
Monomerin karakterizasyonu floresans spektroskopisi, DSC, FTIR ve 'H NMR ile
gerceklestirildi. Sekil 3.1’de KMA monomerinin kimyasal sentez reaksiyonu ve

yapisi gosterilmektedir.

= o) -HCI 0
cl %

X

(o]

(o}

Sekil 3.1 : Kumarin metakrilat monomerinin sentezi.
3.3.2 2-Azidoetanol sentezi

2-Bromoetanol (4 g, 32 mmol) ve NaN3 (3.12 g, 48 mmol) iizerine 90 mL aseton ve
15 mL distile su eklenerek 60 °C’de 12 saat karistirildi. Aseton tamamen
ucurulduktan sonra tizerine 80 mL distile su eklendi ve 100’er mL dietil eter ile 3
kere ekstraksiyon yapildi. Organik faz Na,SO, ile kurutulduktan sonra ¢oziicii
yiiksek basing altinda uguruldu. Uriin verimi % 30 olarak bulundu. Sonug iiriin FTIR
ve 'H NMR ile karakterize edildi. Azidoetanoliin sentezi ve kimyasal yapis Sekil
3.2’de gosterildigi gibidir.

N

+

N. OH
\N/\/

<

Sekil 3.2 : 2-Azidoetanoliin sentezi.
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3.3.3 2-Azidoetil 2-bromoizobiitirat (AEBI) sentezi

2-Azidoetanol (1.19 g, 0.014 mol), TEA (2.29 mL, 0.016 mol) ve 40 mL dietil eter 0
°C’de karistirilirken tizerine 15 mL dietil eter i¢cinde a-bromoizobiitiril bromiir (1.98
mL, 0.016 mol) yaklasik 30 dakikada damlatildi. 1 gece boyunca oda sicakliginda
karistirildi. Sirasiyla 100°er mL sulu NaHCO; ¢ozeltisi ile 3 kere ve distile suyla 1
kere ekstraksiyon yapilarak Na,SO, ile kurutulduktan sonra c¢oziicii uguruldu.
Sarimsi yag gibi bir svi elde edildi. FTIR, '"H NMR, ve '°C NMR sonuglaria gore

karakterizasyonu yapildi.

(o]

Br TEA Br
N3/\/OH + )ﬁj\ Br Na/\/oxﬂ)i

(o)

Sekil 3.3 : 2-Azidoetil 2-bromoizobiitirat sentezi ve kimyasal yapisi.
3.3.4 Poli(kumarin metakrilat-ko-ter-biitil akrilat) (PKMAtBA) sentezi

Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ile poli(kumarin metakrilat-ko-ter-
biitil akrilat) polimeri sentezlenitken, Monomer/Baslatici/CuBr/PMDETA i¢in
100/1/1/1 orani kullanilarak toplam monomer molii 0.034 olmak {izere -BA (4.44
mL, 0.0306 mol), KMA (0.83 g, 0.0034 mol), AEBI (0.08 g, 3.4x10™ mol), CuBr
(0.049 g, 3.4 x 10™* mol), PMDETA (0.071 mL, 3.4 x 10® mol) bir Schlenk tiipii
icerisinde karstirilip, 3 kere donma-vakum-¢ozme (freze-pump-thaw) dongiisii
tekrarlandi. Daha sonra oda sicakligina gelmesi beklenerek 90°C’de yag banyosunda
belli siire karistirildi. Sari-yesil renkteki karigimin tizerine bir miktar THF eklenerek
sivi azotla sogutulmus n-hekzan c¢oziiclisiinde c¢oktiiriildi. Coziicli tamamen
uzaklastirildiktan sonra kalan kat1 maddenin {izerine tekrar bir miktar THF eklenerek
¢oziinmesi saglandi. Karisim, bakirin uzaklastirilmas: i¢cin ndétral altimina
kolonundan gegirildi. THF ugurularak tekrar n-hekzanda ¢oktiirme islemi yapildi.
Daha sonra 40°C’de vakum etliviinde tamamen kurutuldu. Elde edilen polimer FT-
IR, '"H NMR, UV, GPC ve DSC ile karakterize edildi. Sekil 3.4’te reaksiyon semasi

gosterilmistir.
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Sekil 3.4 : PKMA(BA polimerinin ATRP ile sentezlenmesi.
3.3.5 N-(4-Pentinoiloksi)siiksinimit sentezi

4-Pentinoik asit (0.5 g, 5.1 mmol) ve N-hidroksisiiksinimit (0.6 g, 5.1 mmol) bir
balona konulduktan sonra iizerlerine 60 mL 1:1 etil asetat:dioksan ¢oziicii karisimi
eklendi. Daha sonra bu karisimin iizerine DCC (1.05 g, 5.1 mmol) eklendi. 1 gece
oda sicakliginda karistirildiktan sonra karigim filtre kagidindan siiziildii ve etil asetat
hacmi 200 mL’ye tamamlanacak sekilde etil asetat eklendi. 50’ser mL %S5’lik
NaHCO; sulu ¢ozeltisiyle 2 kere, 50 mL distile suyla 1 kere, 50 mL doymus NaCl
sulu ¢ozeltisi ile de bir kere ekstraksiyon yapildi. Organik fazlar toplanip Na,SOy ile
kurutulduktan sonra etil asetat uguruldu. Daha sonra organik kolon hazirlanarak
madde DCM ile yikanan silika jelde yiiriitiildii ve maddeler toplandi. Sonug olarak
%71 verimle beyaz bir kati elde edildi. FT-IR ve '"H NMR ile karakterizasyonu
yapildi. N-(4-pentinoiloksi)siiksinimit bilesiginin kimyasal yapis1 asagidaki Sekil
3.5’te gosterildigi gibidir.

0 (o]
O < > A < >
M N—OH e N—O =
+ —_ - ==
o) o) o

Sekil 3.5 : N-(4-pentinoiloksi)siiksinimit bilesiginin sentezi.

3.3.6 Oligoniikleotit-poli(kumarin  metakrilat-ko-ter-biitil  akrilat (OLN-
PKMATtBA) sentezi

Na,CO3-NaHCO;3; tampon ¢ozeltisi (105 pL, pH 9.9) icerisinde ¢oziilmiis
oligoniikleotit (TAACCTGATTAGGAGAGCGACG, 24 nmol) karisimi igine N-(4-
pentinoiloksi)siiksinimit (0.07 mg, 360 nmol) eklenerek oda sicakliginda 24 saat
karistirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra liyofilizatorde kurutuldu. Elde edilen
maddenin iizerine fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBS) (0.6 mL) eklendi.

Karakterizasyonu i¢in DLS, FT-IR, UV ve floresans spektroskopi 6l¢iimleri yapildi.
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OLN-N-(4-pentinoiloksi)siiksinimitin sentezi ve kimyasal yapis1 Sekil 3.6’da

gosterilmistir.
O o
OH
IM LY o Y » T /\/\/\/NHZ + N_OJK/\
3 5-0-P-0 S
o
O

DMF/karbonat-bikarbonat
tampon c¢ozeltisi

M 9H /\/\/\/H //
3 5'-O—||’|—O
(o) (o)

Sekil 3.6 : OLN- N-(4-pentinoiloksi)siiksinimid sentezi.

PKMAtBA polimeri (0.229 mg, 28.8 nmol) 229 pL dimetilformamid (DMF)
¢oziiclisii icinde ¢oziilerek oligoniikleotit ¢ozeltisi icine eklendi. CuSO4 (0.0072 mg,
28.8 nmol), TBTA (0.017 mg, 31.7 nmol) ve NaAsc (0.023 mg, 115.2 nmol) 24 pL
DMSO/H,0 (1/1) ¢oziiciisii icinde ¢oziilerek oligoniikleotit ¢ozeltisi icine eklenerek
karistirildi. Daha sonra elde edilen bu ¢ozelti suya karsi diyaliz edildi ve

liyofilizatorde kurutuldu. %50 verimle 0.2 mg beyaz bir kat1 elde edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 : OLN-PKMAtBA konjugatinin sentez reaksiyonu ve kimyasal yapisi.

31



3.3.7 BSA-N-(4-pentinoiloksi)siiksinimit sentezi

Bovin serum albumin (BSA, 40 mg, 6.06 x 107 mol) 3 mL fosfat tamponlu tuz
¢ozeltisinde (PBS) ¢oziildiikten sonra bu ¢ozelti 0.6 mL DMSO iginde ¢oziinmiis N-
(4-pentinoiloksi)siiksinimit (2.4 mg, 12.12 x 10° mol) ¢ozeltisine eklendi. Oda
sicakliginda karistirildiktan sonra suya karsi diyaliz uygulandi. 39.9 mg beyaz bir
kat1 olarak elde edildi. FT-IR ile karakterizasyonu yapildu.

3.3.8 BSA-PKMAtBA sentezi

PKMAtBA (50 mg, 6.06 x 10°° mol) 2 mL DMF iginde c¢oziilerek BSA-N-(4-
pentinoiloksi) siiksinimit (20 mg, 3.03 x 107 mol), CuSOs4 (1.5 mg, 6.06 x 10°° mol),
NaAsc (4.8 mg, 24.024 x 10° mol) ve TBTA (3.5 mg, 6.67 x 10° mol) 4 mL PBS
icinde coziilerek hazirlanan ¢ozeltinin tlizerine eklendi. Azot gegirilerek 24 saat oda

sicakliginda karistirildi.

Ayni yontemle BSA-N-(4-pentinoiloksi) siiksinimit/PKMAtBA orant molce 10:1
olacak sekilde bir konjugat daha sentezlendi. Sirasiyla bu konjugatlar BSA-
PKMAtBA-1 ve BSA-PKMAtBA-2 olarak adlandirildi.

Daha sonra suya kars1 diyaliz yapilip liyofilizasyon ile kurutuldu ve beyaz bir kati
elde edildi. UV-vis, floresans spektroskopi, SDS-PAGE, FT-IR ve DSC ile

karakterizasyonu yapildi.

3.3.9 BSA-PKMAtBA misellerinin olusturulmasi

10 mg BSA-PKMAtBA konjugati 1 mL kuru DMF ig¢inde ¢oziilerek siringa pompasi
ile i¢cine 10 mL distile su 1 mL/dk hizla enjekte edildi ve 6-8 kDa cut off diyaliz

membran kullanilarak diyaliz gerceklestirildi.

DLS olclimleri yapildiktan sonra 350 nm dalga boyundaki lambalarla 1 saat
aydinlatilarak tekrar DLS 6l¢iimii yapildi ve elde edilen sonuglar karsilastirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tezin ana amaci, Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) ve “click”
reaksiyonunu  kullanarak  1s18a-duyarli DNA-polimer ve  protein-polimer
konjugatlarinin sentezlenmesidir. Bu dogrultuda 6ncelikle 1s18a duyarli kopolimerin
sentezlenmesi i¢in kumarin fonksiyonlu bir monomer (KMA) ile ATRP ve “click”
reaksiyonu icin uygun olan bir baglatict sentezlenmistir. Sonraki asamalarda
kopolimer sentezlenmis ve uygun biyomolekiiller ile “click” reaksiyonu vasitasiyla

konjugat olusturulmustur.

4.1 Kumarin Metakrilat (KMA) Monomerinin Karakterizasyonu

[lk olarak, sentezlenmesi hedeflenen polimerin 1s13a-duyarli kismini olusturacak olan
kumarin metakrilat monomeri daha Once literatiirde [32] belirtilen sekilde

sentezlenerek FT-IR, '"H NMR, UV-vis, floresans spektroskopi  ve DSC ile

karakterize edildi.

a)

b)

% Gegirgenlik

1 M 1 1 1 v 1 I 1
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Sekil 4.1 : a) 4-Metilumbelliferon ve b) kumarin metakrilat (KMA) monomerine ait
FT-IR spektrumlart.
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Sekil 4.1’de kumarin metakrilat (KMA) monomerinin ve baslangi¢ bilesigi 4-
metilumbelliferonun FT-IR spektrumlar1 verilmistir. 4-Metilumbelliferon bilesiginin
3119 cm’de godzlenen genis —OH bandi KMA’m FT-IR spektrumunda
kaybolmustur.

KMA’m 'H NMR spektrumundan (Sekil 4.2) goriildiigii gibi kumarinin aromatik
protonlart 7.7, 7.3 ve 6.4 ppm’de, kumarin halkasinda bulunan —CHj; protonlar1 2.5

ppm’de ve metakrilat grubunun protonlar1 6.5, 5.9 ve 2.2 ppm’de gozlendi.
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Sekil 4.2 : Kumarin metakrilat (KMA) monomerinin CDCl; i¢indeki 'H NMR
spektrumu.

KMA’1n 4.5x10° M DCM i¢indeki floresans 6l¢iimleri, uyarma dalga boyu 310 nm
secilerek gerceklestirildi (Sekil 4.3). Floresans yayinim spektrumunun absorpsiyon

spektrumuna benzer oldugu goriildii.

DSC 6lgiimii sonucunda monomerin erime sicakligmin 107.69 °C oldugu goézlendi

(Sekil 4.4).
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Sekil 4.3 : Kumarin metakrilat (KMA) monomerinin [4.5x10” M] DCM i¢indeki
floresans spektrumu (Auyanima= 310 nm).
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Sekil 4.4 : KMA monomerinin DSC grafigi.
4.2 2-Azidoetanol Karakterizasyonu

2-Azidoetanoliin karakterizasyonu 'H NMR ve FT-IR spektroskopisi ile yapilmistir.
Sekil 4.5°te goriildiigi gibi —OH gerilme bandi 3346 cm™’de yayvan bir pik olarak

ve -Nj; gerilme titresimi 2092 cm™"’de keskin bir pik olarak gézlenmistir.
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-OH

% Gegirgenlik
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Sekil 4.5 : 2-Azidoetanoliin FT-IR spektrumu.

Sekil 4.6°da 2-azidoetanoliin CDCl; igerisinde ¢ekilmis 'H NMR verilmistir. Azit
grubuna bagli —CHj- protonlar1 3.5 ve hidroksil grubuna bagli —CHj,- protonlar1 3.8
ppm’de gozlenmistir. Hidroksil grubuna ait proton ise 2.1 ppm civarindadir. Gerek

FT-IR gerekse 'H NMR sonuglari yapmn basarili bir sekilde sentezlendigini
gostermektedir.

cDCl, £

ﬁ CDCl;

J L |

9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0
Ppm

Sekil 4.6 : 2-Azidoetanoliin CDCl; igerisinde ¢ekilen '"H NMR spektrumu.

4.3 2-Azidoetil 2-Bromoizobiitiratin (AEBI) Karakterizasyonu

Azit fonksiyonlu ATRP baslaticisinin sentezlenme basamagi daha 6nce literatiirde
[33] belirtildigi sekilde gergeklestirildi ve elde edilen sonug tiriin FT-IR, "H NMR ve
C NMR ile karakterize edildi. 2-Azidoetanoliin FT-IR spektrumunda gériilen genis
—OH bandmin (3346 cm™) AEBI'ya ait spektrumda goriilmemesi, 2099 cm™’de
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gozlenen azit pikinin aym sekilde gdzlenmesi ve 1735 cm™’de karbonil pikinin

ortaya ¢ikmasi azidoetanol ile a-bromoizobiitiril bromiiriin tamamen baglandigin
gostermektedir (Sekil 4.7).

a)

% Gegirgenlik
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Sekil 4.7 : a) 2-Azidoetanol ve b) 2-azidoetil 2-bromoizobiitirat (AEBI)
bilesiklerinin FT-IR spektrumlari.

Sekil 4.8 ve 4.9°da sirasiyla AEBI'in "H NMR ve *C NMR spektrumlari verilmistir.

Her iki spektrum da hedeflenen yapinin basarili bir sekilde sentezlendigini acik¢a
gostermektedir.
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Sekil 4.8 : 2-Azidoetil 2-bromoizobiitiratin (AEBI) CDCls i¢inde ¢ekilmis '"H NMR
spektrumu.
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Sekil 4.9 : 2-Azidoetil 2-bromoizobiitiratin (AEBI) CDCl5 i¢inde ¢ekilmis *C NMR
spektrumu.

4.4 Poli(kumarin metakrilat-ko-fer-biitil akrilat) (PKMAtBA) Karakterizasyonu

Onceki asamada sentezlenip karakterize edilen AEBI, KMA ile fer-biitil akrilat
monomerlerinin  kopolimerizasyonu i¢in ATRP baslaticis1 olarak kullanildi.
Kopolimerizasyon 5 ve 24 saat olmak tizere iki farkl: siirede gergeklestirildi ve farkli
molekiil agirliklarinda polimerler elde edildi. Elde edilen polimerlerin molekiil

agirliklar1 Tablo 4.1°de gosterildigi sekildedir.

Tablo 4.1 : Farkl1  siirelerde  sentezlenen @ PKMAtBA-1 ve PKMAtBA-2
polimerlerinin karsilagtirilmasi.

Polimer Siire (saat) M,m Mycec M, PDI % Doniigiim

PKMAtBA-1 5 2330 2732 3256 1.19 % 14.6

PKMAtBA-2 24 4430 7950 9363 1.18 % 30.3

[Ml]o:[1]p:[CuBr]o:[PMDETA]o= 100:1:1:1
KMA:tBA=1:9
Polimerizasyon 90°C’de gerceklestirildi

Tablo 4.1°de gorildiigli tlizere 24 saatlik polimerizasyon sonucu elde edilen
PKMAtBA-2 polimerinin GPC ile belirlenen molekiil agirligiin PKMAtBA-1
polimerine kiyasla daha yliksek oldugu ayrica PKMAtBA-2 polimerinin hem PDI
degerinin hem % doniisiimiiniin 5 saatte elde edilen polimere gore daha fazla oldugu
gorilmektedir. Bu sonuglara gore polimerizasyon siiresi arttirildiginda daha yiiksek

molekiil agirlikli, polidispersitesi daha diisik ve % doniisiimii daha fazla olan
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polimerler elde edilmistir. Teorik molekiil agirhigr (M, ) esitlik 4.1 kullanilarak
hesaplanmustir.

T [Mo]

Mnh = (Mw) (déniisiim) + M, (4.1)
Q

[M,]: Monomer konsantrasyonu

[L,]: Baslatic1 konsantrasyonu

M,,: Monomerin molekiil agirligi

M;: Baglaticinin molekiil agirligi

GPC’den elde edilen kromatogramlar yan reaksiyonlarin olusmadigin1 gostermistir.
Orneklerin '"H NMR spektrumlarinda da sadece kopolimere ait spesifik sinyaller

degil ayn1 zamanda baslaticiya ait sinyaller de goriilmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 : PKMAtBA-2 kopolimerinin CDCl; iginde alinan 'H NMR spektrumu.

Molekiil agirligi acisindan sonraki asamalarda kullanilmak tizere PKMAtBA-2
kopolimeri secildi. Bu kopolimerin UV ve floresans spektrumlart ¢ekilerek kumarin
ile karsilastirildi. DCM igerisinde ¢ekilen UV spektrumunun kumarine benzer bir
absorpsiyon gosterdigi belirlendi (Sekil 4.11). PKRMAtBA-2 kopolimerinin 1.4 x 10®
M DCM i¢indeki floresans Olgiimleri, uyarma dalga boyu 310 nm segilerek
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gerceklestirildi  (Sekil 4.12). Floresans yaymim spektrumunun absorpsiyon

spektrumuna benzer oldugu goriildii.
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Sekil 4.11 : a) PKMAtBA-2 [1.4 x 10°® M] ve b) KMA monomerinin [4.5 x 10° M]
DCM igindeki UV spektrumu.
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Sekil 4.12 : PKMAtBA-2 [1.4 x 10°® M] kopolimerinin DCM i¢indeki floresans
spektrumu.
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Elde edilen kopolimerin cams: gegis sicakligi (T,) DSC 6l¢timii sonucunda 124.57°C
olarak belirlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 : PKMAtBA-2 kopolimerine ait DSC termograma.
4.5 N-(4-Pentinoiloksi)siiksinimit (PSIm) Karakterizasyonu

DNA ve protein gibi biyomolekiillerin “click” reaksiyonu vasitasiyla elde edilen
kopolimer ile konjugasyonu ig¢in siiksinimitile fonksiyonlandirilmasi planlandi.
Siiksinimit fonksiyonel grubunun diger ucunun “click” reaksiyonuna uygun olarak
alkin icermesi i¢in N-hidroksisiiksinimit 4-pentinoik asit ile reaksiyona sokuldu [33].
Bu reaksiyon sonucunda elde edilen N-(4-Pentinoiloksi)siiksinimit (PSIm) bilesigi
yine FT-IR ve '"H NMR ile karakterize edildi. Sekil 4.14’te PSIm’in FT-IR
spektrumu baslangic bilesigi 4-pentinoik asit ile karsilastirildi. 3260 cmde
gbzlenen -C=C-H gerilim titresim bandi ve 1800 cm’de gbzlenen siiksinimit
karbonillerine ait bantlar PSIm bilesiginin basarili bir sekilde sentezlendigini
gosterdi. Benzer sekilde 'H NMR spektrumu da sentezin basarili bir sekilde
gerceklestigini destekledi (Sekil 4.15). Alkin ucundaki proton 2 ppm’de gozlenirken
alkine komsu —CHj- protonlar1 2.55 ppm’de, karbonile komsu —CH,- protonlar1 2.82

ppm’de ve siiksinimit protonlar1 2.76 ppm’de gozlendi.
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Sekil 4.14 : a) 4-Pentinoik asit ve b) N-(4-pentinoiloksi)siiksinimite (PSIm) ait FT-
IR spektrumlari.
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Sekil 4.15 : N-(4-Pentinoiloksi)siiksinimitin (PSIm) CDCl; iginde alinan "H NMR
spektrumu.
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4.6 OLN-PKMAtBA Konjugatinin Karakterizasyonu

Cok az miktarda temin edilebilen oligoniikleotit, Oncelikle  N-(4-
pentinoiloksi)siiksinimit ile reaksiyona sokuldu. Akabinde CuSO4.5H,O ve NaAsc
kullanilarak PKMAtBA kopolimeri ile “click” reaksiyonu gerceklestirilerek elde
edilen konjugat liyofilizatorde kurutuldu. Baslangicta kullanilan oligoniikleotit
miktarinin azlifindan dolayr karakterizasyon zorlukla yapildi. Elde edilen OLN-
PKMAtBA konjugati 6ncelikle FT-IR ile karakterize edildi (Sekil 4.16). PKMAtBA
kopolimerinin ucunda bulunan -N; fonksiyonu zayif da olsa FT-IR spektrumunda
2100 cm™ civarinda gozlendi. Konjugasyon sonrasinda azit pikinin kaybolmasi

konjugasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini gosterdi.

% Gecirgenlik
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Sekil 4.16 : a) PKMA(BA kopolimerinin ve b) OLN-PKMAtBA konjugatinin FT-IR
spektrumu.

Liyofilizatorde kurutulduktan sonra elde edilen konjugat diyaliz membran
kullanilarak misel olusturuldu ve kopolimerde bulunan kumarin yan gruplarinin UV
ve floresans Ozellikleri kullanilarak elde edilen misellerin spektroskopik ozellkleri
degerlendirildi. Distile su igerisinde ¢ekilen UV spektrumunda goriildiigi gibi (Sekil
4.17) 255 nm’de maksimum absorpsiyon gozlendi. Oligoniikleotit miktarmin ¢ok az
olmasi nedeniyle tam bir degerlendirme yapilamamis olsa da 300-350 nm arasinda
gozlenen kuyruk absorpsiyonunun PKMAtBA kopolimerinde bulunan kumarin yan

gruplarindan oldugu diisiiniildi. Bir diger spektroskopik tanimlama floresans 6l¢iimii
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ile gerceklestirildi (Sekil 4.18). UV spektrumuna gore daha belirgin bir sonug
gozlendi. Distile su igindeki floresans oOl¢iimleri, uyarma dalga boyu 310 nm
secilerek  gergeklestirildi ve floresans yaymim spektrumunun absorpsiyon
spektrumuna benzer oldugu goriildii. KMA monomerinin floresans spektrumu (Sekil
4.3) ile benzerlik gostermesi yapinin kumarin i¢cermekte oldugunun bir gostergesi

olarak kabul edildi.
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Sekil 4.17 : OLN-PKMA(BA [0.1 mg/mL] konjugatinin su i¢indeki UV spektrumu.
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Sekil 4.18 : OLN-PKMA(BA [0.1 mg/mL] konjugatinin su i¢indeki floresans
spektrumu.
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Son olarak elde edilen misellerin partikiil boyutlar1 DLS ile dlgiildii (Sekil 4.19).
Ortalama partikiil boyutu 340 nm olarak bulunan OLN-PKMAtBA konjugatinin
literatiirde bulunan benzer ¢alismalardaki [34] sonuglara gére daha biiyiik olmasinin
kullanilan kopolimerin hidrofobik 6zelliginin fazla olmasindan kaynaklandig

distiniildi.
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Sekil 4.19 : OLN-PKMAtBA konjugati ile olusturulan miselin DLS grafigi.
4.7 BSA-PKMAtBA Konjugatimn Karakterizasyonu

Calismanin bu kisminda, temin edilmesi daha kolay olan bir protein (sigir serum
albumini (BSA)) kullanilarak benzer sekilde konjugasyon yapildi. Oncelikle BSA N-
(4-pentinoiloksi)siiksinimit ile reaksiyona sokuldu ve sonrasinda PKMAtBA

kopolimeri “click” reaksiyonu vasitasiyla BSA’ya konjuge edildi.

Sekil 4.20°de N-(4-pentinoiloksi)siiksinimit, BSA ve BSA-N-(4-
pentinoiloksi)siiksinimitin FT-IR spektrumlari karsilastirildi. N-(4-
pentinoiloksi)siiksinimit ile fonksiyonlandirilmis BSA’nin FT-IR spektrumundan
goriildigi iizere 1800 cm ™’ de gbzlenen siiksinimit karbonillerine ait bant ortadan
kaybolmakta ve 3300 cm™’de yeni olusan amit baglarmin ~-NH gerilim titresimleri
ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 4.21°de ise BSA-PKMAtBA konjugatinin FT-IR
spektrumu baslangic PKMAtBA kopolimeri ile karsilagtirildi. PKMAtBA
kopolimerinin ucunda bulunan -N3 fonksiyonu zayif da olsa FT-IR spektrumunda

2100 cm™ civarinda gdzlendi. Konjugasyon sonrasinda azit pikinin kaybolmasi ve
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3300 cm’de gbzlenen amit baglarindan kaynaklanan —NH gerilim titresimleri

konjugasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini gosterdi.
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Sekil 4.20 : a) N-(4-pentinoiloksi)siiksinimit, b) BSA ve ¢) BSA-N-(4-
p
pentinoiloksi)siiksinimitin FT-IR spektrumlari.
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Sekil 4.21 : a) PKMA(BA kopolimerinin ve b) BSA-PKMAtBA konjugatinin FT-IR
spektrumlari.

BSA-PKMA(BA konjugasyonu UV ve floresans spektroskopisi ile de tespit edilmeye
calisildi. Sekil 4.22°de goriildiigii gibi BSA-PKMAtBA konjugatinin suda ¢ekilmis
olan UV spektrumunda kumarine ait olan absorpsiyon 300-350 nm arasinda belirgin

bir sekilde gozlendi. OLN ile gergeklestirilen konjugata oranla ¢ok daha iyi bir sonug
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elde edilmesinin nedeni BSA’da ¢ok sayida lisin (-N ug¢ grubu) olmasi ve dolayisiyla

kopolimer ile farkli oranlarda konjugasyon yapilmasidir.
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Sekil 4.22 : a) BSA [0.5 mg/mL] ve b) BSA-PKMAtBA [0.5 mg/mL] su i¢indeki
UV spektrumu.

BSA’'nin ve BSA-PKMAtBA konjugatinin su igerisinde c¢ekilmis floresans
spektrumlart karsilastirildiginda 278 nm dalga boyunda uyarildiginda konjugatin
kumarin yan gruplarindan kaynakli bir floresans spektrumu verdigi ve 446 nm’de

yaymim verdigi gozlendi (Sekil 4.23 ve 4.24).
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Sekil 4.23 : BSA’nin [0.005 mg/mL] su i¢indeki floresans spektrumu.
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Sekil 4.24 : BSA-PKMAtBA [0.005 mg/mL] konjugatinin su i¢indeki floresans
spektrumu.

Elde edilen BSA-PKMAtBA konjugatlarinin termal davranislar1 diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC) ile arastirildi ve BSA ile karsilastirildi (Sekil 4.25-4.28). BSA’nin
cams1 gegis sicakligt (T,) 161.14 °C ve erime sicakligi (Ty,) 207.39 °C olarak 6l¢iildii
[35]. BSA ile PKMABA kopolimerinin konjugasyonu sonucunda T, ’nin 173.46
°C’ye ve Ty’in 235.27 °C’ye kaydigi gozlendi. ikinci i1sitmada BSA-PKMAtBA
konjugatinin Ty, gbzlenmezken 139.11 °C’de konjugata ait T, Olctlmistir (Sekil
4.26).
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Sekil 4.25 : a) BSA ve b) BSA-PKMA(BA (BSA: PKMAtBA= 1:20) konjugatinin
DSC termograma.
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Sekil 4.26 : BSA-PKMAtBA (BSA: PKMAtBA= 1:20) konjugatinin ikinci 1sitma
sonucunda elde edilen DSC termograma.

Benzer sekilde BSA ile PKMAtBA kopolimerinin BSA: PKMAtBA= 1:10 oraninda
konjugasyonu sonucunda T, ve Typ’in sirasiyla 186.44°C ve 235.58°C’ye kaydigi
gdzlendi (Sekil 4.27). Ikinci 1sitmada T, gozlenmezken 161.93°C’de konjugata ait T,
Olctlmiistiir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.27 : a) BSA ve b) BSA-PKMABA (BSA: PKMAtBA= 1:10) konjugatinin
DSC termograma.
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Sekil 4.28 : BSA-PKMAtBA (BSA: PKMAtBA= 1:10) konjugatinin ikinci 1sitma
sonucunda elde edilen DSC termogramu.

Daha sonra, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
BSA-PKMABA konjugatlarinin olusumu arastirildi (Sekil 4.29). BSA-PKMAtB
konjugatinin amfifilitesinin miselin diflizyonunu o6nledigi ve dolayis1 ile sadece

kuyuda goriildiigii tespit edildi. Daha 6nce hidrofobik polimerlerle olusturulan BSA
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konjugatlarinin jel elektroforez calismalarinda benzer sonuglar oldugu literatiir
verileri ile desteklenmektedir [36]. Serit 3 ve 6’daki kalan BSA bandmin aym
seritlerin baslangic BSA bantlar1 ile yogunlugu karsilastirildiginda, BSA'nin yaklasik
%60’ 1min PKMAtBA kopolimerine konjuge edildigi diisiiniilmektedir.

Elde edilen BSA-PKMAtBA konjugatinin partikiill boyutu DLS ile Odlciilerek
BSA’nin partikiil boyutu ile karsilastirildi (Sekil 4.30). BSA: PKMAtBA= 1:20
oraninda yapilan konjugasyon sonucunda elde edilen konjugat ile olusturulan miselin
partikiil boyutu 355 nm olarak 6l¢iildii. Literatiirde bulunan hidrofobik polimerler ve
BSA ile olusturulan konjugatlarda yine benzer sonuglar bulundugu tespit edildi [37].
Kullanilan BSA: PKMAtBA= 1:20 oran1 1:10 olarak degistirildiginde hidrofobik
gruplarin azalmasi sonucunda elde edilen miselin partikiil boyutunun da azalarak 245

nm’ye diistiigli gozlendi (Sekil 4.31).

123 456

LI 1«-4—7— BSA-PKMA(BA

Sekil 4.29 : Coomassie mavi boyamasi ile gorsellestirilen SDS-PAGE (serit 1:
protein isaretleyici; serit 2: BSA indirgeyici olmayan kosullar; serit 3: BSA-
PKMAtBA konjugat indirgeyici olmayan kosullar; serit 4: protein isaretleyici, serit
5: BSA indirgeyici kosullar, serit 6: BSA-PKMAtBA konjugat indirgeyici kosullar.
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Sekil 4.30 : BSA (—) ve BSA-PKMAtBA-1 (—) misellerinin DLS 6l¢timleri.
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Sekil 4.31 : BSA: PKMAtBA= 1:20 (—) ve 1:10 (—) oraninda olusturulan BSA-
PKMAtBA konjugatlari ile hazirlanan misellerin DLS 6l¢iimleri.

Son olarak, BSA: PKMAtBA= 1:20 orani ile olusturulan BSA-PKMAtBA konjugati
kullanilarak elde edilen miselin DLS ile dl¢iilen partikiil boyutu dagiliminin 1s13a-
duyarl 6zelligi vasitasiyla aydinlatilmasi sonucunda degisip degismedigi incelendi

(Sekil 4.32). 350 nm’de 1 saat aydinlatilan miselin partikiil boyutunun 355 nm’den
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325 nm’ye diistiigii gozlendi. Partikiil boyutu dagiliminda goriilen bu az miktardaki
farkin, kopolimerdeki kumarin yan gruplarimin tBA gruplarina oranla disiik

olmasindan (1:9) kaynaklandig1 diisiintilmektedir.

18

355 nm
16 R aad

14 325 nm

Sayi (%)

: J

0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)

Sekil 4.32 : BSA- PKMAtBA (BSA: PKMAtBA= 1:20) konjugati ile olusturulan
miselin (—) ve 350 nm’de 1 saat aydinlatilmis miselin (—) DLS 6l¢iimleri.

BSA, BSA: PKMAtBA= 1:20 ve 1:10 oram ile olusturulan BSA-PKMAtBA
konjugatlarinin zeta potansiyelleri de karsilastirildi (Tablo 4.2). Elde edilen sonuglara
gore BSA: PKMAtBA= 1:10 orani ile olusturulan BSA-PKMAtBA konjugatinin zeta
potansiyelinin BSA: PKMAtBA= 1:20 orani ile olusturulan konjugatinkine gore
azaldig1 gozlenmistir. Bu durumun, polimerin konjugat igerisindeki oraninin
azalmasi ile zeta potansiyelinin serbest BSA’nin zeta potansiyeline yaklagsmasindan

kaynaklanmis olabilecegi sonucuna varilmistir.

Tablo 4.2 : BSA, BSA-PKMAtBA (1:20) ve BSA-PKMAtBA (1:10) zeta
potansiyelleri.

Ornek Zeta Potansiyel
BSA -39,7
BSA-PKMAtBA (1:20) -23,2
BSA-PKMAtBA (1:10) -29,2
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5. SONUC

Sonug olarak, kumarin iceren KMA monomeri basarili bir sekilde sentezlenmis ve
ATRP yontemiyle t-BA monomeri ile kopolimerizasyonu gergeklestirilmistir. Elde
edilen kopolimer GPC ile karakterize edilmis, 'H NMR ile de yapilar
aydinlatilmistir. Polimerin fotoaktif bir grup olan kumarin igermesinden kaynaklanan

1s18a-duyarhilik 6zelligi yapilan UV ve floresans 6l¢iimleri ile karakterize edilmistir.

“Click” reaksiyonu kullanilarak, elde edilen PKMAtBA polimerinin daha oOnce
fonksiyonlandirilmis olan oligoniikleotit zinciri ve BSA proteini ile konjugasyonu
basartyla gerceklestirilmistir. Bu konjugatlarin fotofiziksel ozellikleri UV ve
floresans spektroskopileri ile incelenmistir. DSC ile polimerin ve BSA-PKMAtBA
konjugatinin  termokimyasal davraniglart belirlenmistir. Ayrica elde edilen

konjugatlarin yapilar1 FT-IR yontemi ile karakterize edilmistir.

BSA-PKMAtBA konjugatlarinin miselleri diyaliz membran yontemiyle olusturulmus
ve bu misellerin boyutlar1 DLS ile dl¢tilmistiir. Misellerin 350 nm dalga boyundaki
UV sik altinda aydinlatilmast sonucu pargacik boyutlar1 tekrar Olciilerek
boyutlardaki degisiklikler incelenmistir.

Bu c¢alisma ile sentezlenen 1s18a-duyarli konjugatlarin icerisine hidrofobik kanser
ilaglart yiiklenerek akilli ilag tasiyict sistemler olusturulabilecegi ve etkilerinin in

vitro ¢aligmalarla incelenebilecegi diisiiniilmektedir.
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