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OZET

ILAC VE DNA TASIYICI AMFIFILIK BLOK KOPOLIMERLERIN RAFT YONTEMI
ILE SENTEZi VE KARAKTERIZASYONU

Murat TOPUZOGULLARI

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Sevil DINCER
Es Danisman: Prof. Dr. Volga BULMUS ZAREIE

Yapisal kararliliklari, toksisitelerinin dusik olmasi, ilag/gen tasima kapasitelerinin
yliksek olmasi, kiclk boyutta olmalari ve suda c¢ozindrlikleri sebebiyle blok
kopolimerler polimer terapotikler icinde 6nemli bir sinifi olusturmaktadirlar. Blok
kopolimerler; hidrofobik ve hidrofilik bloklardan olustugunda hidrofobik etkilesimlerle,
iyonik ve noniyonik hidrofilik bloklar icerdiginde elektrostatik etkilesimle veya uygun
gruplar yapiya eklendiginde kovalent baglarla bir araya gelerek sulu ¢6zelti icinde misel
olustururlar. ilag veya DNA gibi molekiiller blok kopolimer misel cekirdegine yiiklenerek
bu molekillerin hem fizyolojik engellerle etkilesimlerinde azalma hem de hedef dokuya
ulasim oranlarinda énemli bir artis saglanmaktadir.

Tez calismasinda, DNA veya ila¢ tasima ve salim potansiyeline sahip, amfifilik blok
kopolimerlerin RAFT (tersinir katilmali ayrismali zincir transfer; “reversible addition-
fragmentation chain transfer”) polimerizasyonu ile sentezi ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu calisma ile 4-vinilpiridin (4-VP) ve oligoetilenglikol metil eter
metakrilat (OEGMA) monomerleri kullanilarak, monodisperse yakin 6zellikte olan, DNA
veya ilag tasimaya uygun, ek modifikasyonlara izin verecek fonksiyonel gruplara sahip,
amfifilik diblok kopolimerler elde edilmistir. Polimerin yapisindaki fonksiyonel gruplar
hedefleyici veya isaretleyici molekillerin yapiya baglanmasini olanakli hale
getirmektedir.
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Tez galismasi kapsaminda dncelikle 4-VP ve OEGMA monomerleri igin uygun RAFT ajani
ve reaksiyon sartlari  belirlenmistir. Ardindan, OEGMA RAFT ydntemiyle
polimerlestirilmis ve makroCTA haline getirilmistir. MakroCTA zincirinin ucundan 4-VP
monomeri polimerlestirilerek hidrofobik ilag tagimada kullanilabilecek poli(OEGMA)-b-
poli(4-VP) kopolimeri elde edilmistir. Daha sonra, bu kopolimerdeki 4-VP birimleri
kuarternerlestirilerek DNA tasimaya uygun pozitif yikli blok kopolimerler elde
edilmistir. Sentezlenen polimerler GPC, FTIR spektroskopisi ve NMR spektroskopisi ile
karakterize edilmistir.

Kopolimerlerin ¢6zelti davranislari ve kuarterner kopolimerin c-myc genini inhibe eden
oligoniikleotidle olusturdugu kompleksler 1sik sagilmasi spektroskopisi, floresans
spektroskopisi, atomik kuvvet mikroskobu ve UV spektroskopisi ile incelenmistir.
Poli(OEGMA)-b-poli(4-VP) blok kopolimerlerinin pH 5’in altindaki pH’larda ¢6zeltide tek
baslarina bulundugu ancak pH 5’in Gzerinde misel olusturduklari saptanmistir. Ayrica
belirli blok kopolimerlerin sicakliga duyarli olduklari bulunmustur. Kuarternerlestirilmis
pozitif yukli kopolimerlerin de ODN ile kompleks olusturdugu ve sicakliga bagl olarak
olusan yapinin degistigi gdzlenmistir. Sonucta, ilag¢ tasiyici olarak kullanilabilecek pH’a
ve sicakhga duyarli amfifilik blok kopolimerler ile gen terapi calismalarinda
kullanilabilecek sicakliga duyarli pozitif yikli blok kopolimerler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Amfifilik blok kopolimer, ilag salimi, gen terapi, RAFT
polimerizasyonu, LCST

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

SYNTHESIS WITH RAFT METHOD AND CHARACTERIZATION OF DRUG AND
DNA CARRIER AMPHIPHILIC BLOCK COPOLYMERS

Murat TOPUZOGULLARI

Department of Bioengineering

Ph.D. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sevil DINCER
Co-Advisor: Prof. Dr. Volga BULMUS ZAREIE

Block copolymers are an important class of polymer therapeutics because of their
structural stability, low toxicity, high loading capacity, compact size, and solubility in
water. Block copolymers form micelles in aqueous solutions with hydrophobic
interactions if they are comprised of hydrophobic and hydrophilic blocks or, with
electrostatic interactions if they are comprised of ionic and nonionic blocks or, with
covalent bonds if they have suitable groups. Reduced interaction with physiological
barriers and increased transport rates to target tissue are achieved by loading
molecules such as DNA or drug into the core of these block copolymer micelles.

In the study, amphiphilic block copolymers with the potential of DNA or drug delivery
and release were synthesized by RAFT (reversible addition-fragmentation chain
transfer) polymerization and characterized. Near monodisperse amphiphilic diblock
copolymers, suitable for DNA or drug delivery and having functional groups for further
modifications, were obtained using 4-vinylpyridine and oligoethyleneglycol methyl
ether methacrylate (OEGMA) monomers. Functional groups in the structure of the
polymer make it possible to bind targeting or marker molecules.

Within the scope of this thesis, suitable RAFT agent and reaction conditions were
determined for RAFT polymerization of 4-VP and OEGMA monomers. Then, OEGMA
was polymerized with RAFT method and turned into macroCTA. Poly(OEGMA)-b-
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poly(4-VP) copolymer, which can be used in carrying hydrophobic drug, was obtained
by polymerization of 4-VP monomer through the chain end of macroCTA.
Subsequently, positively charged block copolymers, suitable for transport of DNA,
were obtained by quaternization of 4-VP units in poly(OEGMA)-b-poly(4-VP). The all
synthesized polymers were characterized by GPC, FTIR spectroscopy and NMR
spectroscopy.

Solution behavior of copolymers and complexes formed between quaternized
copolymers and oligonucleotide inhibiting the c-myc gene were analyzed with light
scattering spectroscopy, fluorescence spectroscopy, atomic force spectroscopy and UV
spectroscopy. It was determend that poly(OEGMA)-b-poly(4-VP) block copolymers
were individual chains in solution at pH values below 5 but they form micelles at pH
values above 5. In addition, certain block copolymers were found to be temperature-
sensitive. It was also observed that positively charged quaternized copolymers formed
complexes with ODN and structure of formed complexes changed according to the
temperature. In conclusion, temperature- and pH-sensitive amphiphilic block
copolymers that can be used as drug carrier and temperature-sensitive positively
charged block copolymers that can be used in gene therapy studies were obtained.

Keywords: Amphiphilic block copolymer, drug delivery, gene therapy, RAFT
polymerization, LCST
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Polimer terapotik terimi; polimerik ilaglar, polimer-ilag konjugatlari, polimer-protein
konjugatlari, polimerik miseller ve DNA veya proteinlerin polimerlerle olusturdugu
polipleksler gibi yapilari tek bir isim altinda toplamaktadir [1]. Giinimiize degin bir¢cok
polimer terapotik klinik kullanima sunulmustur [2] ve halen de birgok farkli hastaligin

tedavisinde kullanilmak i¢in yeni polimer terapotikler arastiriimaktadir [3], [4], [5] .

Yapisal kararliliklari, toksisitelerinin dislik olmasi, ilag/gen tasima kapasitelerinin
yiksek olmasi, kiglik boyutta olmalari ve suda c¢ozinurlikleri sebebiyle blok
kopolimerler polimer terapétikler icinde 6nemli bir sinifi olusturmaktadirlar [6]. Blok
kopolimerler; hidrofobik ve hidrofilik bloklardan olustugunda hidrofobik etkilesimlerle,
iyonik ve noniyonik hidrofilik bloklar icerdiginde elektrostatik etkilesimle veya uygun
gruplar yapiya eklendiginde kovalent baglarla bir araya gelerek sulu ¢6zelti icinde misel
olustururlar. Blok kopolimerin hidrofilik blogu miselin kabugunu olusturur ve yapinin
suda ¢o6zlinmesini saglar [7]. Hidrofobik blok iceren kopolimerlerde bu blok miselin
cekirdegini olusturur ve hidrofobik ilag buraya yiiklenir. iyonik blok iceren blok
kopolimerlerde ise iyonik blok protein, DNA gibi yikli molekiillerle kompleks olusturup
polielektrolit kompleks miselin ¢ekirdegini olusturur. Boyut, zincir uzunluklari, bloklarin
molar orani, molekul agirlig, ilag/gen icerigi misel olusturan amfifilik blok

kopolimerlerin biyolojik etkinliklerini etkileyen 6zelliklerinden birkacidir [7] [8], [9].

Blok kopolimerlerin uygulama alanlarindan biri gen terapi ¢alismalaridir. Gen terapi

calismalarinda viral vektorlerin kullanilmasi gen transferinin etkin bir sekilde



gerceklesmesini  saglamaktadir. Ama viral vektorlerin  immunojen olmalari,
Uretimlerinin pahali olmasi, viral genomun kromozoma girebilmesi bu yéntemin
dezavantajlarini olusturmaktadir [10]. Bu dezavantajlarin yani sira, viral vektor
kullanilarak gergeklestirilen gen terapi ¢alismalarinda bir hastanin hayatini kaybetmesi
ve bazi hastalarin da tedavi sirasinda kansere yakalanmalari [11], [12], [13], [14] viral
olmayan vektorlerle ilgili yapilan ¢alismalara ilgiyi arttirmistir. Yiksek miktarda DNA
tasima kapasitesine sahip olmalari, fizikokimyasal 6zelliklerinin belli olmasi, hiicre disi
ve hicre igindeki engelleri gegebilmeleri igin kapsamli bir modifikasyon yelpazesi
sunmalari [10] ve giivenli olmalari polimerik gen transfer sistemlerini viral olmayan
vektorler icinde O6n plana c¢ikarmaktadir [15]. Blok kopolimerlerle yapilan ¢alismalarda
metal-ligand koordinasyon bagi [16], [17], [18] veya elektrostatik etkilesim [19], [20] ile
DNA gibi bir kargo molekiliniin miselin ¢ekirdeginde tasinabilecegi gosterilmistir.
Ayrica, PEG-blok-poli(L-lizin) ve PEG-blok-poli(aspartik asit) gibi zit yukli polielektrolit
segmentlere sahip blok kopolimerlerin, polielektrolit kompleksten meydana gelen bir
cekirdege sahip misel olusturduklari gosterilmistir. Polielektrolit kompleksler,
proteinler ve nikleik asitlerin de dahil oldugu sentetik ve biyolojik yukla
makromolekillerin misellere katilmasinin yolunu agmistir. Polielektrolit kompleksleri
temel alarak, plazmid DNA ve oligontkleotidleri tasiyabilen blok kopolimer miseller
viral olmayan DNA tasima sistemleri olarak gelistiriimektedir [20], [21], [22], [23], [24],
[25].

Diger taraftan, blok kopolimer miseller ila¢ tasima sistemlerinde kullanilan tasiyici
molekiller icinde de 6nemli bir sinif haline geldiler [8], [26], [27], [28]. Hidrofobik ilacin
suda ¢ozundrlikleri cok dusliktir ve suda ¢oziinen ilaglarin ise viicuda verildiklerinde
sirkllasyon siireleri cok kisadir. Bu ilaglarin ilgili dokuya tasinmasinda blok kopolimerler
kullanilabilmektedir. Bu sayede ila¢ suda ¢ozlinir hale getirilmekte, kan bilesenleriyle
etkilesimi azaltilmakta ve ayrica sirkilasyon siresi de uzamaktadir [26], [27]. Amfifilik
blok kopolimerlerle ilag tasinmasi gerceklestirildiginde, miselin ¢ekirdegini hidrofobik
segment olusturmaktadir ve tasinan hidrofobik o6zellikteki ilag molekili miselin
cekirdegine hapsolmaktadir. PEG gibi bir hidrofilik blok miselin kabugunu olusturarak

miselin stabilizasyonunu ve suda ¢ozlnUrliglini saglamaktadir.



Amfifilik blok kopolimerlerin ila¢ salimi ve timore hedefleme gibi fizyolojik sartlardaki
etkinligi, etkiye duyarli blok veya monomerlerin vyapiya eklenmesiyle
gelistirilebilmektedir [29]. Kopolimerlerin pH’a duyarh bloklari kargo molekilini belirli
bir pH degerinde salmalarini saglamaktadir; érnegin bagirsakta veya midede [30],
normal ve timor dokusunda [31]. Sicakhga duyarli polimerler de yapinin hedefleme
ozelliklerini gelistirebilmektedir. “Local hyperthermia” teknikleri sicakliga duyarli
tastyicilar kullanarak istenen molekdlu ilgili dokuya hedeflenmesini olanakli hale

getirmektedir [32].

Polimerik sistemlerin tim avantajlarina karsin, polimerin molekul agirligi, morfolojisi ve
kimyasal yapisindaki farkhilklarin polimerin biyolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerinin
genis bir aralikta degisim gostermesine sebep olmakta [33] ve biyolojik uygulamalarda
yapi-fonksiyon ve yapi-performans iliskilerinin  dogru olarak  kurulmasini
engellemektedir. Bu sebeple polimerin temel 6zelliklerinin (molekdl agirhgi, kimyasal

yapi, vb.) uniform karakterde olmasi gerekmektedir [34].

RAFT polimerizasyonu uniform karakterde vinil esasli polimer Gretimi icin kullanilan
kontrolli polimerizasyon yontemlerinden biridir. RAFT polimerizasyonunun Chiefari ve
ark. tarafindan 1998’de [35] literatlire sunulmasindan beri bu konuda yapilan galisma
miktari giderek artmaktadir ve yayinlanan bu c¢alismaya 15 yilda iki binden fazla sayida
atif yapilmasi da konunun 6nemini ortaya koymaktadir. Ayrica Boyer ve arkadaslari
yaptiklari derleme calismasinda [34], RAFT yonteminin biyouygulamalarda kullanilan
veya kullanilabilecek hemen hemen tim vinil esash polimerlerin Gretimine uygun
oldugunu, diger kontrollli polimerizasyon yontemlerine gore daha kolay oldugunu ve

cok yonli bir sentez platformu sundugunu gostermislerdir.

Gen terapisi veya ilag salim sistemi calismalarinda kullaniimak Uzere optimum
Ozelliklere sahip polimerin secilmesi ve klinik calismalarda kullanilmasi acgisindan
uniform 0ozellikte polimerlerle calisilmasi ¢cok 6nemlidir. Bu sebeple tez ¢alismasinda
RAFT yontemi kullanilarak uniform yapida blok kopolimer Uretilmistir. DNA veya ilag
tasima  potansiyeline sahip  olacagini  dislindigimiz  poli(4-vinilpiridin-b-
(oligoetilenglikol metileter metakrilat)) blok kopolimeri ilk defa bu tez calismasinda

Uretilmistir. Literatir incelendiginde bu monomerler kullanilarak cesitli kopolimerlerin



Uretildigi ama blok kopolimer olarak sentezlenmedigi goriilmektedir [36], [37]. Ayrica
Uretilen bu kopolimerlerin antibakteriyel 6zellikleri ve kan uyumlulugu incelenmis ama
gen terapisi veya ilag salim sistemi ¢alismalarinda kullanilabilirligi hakkinda bir galisma

yaptimamistir.

Poli(4-vinilpiridin) ilag salim sistemlerinde ve gen terapi calismalarinda cesitli
monomerlerle kopolimerleri ve kismen kuarternerlestiriimis homopolimeri olarak
kullanilmistir. Ayrica polivinilpiridin iceren blok kopolimerlerin pH’a karsi uyari-cevap
ozelliginin oldugu ve bu o6zelliginin gen terapi ve kontrolll ilag salim galismalarinda
kullanilabilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [38], [39], [40], [41], [42], [43].
POEGMA ise sicakliga duyarh olmasi, kontrolli polimerizasyon yontemleriyle uniform
Ozellikte sentezlenebilmesi ve en dnemlisi biyouygulamalarda en ¢ok kullanilan PEG
polimerinin 6zelliklerine sahip olmasindan 6tiri giderek artan sayida biyomedikal

calismada uygulanmaktadir [44], [45], [46], [47], [48].

RAFT polimerizasyonu sonrasinda elde edilen polimerler, kullanilan CTA molekiliine
bagl olarak sitotoksik etki gosterebilmektedir [44]. Fakat uygun CTA molekill segilerek
ya da polimerizasyon sonrasinda bu gruplarin modifiye edilmesiyle toksik etki ortadan
kaldirilabilmektedir. Ornegin CTA molekiiliiniin ditiyoester yerine tritiyoester olarak

secilmesi sitotoksisiteyi 6nemli oranda azaltmaktadir [49].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinin amaci, DNA veya ilag tasima ve salim potansiyeline sahip, amfifilik
blok kopolimerlerin RAFT (tersinir katilmal ayrismali zincir transfer; “reversible
addition-fragmentation chain  transfer”) polimerizasyonu ile sentezi ve
karakterizasyonudur. Bu calisma ile 4-vinilpiridin ve oligo(etilen glikol) metil eter
metakrilat monomerleri kullanilarak, monodisperse yakin 6zellikte olan, DNA veya ilag
tasimaya uygun, ek modifikasyonlara izin verecek fonksiyonel gruplara sahip, amfifilik
diblok kopolimerlerin elde edilmesi planlanmaktadir. Polimerin yapisindaki fonksiyonel
gruplar hedefleyici veya isaretleyici molekillerin yapiya baglanmasini olanakh hale

getirmektedir.



Tez calismasiyla enfeksiyonal ve genetik hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilabilecek
0zgln bir polimerik malzeme Uretimi gergeklestirilecektir. Kontrolli polimerizasyon
yontemlerinden biri olan RAFT yontemi kullanilarak Uretilen monodispers ozellikteki
blok kopolimerlerin canli sistemlerdeki uygulamalarinda yapi-fonksiyon ve yapi-
performans iliskisi klasik ydntemle sentezlenen polimerlere gére daha dogru bir sekilde
incelenebilecegi ve tekrarlanabilir sonuglar alinabilecegi distnilmektedir. Kullanilan
RAFT yontemi sayesinde, organ veya bolge spesifik uygulamalar icin, ekstra

modifikasyonlara uygun polimerler elde edilecektir.

1.3 Hipotez

Tez calismasinda Uretilen polimerlerin bugiine kadar tretilmis diger blok kopolimer gen
tastyici ve ilag salim sistemleri icinde 6nemli bir alternatif olacagl 6ngoriilmektedir.
Polimer hem pH’a hem de sicakliga bagli olarak uyari-cevap 6zelligi gosterecektir. RAFT
polimerizasyonu sayesinde polimerin a- ve/veya w-uglarinda fonksiyonel gruplar
baglanarak uygun hedefleyici veya isaretleyici molekilin baglanmasina imkan
saglanacaktir. Bu veriler gz 6niinde bulunduruldugunda gen terapi veya ilag salim
sistemi galismalarinda kullanilabilecek ¢ok fonksiyonlu, tiretimi ve modifikasyonu kolay,

uygulamalarinda tekrarlanabilir sonuclar veren 6zgiin bir polimer ortaya cikacaktir.

Tez calismasinda (retilen blok kopolimerlerin kanser hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan diger gen veya ilag tasiyici polimerlere 6nemli bir alternatif olacagi ve etkin
bir gen veya ila¢ tasiyici sistemi olarak kullanilabilecegi ongorilmektedir. Poli(4-
vinilpiridin)-b-poli(oligoetilen  glikol metil eter metakrilat) (PVP-b-POEGMA)
kopolimerinin PVP blogu nétral ve bazik pH’ta yliksiiz ve hidrofobiktir. POEGMA blogu
ise hidrofilik ozelliktedir. Sulu c¢ozeltide bu kopolimer misel olusturacagi, miselin
cekirdeginde PVP, kabugunda ise POEGMA blogunun olacagi éngoérilmektedir. Kanser
ilaclar gibi hidrofobik ilaglari miselin hidrofobik cekirdeginde hapsedilerek viicut icinde
ilgili dokuya tasinabilecegi distnulmektedir. Ayrica PVP blogu asidik pH’ta pozitif
yliklenmektedir. Bu sebeple asidik pH’ta misel yapisi bozularak ilag molekdlleri salimi
gerceklesecektir. Ayrica sicaklikla beraber POEGMA blogunun da ¢ozinGrliga
degismektedir. pH’a ve sicakliga duyarli olarak ilag salimi potansiyeline sahip bir sistem

Uretilecektir.



PVP-b-POEGMA kopolimerinin PVP blogu kismen kuarternerlestirildiginde ise olusacak
pozitif yikli PVP blogunun DNA ile kompleks olusturup onu kondense edecegi,
metabolizmada bozunmasini engelleyecegi, toplam net yikii nétr veya pozitif hale
getirerek hiicre igcine girmesini kolaylastiracagi, hicre igine girdiginde de proton
siingeri etkisi gosterecegi distunilmektedir. Polikatyonlarin homopolimerlerinin gen
transfeksiyon etkinliginin yiksek oldugu bilinmektedir. POEGMA blogu ise polikatyon-
DNA komplekslerinin yiksek tuz konsantrasyonuna sahip kanda agrege olmasini
engelleyerek sirklilasyon siiresini uzatacak ve sitotoksisitesini dislirecektir. RAFT
polimerizasyonu sayesinde yapi kontrolll sekilde Uretilecek ve monodispers 6zellikte
oldugundan biyolojik calismalarda yapi-fonksiyon iliskisi daha dogru incelenebilecek ve

elde edilecek sonuglarin tekrarlanabilirligi daha yliksek olacaktir.

Gen terapi galismalarinda kullanilabilecek viral vektorler gibi yiiksek transfeksiyon
basarimina sahip kusursuz bir polimerik vektére ulasabilmek icin yeni tip polimerik
sistemlerin tasarimi ve Uretimine devam edilmesi gerekmektedir. Tez galismasinda
Uretilen polimer daha 6nce lretilmemistir ve var olan polimerik vektoérler icinde 6nemli
bir alternatif olacagi duslinilmektedir. Gen terapide ve kontrollii ilag salim sistemi
olarak kullanilmak Uzere tasarlanan her tirli polimerik sistemin in vivo etkinliklerinin
mutlaka incelenmesi gerekmektedir. Bu noktada da tez galismasinda kullanacagimiz
RAFT prosesinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. RAFT yontemi kullanilarak molekil agirlig
ve bilesimi tam olarak bilinen monodispers blok kopolimerler (retilecektir. Bu
yontemle Uretilecek polimerlerin uniform karakterde olmalari sonucunda, tez ¢alismasi
sonrasinda yapilacak in vivo calismalarda elde edilecek sonuglarin glvenilirligi ve
tekrarlanabilirligi d6nemli oranda artacaktir. Elde edilecek polimerlerde RAFT yontemi
sebebiyle bulunan fonksiyonel gruplar uygulama boélgesine yonelik olarak ekstra
modifikasyonlara izin verecektir. Bu da 6zellikle hedeflenmis gen transferi ve ila¢ salimi

amaciyla organ veya bolge spesifik tasiyicilarin tasarlanmasinda kolaylik saglayacaktir.



BOLUM 2

ILAC/GEN TASIMADA BLOK KOPOLIMER MISELLER

Kanser hastaliklarinin ilagla tedavi yontemlerinde kullanilan biyoaktif ajanlarin faydal
etkilerinin yaninda zararli yan etkileri de olabilmekte ve bu da klinik uygulamalarini
kisitlamaktadir. Ayrica viicuda verilen biyoaktif molekilin ¢ogu etkisini gosteremeden
vicuttan atilmaktadir.  Bu sebeple de timorli doku veya bolgeye biyoaktif
molekillerin tasinmasi hem maksimum dlizeyde terapotik etki gostermesini saglayacak
hem de yan etkilerini minimum seviyeye cekecektir. Kanser tedavisinde kullanilan
sitotoksik bilesikler hem kanser hicresini oldiirmekte hem de saglikh hicreyi
oldirmektedir. Bu sebeple, terapotik uygulamanin etkinligini arttirmak ve yan etkilerini
azaltmak igin ilag veya genin viicudun ilgili bolgelerine hedeflenerek tasinmasi amaciyla

cesitli tasiyicilar kullanilmaktadir [31].

ilac veya genin hedef dokuya ulasabilmesi icin bugiine kadar fiziksel, kimyasal ve
biyolojik bircok yéntem kullaniimistir. ilag ve genin hedef dokuya ulastiriimasinda
kullanilan baslica fiziksel yontemler mikroenjeksiyon, pargacik bombardimani, basing
uygulamasi, elektroporasyon [50], ultrason [51], manyetik alan ve lokal hipertermi
yontemleri [52] olarak siralanabilir. Biyolojik tasiyici olarak ise virtsler kullanilmaktadir.
Gen terapi calismalarinda kullanilan virtslerle en yiliksek transfeksiyon verimi elde
edilmektedir. Ancak virislerin immunojen olmalari, elde edilmelerinin zor ve pahal
olmasi viral tasiyicilarin 6nemli dezavantajlaridir [10]. Ayrica viral tasiyicl kullanilarak
gerceklestirilen gen terapi calismalarinda bir hastanin hayatini kaybetmesi ve bazi
hastalarin da tedavi sirasinda kansere yakalanmalarn [11], [12], [13], [14] viral
tastyicilarin kullanimini oldukga kisitlamaktadir. Kimyasal olarak da gesitli tasiyici

molekillerle ila¢ veya gen hedef bolgeye ulastiriilmaktadir. En ¢ok kullanilan kimyasal
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tasiyicilar lipozomlar, polimerler, hidrojeller, dendrimerler, karbon nanotipleri, altin

nanopartiklller ve mikrokireler olarak siralanabilir [53].

Polimerik tasiyicilar, 1970’lerde kullanilmaya baslanildigindan beri, ilag tasiyici
tasariminda ve mevcut ilaglarin etkinliginin arttirilmasinda énemli bir rol oynamaktadir.

Polimer esasli tasiyicilarin avantajlari;
e Yapilarinda ve fonksiyonel 6zelliklerinde kolay modifikasyon yapilabilmesi,
e Uretim maliyetlerinin disiik olmasi,

e Dogal polimerler (proteinler, karbohidratlar, vb.) gibi immunojen 0&zellik

gostermemeleri,
olarak siralanabilir.

Polimerler, monomer adi verilen ¢ok sayida kigik molekiliin birbirlerine tekrarlanir
bicimde baglanmasiyla ortaya cikan bliyik molekillerdir ve lineer, dallanmis, blok,
yildiz, dendritik polimerler gibi bircok farkl sekilde sentezlenebilmektedir. Ayrica
yapilarina bircok farkh fonksiyonel grup takilarak hedefleyici veya isaretleyici
molekillerin baglanabilmesi olanakli hale getiriimektedir. Bu sebeplerden dolayi
sentetik polimerler biyomedikal alanda doku muhendisligi, ilag salim sistemleri,
sentetik asI Uretimi, gen terapi ¢alismalari, kontakt lens Uretimi, discilik, protez liretimi
gibi bircok farkl uygulamada kullaniimaktadirlar [54] ve en genis biyomalzeme sinifini

olusturmaktadirlar [55].

Blok kopolimerler, temel olarak, farkli monomerlerden olusan iki veya daha fazla
polimerik blogun bir araya gelerek olusturdugu polimerlerdir. Cozelti icinde blok
kopolimer zincirlerinin ¢oziiclye, iyonik siddete, sicakliga, vb. bagli olarak kendiliginden
bir araya gelmeleriyle mikro- veya nano-boyutlu kiimeler (“assembly”) olusturmalari
blok kopolimerleri diger ilag/gen tasiyici polimerlerden [56], [57] ayiran en 6nemli
Ozellikleridir [6]. Bloklarin yapisi ve c¢ozici degistirilerek blok kopolimerlerin
olusturdugu kimelerin vyapisi degistirilebilmektedir [58]. Ayrica blok sayilar
degistirilerek de olusan vyapilar (zerinde ilave kontrol saglanabilmekte ve farkh

yapilarda miseller ve vesikiller olusturulabilmektedir [58].



Blok kopolimerlerin bir araya gelmeleri disinda, olusan kiimelerin kolayca modifiye
edilebilmeleri tasiyici tasariminda énemli avantajlar sunmaktadir. Ornegin blok polimer
kiimelerin sadece ylizeyi veya sadece i¢ kismi modifiye edilebilmektedir [27]. Blok
kopolimerlerin tasiyici olarak kullanilmalarindaki diger bir avantaj ise blok
kopolimerlerin bir araya gelmesini saglayan molekdiller arasi etkilesim degistirilerek
farkh yapida molekillerin tasinabilmesidir. Blok kopolimerler hidrofobik etkilesimle bir
araya geldiklerinde hidrofobik ilac molekdllerini, elektrostatik etkilesimle DNA ve
protein gibi yikli molekilleri veya metal koordinasyon baglariyla metal igeren ilaglari

tasiyabilmektedir [27].

Blok kopolimer kimeleri ilag/gen tasiyici olarak kullanildiklarinda tasidiklari kargo
molekultnd ilgili dokuya ulastirabilmeleri icin vicut icerisinde dagilmakta ve birgok
engelden geg¢meleri gerekmektedir. Bu sebeple de ilag/gen tasiyici olarak blok

kopolimer kiimeler kullanilmadan 6nce;

e Tasidiklari kargo molekiliini hedef hiicreye ulastirirken viicut icerisinde

karsilasacaklari engellerin iyi bilinmesi,
o Blok kopolimer kiimelerin bu engelleri asacak sekilde tasarlanmalari,

gerekmektedir.

2.1 Timorlere ilag/Gen Tasinmasinda Karsilasilan Engeller

Polimerik miselleri kanser tedavisi icin glvenilir tastyicilar haline getirmek icin
akademik arastirma alanindan klinik uygulamaya gecilmesi gerekmektedir. Bu durumda
da ilag/gen tasiyici polimerik misellerin maksimum terapotik etkiyi géstermesi igin
vicut icindeki dagiliminin bilinmesi ve hedef dokuya veya hiicreye ulasana dek

karsilasacagi engelleri asmasi gerekmektedir.

Blok kopolimer misellerin de dahil oldugu kolloidal tasiyicilar viicuda farkh sekillerde
(agizdan veya solunum vyoluyla) verilebiliyor olsalar da en cok periferik intravenoz
enjeksiyon yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde, kolloidal tasiyici damar agiyla

enjeksiyon bolgesinden dogrudan kalbe ulasmaktadir. Kalpten sonra da akcigerdeki kan



dolagimina katilirlar [59]. Kolloidal ilag/gen tasiyici sistemlerin karsilastiklari ilk engel
akcigerdeki kan dolasimindadir. Akcigerdeki kilcal damarlar vicuttaki en dar
damarlardir ve caplari 6-13 um arasinda degismektedir. 10 um’den buyilk partiktller
burada takilmaktadirlar [60]. Akciger kilcallarinda takilmadan gegen kolloidal tasiyicilar

tekrar kalbe dontip buradan tiim viicuda pompalanirlar [59].

Blylk kan dolasimina dahi katilmadan o©nce akcigerdeki kilcallarda ilk bariyerle
karsilasan blok kopolimer misellerin hedef dokuya ulasmalari 6niindeki engelleri su

sekilde siralayabiliriz [10], [61], [62]:

e Hiicre disi engeller
o Kararl misellerin olusturulmasi
o Enjeksiyondan sonra kandaki stabilite ve uzun siire sirkiilasyon
o Hedef hiicreye ulasma
o Hicre membranindan gegme

e Hiicre ici engeller
o Endositik vesikuller

o Hucre gekirdegine tasinma ve ¢ekirdek membranindan gegme

2.1.1 Hiicre Disi Engeller

2.1.1.1 Kararhl Misellerin Olusturulmasi

Blok kopolimerlerin kararli misel olusturmalarini  misellerin tasidiklari kargo
molekiliine gére hidrofobik ilaglari tasiyanlar ve yikli gen materyalini tasiyanlar olarak

iki baslik altinda inceleyebiliriz.

Polimerik miseller, polimer birimlerin fiziksel etkilesimlerle bir araya gelmesiyle
olusmaktadirlar. Bu sebeple hidrofobik ila¢ tasiyan blok kopolimer miselin ¢ozelti icinde
kararhligi bircok faktorden etkilenmektedir. Bunlar; konsantrasyon, misel cekirdegini
olusturan blogun uzunlugu ve yapiya katilan ilag miktari olarak siralanabilir [62].

Hidrofobik blok iceren blok kopolimerler belirli bir konsantrasyona kadar ¢ozelti icinde
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tek baslarina bulunurlar. Bu konsantrasyon degerinin Ustiine c¢ikildiginda ise bir araya
gelerek misel olustururlar. Blok kopolimerlerin misel olusturdugu bu konsantrasyona
kritik misel konsantrasyonu (cmc) denir. cmc degeri, polimerin
hidrofobiklik/hidrofiliklik oranina, molekil agirhgina ve iyonik siddete bagl olarak
degisebilmektedir. Blok kopolimer misellerin cmc degerleri kiigiik molekul agirlikl
yuzey aktif maddelerin misellerine kiyasla ¢ok daha dusliktiir [27]. Bu sebeple daha
dislik konsantrasyonlarda bile daha kararh yapilar olustururlar. Blok kopolimer
misellerin ¢ekirdegi donmus (“frozen”) halde ise cmc degerinin altinda bile misel yapisi
bozulmaz ve kan akisi icinde daha diisiik konsantrasyonlarda ve daha uzun sire kararli

halde bulunabilirler [63].

DNA veya RNA gibi negatif yukli genetik materyalin tasinmasinda pozitif yikli blok
iceren blok kopolimerler kullaniimaktadir. Pozitif yikli kopolimer ile DNA elektrostatik
olarak etkileserek bir araya gelirler ve polielektrolit kompleks (PEC) misel olustururlar.
Bu misellerin cekirdegi elektrostatik etkilesimle olustugundan hidrofobik ila¢ tasiyan
misellere gore kararlihgl daha farkh etkenlerden etkilenmektedir. Bunlar; kopolimer
Gzerinde yiik sayisi ve yogunlugu, kargo molekiliniin yiik sayisi ve yogunlugu, DNA ve
polikatyon blogun stokiyometrik oranlari ve iyonik siddet olarak belirtilebilir.
Hidrofobik blok iceren kopolimerlerden farkli olarak PEC miseller, polimer ve DNA
oranina gore negatif veya pozitif yikli ya da notral olabilirler. Hiicre hedeflemesi icin
ise yapinin pozitif yikli olmasi istenmektedir. Ama cok fazla pozitif ylikli misel ise

hiicrelerin membranini parcalayabilmektedir. [10]

Hem hidrofobik ila¢ tasiyan hem de gen tasiyan misellerde kararliligi arttirmak igin
hidrofilik blok olarak poli(etilen glikol) (PEG) gibi bir polimer kullanilmaktadir. Hidrofilik
blok, hidrofobik ilag tasiyan misel ¢cekirdeginin ¢cozlinmesini saglamaktadir. Gen tasiyan
pozitif yukli cekirdegin ise kan akisinda proteinlerle etkilesimini engellemektedir. Eger
stokiyometrik kompleks olusmussa suda ¢oziinmesini saglamaktadir. Ayrica hidrofilik
blok, misellerin birbirleriyle etkileserek agrege olmalarini da o6nleyerek yapinin

bozulmasini engellediginden kararlihgi arttirmaktadir. [10]
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2.1.1.2 Enjeksiyondan Sonra Kanda Stabilite ve Uzun Siire Sirkiilasyon

intravenéz enjeksiyondan sonra polimerik miseller cok daha seyreltik hale gelirler ve
hemen plazma proteinleri ve kan hiicreleri gibi kan bilesenleriyle etkilesmeye baslarlar.
Eger bu etkilesim sonucunda agregatlar olusursa, yukarida bahsedilen akciger kilcallari
gibi dar gecislerden polimerik miseller gecemeyeceklerdir. Plazma proteinlerinin
polimerik misellerle etkilesimi, misellerin fizikokimyasal o6zelliklerine baglidir ve
misellerin kandaki sirkiilasyon siresi ile dokularda birikmesini 6nemli derecede
etkilerler [61], [62]. Bu sebeple polimerik misellerin kan bilesenleriyle minimum

diizeyde etkilesmesi gerekmektedir.

Sekil 2.1’de serum proteinleri sebebiyle miselin olasi dagilma mekanizmalar
Ozetlenmistir. Her ne kadar ilag ekstraksiyonunun misel kararhligina etkisi tam
calisiimamis olsa da hidrofobik ilag iceren misellerin kararliliginin daha fazla oldugu

bilinmektedir [62].

Kan bileseni
‘/(brn. proteinler) T ...,

Dagilma

Sekil 2. 1 Serum proteinlerinin bulundugu ortamda misellerin dagilmasi icin 3 olasi
mekanizma. A. ilag ekstraksiyonu. B. Protein adsorpsiyonu. C. Proteinlerin miselin icine
niifuz etmesi. [62]

ilac veya gen tasiyan blok kopolimer misellerin kanda kararli halde kalmasi ve kan
sirkiilasyonunda uzun siire durabilmesi icin en c¢ok kullanilan yéntem kopolimerin
hidrofilik blogunda PEG gibi bir polimer kullanilmasidir. PEG suda ¢6zlinen, yiksiz ve
biyouyumlu bir polimerdir. Blok kopolimerin yapisindaki PEG, esnek yapisindan dolayi

molekiler firca gibi davranarak misel ve kan bilesenleri arasindaki spesifik olmayan
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etkilesimleri engelleyip sirkiilasyon siiresini uzatmaktadir. Ayrica miseller arasindaki
agregasyonu da azaltan PEG zincirleri miselin suda ¢ézlinmesini de saglamaktadir [10].
Ancak yapilan calismalarda PEG polimerinin de, biyouyumlu olmasina ragmen, kan
proteinleriyle etkilesebildigi gosterilmistir [62]. Glnlimizde PEG disinda PHPMA ve
dekstran gibi polimerler de hidrofilik blok olarak blok kopolimer misellerde

kullanilabilmektedir [25].

ilag/gen tasiyici polimerik miselin boyut, sekil, yiizey 6zellikleri gibi fizikokimyasal
Ozellikleri kan sirkilasyonunda kalma stiresini 6nemli derecede etkilemektedir.
Ornegin, 150-200 nm’den buyiik partikiiller dalakta tutulurken [64], bébrekler 6
nm’den kiiglik partikilleri kan dolagimindan disari atmaktadir [65]. Polimerik miselin
seklinin kan sirkllasyonu lzerindeki etkisi yapilan bir ¢alismada incelendiginde gubuk
sekilli misellerin kiresel misellerden daha uzun slre kan dolasiminda kaldigi
gosterilmistir [66]. Ylzey yuku, ilag/gen tasiyici polimerik misellerin en énemli ylizey
ozelliklerinden biridir. Cinkl yikli bir miselin kan bilesenleriyle etkilesimi daha fazla
olmaktadir ve bu yizden de dolasimda kalma siresi kisalmaktadir. Polimerik miselin
pozitif ylkli olmasinin diger bir dezavantaji da negatif yikli bobrek filtrelerine
yapismasidir [65]. Polimerik miseller akciger, dalak ve bobrek engellerinden gegse bile
protein adsorpsiyonu immin yanit olusmasina sebep olur ve makrofajlar fagositozla
yabanci partikiili  uzaklastirirlar.  Ozellikle retikilloendotelyal sistemler (RES)
istenmeyen partikillerin cogunu uzaklastirirlar. RES monositlerden ve makrofajlardan
olusmaktadir. Hidrofobik veya pozitif yikli misel cekirdegini protein adsorpsiyonundan
korumak RES tarafindan taninmayi engellemektedir [65]. Genelde yapiya PEG polimeri
eklenerek miselin ylizey vyukii maskelenmekte, RES tarafindan taninmasi

engellenmekte ve kan dolasiminda daha uzun siire kalmasi saglanmaktadir [67].

2.1.1.3 Hedef Hiicreye Ulasma

ilac/gen tasiyicilarin hedef hiicrelere tasinmasi basarili bir ilag/gen hedeflemenin
sadece bir parcasidir. Bazi ilag tastyicilari sadece kan dolasiminda kalma ve damar
disina cikmayi hedeflerken bazi ilag tastyicilarinin ise hiicre icine girip sitoplazmada ilaci
birakmasi gerekmektedir. Bu sebeple ilag/gen tasimada hedefleme su sekilde

siniflandiriimaktadir [68]:
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e Kan dolasimi ve damar disina ¢ikmaya dayal sistemik hedefleme
o Ligand-reseptor etkilesimine dayali
o Lokal olarak aktive edilen tagima
= Hedef hicrede kendiliginden tetiklenerek ilag salma
= Dis etkenle uyarilarak aktive edilerek ila¢ salma
e Hiicre ici hedefleme
o Dusuk pH teknolojileriyle bilinen yolakla lizozoma ilag tagima
o Lizozomal tagima diginda farkli mekanizmalar

Hicre ici ya da hicre disi hedefleme yapilacak olsa da kolloidal ilag/gen tasiyici
sistemlerle ila¢ tasindiginda “pasif” ve “aktif” hedefleme adi verilen yontemlerle

tasiyici sistem ilgili doku veya hicreye ulasabilmektedir.

Pasif hedefleme: Polimerik misel tastyicilarin hedef hiicreye ulasabilmeleri 6niindeki en
blyik engellerden birisi de damar disindaki dokulara gegebilmeleridir. Bunun igin
damar ylzeyini olusturan epitel hiicrelerin arasindan gecmesi gerekmektedir. Viicut
icerisinde epitel hiicreler arasinda en dar bosluk (1-2 nm) olan doku beyin, en genis
bosluk (5-10 nm) olan doku ise post-kapiler venillerdir [69]. En ¢ok gecirgenlige sahip
damar yataklari ise 100 nm’lik hiicreler arasi bosluga sahip olan karaciger ve dalaktaki
sintslerdir [69]. Cogu kolloidal tasiyicini boyutunun 50 nm ve Uzeri oldugu disinllrse

bu tasiyicilarin en ¢ok karaciger ve dalaklarda birikecegi asikardir [61].

Tumor dokulari ise saghkh dokulardan farkh davranmaktadir. Timor dokularindaki
mikrodolasimi gerceklestiren damarlarin dlizensiz ve sizdiran bir yapida oldugu
bilinmektedir. Maeda ve Matsumura tarafindan 6nerilen Arttirilmis Gegirgenlik ve
Alikonma Etkisi (Enhanced Permeability and Retention Effect) (EPR)teorisine [70] gbre
timorli dokulardaki yetersiz lenfatik drenaj yetersiz sivi akisina ve dokunun oksijensiz
kalmasina sebep olmaktadir. Bu da timoér dokusunda bulunan damarlarin
gecirgenliginin artmasina sebep olarak daha fazla oksijen ve besinin tlimor dokusuna
ulagsmasini saglamaktadir. Kan icinde bulunan kolloidal ilag/gen taslyicilar da bu sayede

timorli dokudaki kapilerlerin epitel hiicreleri arasindaki genislemis bosluklardan
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gecerek timorli dokunun hiicreler arasi bag dokusuna ulasir ve timor kitlesi icinde
kalirlar. Uzun sire kan dolasiminda kalan polimerik misel veya kolloidal ilag/gen
tastyicilarin bu sekilde timor hiicre veya dokularina ulasmasi “pasif hedefleme” olarak
adlandiriimaktadir [61] (Sekil 2.2). Pasif hedefleme ile timor dokularindaki antitimor
ilag konsantrasyonu 70 katina kadar artabilmektedir. Kiigiik molekiller de bu sekilde
timor dokularina ulassalar da koloidal ilag/gen tasiyicilardan ¢ok daha kisa siire burada

tutunurlar[68].
Normal doku
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Sekil 2. 2 Uzun sure kan dolasiminda kalan polimer terapétiklerin EPR etkisiyle timor
dokusuna ulasmasi [1].

Aktif hedefleme: Pasif hedeflemedeki en 6nemli dezavantaj, etkin bir sekilde saglkl ve
hasta hlicre ayriminin yapilamamasidir. Bu sebeple polimerik misel ilag/gen
tasiyicilarini sadece hedef hiicrelere ulastirmanin bir yolu olarak “aktif hedefleme”
yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde, pasif hedeflemeye ek olarak timor hiicrelerinin
taniyabilecegi spesifik ligandlar kolloidal ilag/gen tasiyicinin ylzeyine baglanir [31]. Bu
sayede, kolloidal tasiyici sadece spesifik ligandla etkilesen reseptore sahip olan timor
hiicrelerine yonelmektedir. Timor hiicreleri saghkli hiicrelere goére ¢ok daha hizli
cogaldiklari icin vitaminler, seker ve folik asit gibi belirli besinleri daha fazla alabilmek

icin ylizeylerinde daha fazla miktarda reseptor olustururlar [68]. Ornegin, yizeyine folik
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asit baglanmis bir kolloidal ilag/gen tasiyici fazla miktarda folik asit reseptori olan
hlcrelere yonelecektir. Aktif hedeflemede, timor hiicresi ylzeyindeki reseptorlerin
saglikli olanlardan fazla olmasi, ligand-reseptor etkilesiminden sonra ilag/gen taslyicinin
iceri alinmasi veya atilmasi gibi faktorler rol oynamaktadir. Ayrica, su da
unutulmamalidir ki in vitro sartlarda alinmis sonuglar in vivo sartlarla tutarl
olmayabilir. Clnkl her bir kanser hiicresi icin sahip oldugu reseptdr miktari farkl
olabilmektedir. Ayrica timor dokusu icinde, farkh yapilarda timor hicreleri de

bulunabilmektedir [68].

2.1.1.4 Hiicre Membranindan Gegme

llag/gen tasiyici polimerik misel hedef hiicreye ulastiktan sonra hiicre icine girmesi
Sekil 2.3'te gosterilen mekanizmalarla gerceklesebilmektedir. Tim bu endositoz
mekanizmalarinda kolloidal bir tasiyicinin hiicre icine girebilmesi icin sahip olmasi
gereken belirli fizikokimyasal 6zellikler bulunmaktadir. Bunlar partikilin boyutu, sekli
ve ylzey ozellikleridir [67], [71], [72]. Partikulun fizikokimyasal 6zelliklerine bagh olarak

hangi mekanizmayla hiicre igine alinacagi degismektedir.

-t Klatrin ve kaveoladan
D Makropinositoz E bagimsiz diger

endositoz mekanizmalari

A Fagositoz B Klatrin aracili C Kaveola aracili
endositoz endositoz

A

i

‘ =Z__ Aktin 7 Opsonin . Klatrinkafesi  ){ Kaveolin dimeri © Dinamin ‘

Sekil 2. 3 Memeli hiicrelerinde hiicre icine alma mekanizmalari [72].

Sekil 2.4’te gosterilen endositoz mekanizmalari fagositoz ve pinositoz olmak lizere
temel olarak ikiye ayrilmaktadir (Sekil 2.4). Literatlirde, fagositoz bakteri gibi buylk
partikillerin hicre icine alinmasi, “yeme”; pinositoz ise hlicre etrafindaki sivinin hiicre

icine alinmasi, “icme”, olarak tanimlanmaktadir [67], [72].

Fagositoz, sadece makrofajlar, monositler, nétrofiller gibi belirli hiicreler tarafindan

yapilmasindan dolayi diger mekanizmalardan ayrilmaktadir [71], [72]. Diger hicreler
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fagositozu c¢cok daha az vyaparlar. Fagositoz mekanizmasi 3 basamakta

gerceklesmektedir [72]:

e Partikillerin opsonin molekilleriyle (immunoglobulinler, laminin ve fibronektin

gibi serum proteinleri) taninmasi
e Opsonin baglanmis partikillerin hiicre membranina tutunmasi

e Partikdlin hicre igine alinmasi.

Fagositoz Fagozom ——— Fagolizozom

Klatrin aracih
endositoz

Endositoz  ~ Klatrin bagimh Endozom ——— Llizozom

Kaveola aracih
| pinositoz

Pinositoz = Kavezom  — Yok

Klatrin ‘

~ " Makropinositoz
‘ bagimsiz ‘ g
. lizozom [——— Lizozom
Kaveolave
klatrin
bagimsiz
endositoz Hiicre ici
Yolaklar — ¢ Bozunma

vesikiiller

Sekil 2. 4 Partikullerin ve ¢6ziinen maddelerin hiicre igerisine alinmasi islemi
(endositoz) mekanizmalari, hiicre ici vesikil olusumlari ve bozunmalari [72] [73].

Klatrin aracili endositoz, pinositoz mekanizmalarindan birisidir ve reseptor aracili
endositoz olarak tanimlanabilir. Bu mekanizmada reseptdor veya hiicre adezyon
molekilleri aracihgiyla gerceklestigi bilinse de glinimizde spesifik olmayan klatrin
aracili  endositozun da olabildigi bilinmektedir[74]. Memeli hiicrelerinin temel
endositoz mekanizmalarindan biridir. Klatrin aracili endositozla, membran bilesenleri,
makromolekiiller, demir tasiyan transferrin gibi hiicrenin temel ihtiyaclari hiicre icine
alinmaktadir [71]. Bu sekilde hiicre icine alinan kesecikler lizozoma donlismektedirler.

Reseptorden bagimsiz klatrin aracili endositozda ise spesifik olmayan vyikler ve
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hidrofobik etkilesimlerle hiicre membranina baglanma gergeklesir [74] ve yine klatrin

kafesinden olusan kesecikler halinde hiicre icine alinma gergeklesir.

Kaveola aracili endositoz da diger 6nemli pinositoz mekanizmalarindan biridir. Kaveola
sise sekilli, 50-100 nm boyutunda bir membran girintisidir ve kaveolin proteinleriyle
kaplidirlar [72], [74]. Kaveola, noronlar ve I6kositlerde bulunmazken kas, endotel,
fibroblast ve adiposit hiicrelerinde bolca bulunurlar [75]. Bu mekanizmada partikdl
hiicre membranina baglandiktan sonra kaveola oyuklarina dogru hareket eder.
Kaveolaya partikilin gelmesiyle beraber kaveolin cesitli reseptorleri aktive ederek
partikllin reseptor-ligand etkilesimiyle tutunmasi saglanir ve kaveola girintisi kesecik
haline gelerek membrandan ayrilir [71], [72], [74]. Kaveola aracili endositozda olusan
sitozolik kesecikte lizozomda oldugu gibi enzimatik aktivite yoktur ve bu kesecikle
hiicre icine giren partikiller degradasyona ugramazlar. Cogu patojen bu yolla hicre

icine girerek parcalanmaktan korunmaktadir [76].

Diger bir pinositoz mekanizmasi olan makropinositoz ise sivi faz endositoz
mekanizmalarindan birisidir. Klatrinden bagimsiz bu mekanizma makrofajlar da dahil
olmak Uzere bircok hilicrede gerceklesmektedir. Makropinositoz diger endositoz
mekanizmalarindan farkh olarak kargo veya reseptor molekillerinin uyarilmasiyla
¢alismaz. Blylme faktorlerinin tirozin kinaz reseptorlerini aktive etmesiyle baslayan
makropinositoz mekanizmasi fagositoza benzer fakat igeri alinacak partikuliin etrafinin
ligandla kapl olmasina gerek yoktur [77]. Partikillin veya sivinin makropinositozla igeri
alinmasi sonucu makropinozom adi verilen, boyutu 0,5-10 um arasinda degisen

kesecikler olusur [71], [78]. Bu kesecikler daha sonra asitlendirilir ve buzilirler [72].

Klatrin ve kaveoladan bagimsiz cesitli endositoz mekanizmalari bulunmaktadir ve yakin
zamanda bunlar aydinlatiimaya baslanmistir. Bu mekanizmalarin ¢ogu spesifik lipid
bilesimlerine ihtiyac duyarlar, kolesterole bagimlidirlar ve bunlar da makropinositoz

gibi sivi faz endositoz mekanizmalaridir [75].

Polimerik ilag/gen tasiyicilar hicre icine yukarida belirtiien mekanizmalarla
girmektedirler. Ama hangi mekanizmayla hiicre icine girecekleri partikilin boyutu,

yluzey oOzellikleri ve sekli ile hiicre tipine gore degismektedir.
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Boyut

Genelde 0,5 um’den blylk partikiller fagositozla hiicre igine alinir denilse de bu
sadece fagositozla ne kadar blyuk partikillerin hiicre icine alinabilecegini gbsteren bir
tanimdir [72]. Yapilan g¢ahsmalarda 20 pm boyutundaki bir polistiren partikiliin
makrofajlar tarafindan fagositozla hiicre icine alindigi gosterilmistir [79]. 250 nm’den
ufak partikillerin fagositozla iceri alinma oranlari ¢ok daha dusuktir [72]. Partikilin
boyutu arttikca, opsoninlerin {izerine tutunma orani artmakta ve makrofajlar

tarafindan taninmaktadir.

Pinositozla hiicre igine girebilmesi i¢in ilag tasiyicilarin boyutlarinin 10-100 nm olmasi
gerektigi bircok calismada gosterilmistir [71]. Ancak 3 um’a kadar boyutu olan ilag
tasiyicilarin gesitli endositoz mekanizmalariyla hicre igine alinabildigi de gosterilmistir
[80]. Bu sebeple, ilag/gen tasiyicinin boyutu hicre giris mekanizmasi tzerinde etkili

olmasina ragmen, en dnemli kriter degildir.
Yiizey ozellikleri

ilac/gen tasiyicinin yiikii, pozitif, negatif yada notral olmasi, hiicre icine girise etki eden
en onemli faktordir. Hiicre plazma membraninin negatif yukli olmasindan o6tiri
pozitif yukli partikillerin daha yiiksek oranda hicre igine alindigi bilinmektedir [71],
[72]. Cogu calismada pozitif yukli ilag/gen tasiyicilarin da genellikle klatrin aracili
endositozla veya ¢ok daha az miktarda olmakla beraber makropinositozla hiicre igine
alindigini gosterilmistir [71]. Ancak PEl polikatyonunun DNA ile komplekslerinin
hiicreye girisinin kaveola aracili endositoz da dahil olmak Gzere farkli mekanizmalarla
olabildigi bildiriimektedir [81]. Bu tasiyici yiksek miktarda pozitif ylklidir. Bu sebeple
serum proteinleriyle etkileserek hiicre trafigini degistirip farkli mekanizmalarla hiicre
icine girebilir.

Negatif yukli tasiyicilar ise genelde kaveola aracili endositozla hiicre icine girmektedir
[71]. Hlcre plazma membrani da negatif yikli oldugundan, negatif ylkliu partikiller

pozitif ylUklilere gore daha yavas hiicreye alinirlar.

Notral partikillerin hiicre icine alinmasi ile ilgili olarak herhangi bir genelleme
yapilmamaktadir. Ancak yeni yapilan bir ¢alismada, PEG’le kapli nétral poliester

nanopartikillerin lipid-raft aracili ve kaveoladan bagimsiz endositozla hiicre igine
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girdigi gosterilmistir [82]. Yiliksliz ve hidrofobik partikillerin makrofajlar tarafindan

fagositozla hiicre icine alinma ihtimali daha yuksektir.

Son zamanlarda yapilan bir calismada ylizeyinde seritler halinde hidrofobik ve anyonik
gruplarin oldugu bir nanopartikil hicbir endositoz mekanizmasina dahil olmadan
dogrudan hiicre igine girmistir [83]. Ayni partikiiliin ylzeyindeki anyonik ve hidrofobik

gruplar rasgele yerlestirildiginde ise endositozla hiicre icine alinmistir.

ilag/gen tasiyici partikiiliin yiizeyinin hedefleyici ligandlarla kaplanmasi durumunda
ilag/gen tastyicinin da ligandla ayni yolla hicre icine alinacagi dustinilmektedir [72].
Ancak polimerik ilag/gen tasiyicinin kendisi de membranla etkilesime girmektedir ve bu
sebeple ligandin hiicre igine girdigi mekanizmayla igeri girmeyebilmektedirler. En ¢ok
kullanilan ligandlar; folik asit, aptamerler, karbohidratlar, transferrin, epidermal
bliyime faktori (EGF), coklu doymamis yag asitleri, antikorlar ve peptidlerdir [84],
[85], [86].

Sekil

Seklin en belirgin etkisi fagositozda goriilmektedir. Bir¢ok farkh sekle sahip lateks
partikilleriyle yapilan deneylerde makrofajlarin hepsini fagositozla hiicre igine aldigi
gortlmustir [87]. Ama partikiliin sekline gbre hiicre icine alma hizi belirgin sekilde
degismektedir. Ornegin eliptik bir partikiliin sivri ucundan fagositoz baslarsa proses
birkac dakika gibi cok kisa bir siirede gerceklesmekte ama yassi kisminda fagositoz

baslarsa birkag saatte hiicre icine alabilmektedir.

Pinositoz mekanizmalarinda ise partikil seklinin etkisi c¢ok az arastirmada

incelenebilmistir.

Bircok calismada, genel olarak, kiiresel sekilli nanotasiyicilarin cubuk sekilli olanlara
gore hicre icine daha kolay alindig1 ve cubuk sekilli yapilarin kan dolasiminda daha

uzun slire kaldigi gosterilmistir [85], [88], [89] .
Hiicre tipi

Hicre tipi degistikce hiicre ici yolaklar degisebilmekte ve hatta bazi yolaklar belirli
hiicrelerde olmayabilmektedir. Yapilan bir calismada, capraz bagli polimerik miselin

kanser hiicresine kaveola aracili endositozla girdigi ancak saghkli hicreye giremedigi
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gosterilmistir [90]. Ayrica ayni ¢calismada polimer misel kaveola aracili olarak hiicre
icine girmesine ragmen olusan vesikiil lizozoma donidsmistiir. Bu sebeple ilag/gen
tastyici sistemlerin fizyolojik ortamdaki etkisinin daha iyi anlasilabilmesi igin hiicre

biyolojisinin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.

2.1.2 Hiicre ici Engeller

2.1.2.1 Endositik Vesikiiller

Endositozla hiicre icine alinan kargolar vesikiller icerisindedir ve kaveola aracili
endositoz hari¢ diger tiim mekanizmalarda olusan bu vesikiiller daha sonra lizozoma ve
makrofajlarda da fagolizozoma doénismektedirler (Sekil 2.4). Lizozomlar yaklasik 40
cesit enzim icermektedirler ve hepsi asit hidrolazdir. Calisabilmeleri icin asidik ortama
ihtiya¢ duyarlar. Lizozomu sitozolden ayiran ¢ift katmanl bir membran bulunmaktadir
ve bu membranda bulunan ATPaz enzimiyle lizozomun igine H* pompalanarak lizozom

icindeki pH 4,5-5 araliginda tutulmaktadir. [91]

Polimerik ilag/gen tasiyicinin tasidigi kargo molekilini sitozole veya cekirdege
ulastirabilmesi icin bozunmadan lizozomdan kagmasi/¢cikmasi gerekmektedir. Bu

sebeple gesitli yontemler gelistirilmistir.

Tastyicinin lizozomdan kagmasi icin en ¢ok kullanilan yontemlerden birisi, 6zellikle gen
tasiyicl sistemlerde, PEl gibi bir polikatyon kullanmaktir. PEI yliksek katyonik yuk
yogunluguna sahip etkili bir gen tasiyici polimerdir. Yapisinda bulunan amin gruplari
tamponlama etkisi gostermesinden dolayi endozomolitik aktivite gdstermektedir ve bu
sebeple de yiiksek transfeksiyon verimine sahiptirler. Boussif ve arkadaslari PEl gibi
polikatyonlarin yiksek transfeksiyon verimlerini “proton siingeri” adini verdikleri teori
ile aciklamislardir (Sekil 2.5) [92]. Fizyolojik pH’ta PEI'nin yapisindaki her alti amin
grubundan biri protonlanmistir ve pozitif ytklidir. Lizozomlarin icindeki gibi asidik
ortamda diger amin gruplari da protonlanmakta ve her U¢ amin grubundan biri
protonlanmaktadir. pH’in dliismesiyle beraber PEI bir “stinger” gibi davranarak daha
¢ok miktarda protonu yapisina baglar. PEI'nin protonlanmasiyla beraber lizozom iginde
yik gradienti olusur ve bu gradienti denklestirmek icinden lizozom disindan karsit

yukli iyonlar lizozom igine girerler. Lizozom iginde iyon konsantrasyonu arttigi igin
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osmolarite artmaktadir. Bu sebeple de lizozom igine su molekilleri nifuz ederek
lizozomun sismesine ve patlamasina sebep olmaktadir. Bu sayede ilag/gen tasiyici

partikiller sitozole girebilmektedirler.

N ' ATPaz proton pompasi
H.O b o *—-N,0
- ~ - O

NS Protonlanabilir polimer

Sekil 2. 5 Proton slingeri teorisinin sematik gosterimi [93]

Endozomal engelleri asmanin diger bir yolu ise klorokin gibi endozomotropik bir
molekilin tasilyiclya baglanmasidir [61], [93]. Bu molekil zayif bir bazdir ve plazma
membranindan gecerek asidik keseciklerde birikmektedir. Asidik vesikiilde biriken
klorokin pHIn ylkselmesine sebep olarak lizozomal enzimlerin ¢alismasini
engellemektedir. Ayrica vesikiilin igindeki ozmotik basincin artarak sismesine ve
yirtilmasina sebep olmaktadir. ilag/gen tasiyicc molekiil bu sayede sitozole

salinmaktadir. Ancak klorokin bircok hiicre tipi icin toksik bir molekdildir [93].

Hucreye nifuz eden peptidlerin (cell penetrating peptides, CPP) ilag/gen tasiyici
sisteme dahil edilmesi endozomal kacista kullanilan énemli yontemlerden biridir. Bu
peptidler katyonik yada amfifilik yapida 10-30 amino asitlik peptid zincirleridir. Birgcok
hidrofilik biyomakromolekiliin  hiicre membranini parcalamadan hiicre icine
tasinmasini saglamaktadirlar [61], [93]. Bu peptidler farkli mekanizmalarla ¢alisarak
tasiyict  molekilin veya dogrudan kargo molekilinin sitozole salinmasini

saglamaktadirlar.

“Flip-flop” mekanizmasi ise genelde lipid veya lipozom tasiyicilar kullanildiginda

gerceklesmektedir [94]. Bu mekanizmada katyonik lipopleksler (DNA-katyonik lipid
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kompleksleri) ile lizozom membranindaki negatif yikli lipidler arasinda elektrostatik
¢ekme kuvveti bulunmaktadir. Anyonik lipidler lipoplekslerle birleserek noétralize
edilmis iyon ciftleri olustururlar. Sonucg olarak genetik materyal lipopleksten ayrilip

sitozole salinmaktadir.

Endozomdan kacis icin diger yontemler ise inaktif adenovirls partikillerin tasiyici
yapisina dahil edilmesi ve fotokimyasal yontemlerdir [93]. Adenovirls partikill
kullanildiginda, adenovirlsiin endozomolitik aktivitesi kullanilarak ilag/gen sitozole
salinmaktadir. Fotokimyasal yontemde, lizozom membranina baglanabilen amfifilik
yapida fotosensitiv molekiller ilag/gen tasiyici sisteme dahil edilir. Bu molekiller
lizozom membranina baglandiginda isikla uyarilmaktadirlar. Isikla uyarildiktan sonra
fotosensitiv molekiller parcalanarak reaktif oksijen tirlerinin olusmasini saglarlar. Bu

oksijen turleri de lizozom membranini pargalanmasina sebep olurlar.

2.1.2.2 Hiicre g¢ekirdegine tasinma ve ¢ekirdek membranindan gegme

Hucreye giren ilag/gen tasiyicilarin hedefi sitozol, organeller ya da hiicre ¢ekirdegidir.
Sitozol hedefli ilag/gen tasiyici endozomdan sitozole salindiginda kargo molekilini
serbest birakmalidir. Cekirdek veya organel hedeflemeli ilag/gen tasiyicilar ise iki farkh
mekanizmayla kargoyu hedefe ulastirabilirler: i) kargo molekilinin sitozolde serbest
birakilmasi ve kargo molekiliin kendisinin ¢ekirdege veya organele girmesi, ii) ilag/gen

tasiyicinin cekirdege veya organele girip kargo molekiliini burada serbest birakmasi.

ilac/gen tasiyicinin, sitozol veya cekirdek hedeflemeli, kargo molekiiliinii hedef bélgede
serbest birakmasi gerekmektedir. Diflizyonla, etkiye duyarh tasiyici molekil kullanarak,
biyobozunur tastyici molekiil kullanarak veya tasiyict molekilin hiicre bilesenleriyle
etkilesime girmesi sonucu kargo molekilli sitozolde serbest birakilabilir. Blok
kopolimer misellerin kararlihg 6zellikle bu noktada 6nem kazanmaktadir. Eger cok
kararl bir misel olusmussa kargo molekill sitozolde salmayacaktir, eger kararhligi
dislik bir miselse de ya hiicre icine giremeyecek ya da kargo molekiliniin ¢ogunu
hiicre disinda salmis olacaktir [10]. Bu sebeple optimum kararliliga sahip misellerin
olusturulmasi gerekmektedir. Sitozolde calisan siRNA’nin tasiyici kompleksten burada
serbest birakilmasinin énemi yapilan bir ¢alismada gosterilmistir [95]. Bu ¢alismada
poli(TETA/CBA) ile kompleks yapan siRNA 5 saatte tim sitoplazmaya yayilirken, ayni
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siRNA PEI ile kompleks yapildiginda kompleksin yapisinin bozulmadigi gorilmustir.
RNA molekillerinin tasinmasinda genellikle kisa zincirli polikatyonlar kullaniimaktadir
[10]. Cunki polikatyon zinciri uzadikca RNA ile daha kuvvetli etkilesmekte ve RNA'nin
sitozole salimi azalmaktadir. Sitozole hedeflemede diger bir yol olarak ilag/gen
materyalinin tasiyiclya aside duyarh baglarla baglanmasi sonucu lizozomun iginde

baglar kirilarak kargonun sitozole salinmasi saglanabilmektedir [96].

Hicre cekirdegi ikili katmandan olusan ve (zerinde biyomolekillerin kontrolli olarak
gecmesine izin veren porlarin bulundugu bir membrandir. Porlar, yaklasik 9 nm
capindadir ve 40-45 kDa’dan daha biliyik molekdilleri yapilarinda spesifik peptid dizileri
(nuclear localization signal, NLS) yoksa cekirdek igine girislerini engellemektedir. Bu
sebeple hiicre icine giris icin kullanilan yontemlerden ilki NLS peptidlerini ilag/gen
taslyici sisteme dahil etmekti. Ginimuzde, ilag/gen tasiyici sistemlerini ¢cekirdek icine

hedefleme temel olarak iki baslik altinda toplanmaktadir:

e Dolayli olarak ¢ekirdege ilag/gen tasima

e ilacin cekirdekte biriktigi sitozol hedeflemeli ilag/gen tasima
Dolayli olarak cekirdede ilag/gen tasima

llag/gen tasiyici sistemden sitozolde salinan serbest ilacin/genin, 6zellikle kiigiik
molekdl agirhikli ilaglarin, diflizyonla hiicre c¢ekirdegine girmesine dayanan bir
yontemdir [97]. Ancak plazmid DNA gibi biyik molekiller, viskozitesi yiksek
sitoplazma icinde diflizyonla hareket edemezler. siRNA gibi kisa zincirli, genellikle
250’den daha az sayida baz igeren, genetik materyalin ise sitoplazmada diflizyonla
hareket edebildigi calismalarda gosterilmistir [98]. Ancak DNA veya RNA gibi
molekiller tek baslarina ¢ekirdek membrani porlarindan gecemezler. Hiicrede mitoz
boliinme gerceklesirken hiicre membrani acildigi sirada ¢ekirdek icine yerlesebilirler

[10].
Dogrudan cekirdege ilag/gen tasima

Dolayh yolla ilag/genin hiicre ¢ekirdegine girme orani ¢cok distiktiir. Bu sebeple ilag/gen
tasiyicinin dogrudan cekirdege hedeflemesi yapilmaktadir. Bu amacla en ¢ok kullanilan

iki yontem NLS peptidlerinin veya katyonik polimerlerin kullanimidir.
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NLS peptidleri ilag/gen tasiyici sisteme dahil edilerek yiiksek basarimla cekirdek icine
girmesi saglanmaktadir. Ancak NLS peptidlerinin en blyik dezavantaji katyonik amino
asitlere sahip olduklarindan, bu peptidle ylzeyi kaplanmig taslyici kan dolasiminda
bircok farkli hiicre ve bilesenle etkilesebilmesidir [97]. Yapilan ¢alismalarda NLS kapl
tasiyicinin tim vicuda dagildigi gézlenmistir [99]. Bu sebeple giiniimizde disi PEG gibi
bir polimerle kapli ama lizozomdaki asidik pH’ta NLS peptidlerini agiga ¢ikaran sistemler

tasarlanmaktadir [100], [101].

Hicre ¢ekirdeginde hedeflemede kullanilan PEI ve polilizin gibi katyonik polimerler gen
aktariminda sik¢a kullanilan  tasiyict  molekdllerdir. Bu polimerlerin  genetik
materyallerle yaptiklar pozitif yikli polipleksler hiicre igindeki anyonik mikrotibdil
veya molekiler motor proteinlerine baglanarak c¢ekirdege tasinabilmektedirler [102].
Ancak pozitif yukli polipleksler de kan dolagiminda bagka hiicreler ve bilesenlerle
etkilesebilmektedir. Bu sebeple bu polimerlerin de yapilarinda degisiklikler yapilarak
hedef hiicreye ulasmasi saglanmaktadir [103]. Ayrica su da unutulmamalidir ki ilag/gen
tasiyici polipleksler genelde 50-200 nm araliginda boyutla sahiptirler ve c¢ekirdek
porlarindan gecemezler. Bu sebeple genellikle mitoz bolinme sirasinda ¢ekirdegin icine

yerlesebilirler [10], [97].

2.2 Blok Kopolimer Miseller

Blok kopolimerler, farkli monomerlerden olusan iki veya daha fazla polimerik blogun
lineer, graft yada dairesel sekilde bir araya gelmesiyle olusan polimerlerdir. Blok
kopolimerlere giderek artan miktarda ilgi gosterilmesinin en 6nemli nedeni ¢ozelti
icinde kendiliginden bir araya gelerek olusturduklari yapilardir. Blok kopolimerlerin
¢Ozelti icinde kendiliginden bir araya gelmelerinin sebebi farkl ve hatta zit 6zelliklere
sahip segmentlere sahip olmalaridir. Blok kopolimerler, segmentlerinden biri icin
¢Ozlicli ve diger segment icin ¢oktlrlici 6zellige sahip bir sivi icinde ¢ozildiklerinde
tersinir olarak bir araya gelirler. Olusan misel, ¢6zlinmeyen blogun olusturdugu bir
“cekirdege” ve cozlinen bloklarin olusturdugu bir “kabuga” sahiptir. Miseller genelde
kiresel olmakla beraber ¢ozelti ve/veya polimerin 6zellikleri degistirilerek bircok farkh

sekle sahip olabilirler.
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ilag/gen tasiyici olarak blok kopolimer miseller kullanildiginda bircok farkl
parametrenin olusacak yapiya etki edecegi gbz 6éniinde bulundurulmalidir. Bu sebeple

hedef ¢alisma igin;

e ilk olarak hangi yapida bir kopolimerin (lineer, graft, dairesel, vs.)

kullanilacagina karar verilmeli
e Kopolimer sentezi igin uygun bir yontem segilmeli

e Kopolimerin ¢ozelti icindeki davraniglari (misel olusumu ve dagilmasi, sekil,

boyut, yik, vs.) ayrintili olarak incelenmelidir.

2.2.1 Blok Kopolimerlerin Sentezi ve Yapilari

Blok kopolimerler temel olarak dort farkli 6zellikte polimerik blok kullanilarak

olusturulabilmektedir. Bu polimerleri;
e Hidrofobik,
e Noniyonik hidrofilik,
e Katyonik,
e Anyonik,

polimerler olarak siniflandirabiliriz. Bu polimerik bloklar farkli kombinasyonlarda ve
farkli sekillerde birbirlerine eklenerek iki veya daha fazla bloktan olusan blok
kopolimerler sentezlenebilmektedir [63]. Sekil 2.6 farkli yapilarda sentezlenmis blok

kopolimerleri sematik olarak géstermektedir.
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Sekil 2. 6 Farkh yapilara sahip blok kopolimerler [63]

Seklide verilen yapilardaki blok kopolimerlerin sentezi icin birgok farkli yontem
kullanilmaktadir. Bu yontemler tek baslarina kullanilabildikleri gibi birkag sentez

yontemi arka arkaya kullanilarak blok kopolimerler tiretiimektedirler.

2.2.1.1 Serbest Radikal Polimerizasyonu

Serbest radikal polimerizasyon blok kopolimerlerin Gretiminde kullanilan ilk yéntemdir
[104]. Bu ilk calismadan beri serbest radikal polimerizasyonu bircok c¢alismada
kullanilmis ve diblok veya triblok lineer kopolimer Uretilmistir. Bu yontemde genelde,
aktif zincir ucuna sahip makrobaslaticilar kullanilarak blok polimerler lretilmektedir. Bu
yontemle, c¢ogu vinil monomer polimerlestirilebilmektedir. Ayrica iyonik
polimerizasyon yontemlerinden farkli olarak safsizliklara toleranshidir.  Ancak bu
yontemin en blylk dezavantaji molekil agirhgi dagilimi kontrol edilememektedir.

Ayrica karmagik yapilarin tretilmesine olanak vermemektedir.



2.2.1.2 Kontrollii/”Yasayan” Radikal Polimerizasyonu

lleriki boélimlerde daha ayrintili agiklanacak olan bu ydéntem tersinir zincir
sonlanmasina dayanan Otsu’'nun c¢alismasindan [105] sonra kullaniimaya ve
gelistirilmeye baslanmistir. Bu yontemde aktif uca sahip polimer izole edilip daha sonra
tekrar polimerlestirilebilmektedir. Ginimuzde bu yontem temel olarak tg¢ farkli sekilde

uygulanmaktadir:
e Atom transfer radikal polimerizasyon (ATRP)
e Tersinir katilmali-ayrismali zincir transfer polimerizasyonu (RAFT)
e Nitroksid ortamli radikal polimerizasyon (NMP)

Kontrollii/”yasayan” radikal polimerizasyonu, serbest radikal polimerizasyonu gibi
bircok vinil monomerin polimerlestiriimesinde kullanilabilir. Ayrica safsizliklara karsi
toleranslidir. Serbest radikal polimerizasyona goére avantaji ise molekil agirlig
dagiliminin kontrol edilebilmesi ve monodisperse yakin 0Ozellikte polimerler elde
edilebilmesidir. Ayrica, sentezlenen polimerik bloklar izole edilip daha sonra bunlardan
karmasik yapida blok kopolimerler Uretilebilmektedir [106]. Kontrolli/”yasayan”
radikal polimerizasyonu bircok farkli yapida ve karmasik yapilarda blok kopolimer

Uretimine izin veren bir yontemdir.

2.2.1.3 Anyonik ve Katyonik Polimerizasyonlar

Anyonik polimerizasyonda monomerlerin sirayla eklenmesi sonucunda diblok
kopolimerler, difonksiyonel organometalik baslaticilar kullanilarak ABA tipi triblok
kopolimerler ve “yasayan” diblok kopolimer difonksiyonel bir ajanla baglanarak yine
ABA tipi triblok kopolimerler elde edilebilmektedir [63]. Ayrica fonksiyonel grup iceren

blok kopolimerler de sentezlenebilmektedir.

Bu yoOntemin en bilylk dezavantaji sadece belirli sayida monomerin
polimerlestirilebilmesidir [63]. Anyonik polimerizasyondan tiiretilen grup transfer
polimerizasyonunda, anyonik polimerizasyonla Uretilemeyen cesitli polimerler

sentezlenebilmektedir.
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Katyonik polimerizasyon da kisith sayida monomerin polimerlestirilmesine imkan
vermektedir [63]. Ama yine de birgok farkl blok kopolimerin sentezinde kullanilmistir

[107].

2.2.1.4 Diger Yontemler

Yukarida belirtilen yontemlere ilave olarak cesitli yontemlerle blok kopolimer sentezi
gerceklestirilmektedir. Bunlardan birisi mekanizma degistirerek blok kopolimer
sentezidir. Bu yontemde polimerin yapisinda bulunan monomerlere uygun farkh
yontemler ardi ardina kullanilarak blok kopolimerler uretilmektedir [108]. Diger bir
sentez yontemi de multifonksiyonel baslatici kullanmaktir [109]. Her fonksiyonel grup

farkl bir polimerizasyon yontemiyle ¢alismaktadir.

Zincir uglarinda fonksiyonel gruplara sahip polimerlerin birbirine baglanmasiyla blok
kopolimer (retimi de sik¢a kullanilan bir yontemdir. Difonksiyonel capraz baglama
ajanlari kullanilarak veya “yasayan” polimerlerin dogrudan baglanmasiyla veya zincir
uclarina uygun fonksiyonel gruplar baglanarak polimer bloklar birbirlerine

baglanabilmektedir [110], [111].

2.2.2 Blok Kopolimerlerden Misel Olusumu ve Ozellikleri

ilac/gen tasima sistemi olarak blok kopolimer miseller kullanilacaksa tasinacak kargo
molekiliine uygun yapida blok kopolimer segilmelidir. Bu sebeple tasidiklari kargo
molekili ve cekirdeklerini bir arada tutan bagin veya etkilesimin tipine goére ilag/gen

tasiyici blok kopolimer miselleri,

Hidrofobik etkilesimle bir araya gelen miseller

e Elektrostatik etkilesimle bir araya gelen (polielektrolit kompleks) miseller
e  Capraz bagli miseller

e Metal koordinasyon bagiyla bir araya gelen miseller

e Hidrojen bagiyla bir araya gelen miseller

seklinde siniflandirabiliriz. Yukarida belirtilen her misel tipinin tasiyacagl kargo

molekdlleri birbirlerinden farkli olmakta ve misel olusum mekanizmalari da farkhlik
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gdstermektedir. ilag veya gen tasiyan farkli yapidaki blok kopolimerlerden misel

olusumu sematik olarak sekil 2.7’de gosterilmektedir.

reaktif grup
yada
ligand PEE hidrofobik blok
3 X
N N\

reaktif grup yada ligand

+* ﬂcreye spesifik hedefleme
2
O P oW ~ hidrofobik gekirdek
ilag . / @ veya
PIC gekirdek
ilag veya DNA rezervuari
e A PEG kabuk

pDNA I @ I yliksek biyouyumluluk

- 10-100 nm

m/pw Polimerik misel
X \

\~

reaktif grup PEG
yada
ligand

poliamin
Sekil 2. 7 ilag ve gen tasiyici blok kopolimer misellerin olusumu

2.2.2.1 Hidrofobik Etkilesimle Bir Araya Gelen Blok Kopolimer Miseller

Hidrofobik etkilesimle bir araya gelen blok kopolimer miseller, blok kopolimer misel
denince ilk akla gelen yapilardir. Hidrofobik ve hidrofilik bloklardan olusan amfifilik
blok kopolimerlerin bir araya gelmesiyle olusan misellerdir ve hidrofobik ilaclarin
tasinmasinda kullanilirlar. Bu polimerlerin hidrofobik bloklari su igcinde ¢ézlinmezler ve
hidrofobik etkilesimle bir araya gelerek miselin ¢ekirdegini olustururlar. Hidrofilik
bloklar da miselin suda ¢6ziinmesini saglayan dis kabugunu olustururlar. Misel olusumu
kritik misel konsantrasyonundan (cmc) daha yliksek konsantrasyonlarda gerceklesir ve
olusan miselle misele katilmayan polimerler (unimerler) arasinda bir denge olusur.

Olusan miseller asagida belirtilen kriterlere gore karakterize edilirler [63]:
e Miselle unimerler arasindaki denge
e  Kritik misel konsantrasyonu ve kritik misel sicakhgi
e  Miselin morfolojisi

e  Miselin molekl agirligi
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e Miselin agregasyon sayisi veya miselin yapisinda bulunan polimer zinciri sayisi
o  Miselin boyutu

e Misel ¢cekirdeginin boyutu

e  Miselin kabuk kalinhgi

Misellerin hem gekirdegine hem de kabuguna ilag molekilu yiklenebilmektedir. Ancak
kabuga ila¢ yuklemenin bazi sakincalari bulunmaktadir. Bunlardan birincisi miselin
diger misellerle etkileserek agregasyona sebep olabilmesidir. Diger sakincasi ise miselin
vicut icinde biyomolekillerle etkileserek miselin ilgili dokuya gitmesini

engelleyebilmesidir.

3

A

Sekil 2. 8 Yaygin olarak kullanilan ilag yikleme prosedirleri [112].

Hidrofobik etkilesimle bir araya gelen blok kopolimer misellerin yapisina ila¢ yiklemek
icin sekil 2.8’deki yontemler kullaniimaktadir. Temel olarak iki farkl yontemle misellere
ilac ylUklenmektedir [112]. Birinci yontemde suda ¢Ozlinebilir amfifilik blok
kopolimerler ilag molekiilleriyle beraber ¢ozilerek ilag yikli misel olusturulur (Sekil
2.8A). ikinci ydntem ise suda tek basina ¢dziinmeyen amfifilik blok kopolimerler igin
uygulanmaktadir. Bu yontemde organik bir ¢oziici yardimiyla ila¢ ile kopolimer
¢Ozllir ve daha sonra organik ¢oziici uzaklastirilarak ilag yikli miselin su icinde

olusmasi saglanir. Bu amagla diyaliz yapilarak (Sekil 2.8B), yag-su emiilsiyonu
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kullanilarak (Sekil 2.8C), organik ¢dzlicinin tamamen ugurulup polimer ve ilacin film
haline getirildikten sonra suda ¢oziilmesiyle (Sekil 2.8D) ya da dondurarak kurutma

yontemiyle (Sekil 2.8E) ilag yukli miseller olusturulabilmektedir.
llac tagimada blok kopolimer misel kullaniminin en 6nemli avantajlari olarak ise;

e 10-100 nm arasi ¢apa sahip olmalari,

Yiksek yapisal kararhlik,

Suda ¢ozlintrluk,

Disuk toksisite,

Farkh fonksiyonel yapilar icermesi

sayilabilir [6]. Bu avantajlari diger etkilesimlerle bir araya gelen blok kopolimer miseller
icin de genelleyebiliriz. 10-100 nm arasinda bir ¢apa sahip olmalari blok kopolimer
misellerin pasif hedeflemede kullanilmasina imkan vermekte ve 0,2um por c¢apli
filtrelerden sizilerek sterilize edilmelerini saglamaktadir. Misel boyutu genel olarak
blok kopolimerin molekil agirhgr ve bloklarin uzunluklarina bagh olarak kontrol
edilebilmektedir  [8]. Ancak bazi durumlarda bimodal boyut dagilimi
gozlenebilmektedir. Bunun sebebi ikincil agregasyonlardir, yani misellerin birbirleriyle
bir araya gelmesidir [6]. Eger kan dolasiminda bliyik misel agregatlari ¢cok seyreltik
olmalarinda dolay! kiglik misellere ayriliyorsa bu bir sorun teskil etmemektedir. Ancak
agregatlar ayrilmiyorlarsa vicuttaki etkileri tek basina misellere gore cok daha farkh

olacaktir.

llac tasiyici olarak blok kopolimer misellerin sundugu diger bir avantaj da statik
(termodinamik) ve dinamik (kinetik) yapisal kararliliklaridir [6]. Statik kararhliklari kritik
misel konsantrasyonlari ile belirlenmekte ve diisik molekil agirhikh yizey aktif
maddelerin olusturdugu klasik misellere gore cok daha disuktiir. Bu sayede kan
dolasimi icinde cok disuk konsantrasyonlarda bile yapilari bozulmamaktadir. Dinamik
kararhliklari ise duslik dissosiasyon hizlarindan kaynaklanmaktadir.  Misel
cekirdegindeki hidrofobik blok blytdikce miselin kararlihg artmaktadir. Ayrica misel
cekirdegini olusturan polimerin fiziksel haline goére de miselin kararlihg

degisebilmektedir. Misel g¢ekirdegini olusturan polimerin camsi gegis sicakhgl (Tg)
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37°C'den daha yilksekse “donmus” cekirdek olusmakta ve misel daha kararli hale
gelmektedir [8]. Tg degerinin altindaki sicakliklarda kristalin halde olan polimerler misel
cekirdeginde daha siki yerleserek kararlihgr artirmaktadir. Misel ¢ekirdegine hidrofobik

ilag yiklemek de misel kararliligini arttiran diger bir etmendir [8].

Misellerin suda ¢ozunurligli ozellikle ilag-polimer konjugatlariyla kiyaslandiklarinda
onemli bir avantajlaridir. Clinkli suda ¢6ziinen bir polimere hidrofobik bir ilag konjuge
edildiginde suda ¢ozlinmeyen bir yapi elde edilebilmektedir [113], [114]. Ancak blok
kopolimer misellerde hidrofobik ilag miselin hidrofobik ¢ekirdeginde sudan ayri

tutulmaktadir ve miselin hidrofilik kabugu suda ¢6ziinmeyi saglamaktadir.

Kiguk molekul agirhkli yizey aktif molekullerin misellerine kiyasla blok kopolimer
miseller daha disiik toksisiteye sahiptir. Ozellikle PEG kaph miseller vyiiksek
biyouyumluluga sahiptirler [112]. Ayrica, uygun molekil agirhginda blok kopolimerler
kullanilirsa, bébrekten disari atilmayan miseller unimerlerine ayrildiklarinda bobrekten
disari atilabilmektedirler [6]. Bu sayede, uzun sirkilasyon siresine sahip olan blok
kopolimer miseller ilgili dokuya kargo molekilinl tasiyip unimerlerine ayrildiktan

sonra viicuttan kolayca uzaklastirilabilmektedir.

Miselin cekirdegi ve kabugu farkh yapilardaki polimerlerden olusur. Basarili bir ilag
tasima calismasi i¢in gerekli 6zellikler bu bloklara dagitilarak istenen polimerik yapi
olusturulabilir. En blylk avantaj her bir blogun digerinden bagimsiz olarak modifiye

edilebilmesidir.

Hidrofobik ilaglarin blok kopolimer misellerle taginmasi igin kullaniimasinin en énemli
sebepleri ila¢c hedefleme, kontrollii salim ve ilacin ¢dziiniir hale getirilmesidir [6]. ila¢
hedefleme onceki bolimlerde de belirtildigi Gzere aktif ve pasif hedefleme olarak
yapilabilmektedir. Miseller genelde 200 nm’den kiiglk olduklari icin EPR etkisiyle pasif
hedeflemede kullanilabilmektedirler. Ayrica hidrofilik blok olarak PEG gibi bir polimer
kullanilirsa kan proteinleri ve hedef olmayan hiicrelerle etkilesimleri de minimum

diizeyde olur ve kan dolasiminda daha uzun sire kalabilirler.

Misel c¢ekirdeginde bulunan hidrofobik ilaclar, ilacin diflizyon yada partisyon
katsayisina gore, hidrofobik polimer blogun viskozitesi ve hidrofobluguna gére degisen

hizlarda salinmaktadir [6]. ilag molekillerinin hedef dokuya ulasmadan &nce
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salinmamasi gerekmektedir. Bu sebeple uygun yapida misel olusturulmalidir. Ayrica
etkiye duyarh (“stimuli-responsive”) polimerler blok kopolimerin yapisina katilarak

hedef dokunun sartlarina gore ilag salabilen misel yapilari olusturulabilmektedir.

Hidrofobik ilaglarin ¢o6zinir hale getirilmesi ise blok kopolimer misellerin ilk
kullanilmaya baslandigindan beri en 6nemli gorevlerinden biri olmustur. Clinkii cogu
ilag, Ozellikle kanser ilaglari, hidrofobik 6zelliklerinden dolayr kan dolasimina
verilememektedir. Blok kopolimer misellerin cekirdegi suda ¢éziinmeyen bu tip ilaglar
icin uyumlu bir mikrocevre olusturmaktadir ve ilaglari ¢oziiniir hale getirmektedir [6],
[63], [112]. Yapilan bir c¢alismada PCL-PEO blok kopolimer miseller kullanilarak

dihidrotestesteronun suda ¢ozin(rliigl 300 kat arttirildig gosterilmistir [115].

Kontrolli ilag salimi ve ilacin suda ¢Ozlinlr hale getirilmesi konularinda miselin
cekirdegini olusturan polimer ile ila¢ arasindaki etkilesimin kuvveti cok onemlidir.
Cunkl ilag salim kinetigini, enkapsilasyon verimini ve miselin kararlihigini dogrudan

etkilemektedir [112].

2.2.2.2 Elektrostatik Etkilesimle Bir Araya Gelen Miseller

Genel olarak iyonik bloga ve noniyonik hidrofilik bloga sahip blok kopolimerlerin zit
yukli makromolekiillerle elektrostatik etkilesimle birleserek olusturduklari misellerdir.
Misel olusumuna polielektrolit kompleks olusumu sebep oldugu icin bu yapilar
polielektrolit kompleks miseller olarak adlandiriimaktadirlar. Ayrica interpolielektrolit
kompleks miseller veya poliiyon kompleks miseller olarak da adlandiriimaktadirlar. Gen
tasimak amaciyla pozitif yukli polikatyon ve noniyonik hidrofilik blok iceren blok
kopolimerler kullanilmaktadir. Pozitif yukli polimer blok DNA veya RNA’nin negatif

yukli fosfat gruplariyla birleserek kompleks olusturmaktadir.

Polielektrolit kompleks miseller, hidrofobik etkilesimle bir araya gelen polimerik
misellere kiyasla cok daha basit bir sekilde olusturulmaktadirlar. Zit yikli molekillerin
basitce birbirine karistirilmasiyla polielektrolit kompleks miseller elde edilmektedirler

[116], [117].

Polielektrolit homopolimerler zit yikli polielektrolitlerle bir araya geldiklerinde

bilesenlerin oranlarina bagli olarak olusan kompleksin yuki ve yapisi degismektedir
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[118], [119]. Ornegin stokiyometrik kompleks olusturulursa nétral ve suda ¢éziinmeyen
bir misel ¢ekirdegi olusmakta; asiri polikatyon kullanilirsa misele girmeyen polimerler
olabilmekte ve olusan misel pozitif ylklenmektedir. Blok kopolimerde bulunan
noniyonik hidrofilik blok, genellikle PEG, sayesinde suda ¢oziinmeyen kompleks suda
¢ozunur hale getirilmektedir. Eger misel ¢ekirdegi pozitif yikliyse de kayma dizlemini
yluzeyden oOteleyerek bu yliku perdeleyip etkisini azaltmakta ve olasi toksik etkilerini
engellemektedir [25]. Gen terapi ¢alismalarinda genellikle pozitif ylkli ¢ekirdege sahip

miseller kullanilarak transfeksiyon etkinligi arttirilmaktadir.

Polielektrolit kompleks olusumunda ©6nemli bir 6zellik de kooperatif etkilesimin
olmasidir [25]. Etkilesime giren zincir uzunlugu arttikga daha kuvvetli etkilesim
gerceklesmektedir. Ayrica kritik bir zincir uzunlugu da bulunmaktadir ve bu zincir
uzunlugunun altindaki degerlerde kooperatif etkilesim gerceklesmemektedir. Yapilan
¢alismalarda 5 monomerlik bir polielektrolitin kompleks olusturabildigi gosterilmistir
[120]. Bir polikatyonla DNA arasinda kompleks olusumu igin kritik zincir uzunlugunun
da oldukca kisa oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir. Ornegin polilizinin DNA ile

komplekslesmesi icin 7 monomerlik bir zincire sahip olmasi yeterli olmustur [121].

Kompleks olusumuna polimerin zincir uzunlugu ve bilesenlerin orani disinda
polikatyonun yik yogunlugu ve ¢ozeltinin iyonik siddeti de etki etmektedir [25]. YUk
yogunlugu zincir Ustindeki yUkli grup sayisi ve yukli gruplarin tiirine gore
degismektedir. Zayif asit veya bazlar (amin veya karboksilik asit gruplari gibi) pH’a bagh
olarak yiklenmekteyken kuvvetli asit veya bazlar (kuarterner amonyum veya siilfonat
gruplari gibi) tim pH degerlerinde yiklidir. Yk yogunluguna baglh olarak kompleksin

yapisi degismektedir.

Cozeltinin iyonik siddeti de kompleksin olusumuna dogrudan etki etmektedir. Cozeltide
bulunan yiksek konsantrasyondaki tuz iyonlari, polielektrolitler arasinda perdeleme
etkisi  yaparak  kompleks olusumunu  engellemektedir.  Cozeltideki  tuz
konsantrasyonuna bagh olarak polielektrolit kompleksin boyutu ve kararlilg

degismektedir [122], [123].

Polielektrolit kompleks miseller genelde gen tedavisi ¢alismalarinda kullaniimakta ve

kargo molekili olarak da plazmid DNA, antisens ODN veya siRNA secilmektedir.
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Kullanilan genetik materyal kompleksin yapisini ve seklini dogrudan etkilemektedir.
Cunkli genetik materyaller organik ilag molekillerine gore ¢ok daha buyuktdrler.
Ozellikle plazmid DNA molekiilleri 5000-7000 baz cifti icerebilen ve molekiil agirlig
milyon Da seviyesinde olan dev molekillerdir. Hicre igine tek baglarina
girememelerinin en o©6nemli sebeplerinden birisi de budur. DNA zincirleri
polikatyonlarla  kompleks olusturduklarinda  kompaktlasarak  boyutlari  ¢ok
kiicilmektedir. Bu sayede 50-200 nm araliginda boyutlara sahip polielektrolit kompleks

miseller elde edilebilmektedir.

2.2.2.3 Capraz Bagl Blok Kopolimer Miseller

Misel yapilarinin en blylk dezavantajlari kritik misel sicakliginin Gstiindeki sicaklklarda
veya kritik misel konsantrasyonunun altindaki konsantrasyonlarda veya c¢o6zelti
bilesiminde meydana gelen cesitli degisikliklerde kararsiz hale gelmeleri ve
unimerlerine ayrilmalandir [124]. Misel yapisinin kararliiginin bozulmamasi igin
kullanilan en 6nemli yontem capraz baglamadir. Bu sayede misel yapisi degisen
sartlarda bozulmamaktadir. Capraz bagl miselleri kullanmanin diger bir sebebi de yapi
Uzerinde zamana bagl bir kontrol saglamasidir. Capraz bagh polimerik miselleri
kabugunda veya cekirdeginde capraz baglar bulunan blok kopolimer miseller olarak

ikiye ayirabiliriz (Sekil 2.9).
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hidrofilik WL-\NW """ e hidrofobik

blok kopolimer

l + capraz baglayici= 2 J

1. misellesme
2. capraz baglama

kabugundan ¢apraz cekirdeginden capraz
bagli misel bagli misel

Sekil 2. 9 Capraz bagl blok kopolimer misellerin sematik gosterimi [125]

Cekirdegi capraz bagh miseller 3 yontemle olusturulmaktadir[125]. En ¢ok kullanilan
yontem blok kopolimerin var olan hidrofobik zincirinin ucuna ¢apraz baglayici gruplari
iceren yeni bir polimer zincirinin eklenmesidir. Bu sayede miselin ilag yikleme
kapasitesi degismemektedir. Diger yontemler ise hidrofobik blok zinciri boyunca ¢apraz
baglayici gruplari olan monomerler yerlestirmek ya da misel ¢ekirdegi icinde disuk
molekil agirlikli bir monomerin polimerlestiriimesidir. Yapilan son ¢alismalarda disiilfit
baglariyla capraz baglama gerceklestiriimektedir. Bu sayede misel hiicre igine
girdiginde buradaki ylksek glutatyon konsantrasyonundan dolayi disilfit baglarn

kirllmakta ve ilag salimi gerceklesmektedir [126].

Kabugu capraz baglh miselleri olusturmak cekirdegi capraz bagh misellerden daha
zordur. Clnki kabugu capraz baglarken miselleri de birbirine capraz baglama ihtimali
bulunmaktadir. Bu sebeple ya ¢ok seyreltik misel ¢ozeltisi hazirlanarak capraz baglama
gerceklestirilir ya da capraz baglanacak kabuk katmaninin disina ek bir katman daha
eklenerek diger misellerle etkilesim minimum seviyeye duslrilir [124]. Misellerin
kabugu capraz baglanarak, misel kabugu yari gecirgen bir membran haline getirilebilir.

Ayrica miselin gekirdegi bozunan bir polimerden olusturuldugunda, misel olusumundan
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sonra bu polimer bozunarak uzaklastirildiginda “nanokafes”ler olusturulabilmektedir

[127], [128].

2.2.2.4 Diger Blok Kopolimer Miseller

Metal koordinasyon bagiyla ve hidrojen baglariyla bir araya gelen blok kopolimer

miseller yukarida bahsedilen polimerik misellere gére daha az kullanilmaktadirlar.

Ozellikle kanser hastaliklarinin  tedavisinde, metal iceren cesitli ilaglar
kullanilabilmektedir. Bu ilaglardan bazilari tek baslarina kullanildiklarinda suda
¢6zinmemekte ve hastaya verildiklerinde 6nemli yan etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
sebeple metal koordinasyon baglariyla misel cekirdegine hapsedilip ilgili dokuya
tasinabilmektedirler [6]. Ornek olarak cisplatin adi verilen platin iceren bir antikanser
ilaci verilebilir. Suda ¢6ziinmeyen bu ilacin akut ve kronik nefrotoksisiteye sebep
oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir calismada karboksilik asit grubu iceren blok
kopolimerler kullanilarak platinin bu gruplarla metal koordinasyon bagi yapmasi
saglanmistir [16]. Bu sayede miselin cekirdegi karboksilik asit ve platin arasindaki
koordinasyon baglariyla bir araya gelmistir. Viicuda verildiginde, karboksilik asitlerle

kloriir iyonlari yer degistirerek ilag salimi gerceklesmektedir.

Misel olusumunda kullanilan diger etkilesim tirleri ise hidrojen baglari ve m-m
etkilesimleridir. Bu etkilesimler yukarida belirtilen diger etkilesimlerle beraber misel

olusumuna etki etmektedir [6].

2.2.3 Blok Kopolimer Misellerin Nitelikleri ve Karakterizasyonu

2.2.3.1 Kritik Misel Konsantrasyonu

Ozellikle hidrofobik etkilesimle bir araya gelen miseller icin gecerli olan bu terim misel
olusumu icin gerekli olan minimum blok kopolimer konsantrasyonunu belirtmektedir.
ilac tasiyici bir misel kan dolasimina enjekte edildigi anda konsantrasyonu &nemli
miktarda diismektedir. Basit bir 6rnek vermek gerekirse yetiskin bir insanda bulunan 5
L kan igine %2 (w/v) polimer iceren 100 mL ¢ozelti enjekte edildiginde kan igindeki
polimer konsantrasyonu 0,4 mg/mL’ye dismektedir. Miselin hasta dokuya ulasabilmesi
icin diisik konsantrasyonlar da dahi kararli olmasi gerekmektedir. Bu sebeple cmc
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degeri distk polimerik miseller gelistiriimesi gerekmektedir. Genelde blok kopolimer

misellerin cmc degerleri bu degerin altinda bulunmaktadir.

Misellerin termodinamik kararhliginin bir 6lg¢lisi olan kritik misel konsantrasyonu
(cmc), polimerin hidrofobik-hidrofilik blok oranina, hidrofobik blogun Tg degerine ve
misel ¢ekirdegine yiklenmis ilag miktarina gore degismektedir [8]. Blok kopolimerin
hidrofobik blok uzunlugu arttikca cmc degeri azalmaktayken hidrofilik blok uzunlugu
arttikca cmc degeri de artmaktadir [129]. Daha onceki bolimlerde de bahsedildigi
Uzere Tg degerinin altindaki sicakliklarda kristalin halde olan hidrofobik polimerler
misel cekirdeginde daha siki yerleserek kararlihigl artirmakta ve cmc degerinin daha
disik olmasini saglamaktadir. Misel gekirdegine ilag ylklenerek hidrofobik etkilesim

arttirilmakta ve cmc degeri distrulebilmektedir.

Miselin hedefe ulastiktan sonra viicuttan atilmasi gerektigi de unutulmamalidir. Cok
kararli misel olusumunun, polimerlerin vicuttan atilmasini engelleyecegi dikkate

alinmalidir.

Kritik misel konsantrasyonu cesitli yontemlerle saptanabilmektedir ama en c¢ok
kullanilan yontem floresans spektrofotometresi kullanimini iceren yéntemdir. Bu
yontemde su i¢inde ve misel gekirdegi icinde farkli floresans spektrumlar veren bir
molekul kullanilarak cmc tayin edilmektedir [130]. Ayrica dinamik 1sik sa¢ilmasi [131],

ylzey gerilimi ve iletkenlik 6lciimleriyle de cmc degeri saptanabilmektedir.

2.2.3.2 Morfoloji

Misellerin seklinin ilag/gen tasinmasi Uzerine etkisi halen arastirilmakta olan bir
konudur. Blok kopolimer miseller; kiiresel, cubuk, disk sekilli, vesikil, “denizanasi”

sekilli, vb. bircok farklh sekilde tiretilebilmektedirler. Blok kopolimer miselin sekli;
e Kopolimerin bilesimi,
e Kopolimerin konsantrasyonu,
e Organik ¢ozlict miktari,

e (Cozelti pH'1 ve iyonik siddeti,
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degistirilerek kontrol edilebilmektedir. Ayrica polielektrolit kompleks misellerde

bilesenlerin yiik oraninin da sekil tGzerine etkisi bulunmaktadir.

Kopolimerin bilesiminin miselin sekli izerine etkisi Adam Blanazs ve arkadaglarinin
yaptiklari calismada [132] ayrintili olarak gosterilmistir. Calismada poli(gliserol
monometakrilat)-poli(2-hidroksipropil metakrilat) (PGMM-b-PHPM) blok kopolimerinin
hidrofobik blok uzunlugu arttirildiginda kiresel miseller, cubuk sekilli miseller,
dallanmig gubuk sekilli miseller, “denizanasi” sekilli miseller ve vesikuller gibi ¢cok farkh
sekilli blok kopolimer kiimeler elde edilebilecegi gosterilmistir (Sekil 2.10). Ancak, blok
kopolimer misellerin bu kadar ¢ok farkli sekli olmasina karsin en ¢ok karsilasilan sekli
kiiresel halleridir. Blok kopolimer misellerin sekilleri genellikle elektron mikroskobu

(TEM) [132] ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) [133] kullanilarak belirlenmektedir.

65 min - 46 % - DP 92

80mins—-72%
DP 144

farkh kiime sekilleri. (a) kiiresel, (b) kisa cubuk, (c) uzun ¢cubuk, (d) dallanmis cubuk, (e,
f) kismen bir araya gelmis cubuk, (g) “denizanasi” sekilli miseller ve (h-j) vesikiller
[132].
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2.2.3.3 Boyut

Blok kopolimer misellerin boyutunu dogru ayarlamak ilag/gen tasima etkinligini
dogrudan etkileyen bir konudur. Genellikle 20-100 nm arasi boyuta sahip miseller en
yuksek etkinlige sahip olmaktadirlar. Bu boyuttan daha ufak olanlar genelde bébrekten
atilmakta ve daha biiyuk olanlarin makrofajlar tarafindan tutulma ihtimali artmaktadir
[134]. Misellerin boyutu genel olarak ¢ekirdegi ve kabugu olusturan bloklarin uzunlugu
degistirilerek kontrol edilmektedir. Ayrica, polielektrolit kompleks misellerin tasidiklari
genetik materyalin boyutu ve katlanma sekli de miselin boyutu Uzerine 6nemli

derecede etkisi olmaktadir [25].

Blok kopolimer miseller bazi durumlarda bimodal boyut dagilimi géstermektedirler [8].
Bunun sebebi olarak ikincil agregasyonlar belirtiimektedir. ikincil agregasyon, misel
cekirdeklerinin hidrofobik etkilesimle bir araya gelmesi sonucu gerceklesmektedir.
ikincil agregasyonu engellemek icin misel kabugu genelde PEG gibi bir noniyonik
hidrofilik blokla olusturulmaktadir. ikincil agregasyon olusumu ilag/gen tasima

etkinligini degistirebildigi icin olusmasi istenmemektedir.

Blok kopolimer misellerin boyutlari dinamik 1sik sacilmasi, TEM, AFM, boyut eleme
kromatografisi (GPC) ve viskozimetri yontemleriyle bulunabilmektedir [63]. Boyut

dagilimi ise genelde dinamik isik sacilmasi yéntemiyle incelenmektedir.

2.2.3.4 Blok Kopolimer Misellerin Dinamigi

Misel sistemlerinin dinamigi U¢ baslk altinda incelenmektedir. Bunlar misellesme
kinetigi, misellerin hibritlesmesi ve zincir dinamigidir [63]. Misellesme kinetigi iki
asamali olarak incelenmektedir. ilk asamada, sabit kopolimer konsantrasyonunda
unimer-misel dengesi olusmaktadir ve bu asama hizli olan asamadir. Daha yavas
gerceklesen ikinci asamada ise degisen kopolimer konsantrasyonuna karsi asosiasyon-
disosiasyon dengesi olusmaktadir. Misellesme kinetigi NMR, ESR, “stop-flow” teknikleri

gibi yontemlerle incelenmektedir.

Misellerin hibritlesmesi, iki misel arasinda unimer degisiminin gerceklesmesi olarak
tanimlanmaktadir. Genelde floresans, analitik ultfrasantriflij gibi yontemlerle

incelenmistir.
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Zincir dinamigi ise miselin kabugunda ve g¢ekirdeginde bulunan polimer zincirlerinin
konformasyonlarinda meydana gelen degisimlerle agiklanmaktadir. NMR, floresans ve

1sik sagilmasi yontemleriyle zincir dinamigi incelenebilmektedir.

2.3 ilag/Gen Tasimada “Uyari-Cevap” Polimerlerin Kullanimi

“Akill” polimerler de denilen uyari-cevap polimerleri, ¢evre kosullarinda meydana
gelen ufak degisimlere yanit olarak blylik ve ani bir fiziksel veya kimyasal degisim
gdsteren polimerlerdir (Sekil 2.11). Ornegin, bazi durumlarda polimerin zincir
konformasyonu degisirken bazi durumlarda suda ¢ézinurligl degismektedir. Birgok
farkl uyaran kullanilarak polimerlerde yanit olusturulabilmektedir. Bu uyaranlari su

sekilde siniflandirabiliriz [135]:
e Kimyasal uyaranlar: pH, iyonik siddet, redoks reaksiyonlari, cesitli kimyasal ajanlar
o Fiziksel uyaranlar: sicaklik, i1sik, manyetik/elektrik alan, mekanik gerilim
e Biyokimyasal uyaranlar: antijen, enzim, ligand, diger biyokimyasal ajanlar

Polimerlerin uyari-cevap ozellikleri ilag/gen tasima, biyoteknoloji uygulamalari ve
ayirma islemlerinde énemli avantajlar saglamaktadir. Uzerinde en cok calisma yapilan

uyaranlar sicaklik ile pH’tir ve bu sebeple daha ayrintili olarak irdeleneceklerdir.

Uyari-cevap polimerleri hidrojel, misel, ylizey kaplama, polimer konjugatlari olarak ¢ok

farkl formlarda hazirlanabilmektedirler.

uyaran

P —

Sekil 2. 11 Bir dis uyarana karsi polimer zincirinin, hidrojelin veya ylizeye kaplanmis
hidrojelin biiziilmesi ve sismesi

42



2.3.1 Sicakliga Duyarli Polimerler

Uyari-cevap polimerleri i¢cin en ¢ok kullanilan uyaran sicakliktir. Sicakhgl kontrol
etmenin kolay olmasi ve ayrica hem in vivo hem de in vitro olarak kolayca
uygulanabilmesi sicaklik duyarli polimer uygulamalarinin diger uyari-cevap
polimerlerine gére daha fazla olmasina sebep olmustur [135]. Ornegin sicaklik duyarh
polimerle kaplanmis petri kaplari kullanilarak in vitro olarak hicreler manipile
edilebilirken [136], sicakliga duyarli hidrojel veya miseller tasarlanarak in vivo ilag

tasima [137] gerceklestirilebilmektedir.

Sicakhga duyarl polimerler, belirli bir sicaklikta polimerin ¢6zinUrliginde ani bir
degisim meydana getiren hacimsel faz gecisi sergilerler [135], [138]. Isitildiginda belli
bir sicakhgin Uzerinde ¢6zliinmeyen hale gelen polimerler disik kritik ¢déziinme
sicakhgina (“lower critical solution temperature”, LCST) sahiplerdir. Isitildiginda
¢ozunir hale gecen polimerler ise yiksek kritik ¢ozlinme sicakligi (“upper critical
solution temperature”, UCST) gosterirler. Hacimsel faz gecisine sebep olan polimerin
¢Ozlnlrluglndeki bu degisim, birbirine rakip hidrojen baglariyla iliskilidir. Polimerin
molekil ici ve molekiller arasi hidrojen baglari, polimerin suyla yaptigi hidrojen
baglarina galip gelmekte ve polimer suda ¢oziinmeyen hale gelmektedir. Bu prosese;
¢Ozlinme prosesinin kendisi, su molekdllerinin polimerin ¢evresinde dizenli yerlesimi,
molekil i¢i ve molekiller arasi kuvvetler, hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimlerin
etkisi olmaktadir. Poli(N-izopropilakrilamid) (PNIPA) en ¢ok kullanilan sicakhiga duyarh
polimerdir. PNIPA, LCST’ye sahiptir ve sicakliga bagh olarak rasgele yumaktan kiiresel
sekle dontsiminden otlrd tersinir faz ayrimina ugramaktadir [139]. Bu polimer,
oncelikle molekdl ici blzilmeye ugramakta ve bu sebeple de ¢ozeltiden sacilan 15181
arttirmaktadir yani ¢ozelti bulaniklasmaktadir. Daha sonra, bizilmis polimer zincirleri
bir araya gelerek agregatlari olusturmakta ve su molekiilleri polimer zincirinden
uzaklasmaktadir. Bu sayede faz ayrimi gerceklesmektedir. Kisaca anlatmak gerekirse
LCST degerinin Ustlindeki sicakliklarda hidrofobik etkilesimler baskin gelmekte ve eger

konsantrasyon yeterli derecede yiksekse cokme gerceklesmektedir [140].

Sicakhga duyarli polimerler; LCST'ye sahip polimerler, amfifilik dengeye sahip

polimerler ile biyopolimerler ve yapay polipeptidler olarak siniflandiriimaktadirlar
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[135]. LCST’ye sahip polimerlere en iyi 6rnek PNIPA’dir ve bu polimerler kritik sicakhgin
Uzerinde ¢ozunir halden ¢oziinmez hale gecerek faz gecisi gerceklestirirler. Amfifilik
dengeye sahip polimerler kritik jellesme sicakhigl Uzerinde misellesme davranisi
gosterirler veya hidrojel olustururlar. Biyopolimerler ve yapay peptidler ise kritik
sicakhgin Gzerinde rasgele yumak halinden heliks konformasyonuna doéniismekte ve

fiziksel capraz baglarla jellesmektedirler.

Polimerlerin sicakliga duyarli davranislari ¢ozeltiyle olan etkilesimlerine bagh oldugu
icin ¢ozelti bilesiminde vyapilan degisiklikler hacimsel faz gegisi noktasini
degistirmektedir. Cozeltiye ilave bir ¢ozlicli eklenmesi, ylizey aktif madde eklenmesi
veya tuz eklenmesi polimerin LCST degerini degistirmektedir [138]. Ayrica, sicakliga
duyarh polimer zincirine baska monomerlerin eklenerek kopolimer olusturulmasi da
LCST degerini degistirmektedir. Ornegin, PNIPA’nin yapisina hidrofilik monomerlerin
eklendiginde LCST degeri vyukselmekteyken hidrofobik 6zellikte monomerler

eklendiginde LCST degeri azalmaktadir [140].

Poli(N-alkilakrilamid)ler, poli(metil vinil eter), poli(N-vinil kaprolaktam), poli(N-etil
oksazolin), poli(akrilik  asit-akrilamid) kopolimeri, poli(N-vinilizobutilamid),
poli(dimetilaminoetil metakrilat) ve cesitli polipeptitler bugiine kadar LCST’ye sahip
olan polimer siniflari olarak incelenmislerdir (Sekil 2.12). Biyouygulamalarda en ¢ok
PNIPA kullanilmaktadir. Ancak son yillarda poli(oligo etilen glikol metakrilat) tiirevleri
de biyouygulamalarda sik¢a kullanilmaya baslanmis ve PNIPA’ya karsi dnemli bir

alternatif olmustur [141].
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Sekil 2. 12 Sicakliga duyarli gesitli polimerler

Sicaklhiga duyarli polimerlerin en ¢ok kullanildigi biyouygulamalari;
o Lokal hipertermiye dayali ilag salimi,
e Ayirma, gecirgenlik ve hareket kontroli i¢in akilli agma-kapama sistemleri

olarak ikiye ayirabiliriz [135]. Sicakliga duyarli polimerler kullanilarak ilag, protein ve
genetik materyal istenilen bdlgeye iki sekilde ulastirilabilmektedir. ilk yéntemde
ulasacagl bolgenin sicakligi LCST degerinden daha asagida oldugunda sicakliga duyarli
polimer tasidigi kargo molekiiliinii birakmaktadir [142]. ikinci yéntemde ise hedef
dokunun sicakhgi lokal hipertermi yontemleriyle LCST degerinin Uzerine g¢ikarilarak

polimerin burada ¢okerek birikmesi amaclanmaktadir [143].

Blok kopolimer miseller de sicakliga duyarli polimerler kullanarak tasarlanabilmektedir.
Sicakhga duyarl polimer bloga hidrofilik veya hidrofobik yapida bloklar eklenerek
sicaklik degisimine farkli yanitlar veren miseller olusturulabilmektedir [135] (Sekil 2.13).
Sicakhga duyarli polimere hidrofilik polimer blogu eklendiginde LCST degerinin altinda
unimerler halinde bulunan blok kopolimer LCST degerinin (izerinde ise sicakliga duyarh
polimerin hidrofoblasmasi sonucu misel olusturmaktadir. Sicakliga duyarli polimere
hidrofobik blok eklendiginde ise LCST degerinin altinda blok kopolimerler misel
olusturmakta ancak LCST degerinin Ustiinde ise miseller birleserek agregat

olusmaktadir.
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Sekil 2. 13 Sicakhga duyarh polimer blok iceren farkli tiplerde blok kopolimer
miseller[135]

2.3.2 pH’a Duyarli Polimerler

Fizyolojik pH degerlerindeki degisimler gdz online alindiginda (Cizelge 2.1)
biyouygulamalarda pH’in énemli bir sinyal olarak kabul edilmesi kaginilmazdir. Zayif
asitler veya bazlar pH degistiginde farkli iyonlasma halleri gésterirler. Bu gruplara sahip
olan zayif polielektrolitlerin pH degistiginde iyonlasma halleri degistigi icin
konformasyon degisimi (sisme-blzilme) ve bazi polimerlerde de faz gecisi
gostermektedirler. Zayif polielektrolitlerin bu ozelligi kullanilarak etkin bir sekilde

kontrolli ilag salimi ve gen transferi gergeklestirilebilmektedir.

Cizelge 2. 1 Cesitli dokular ve hiicre boliimlerinde pH degerleri [138]

Doku/Hucre Balum{ pH
Kan 7,35-7,45

Mide 1,0-3,0
Oniki Parmak Bagirsagi 4,8-8,2
Bagirsak 7,0-7,5
Erken Endozom 6,0-6,5
Gec¢ Endozom 5,0-6,0
Lizozom 4,5-5,0

Golgi 6,4
Tumor, hiicre disi 7,2-6,5
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Zayif polielektrolitleri polibazlar, poliasitler ve poliamfolitler olarak Ulge ayirabiliriz.
Zayif poliasitler veya polibazlarin pKa degerleri genelde 4-8 arasinda degismektedir.
Zayif poliasit olarak karboksilik asit grubu iceren polimerler en fazla kullaniimaktadir.
Bu polimerlerin karboksilik asit gruplarina disiik pH’ta proton baglanarak polimeri
notrlestirmekte, yliksek pH’ta ise proton koparak negatif yikli hale gelmektedir.
Disik pH’ta notrlesen polimer hidrofoblasarak bizilmekte, yiksek pH’ta negatif
yuklenen polimer ise molekil i¢i itme kuvvetlerinden dolayi sismektedir. Polibazlarda
ise bunun tam tersi gecerlidir. Genelde amin grubuna sahip polimerler
kullanilmaktadir. Bu polimerler dusiik pH’ta protonlanarak pozitif yiiklenerek sismekte
ylksek pH’ta ise notrleserek buzlilmekte veya faz degisimi gerceklesmektedir. pH’'a
duyarh polimer olarak kullanilmis c¢esitli polibazlar ve poliasitler Sekil 2.14'te
verilmektedir. pH’a duyarli polimerler kullanilarak miseller, hidrojeller, yizeyler ve

“akilh” biyokonjugatlar tretilebilmektedir.

Poliasitler Polibazlar

0]
/(NH
n n n n n
N N S
HO” S0 HO” S0 N 0" o
| 7N
Poli(akrilik asit)  Poli(metakrilik asit) N/ NJ
Poli(4-vinilpiridin) N H
0 PN
'NH Poli(N,N"-dimetil Poli(histidin)
’6 n aminoetil metakrilat)
NH
N n /6\/ \>\
HO™ ~O n
: . \ / Lo
Poli(glutamik asit) N Poli(etilen imin)

Poli(vinil imidazol)
Sekil 2. 14 pH’a duyarh polimer olarak kullanilan cesitli poliasitler ve polibazlar

pH’a duyarli polimerler ilag/gen tasiyici polimerik sistemlerde farkl sekillerde
kullanilabilmektedir. Gen transferi calismalarinda genelde polibazlar kullaniimaktadir.
Bu polimerler niikleotidlerle elektrostatik etkilesimle kompleks olusturabilmektedirler.
Polibazin pH’a duyarli karakteri ise kompleks hiicre icinde lizozoma ulastig§inda 6nem
arz etmektedir. Lizozomun icine proton pompalandiginda polibaz bu protonlari

baglayarak pH’In dismesine engel olmakta ve daha g¢ok protonun lizozoma
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pompalanmasina sebep olmaktadir. Bu da lizozomun ozmoz dengesini bozarak sisip
patlamasina sebep olmaktadir. Bu alanda en ¢ok kullanilan polimer olan poli(etilen
imin), gen tasiyici polimerler arasinda “altin standart” olarak gosterilmektedir [135].
pH’a duyarl polimerler kullanilarak blok kopolimer miseller de olusturulabilmektedir.
Notral haldeyken hidrofobik 6zellik gosteren pH’a duyarli bir bloga ve hidrofilik bir
bloga sahip blok kopolimer misel olustururken, pH’a duyarli blok pH degistirilerek yukli
hale getirildiginde misel yapisi bozularak unimerler agiga ¢ikacaktir (Sekil 2.15). Bu
Ozellik kullanilarak pH degisimine bagli olarak kontrolli ilag salimi yapabilen polimerik

miseller Uretilebilmektedir.

Ancak tim bu biyouygulamalarda dogru pH degerinde “yanit” veren polimerler
kullanilmasi gerektigi unutulmamahdir. Ornegin pH’a duyarl ilag¢ tasiyici bir miselin
lizozomdaki pH’ta tasidig hidrofobik ilaglari salmasi isteniyorsa pKa degeri lizozomun

pH degerine yakin degerde olan polielektrolit kullaniimahdir.
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Sekil 2. 15 Poli((dimetilamino etil metakrilat)-b-(dietilamino etil metakrilat)-b-(etilen
oksit)) triblok kopolimerinden pH’a bagl olarak misel olusumunun sematik goésterimi
[144]

2.4 Yasayan/Kontrollii Radikal Polimerizasyon

RAFT polimerizasyonu bir yasayan/kontrolli radikal polimerizasyon yo6ntemidir.
Yasayan polimerizasyon yontemlerinin en onemli Ozelligi aktif ve inaktif (dormant)

turler arasinda bir denge bulunmasidir [145]. Aktif ve inaktif tlrler arasindaki degisim
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tim zincirlerin yavas fakat eszamanh olarak bliyimesini saglamakta ve radikal

konsantrasyonunu dislk tutarak sonlanma basamagini minimize etmektedir.

In(M/M) pp_| Yeni M eklenirse |

"|' blok kopolimer,.«* Mw/Mn = 1

olabilir g =]

S

=

kplP*] g
Limit < 1,1 L

%100 %ZPO B

Sure Dondsim Dénlstm (veya DPy) Dénistim (veya DP,)

Sekil 2. 16 Yasayan/kontrolli sistemlerde yarilogaritmik kinetik egri ile molekdl agirligi,
polidispersite ve fonksiyonelligin monomer dontisimiine bagh olarak degisimi [146]

Sekil 2.16’da ideal bir yasayan/kontrolli polimerizasyon prosesinin dayandigi doért

temel 6zelligi belirtilmistir. Bu 6zellikler su sekilde siralanabilir [146];

e Yari-logaritmik koordinatlarda monomer konsantrasyonunun zamanla degisimi
lineer olmalidir. Bu lineer degisim aktif tiirlerin konsantrasyonlarinin sabit
kaldigini ve sonlanma basamaginin katkisinin disik oldugunu gostermektedir.
Ancak, bu durum tirler arasinda transfer oldugunu gostermez ve serbest

radikal polimerizasyon da bile gozlenebilir.

o Molekil agirhg monomer dontsiimiyle birlikte lineer olarak artmalidir. Bu
lineer artis, sistemde sabit sayida zincir oldugunu gostermektedir. Ancak
zincirlerin durumu hakkinda, yani aktif veya sonlanmis olup olmadiklari
hakkinda, bilgi vermemektedir. Unimolekiiler sonlanma veya orantisiz
sonlanma da ayni lineer grafigi vermektedir. Bu egrinin lineerliginden sapmasi

yavas baslamayi ya da transferin gerceklestigini gostermektedir.

e Yavas baslama ve yavas degisimin oldugu sistemlerde polidispersite azalmalidir.
Polidispersitenin dontsliimle birlikte artmasi 6nemli oranda zincir kirilma

reaksiyonunun oldugunu géstermektedir.

e Sonlanma ve transfer olan durumlarda bazi zincirler fonksiyonelliklerini
kaybetmekte ve blylimemektedirler. Fonksiyonelligin  kaybi  yiksek
donidsimlerde onemli hale gelir, ¢linkli zincir blylime hizi azalirken zincir
kirllma reaksiyonlarinin hizi azalmamaktadir. Zincir sonu fonksiyonelligi blok
kopolimer ve telekelik polimer sentezi icin ¢ok 6nemlidir ve son {rinin

ozelliklerini etkilemektedir.

49



Yasayan/kontrollli radikal polimerizasyon ve serbest radikal polimerizasyonun her ikisi
de zincir blylimesi sirasinda radikal kullanmaktadirlar. Bu sebeple benzer stereo-
segicilik, kimyasal segicilik ve regio-segicilik gostermektedirler. Ancak aralarinda su

farklar bulunmaktadir [145]:

e Yasayan/kontrolli radikal polimerizasyonda aktivasyon ve deaktivasyon hizlari
dengelenerek serbest radikallerin konsantrasyonu sabit tutulmaktadir.
Yasayan/kontrolli  radikal polimerizasyonda baslama, aktivasyon ve
deaktivasyon hizlari sonlanmadan ¢ok daha fazladir. Bu da tim zincirlerin
eszamanli olarak baslamasini ve cesitli polimer yapilar (zerinde kontrol

saglamaktadir.

e Biylyen zincirlerin yasam sliresi serbest radikal polimerizasyonda ~1 saniye
iken, yasayan/kontrolli polimerizasyonda aktif ve inaktif tlrler arasindaki
degisim sayesinde 1 saatten daha fazladir. Bu sayede makromolekiillerin

fonksiyonelligi, topolojisi ve bilesimi gibi bircok 6zelligi kontrol edilebilmektedir.

Yasayan/kontrolli radikal polimerizasyonun gerceklesmesi icin ise su sartlarin

saglanmasi gerekmektedir [145]:
e Baslama basamagi diisiik monomer dénilisiimlerinde tamamlanmalidir.

e Transfer etkilerini 6nlemek igin disiik Mw (DP<1000) hedeflenmelidir. Bu da

ylksek konsantrasyonlarda bliylyen zincir gerektirmektedir.

e VYeteri kadar vylksek molekldl agirligina ulasmak icin blylyen radikal

konsantrasyonu dusik tutulmalidir.

Bliylyen zincir ve blylyen radikalin konsantrasyonlari arasindaki yiksek fark kararli
halde bulunan yilksek konsantrasyondaki blylyen zincirle ¢ok disik
konsantrasyondaki biyliyen serbest radikal arasindaki degisim reaksiyonlariyla
saglanabilmektedir. Degisim reaksiyonlari yasayan/kontrolli radikal polimerizasyon

yontemlerinin 6zinid olusturmaktadir.
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2.4.1 Yasayan/Kontrollii Radikal Polimerizasyon Cesitleri

Glnlimuzde kullanilan en etkin yasayan/kontrolli polimerizasyon yontemleri NMP,
ATRP ve RAFT olarak bilinmektedir ve gl de ticari olarak énemli ve gelecek vadeden
yontemlerdir. Her bir ydntemin digerlerine gore

avantaj ve dezavantajlari

bulunmaktadir. Bu avantaj ve dezavantajlar, yasayan/kontrolli polimerizasyon
yontemlerinin dort tipik ozelligi karsilastirilarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu ozellikler
polimerize edilebilen monomer cesitliligi, reaksiyon sartlari (sicaklik, stire, safsizliklara
hassasiyet, vb.), transfer edilebilen uc¢ gruplari ve atomlar ile katalizorler gibi cesitli

katki maddeleridir. Bu 6zelliklerin karsilastirmasi Cizelge 2.2’de verilmektedir.

Cizelge 2. 2 NMP, ATRP ve RAFT yontemlerinin karsilastirmasi [145]

Yasayan/Kontrollii Polimerizasyon Yontemleri

Ozellik NMP ATRP RAFT
Monomerler TEMPO kullanilarak Aktif cift baga sahip Nerdeyse tim
stirenler nerdeyse tim monomerler

Yeni nitroksitler
kullanilarak akrilat ve

monomerler
Vinil asetatla

akrilamidler calismiyor
Metakrilatlarla
calismiyor
Reaksiyon Yiiksek sicaklik Genis sicaklik Disuk reaktiviteye
Sartlari Sulu ¢ozeltide calisiyor araliginda calisabiliyor. sahip monomerler icin
Oksijene hassas Sulu ¢ozeltide ¢alisiyor yuksek sicaklik
Oksijene kismen Sulu ¢ozeltide calisiyor
toleransh Oksijene hassas
Ug Grup / Alkoksiaminler Alkil Ditiyoesterler,
Baslatici Isil olarak kararsiz (psodd)halojentirler iyodirler ve
Goreceli pahali Isi ve i1s18a karsi kararli metakrilatlar
Donlsiimi icin radikal Ucuz ve piyasada Isi ve 1si8a daha az
kimyasi gerekiyor mevcut kararh
Stabilizator olarak Donlstim icin Sy, E Goreceli pahali
davranabiliyor veya radikal kimyasi Donlsiimi icin radikal
Artan capraz-blyime kimyasi gerekli
basamagi icin halojen Renkli ve kokulu
degisimi
Katki Yok Gecis metal katalizoru Radikal baslaticilari
Maddesi Reaksiyon sonunda Uc grup fonksiyonelligi
uzaklastiriimali ve azalabilir
tekrar kullaniimal Cok fazla yeni zincir
baslatabilir
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Cizelge 2.2’de verilen bilgiler ve reaksiyonlarin 6zellikleri dikkate alindiginda her bir
yontemi digerlerinden ayiran en 6nemli Ozelliklerini kisaca su sekilde agiklayabiliriz

[145]:

e ATRP, 6zel fonksiyonellige sahip diisik molekil molekul agirlikli polimerlerin ve
diger yontemlerle kolayca sentezlenemeyecek bazi blok kopolimerlerin Gretimi

icin en uygun yontemdir.

o NMP, kikirt gibi cesitli elementler ve metallerin kesinlikle bulunmamasi

gereken Urlnler igin en iyi yontemdir.

e RAFT, yiksek molekil agirlikh polimerler ve disiuk reaktiviteye sahip

monomerler igin en uygun yontemdir.

2.4.2 Tersinir Katilmali-Ayrismali Zincir Transfer (RAFT) Polimerizasyonu

Tersinir katilmali-ayrismali  zincir transfer polimerizasyonu ilk defa 1999 vyilinda
Avustralyali CSIRO grubunun yayinladigl ¢alismayla ortaya ¢ikmistir [35] ve bugiine
kadar binlerce calismaya konu olmustur [147]. RAFT prosesi NMP ve ATRP
yontemlerinden farkl sekilde ilerlemektedir. Bu yontem, kontroll saglamak icin kalici
radikal etkisi yerine dejeneratif zincir transferine dayanmaktadir [148]. Bu sebeple de
RAFT polimerizasyonu, serbest radikal polimerizasyona gore yari-6zdes polimerizasyon
hizlari gosterir. RAFT polimerizasyonunun en 6nemli 6zelligi ise vinil asetat ve akrilik
asit gibi fonksiyonel monomerler de dahil olmak {zere nerdeyse tim vinil
monomerlerin polimerlestiriimesinde kullanilabilmesidir. RAFT polimerizasyonunun
gerceklesmesi icin uygun bir zincir transfer ajani (CTA) (Sekil 2.17) kullaniimasi
gerekmektedir. Bu ajan tiyokarboniltiyo grubu iceren ve radikallere karsi aktif olan bir

molekaldir.

I
z/]\s/R

Sekil 2. 17 RAFT polimerizasyonunda kullanilan zincir transfer ajanlarinin genel
gosterimi
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2.4.2.1 RAFT Polimerizasyonunun Mekanizmasi

Sekil 2.18'de RAFT polimerizasyonunun genel olarak kabul edilmis mekanizmasi

sematik olarak gosterilmektedir. Literatlirde RAFT polimerizasyonunun mekanizmasi

basamaklar halinde su sekilde agiklanmistir [7], [34]:

S
oOP* + R—SJ\Z — OOOO—SW'/S_R f— och}sJLz + R
Z

, ——— 3

Baglatica Primer radikal

I*

+ O — OOP"

Monomer

S

()
CTA Ara radikal

S S

g ——

R-OO'OO-SJLZJr k0000 —— * SYS_R — RUXD“SJLZ s

M1 zZ Ml

Inaktif (dormant) zineir RM e Ara radikal Akdif zineir

Sekil 2. 18 RAFT polimerizasyonu igin genel olarak kabul edilen mekanizma [7], [34]

Birinci basamak baslama basamagidir. Baslatici parcalanarak radikal olusumu ve
aktif radikal zincirinin baslamasi saglanir. Genellikle 1siyla radikal olusturulmakla

birlikte 151k, lazer, y-1simasi gibi kaynaklarla da radikal olusturulabilmektedir.

ikinci basamakta baslama basamaginda olusan oligomerik radikaller RAFT
ajaniyla reaksiyona girerler. Literatlirdeki bilgilere gore, eger uygun segilmisse,
tim RAFT ajani bu basamakta tlketilmektedir. Bunun sebebi olarak da ¢ok
reaktif olan C=S baglari verilmektedir. Radikaller, monomerlerdeki cift
baglardan daha reaktif olan bu baga katilmayi tercih etmektedirler. Olusan ara
Urlin orijinal RAFT ajani ve oligomerik radikale ayrisabilir yada oligomerik RAFT
ajani ve tekrar zincir baslatan R grubuna ayrisabilir. R grubu iyi bir baslatic
olmalidir. R grubu kararli haldeki radikal ara Girtindeki polimer zincirinden ya da

baslaticidan daha hizli ayrisabilmelidir.

Uglincii basamakta ayrilan R grubuna monomerler eklenerek zincirler

uzamaktadir.
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e Dordlncu basamakta, blylyen polimerik radikal ve inaktif tiyokarboniltiyo
grubu iceren tlrler arasinda ana dengeye ulasilir. Zincir transfer asamasindaki
bu tlrler arasindaki hizli karsihkli degisim, buylyen radikal zincirlerin
konsantrasyonunun kararli ara radikallerden daha az olmasini saglamaktadir.

Bu sayede de zincir sonlanma reaksiyonunun olusumu sinirlanmaktadir.

e Besinci ve son basamakta, her ne kadar sinirlanmis olsa da, birlesme ya da

orantisiz olarak sonlanma gergeklesir.

RAFT prosesinin dordlincli asamasinda ulasilan denge aninda ara radikal tGrinG her iki
yone de ayrisabilmekte ve bu da her iki zincirin de esit miktarda uzamasina imkan
vermektedir. Proses sonunda uniform zincir blyuklikleri ve dar bir molekul agirhg
dagilimi elde edilmektedir. Eger monomer, CTA, baslatici, reaksiyon sartlari ve
donidsim dogru secgilirse molekil agirlig  Gzerinde kusursuz bir kontrol
saglanabilmektedir. Orta degerlerde donisimde polimerizasyonu durdurarak
sonlanma reaksiyonu minimuma indirilebilmekte ve zincir ucundaki tiyokarboniltiyo
ucu korunmaktadir. Zincir ucunda bu grubun kalmasiyla “yasayan” zincir ucu ve
dolayisiyla makroCTA elde edilmektedir. MakroCTA'nin zincir ucundan ikinci bir
monomer kullanilarak zincir uzatilabilmektedir. RAFT prosesinin “yasayan” 6zelligine
sahip olmasi ve nerdeyse tiim vinil monomerlerinde kullanilabilmesi ¢ok genis bir

fonksiyonel blok kopolimer kiitiiphanesi olusturulabilmesine imkan saglamaktadir.

RAFT polimerizasyonunda elde edilen {riinin  molektl agirhg monomerin
konsantrasyonunun CTA’nin  konsantrasyonuna orani  degistirilerek  kontrol
edilmektedir [7]. Asagidaki formil kullanilarak hedeflenen molekil agirhg degerleri

icin gerekli [M]o/[CTA]o orani hesaplanabilmektedir.

[M]o x My, X p
Mn,teorik = . [Vg::]zomer + MW,CTA (2.1)

Formil 2.1’de My eorik teorik sayica ortalama molekil agirhigini, [M]o monomerin
baslangic konsantrasyonunu, p donlisimi, [CTA], baslangic CTA konsantrasyonunu,
Muw monomer Monomerin molekdl agirhgini ve My, cra ise CTA’nin molekil agirligini
gostermektedir. Formilden anlasildigi lizere reaksiyon istenen donisim degerinde

durdurularak belirli bir molekil agirligi veya zincir uzunluguna ulagilabilmektedir.
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2.4.2.2 RAFT Polimerizasyonunu Etkileyen Faktorler

RAFT Ajani

Basarili bir RAFT polimerizasyonu igin RAFT ajaninda bulunan R ve Z gruplari (Sekil 2.19)
kritik 6neme sahiptirler [34]. R grubu ayrisma reaksiyonunun segiciligini ve tekrar
baslatma basamagini etkilemektedir [149]. R grubu S-R bagini mimkiin oldugunca
zayiflatmalidir ve Re radikali bliyliyen radikal zincirinden daha iyi bir ayrilan grup
olmalidir. Re radikali ne kadar kararh olursa o denli kolay ayrisabilmektedir. Ancak ¢ok
kararl olursa da yeni zincir baslatamamaktadir. Genelde polimerlestirilecek monomere
yapisal olarak benzeyen R gruplari kullanilmaktadir [34], [149]. Bu sayede elektronik ve
yapisal Ozellikleri blylyen radikale benzediginden tekrar baslatma kabiliyeti
artmaktadir. Sekil 2.19a’da RAFT polimerizasyonunda kullanilan gesitli R gruplari ve
bunlarin uygun olduklari monomer siniflari belirtilmektedir. R grubu polimer zincirinin
a-ucunda bulunmaktadir. RAFT polimerizasyonundan oOnce veya sonra modifiye
edilerek gesitli fonksiyonel gruplar zincir ucuna baglanabilmektedir. Polimerizasyondan
once R grubunun modifiye edilmesi daha fazla sayida zincir ucunun

fonksiyonellestirilmesine imkan saglamaktadir.

CH;  CHj H 3 CH; CHj CHg CHE: > il H|—< >
Fon-[<_)> @’ [~O0sEt>> [-CH,m—cH, =|=oN = G
CHs  CH, co, CH, CH;  CH, H " et
MMA
Sty, MA, AM, AN
VAc
a
Ng o TN !
. e
350§ CHy~ wnrCHy ~ D >> h\ig > SO . @ >< A\
" j VAc -
Sty, MA, AM, AN :

Sekil 2. 19 a) Cesitli monomerlerin polimerizasyonu icin uygun R gruplari. Ayrisma hizi
soldan saga dogru azalmaktadir. Noktali ¢izgiler polimerizasyonun kismen kontrol
edildigini gostermektedir. b) Cesitli monomerlerin polimerizasyonu icin uygun Z
gruplari. Soldan saga dogru ayrisma hizi artmakta, katilma hizi yavaslamaktadir. Noktal
cizgiler polimerizasyonun kismen kontrol edildigini gdstermektedir. [34]
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Z grubu temel olarak transfer hizini etkilemektedir [149]. Z grubu tiyokarbonil grubunu
aktive ederek katilma hiziyla zincir uzama hizinin yarismasini saglamali ve ara radikalin
kararliigini minimize etmelidir. Ama Z grubu tiyokarbonil grubunu ne kadar aktive
ederse ara radikalin kararlihgini da o denli arttirmaktadir. Ara radikalin kararlihginin
artmas! sonucu ayrisma gerceklesmemekte ve reaksiyon inhibe edilmektedir. Sekil
2.19b’de RAFT polimerizasyonunda kullanilan gesitli Z gruplari ve bunlarin uygun
olduklari monomer siniflari belirtiimektedir. Z grubu polimer zincirinin w-ucunda
bulunmaktadir. Sonraki uygulamalar icin cesitli fonksiyonel gruplar Z grubu olarak zincir
ucuna takilabilmektedir. Ancak zincir sonundaki tiyokarboniltiyo grubu indirgenerek

tiyol ucu elde edilmektedir. Bu durumda Z grubu polimer ucunda kalmamaktadir.

Monomer

Monomerin yapisinin katilma ve ayrisma reaksiyonlari lzerinde onemli bir etkisi
bulunmaktadir. Genellikle, daha stabil ve sterik olarak engellenmis bliylyen radikaller
icin daha aktif C-S bagina sahip CTA ile daha kararli ve sterik olarak engelli ayrilan Re
grubu gerekmektedir [149]. Sonug olarak akrilik monomerleri icin kullanilabilen etkin

RAFT ajani sayisi metakrilat monomerleri igin kullanilanlardan daha fazla olmaktadir.

Tersiyer R ayrisan radikali

<
N |

Kararli hale getiren substituent(ler)le

Sekonder R aynigan radikali

-
«

Kararl1 hale getiren substituent(ler)le

Primer R ayrigan radikali

Kararl1 hale getiren substituent(ler)le

. Biiytiyen radikalin artan kararliligi/sterik engellemesi
- | | | |

Metakrilatlar Stirenikler A.kr%latla.r Vinil esterler
Metakrilamidler Akrilamidler

Sekil 2. 20 Kararli hale getiren substituent tasi(ma)yan R grubunun yapisina bagh olarak
bir CTA’nin etkinlik skalasi [149]

Literaturdeki 6rnekler incelendiginde, secilen CTA/monomer ikilisine bagh olarak S-R ve
S-P, baglarinin katilma hiz katsayisi ve ayrisma hiz katsayisi, transfer sabiti ve molekiil

kiitlesi dagiliminin kontrol miktari bulunabilir. Sekil 2.20’'de genel o6zellikleriyle bir
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CTA’nin ilgili monomerlerle galisabilmesi igin sahip olmasi gereken uygun Re ayrisan

radikalinin yapisi gosterilmektedir.

Zincir Uzunlugu

Zincir uzunlugu aktif ve inaktif tlrlerin reaktivitesini etkilemektedir. Sonlanma gibi
difiizyon kontrollii mekanizmalarin hiz katsayilari zincir uzunluguna baghdir [150].
Sonlanma hiz katsayisi aktif tlrlerin zincir uzunlugu ya da ortam viskozitesi arttik¢a

azalmaktadir [149].

ATRP ve NMP yontemlerinde blylyen tirlerin deaktivasyonu nitroksit ve metal
kompleksleri gibi molekdler tirlerle olurken RAFT yonteminde diger makromolekdler
turlerle olmaktadir. Bu sebeple de zincir uzunlugunun RAFT y&nteminin etkinligi

Uzerinde ¢ok 6nemli bir etkisi bulunmaktadir.

Reaksiyon Sicakhigi

RAFT polimerizasyonu oda sicakligiyla 140°C arasindaki sicakliklarda yapilabilmektedir.
Sicakhktaki artis genelde radikal reaktivitesini ve dolayisiyla polimerizasyon hizini
arttirmaktadir ancak segcicilik azalmaktadir [149]. Yapilan c¢alismalarda, yiksek
sicakliklarda RAFT polimerizasyonunda gecikmenin daha az gerceklestigi ve daha dar

molekil agirhgr dagihimi elde edildigi bulunmustur [148].

Reaksiyon Basinci

RAFT polimerizasyonunun ¢ok vyiksek basinglarda gergeklesebildigi yapilan
calismalarda gosterilmistir [151]. Basing arttikca polimerizasyon hizi artmaktadir.
Yiksek basincta radikal-radikal sonlanma reaksiyonu yavaslamaktadir. Bu sebeple de
daha yuiksek molekdl agirliklarina ulasilabilmektedir. RAFT prosesinde basing arttikca

katilma reaksiyonu artarken ayrisma reaksiyonunun azalacagi distinilmektedir.

Coziicu

Genel olarak serbest radikal polimerizasyonda kullanilan tim c¢o6ziciler RAFT
polimerizasyonunda da kullanilabilmektedir. Cogu organik ¢ozlicli, su ve alkoller gibi
protik c¢ozlculer, iyonik sivilar ve stper kritik CO, ¢6zlici olarak RAFT ydnteminde
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kullanilabilir. Onemli olan RAFT ajaninin ¢dziinmesidir. Polar ¢éziiciilerde ve Lewis

asitlerinin oldugu ortamlarda RAFT ajani hidroliz olabilmektedir [152].

Baslama ve [CTA]o/[l]o Orani

RAFT polimerizasyonun radikal kaynagl serbest radikal polimerizasyonundaki kadar
onemli degildir. Polimer zincir sayisi CTA sayisiyla kontrol edilmektedir. Genellikle,
Istyla pargalanan baslaticilar kullanilmaktadir. Monomerlerin isiyla kendilerinin radikal
olusturmasiyla da RAFT prosesi baslatilabilir. Ayrica alternatif yontemler olarak UV ve y

isimalari da kullanilmaktadir.

Sonlanma reaksiyonlarini 6nlemek icin, prensipte, [CTA]o/[l]o oraninin mimkin oldugu
kadar yliksek olmasi gerekmektedir [149]. Ancak molekul agirhgi kontroliini tam olarak

saglamak icin optimal bir deger segilmelidir.

Polimerizasyon Ortaminin Konsantrasyonu

Hem monomer konsantrasyonu hem de doniislim oraninin bir sonucu olarak ortamin
viskozitesi, polimerizasyon hizini ve molekil agirhigi dagihmini dogrudan
etkilemektedir. Konsantrasyon arttikca reaksiyon hizi artmaktadir. Ayrica viskozite
arttikca difizyon kontrolli reaksiyonlar (6rnegin sonlanma) yavaslamaktadir ve bu
sebeple de reaksiyon hizlanarak molekil agirligi dagiliminin genislemesine sebep

olmaktadir.

2.4.2.3 Polimer Yapilari ve Fonksiyonelligi

RAFT polimerizasyonunda nerdeyse tim vinil monomerleriyle ¢alisilabildiginden bircok
farkl fonksiyonel gruba sahip monomerler polimerlestirilebilmektedir. Ayrica kullanilan
RAFT ajaninin Z ve R gruplarina bagli olarak da zincir uglarina gesitli fonksiyonel gruplar
baglanabilmektedir. Bu gruplar ya RAFT ajani modifiye edilerek polimerizasyondan
once eklenebilmekte [153] ya da polimerizasyon sonrasinda [154], [155]

eklenebilmektedir.

RAFT polimerizasyonuyla rasgele, blok, sirali, gradient, graft ve yildiz kopolimerler

kolayca sentezlenebilmektedir.
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Blok Kopolimer Sentezi

RAFT polimerizasyonuyla blok kopolimer sentezinde Sekil 2.21’de de gorildigu lizere

ug farkh yol izlenebilir.

Zincir ucunda RAFT ajani iki polimeri zincir uglarindan
bulunan polimerle baglama yoluyla

Zincir uzamasi yoluyla

* R grubu S 3
I ) 0000<C (D
)Sl M, S M, )SL R—S~ Z R——5 l
R—S” "Z R~ ST Z R —S77Z) | o Zgrubu
S ; 00001 _ (D
-z : 7
S—R

Sekil 2. 21 RAFT polimerizasyonuyla blok kopolimer tretim yontemleri[148]

Birinci yontemde makroCTA olarak sentezlenen bir polimer blogun ucundan baska bir
monomerle ikinci bir polimer blok uzatilabilir. Bu yontemin mekanizmasi Sekil 2.22’de
verilmektedir. RAFT prosesi sirasinda olusan tim polimer zincirleri tiyokarboniltiyo ug
gruplari tasimaktadirlar ve bu sebeple de makroCTA olarak davranirlar. Zincir uzamasi
yoluyla blok kopolimer sentezi, bir monomerin makroCTA’nin bulundugu ortamda
polimerlestirilmesiyle basitce gerceklestirilebilir. RAFT yontemiyle homopolimerizasyon
sirasinda tiim monomerler tilkenmeden 6nce reaksiyon sonlandiriip homopolimer
izole edilirse makroCTA olarak kullanilabilmektedirler. MakroCTA, homopolimerizasyon

sirasinda dusik molekdl agirhikli RAFT ajaninin Ustlendigi gorevi gergeklestirmektedir.

S S

e + R—OOCX}SJI\Z +§ RMS)LZ

Monomer 2 MakroCTA Diblok Kopolimer
S

s—R —= r-C0000%ee" + P,,,—SJI\Z
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r-0C0C00ee-s~ ™7 ~ Y
M2 7 M2
inaktif Zincir Ara Radikal Aktif Zincir
O Monomer 1

Sekil 2. 22 RAFT polimerizasyonunda makroCTA’dan zincir uzamasi yoluyla blok
kopolimer sentezi [7]

RAFT polimerizasyonuyla blok kopolimer lretiminden bahsedilirken her monomerin
birbiriyle blok kopolimer olusturamayacagini soylemekte fayda bulunmaktadir. Vinil
asetat ve stiren gibi birbirinden cok farkli reaktivitelere sahip monomerler ayni RAFT

ajaniyla polimerlestirilememektedir, ¢lnki her ikisi de farkli Z grubuna ihtiyag
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duymaktadir. Ancak son vyillarda yapilan galismalarda “degistirilebilir” RAFT ajanlar
kullanilarak reaktiviteleri ¢ok farkli olan monomerlerden blok kopolimerler

sentezlenebilmektedir [156].

Blok kopolimer sentezi aslinda homopolimer sentezine benzemektedir. Ancak burada
dikkat edilmesi gereken nokta blok kopolimeri olusturacak her monomer igin ayni RAFT
ajaninin kullanilabilir olmasidir. Yani her bir monomer igin esdeger R ve Z gruplarina
sahip RAFT ajanlari uygun olmalidir. Bu sebeple énce homopolimer daha sonra da
kopolimer sentezlenirken Z grubu ayni olacaktir. Ancak kopolimer sentezlenirken
ayrilan R grubu blok kopolimerin ilk sentezlenen blogu olacaktir. Bu sebeple
kopolimerin ilk blogunun ayrisma kabiliyeti ve ikinci monomerle polimerizasyon
baslatabilmesi kritik Gnem tasimaktadir. Metakrilatlar gibi kararli radikaller olusturan
monomerler ikinci monomer olarak segilirse blok kopolimer olusmaz ve ikinci bir
homopolimer ayrica olusur. Bu sebeple genellikle metakrilat tipindeki monomerlerle
makroCTA olusturulmakta ve bu zincirin ucundan ikinci polimer blogu uzatilmaktadir

[148].

RAFT teknigi ile blok kopolimer liretiminde dikkat edilmesi gereken diger bir nokta da
tiyokarboniltiyo ucunun kararliigidir. Isi [157], 1stk [158], belirli pH arahgindaki
¢Ozeltiler [152] ve okside edici grup iceren ¢oziicller [159] makroCTA’nin RAFT

aktivitesinin kaybina sebep olabilirler.

2.4.2.4 RAFT Polimerizasyonunun Biyolojik Uygulamalar icin Onemi

Uygulamaya gore degisiklik gosterse de, sentetik polimerler biyolojik calismalarda
kullanildiginda en ¢ok dikkat edilen 6zellikleri molekil agirligi, molekdl agirhgr dagilimi,
molekiler yapisi, bilesimi ve kimyasal fonksiyonelligidir. Ayrica temel 6zelliklerinde
uniform karakter géstermesi de istenen diger bir 6zelliktir. RAFT polimerizasyonu tiim
bu o6zellikler lzerinde kontrol saglamakta ve uniform karakterde polimer Gretimini
olanakll kilmaktadir. Bu sebeple RAFT polimerizasyonu biyolojik uygulamalarda

kullanilacak polimerik yapilarin Gretimi icin en 6nemli yontemlerden biridir.

RAFT polimerizasyonuyla polimer-protein konjugatlari, polimer-peptid konjugatlari,

polimer-DNA veya polimer-RNA konjugatlari, glikopolimerler ve supramolekuler yapilar
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(miseller, vesikiller, yildiz polimerler) {retilebilmektedir [34]. Ayrica yizey

modifikasyonunda da kullanilabilmektedir.

RAFT polimerizasyonunu biyouygulamalar igin 6énemli hale getiren 06zelliklerini su

sekilde siralayabiliriz [34]:

e Nerdeyse tim vinil monomerlerinin su da dahil olmak (izere bir¢ok farkli ¢6ziicu
icerisinde herhangi bir ek kimyasala (metal katalizorler, vb.) ihtiyagc duymadan

sadece zincir transfer ajani ve baslaticiyla polimerlestirilebilmesi

e Bircok fonksiyonel gruba karsi toleransli olmasi sayesinde yan gruplarinda ya da
zincir uglarinda fonksiyonel grup tasityan polimerler sentezlenebilmesi ve bu
sayede sentezlenen polimerle biyomolekiillerin, isaretleyicilerin ya da

hedefleyici molekillerin konjugatlarinin olusturulabilmesi

o Telekelik, blok kopolimerler, graft kopolimerler, nanojeller, yildiz ve dendritik

yapilarin sentezlenebilmesi

e Yigin, ¢oOzelti, stspansiyon, emilsiyon ve dispersiyon polimerizasyonlarinda

kullanilabilmesi

e Yizey modifikasyonu ve in situ polimerizasyon gibi bircok farkli substratta

polimerizasyon gergeklestirilebilmesi.
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEMLER

3.1 Kimyasallar

Azoizobutironitril (Sigma-Aldrich), 4-vinilpiridin (Aldrich) (Sekil 3.1), diklorometan
(Sigma-Aldrich), dietilenglikol metil eter metakrilat (Sigma-Aldrich) (Sekil 3.1), dietil
eter (Merck), N,N’-dimetilformamid (Carlo Erba), metanol (Fluka), oligo(etilen glikol)
metil eter metakrilat (Mn=951, Mn=475, Aldrich) (Sekil 3.1), etanolde tekrar
kristallendirilmis piren (Sigma), sodyum asetat (Sigma-Aldrich), sodyum azid
(Applichem), sodyum klorir (Carlo Erba), sodyum dihidrojen fosfat (Fluka), disodyum
hidrojen fosfat (Fluka), toluen (Riedel de Haen), 2,2'-[karbonotiyoilbis(tiyo)]bis[2-
metilpropanoik asit] (Strem Inc., CSIRO grubu tarafindan patentlidir), S-(2-siyanoprop-
2-il)-S-dodesiltritiyokarbonat (Strem Inc., CSIRO grubu tarafindan patentlidir), 2-
[(dodesilsulfaniltiyokarbonil)sulfanillpropanoik asit (Strem Inc., CSIRO grubu tarafindan
patentlidir), 4-siyano-4-(tiyobenzoiltiyo)pentanoik asit (Strem Inc., CSIRO grubu
tarafindan patentlidir), sodyum hidroksit (Fluka), hidroklorik asit (Riedel de Haen),
tetrahidrofuran (Merck) c-myc genini inhibe eden oligonikleotid
(AACGTTGAGGGGCAT) (iontek). Saf su ve ultra saf su Millipore MilliQ su saflastirma

sisteminden temin edilmistir.
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Sekil 3. 1 Tez galismasinda kullanilan monomerler

3.2 Cihazlar

Sicakhk kontrolli UV-Gorunir bolge spektrofotometresi (Shimadzu UV-1700), ATR
aparath FTIR spektrofotometresi (Shimadzu IR-Prestige 21), NMR spektroskopisi
(Bruker Avance Ill 500 MHz), “steady state” floresans spektrofotometresi (Photon
Technology International QM-4/2003 Quanta Master), isik sagilmasi ve kirilma indisi
dedektorli boyut eleme kromatografisi (Viscotek TDA 302), dinamik ve elektroforetik
1sik sacilmasi spektroskopisi (Malvern Zetasizer Nano ZS), AFM mikroskobu (Shimadzu
SPM 9600), sogutmali santrifij (Sigma 3-18 K), isiticili ve sicaklik kontrolli manyetik
karistirici (Heidolph Hei-Tec).

3.3 Polimerlerin Sentezi

Tez kapsaminda hedeflenen kopolimerlerin sentezi icin gerceklestirilen reaksiyonlar
dizisi Sekil 3.2’de gosterilmektedir. Calismada oncelikle homopolimer sentezi (Sekil
3.2a), ardindan poli(OEGMA) polimerlerinin makroCTA olarak kullanihp blok kopolimer
sentezi (Sekil 3.2b) ve daha sonrasinda da blok kopolimerlerdeki 4-VP’lerin kismen

kuarternerlestirilmesi (Sekil 3.2c) gerceklestirilmistir.
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Sekil 3. 2 OEGMA ve 4-VP’nin blok kopolimerlerinin RAFT polimerizasyonuyla
sentezlenmesinin sematik gosterimi

3.3.1 Homopolimerlerin Sentezi

Tez kapsaminda OEGMA ve 4-VP  monomerlerinin homopolimerizasyonlari
gerceklestirilmistir. Bu homopolimerlerin RAFT polimerizasyonuyla sentezlenmesi igin
uygun sartlarin saptanmasi amaciyla farkli RAFT ajanlari ve farkli [M]o/[CTAlo/[I]o
oranlarinda calisilmistir. Bu sebeple asagida her bir homopolimerin sentezi icin bir adet

ornek sentez prosediiri aciklanmistir.

Poli(OEGMA)-b-poli(4-VP) blok  kopolimerlerinin RAFT  polimerizasyonuyla
sentezlenebilmesi icin oncelikle her iki bloktaki polimerlerin de ayni RAFT ajaniyla
polimerlesebildigini gostermek gerekmektedir. Cinkii ayni  RAFT ajaniyla
polimerlesmiyorlarsa blok kopolimer olusmayacaktir. Bu sebeple Sekil 3.3’te gdsterilen
RAFT ajanlariyla denemeler yapilarak uygun RAFT ajani saptanmistir. Ayrica her iki

monomer icin de farkh [M]o/[CTA]o/[l]o oranlari da denenerek uygun oran saptanmistir.
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Sekil 3. 3 Tez kapsaminda kullanilan RAFT ajanlari

3.3.1.1 OEGMA’nin RAFT Polimerizasyonu

Tez calismasinda farkli uzunluklarda oligo(etilen glikol) gruplarina sahip OEGMA
monomerleri kullanilmis ve farkh  [M]o/[CTA]o/[l]o oranlarinda polimerizasyonlar
gerceklestirilerek olusan Urlnler incelenmistir. Tez c¢alismasinda sentezlenen
poli(OEGMA) polimerleri igin kullanilan RAFT ajanlari ve [M]o/[CTA]o/[llo oranlari

Cizelge 3.1'de verilmektedir.

Tipik bir poli(OEGMA) sentezi reaksiyonu [M]o/[CTA]o/[]o=75/1/0,2 orani igin su
sekildedir: Monomer konsantrasyonu 0,5 M ve toplam ¢o6zelti hacmi 10 mL olarak
secilmigtir.  Baglatict  olarak AIBN ve RAFT ajani  olarak  4-siyano-4-
(tiyobenzoiltiyo)pentanoik asit kullaniimistir. 2,375 g OEGMA,75 ve 18,6 mg CTA4 8,83
mL DMF icinde ¢ozilmistir. Cozelti 30 dakika azot gazi altinda tutulmustur ve yag
banyosu icinde 70°C’ye isitilmistir. Azotta tutulmus 0,25 mL DMF icindeki 2,22 mg AIBN
¢Ozeltiye eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Her saat basi ¢Ozelti icinden 1 mL 6rnek
cekilmis ve asiri miktardaki soguk dietil eterle c¢okturilip santrifijlenmistir. Eter
dekantasyonla uzaklastiriimistir ve elde edilen pembe renkli viskoz polimer
diklorometanda ¢6ziliip tekrar soguk eterle ¢oktiirilmustiir. Ornek vakumlu etiivde
50°C'de bir gece kurumaya birakilmistir. Monomer doénlsimii gravimetrik olarak

belirlenmistir. Homopolimerlerin molekil agirliklari GPC ile belirlenmistir.
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Cizelge 3. 1 OEGMA monomerlerinin RAFT polimerizasyonunda kullanilan RAFT ajanlari
ve [M]o/[CTA]o/[l]o oranlari

Polimerlegstirilen OEGMA Polimerizasyonda Polimerizasyonda Kullanilan
Monomeri Kullanilan RAFT Ajani [M]o/[CTA]o/[1]o Oranlari
CTAl 100/1/0,25
CTA2 100/1/0,25
CTA3 100/1/0,2
100/1/0,2
OEGMAus 100/1/0,1
100/1/0,33
CTA4 100/1/0,5
50/1/0,2
75/1/0,2
OEGMAgsg CTA4 75/1/0,2
DEGMA-OEGMA,7s CTA4 150/1/0,2

3.3.1.2 4-VP’nin RAFT Polimerizasyonu

Tez calismasinda 4-VP monomeri farkh [M]o/[CTA]o/[l]o oranlarinda polimerizasyonu
gerceklestirilerek olusan Urinler incelenmistir. Tez calismasinda sentezlenen poli(4-VP)
polimerleri icin kullanilan RAFT ajanlari ve [M]o/[CTA]o/[l]o oranlar Cizelge 3.2'de

verilmektedir.

Cizelge 3. 2 4-VP monomerinin RAFT polimerizasyonunda kullanilan RAFT ajanlari ve
[M]o/[CTA]o/[l]o oranlari

4-VP’nin Polimerizasyonunda 4-VP’nin Polimerizasyonunda
Kullanilan RAFT Ajani Kullanilan [M]o/[CTA]o/[llo Oranlari
CTAl 500/1/0,25
CTA2 500/1/0,25
CTA4 500/1/0,4; 200/1/0,5

Tipik bir poli(4-VP) sentezi reaksiyonu [M]o/[CTA]o/[1]o=200/1/0,5 orani igin su
sekildedir: [M]o/[CTA]o/[1]10=200/1/0,5 orani kullanilarak 4-VP’nin polimerizasyonu
gerceklestirilmistir. Monomer konsantrasyonu 2 M ve toplam ¢6zelti hacmi 10 mL
olarak secilmistir. Baslatici olarak AIBN ve RAFT ajani olarak 4-siyano-4-
(tiyobenzoiltiyo)pentanoik asit kullanilmistir. 2,16 mL 4-VP ve 27,9 mg CTA4 7,48 mL

DMF icinde c¢ozilmiustir. Cozelti 30 dakika azot gazi altinda tutulmustur ve yag
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banyosu icinde 70°C’ye isitilmistir. Azotta tutulmus 0,25 mL DMF icindeki 8,2 mg AIBN
¢Ozeltiye eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Her saat basi ¢ozelti igcinden 1 mL 6rnek
cekilmistir ve asin  miktardaki toluenle c¢oktirilip santrifijlenmistir. Toluen
dekantasyonla uzaklastirilmistir ve elde edilen kati polimer diklorometanda ¢oziltp
tekrar tollienle ¢oktirilmistir. Ornek vakumlu etiivde 50°C’'de bir gece kurumaya
birakilmistir. Monomer doéntsiimi gravimetrik olarak belirlenmistir. Homopolimerlerin

molekil agirliklari GPC ile belirlenmistir.

3.3.2 Blok Kopolimerlerin RAFT Polimerizasyonu ile Sentezi

OEGMA kullanilarak sentezlenen homopolimerler blok kopolimer sentezinde
makroCTA olarak kullaniimistir. MakroCTA’dan poli(4-VP) blogunun uzatildigi blok
kopolimer sentezi asamasinda her sentez i¢in [M]o/[CTA]o/[110=200/1/0,5 orani

kullanilarak 4-VP polimerlestirilmistir.

Ornek bir blok kopolimer sentezi su sekildedir: [M]o/[CTAlo/[1]0=200/1/0,5 orani
kullanilarak kopolimer sentezlenmistir. RAFT ajani olarak makro-CTA (Mn=20 kDa) ve
baslatici olarak AIBN kullaniimistir. 440 mg makroCTA, 0,47 g 4-VP 1,58 mL DMF iginde
¢Ozlilmustlr. Cozelti 30 dakika azot gazi altinda tutulmus ve yag banyosu icinde
70°C'ye isitilmistir. Azotta tutulmus 0,25 mL DMF icindeki 1,8 mg AIBN c¢o6zeltiye
eklenerek reaksiyon baslatiimistir. 2 saat arayla ¢ozelti icinden 1 mL 6rnek ¢ekilmis ve
asiri miktardaki soguk dietil eterle ¢okturilip santrifijlenmistir. Eter dekantasyonla
uzaklastiriimis ve elde edilen turuncu renkli viskoz polimer diklorometanda ¢oziliip
tekrar soguk eterle ¢oktiriilmustiir. Ornek vakumlu etiivde 50°C’de bir gece kurumaya
birakilmistir. Monomer donlisimi gravimetrik olarak belirlenmistir. Kopolimerlerin

molekil agirliklari GPC ile belirlenmistir.

3.3.3 Blok Kopolimerlerin Kismen Kuarternerlestirilmesi

Sentezlenen kopolimerler OEGMA ve 4-VP birimlerinin bloklari halinde oldugundan
amfifilik 6zellik tasimaktadir. Bu haliyle bu kopolimerlerin ilag tasinmasinda kullanim
potansiyeli bulunmaktadir. Ancak, sentezlenen kopolimerlerin DNA ile etkilestirilerek
gen transferinde kullanilabilmesi icin pozitif yiiklenmeleri gerekmektedir. Bu nedenle

blok kopolimerlerdeki 4-VP birimleri kuarternerlestirme yoluyla pozitif yiklenmistir. Bu
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amacla, poli(OEGMA)-b-poli(4-VP) blok kopolimerleri 1-bromohekzan veya metil-6-

bromohekzanoat kullanilarak kismen kuarternerlestirilmistir.

Ornek bir kuarternerlestirme reaksiyonu su sekildedir: Her bir mol 4-VP monomeri icin
5 mol 1-bromohekzan eklenerek reaksiyon gergeklestirilmistir. 1 mL metanol iginde
100 mg kopolimer ve kullanilan kopolimerin 4-VP icerigine gére uygun miktarda 1-
bromohekzan eklenip reaksiyon kabinin agzi sikica kapatilmistir. Cozelti 70°C’deki yag
banyosunda Set 1 kopolimerleri igin 14 ve 21 giin isitilmistir. Set 2 kopolimerleri igin ise
bu sire 6 gline cikarilmistir. Sire sonunda, o6rnek soguk eterle coktirilmis ve
santrifiijlenmistir. Fazla eter dekante edilip uzaklastirilmistir. Ornek vakumlu etiivde
50°C'de bir gece kurutulmustur. Kati polimer ornekleri FTIR spektrofotometresi ile
analiz edilerek kopolimerlerin kuarternerlesme dereceleri saptanmistir. FTIR
spektrumlarinda 4-VP, 1600 cm™’de bant verirken kuarterner 4-VP 1640 cm™de bant
vermektedir. Bu bantlarin siddetleri oranlanarak kopolimerlerin kuarternerlesme

dereceleri bulunmustur.

3.4 Blok Kopolimerlerin Misel Olusturma Davranislarinin incelenmesi: Floresans

Prob Yiikleme

Sentezlenen poli(OEGMA)-b-poli(4-VP) kopolimerlerinin misel olusturdugunu anlamak
amaciyla pH 7’de degisen konsantrasyonlarda kopolimer c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Ayrica sabit konsantrasyonda farkli pH’larda kopolimer c¢ozeltileri hazirlanarak
kopolimerlerin misel olusturma kabiliyetlerinin pH’a duyarli olup olmadig anlasiimaya
calhisilmigtir. Tim 6rnekler piren molekili iceren tampon ¢ozeltilerde hazirlanmistir.

Ornek kopolimer ¢ozeltisi hazirlama prosediirleri asagida verilmistir.

pH 7'de ve degisen konsantrasyonlarda kopolimer ¢ozeltileri hazirlamak icin dncelikle
0,02 M fosfat tamponunda (pH 7,0) 2 mg/mL konsantrasyonda stok poli(OEGMA)-b-
poli(4-VP) kopolimer c¢ozeltisi hazirlanmistir. Kopolimer ¢6zeltisinin hazirlanacagi kaba
asetonda ¢ozilmus ve 0,182 mg/mL konsantrasyonda 1 plL piren ¢ozeltisi eklenmistir.
Bunun Ustline 750 pL 0,02 M fosfat tamponu (pH 7,0) eklenmistir. Bu ¢dzeltinin (istline
de stok kopolimer ¢oOzeltisinden 750 pL eklenerek 1,5 mL son hacme sahip blok
kopolimer ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢Ozelti en az 30 dakika manyetik karistiricida

karistirilmistir. Son halde piren konsantrasyonu 6.107 M idi. Ayni islemler yapilarak,
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farkl olarak sadece eklenen stok ¢ozelti ve tampon ¢06zelti hacimleri degistirilip son
hacim sabit tutularak, konsantrasyonu 0,0001-1 mg/mL araliginda degisen blok
kopolimer c¢ozeltileri hazirlanmistir ve ardindan tim c¢o6zeltilerin  analizleri

gerceklestirilmistir.

1 mg/mL konsantrasyonda ve degisen pH degerlerinde kopolimer ¢ozeltileri hazirlamak
icin oncelikle 0,02 M fosfat tamponunda (pH 7,0) 2 mg/mL konsantrasyonda stok
poli(OEGMA)-b-poli(4-VP) kopolimer ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kopolimer ¢o6zeltisinin
hazirlanacagl kaba asetonda ¢6zulmis ve 0,182 mg/mL konsantrasyonda 1 pL piren
¢Ozeltisi eklenmistir. Bunun Ustiine 750 plL stok ¢ozelti eklenmistir. Cozeltinin pH’1 0,5
M NaOH veya 0,5 M HCI cozeltileri kullanilarak ilgili pH degerine ayarlanmistir.
Cozeltinin son hacmi su ile 1,5 ml'ye tamamlanmis ve kopolimer 6rneginin son
konsantrasyonu 1 mg/ml olmustur. Bu ¢ozelti en az 30 dakika manyetik karistiricida
karistirilmistir. Son halde piren konsantrasyonu 6.107 M idi. Ayni islemler yapilarak, pH
degeri 2-9 arasinda degisen ve konsantrasyonlari 1 mg/mL olan blok kopolimer

¢Ozeltileri hazirlanmis ve ardindan tiim ¢6zeltilerin analizleri gerceklestirilmistir.

3.5 Kuarterner Blok Kopolimerlerin ODN ile Komplekslerinin Hazirlanmasi

Kuarterner kopolimerler ile c-myc genini inhibe edecek antisens oligoniikleotid degisen
N/P oranlarinda karistirilarak kopolimer-ODN komplekslerinin olusumu incelenmistir.
Bu amacgla 0,15 M NaCl iceren ve NaCl icermeyen 0,02 M fosfat tamponlarinda
kopolimer-ODN karisimlari hazirlanarak incelenmistir. N/P orani kopolimerdeki pozitif
yukli kuarterner amonyum sayisinin oligoniikleotiddeki fosfat grubu sayisina oranini

gostermektedir. Kopolimer-ODN komplekslerinin hazirlanisi asagida verilmistir.

Stok blok kopolimer ¢6zeltisi 0,5 mg/mL konsantrasyonda 0,02 M fosfat tamponunda
(pH 7,0) hazirlanmistir. Stok ODN c¢o6zeltisi 0,465 mg/mL konsantrasyonda suda
hazirlanmistir. N/P=1 orani icin 25 pL stok kopolimer ¢6zeltisi Gzerine 23 pL stok ODN
eklenmistir. 0,02 M fosfat tamponuyla son hacim 50 pl'ye tamamlanmistir. Ayni
islemler N/P=1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 oranlarindaki kopolimer-ODN c¢ozeltileri icin de
yapiimistir. Eklenen stok kopolimer hacmi sabit tutulurken stok ODN ¢o6zeltisinin hacmi
ve tampon hacmi degistirilerek farkli N/P oranlari ayarlanmistir. Cozeltiler vorteksle

hafifce ve ¢ok kisa sire karistirildiktan sonra analiz edilmistir.
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Blok kopolimer ile ODN kompleksleri 0,15 M NaCl iceren 0,02 M fosfat tamponunda da

ayni sekilde ve ayni oranlarda hazirlanarak analiz edilmistir.

3.6 Karakterizasyon

3.6.1 Polimerlerin Boyut Eleme Kromatografisi ile Analizi

Boyut eleme kromatografisi (GPC) calisma prensibi, polimerlerin boyutlarina goére
ayrilmalarina ve farkli boyuttaki polimerlerin kolonu farkl zamanlarda terk etmelerine
dayanmaktadir. Bu sayede polimer ¢Ozeltisi icindeki polimer veya polimerlerin boyut
dagilimi kromatogram adi verilen bir grafik halinde alinmaktadir. Elde edilen
kromatogramlar kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda polimer veya
polimerlerin sayica ortalama molekdil kitleri (Mn), agirlikga ortalama molekdl kitleleri

(Mw) ve polidispersite degerleri (Mw/Mn) bulunabilmektedir.

Tim GPC analizleri Viscotek marka TDA302 model GPC cihaziyla gergeklestirilmistir.
Cihazda kirilma indisi ve dik acili i1sik sagilmasi dedektorleri bulunmaktadir. Mobil faz
akisi ve ornek enjeksiyonu Viscotek marka GPCmax model pompa ve otomatik
enjeksiyon sistemi ile gerceklestirilmistir. Ornek enjeksiyonu 100 pL’lik hacimle
yapilmistir. Tim 6rnekler 6lgimden 6nce 0,2 um’lik enjektor filtresinden stzilmustir.
Analiz 6ncesinde dedektorler, ilgili calisma sarti icin uygun polimer standardi (Cizelge

3.3) ile kalibre edilmistir.

Sentezlenen polimerlerin farkli 6zelliklere sahip olmasindan dolayi farkli kolon ve mobil
fazlar kullanilarak GPC analizleri gergeklestirilmistir. GPC analizlerinde kullanilan

calisma sartlari Cizelge 3.3’te aciklanmaktadir.
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Cizelge 3. 3 GPC analizlerinde kullanilan ¢alisma sartlari

GPC Sarti Ozellikler

Sart 1 Kolon : Tosoh TSKGel G3000PWxI
Mobil Faz : PBS, 0,15 M NaCl, pH 7,0
Akis Hizi : 0,8 mL/dak
Sicaklik : Oda sicakhgi
Kalibrasyon Standardi : Poli(etilen oksit), 10 kDa
Sart 2 Kolon : Shimadzu GPC804
Mobil Faz : THF
Akis Hizi : 0,8 mL/dak
Sicaklik : Oda sicakhgi
Kalibrasyon Standardi : Polistiren, 99 kDa
Sart 3 Kolon : Tosoh TSKGel G3000PWxI
Mobil Faz : 0,4 M NaCl iceren asetat tamponu
Akis Hizi : 0,8 mL/dak
Sicaklik : Oda sicakhgi
Kalibrasyon Standardi : Poli(etilen oksit), 10 kDa
Sart 4 Kolon : Kromatek LCC 1150
Mobil Faz : DMF
Akis Hizi : 0,5 mL/dak
Sicakhk : 50°C

Kalibrasyon Standardi Polistiren, 99 kDa

3.6.2 Polimerlerin FTIR Spektrometresi ile Analizi

FTIR spektrometresi ile infrared boélgedeki i1sinlarin madde lzerine génderilip maddenin
yaptigi absorbans siddeti olcilmekte ve sonuc¢ spektrum olarak alinmaktadir. Bu
yontem kullanilarak, c¢alisilan skalada, organik molekillerin yapisindaki gruplar

hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir.

Homopolimer, kopolimer ve kuarterner kopolimerlerin IR spektrumlari Shimadzu
marka IR-Prestige21 model FTIR spektrofotometresi ile herhangi bir numune hazirlama
prosediirii uygulanmadan alinmistir. Olgimler ATR aparati kullanilarak 4000-650 cm™

araliginda gerceklestirilmistir.

3.6.3 Polimerlerin 'H-NMR Spektroskopisi ile Analizi

'H NMR spektrometresi yénteminde, manyetik alanda tutulan molekiilin tzerine

elektromanyetik dalga gonderilerek molekiildeki H atomu cekirdeklerinin yaptiklari
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rezonanslardan faydalanarak protonlar saptanmakta ve bu sayede yapida hangi

gruplarin oldugu anlasiimaktadir.

Tum polimerlerin *H NMR spektrumlari Bruker marka 500 MHz’lik NMR spektrometresi

ile alinmistir. Ornekler D,0, CDCl; veya CD30D’de ¢éziilerek spektrumlari alinmistir.

3.6.4 Blok Kopolimerlerin ve Komplekslerinin Dinamik ve Elektroforetik Isik

Sacilmasi Yontemleriyle incelenmesi

Dinamik 151k sagilmasi yontemiyle kolloidlerin hidrodinamik ¢aplari ve ¢ozelti iginde
bulunan partikillerin birbirlerine gére miktarlari saptanabilmektedir. Elektroforetik 151k
sacllmasi spektrometresi ile de kolloidlerin zeta potansiyelleri (ylzey vyikleri)

belirlenebilmektedir.

Kopolimer ve komplekslerin ¢ozelti icindeki davranislari ve kolloidal 6zellikleri Malvern
marka Zetasizer NanoZS model foton korelasyon spektrometresi ile incelenmistir.
Spektrometrede 633 nm’de calisan lazer bulunmaktadir. Tim 6rnekler 6lgimden 6nce
0,2 um’lik enjektor filtresinden sizidlmistir ve tim  olcimler 25°C'de
gerceklestirilmistir. Ancak sicakliga duyarli kopolimerlerde ¢6kmeyi 6nlemek igin

15°C’de 6lgim alinmistir.

Sicakliga bagh olcumlerde sicaklik 2°C araliklarla arttirilmis ve ¢ozeltinin kararli hale

gelmesi icin minimum 5 dakika beklenmistir.

3.6.5 Blok Kopolimerlerin Floresans Spektrometre ile Analizi

Floresans spektrofotometre yontemiyle floresans 6zellige sahip molekillerin UV ve

gorinir bolgede yaptiklari emisyon ozellikleri incelenebilmektedir.

Piren iceren blok kopolimer cozeltileri floresans spektrofotometre ile incelenirken
ornekler 300-360 nm araliginda uyarilmistir ve 390 nm’de yaptiklari emisyon degerleri
kaydedilmistir. Slit araligi 2 nm olarak ayarlanmistir ve spektrumlar 0,5 nm/0,5 sn
hizinda kaydedilmistir. Pirenin mikrocevresindeki hidrofoblugu anlamak i¢in 338 nm ve
333 nm’deki floresans siddetleri (ls3g/l333) oranlanmistir. Tim 6lgimler 25°C’de
gerceklestirilmistir ancak, sicakliga duyarli kopolimerlerde ¢okmeyi ©6nlemek icin

15°C’de 6lgim alinmistir.
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3.6.6 Blok Kopolimerlerin UV-Goriiniir Bolge Spektrometre ile Analizi

UV-goriunir bdlge spektrometresi ile molekiillerin elektromanyetik spektrumun 200-

700 nm araliginda absorpsiyon Ozellikleri incelenmektedir.

Kopolimerlerin sicakhk degisimine karsi gosterdikleri degisimi incelemek amaciyla
¢ozeltilerinin farkli sicakhklarda 550 nm’deki absorbans degerleri Shimadzu UV-1700
UV-VIS spektrofotometre ile kaydedilmistir. CPS-240A sicaklik kontrol Unitesiyle 6rnek
kiiveti istenen sicakliga ayarlanmistir ve ¢Ozeltinin kararli hale gelmesi i¢in en az 5

dakika beklenmistir.

3.6.7 Blok Kopolimerlerin Atomik Kuvvet Mikroskobuyla Goériintiilenmesi

AFM mikroskobu ile nm boyutunda partikillerin ve hatta atomlarin bir ylzey Uzerine
tutturulmasindan sonra nm kalinhiginda bir probla bu yilzeyin taranmasi sonucunda

partikillerin sekil ve boyutlari hakkinda bilgi alinmaktadir.

Shimadzu SPM 9600 marka atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilarak dinamik
modda gorinti alinmistir. Mika ylzey Uzerine 5 pL 6rnek ¢ozeltisi damlatilip 5 dakika
bekletilmistir. Ardindan su ile seyreltilip ¢ozelti uzaklastinlmistir. Mika 20 dakika

kurumaya birakilip gériintileme gergeklestirilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

Calismada amag ilag veya DNA gibi molekiilleri tasima ve salim potansiyeline sahip,
blok kopolimerlerin RAFT polimerizasyonu ile sentezi ve karakterizasyonudur. Bu
amacgla OEGMA ve 4-VP’'nin blok kopolimerleri ve bu kopolimerlerdeki 4-VP’lerin
kismen kuarternerlestiriimesiyle pozitif ylkli hale gelen kopolimerler Gretilmistir. Bu

kapsamda yurutilen sentez ¢alismasi Sekil 3.2’de sematik olarak gosterilmektedir.

Hedef kopolimerlerin sentezi ve ilag/gen tasima uygulamalarina yonelik

karakterizasyonu icin yuratilen ¢alisma basamaklari su sekilde siralanabilir:

e Hem OEGMA’nin hem de 4-VP’nin RAFT polimerizasyonu igin uygun RAFT ajani

ve reaksiyon sartlarinin belirlenmesi
o OEGMA’nIn RAFT polimerizasyonuyla makroCTA sentezi

e 4-VP'nin makroCTA kullanilarak RAFT polimerizasyonuyla amfifilik blok

kopolimer sentezi

o Sentezlenen bu amfifilik blok kopolimerlerde misel olusumunun ve

misele hidrofobik molekiil yliklenmesinin arastiriimasi

e Sentezlenen amfifilik blok kopolimerdeki 4-VP’lerin kismen

kuarternerlestiriimesiyle pozitif yiikli blok kopolimerlerin sentezi

o Pozitif yukli kopolimerlerin c-myc genini inhibe edecek antisens

oligonikletidle kompleks olusturmasinin arastiriimasi
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4.1 Homopolimerlerin Sentezi

Poli(OEGMA)-b-poli(4-VP) blok  kopolimerlerinin RAFT  polimerizasyonuyla
sentezlenebilmesi i¢in ©ncelikle her iki polimerin de ayni RAFT ajaniyla
polimerlesebildigini gostermek gerekmektedir. Cinki ayni RAFT ajaniyla
polimerlesmiyorlarsa blok kopolimer olusmayacaktir. Bu sebeple Sekil 3.3'te gdsterilen
RAFT ajanlariyla denemeler yapilarak her iki monomerin polimerizasyonu igin uygun
RAFT ajani saptanmistir. Ayrica her iki monomerin polimerizasyonu igin de farkl

[M]o/[CTA]o/[l]o oranlari denenerek uygun oran saptanmistir.

4.1.1 OEGMA’nin RAFT Polimerizasyonu

Tez calismasinda (g farkli OEGMA monomeri kullanilmistir (Sekil 3.1). Bu g
monomerin de aktif merkezleri ayni oldugundan ve sadece sahip olduklari etilen glikol
birimlerinin sayisi degistiginden reaktiviteleri aynidir. Bu sebeple ayni RAFT ajani ve
reaksiyon sartlarinda polimerlestirilebilmektedirler. Polimerizasyonlarindaki tek fark ise
ayni molekil agirhginda polimere ulasmak igin farkli [M]o/[CTA]o/[llo oraninin
kullanilmasinin gerekmesidir. Bu monomerler ayni reaktiviteye sahip olduklarindan
hepsi icin ortak sartlari belirlemek amaciyla sadece OEGMA,7s ile calismalara

baslanmistir.

ilk olarak CTA1 ajaniyla OEGMA,75’in RAFT polimerizasyonu yapilmistir. Polimerizasyon
70°C sicaklikta ve DMF iginde gergeklestirilmistir. %100 donlisimde molekil agirhg
(Mn) 50 kDa olan polimer elde edebilmek icin (2.1) nolu formil kullanilarak
[M]o/[CTA]o/[1]o orani 100/1/0,25 olarak belirlenmistir. Bu polimerizasyon sonrasinda
elde edilen polimerler Sart 1'de calisan GPC'de (Cizelge 3.3) incelenmistir ve sonuglar
Sekil 4.1 ile Cizelge 4.1’de gosterilmistir. Polimerizasyon sonucunda monomer
doénldsimiinin lineer olarak artmadigl gorilmustiir. RAFT polimerizasyonunda
polimerin molekil agirligi zamanla birlikte artmasi gerekmektedir ancak Sekil 4.1’den
gorildigli Uzere polimerizasyonun baslangicinda yiksek molekil agirhigi elde
edilmektedir. Ayrica ilerleyen siireyle molekil agirligi azalmaktadir. Elde edilen
polimerlerin polidispersite (PDI) degerleri de 2'ye c¢ok yakindir. RAFT yoOntemiyle
sentezlenen polimerler 1-1,2 arasinda PDI degerlerine sahip olmakta ve monodispers

karakter gostermektedir. PDI degerinin 2 ve daha yukarida olmasi serbest radikal
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polimerizasyonun gergeklestigini gostermektedir. CTA1 ajani bu sartlarda ¢alismamis

ve RAFT polimerizasyonu gerceklesmemistir.

2.4
120 O
100 \D 23
sy O 5
80+ 220
@ 2
£ 601 " tarz
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Sekil 4. 1 CTA1 ile sentezlenen poli(OEGMA,75) homopolimerlerinin molekiil
agirhiklarinin (Mn) ve polidispersitelerinin (PDI) zamana bagli olarak degisimi

CTA1l ajani galismadigl icin ayni sartlarda CTA2 ajani kullanilarak OEGMA,7s
polimerlerlestirilmeye calisilmistir. Sartlar ayni tutularak sadece CTA ajani degistirilerek
yapilan polimerizasyon sonrasinda elde edilen sonuglar Sekil 4.2 ile Cizelge 4.1’de

verilmektedir.

Sekil 4.2a’da gorildiugl lGzere monomerin polimere donlisimii zamanla artmakta ve
In[M]o/[M]; ile zaman arasinda lineer bir iliski bulunmaktadir. Sekil 4.2b’de ise molekiil
agirhginin ve polidispersitenin %donisime bagh olarak degisimi verilmektedir. Sart
1’de calisan GPC'de vyapilan analizler sonucunda molekiil agirligi reaksiyonun
baslangicinda yiksek degere ulasmis ve daha sonra ¢ok az artmistir. RAFT
polimerizasyonunda ve yasayan/kontrollu radikal polimerizasyonlarda olmasi gereken
lineer artis burada gozlenmemistir. Polidispersite degeri ise 1,2-1,3 araliginda
bulunmaktadir. Onceki polimerizasyondan farkli olarak monodisperse yakin &zellikte
polimerlerin sentezlendigi gortlmektedir. Ancak reaksiyon sirasinda kontrolli

polimerizasyon gerceklesmemis ve CTA2 ajani da bu sartlarda tam olarak ¢alismamistir.
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Sekil 4. 2 a) CTA2 ile sentezlenen poli(OEGMA,75)’in zamana bagl olarak donliisimi ve
kinetigi. b) CTA2 ile sentezlenen poli(OEGMA,75) in %donisiime bagh olarak molekdil
agirliginda ve polidispersitesindeki degisim.

CTA3 kullanilarak poli(OEGMA,75) homopolimerinin sentezine devam edilmistir. Bu
reaksiyonda [M]o/[CTA]o/[l]lo orani 100/1/0,2 olarak alinmis, diger sartlar sabit
tutulmustur. Reaksiyona ait kinetik degerler ve olusan polimerlerin fizikokimyasal
degerleri Sekil 4.3 ile Cizelge 4.1'de verilmektedir. Molekiil agirligi ve polidispersite

degerleri Sart 1’de ¢alisan GPC cihaziyla elde edilmistir.
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Sekil 4. 3 a) CTA3 ile sentezlenen poli(OEGMA,75)’ in zamana bagh olarak donlisiimi ve
kinetigi. b) CTA3 ile sentezlenen poli(OEGMA,75)'in %doniisime bagli olarak molekdil
agirliginda ve polidispersitesindeki degisim.

Sekil 4.3a’da gorildigl tizere monomerin polimere donlsimi zamanla artmaktadir.
In([M]o/[M];) ile zaman arasindaki lineer iliski reaksiyonun 5. saatinden sonra
sapmaktadir. Bu sapma ortamdaki monomerin azaldigini géstermektedir. Sekil 4.3b’de

ise  molekidl agirhginin ve polidispersitenin  %dénusime bagh olarak degisimi

verilmektedir. Molekil agirligi reaksiyonun baslangicinda yliksek degere ulasmis ve
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daha sonra azalmistir. RAFT polimerizasyonunda olmasi gereken lineer artis burada da
gozlenmemistir. Polidispersite degeri ise 1,2-1,5 araliginda bulunmaktadir. Reaksiyon
sirasinda kontrolli polimerizasyonun gerceklesmemis ve CTA3 ajani da bu sartlarda

¢alismamistir.

Sonraki denemede ise CTA4 kullanilarak OEGMA monomerinin RAFT polimerizasyonu
incelenmistir. [M]o/[CTA]o/[l]o orani yine 100/1/0,2 olarak alinmistir. Molekil agirligi ve
polidispersite analizi igin Sart 1’de ¢alisan GPC cihazi kullaniimistir. Sekil 4.4’te
reaksiyon c¢ozeltisinden saat basi alinan orneklerin ¢oktiirilmesiyle elde edilen

polimerlere ait GPC kromatogramlari verilmektedir.
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Sekil 4. 4 CTAA4 ile sentezlenen poli(OEGMA,7s)’ lerin kirilma indisi (a) ve 1sik sagilmasi
(b) dedektorlerinden alinan GPC kromatogramlari.

Sekil 4.4a’da verilen kirlma indisi  (RlI) dedektériinden alinmis  GPC
kromatogramlarindaki allkkonma hacmi 7,2-8,5 mL arasinda degisen pikler farkl
saatlerde c¢okturilmis poli(OEGMA,75) homopolimerlerine ait  piklerdir. Bu
dedektorden alinan sinyali polimerin konsantrasyonu ile iliskilidir ve tim polimerler
cihaza ayni konsantrasyonda verilmistir (her bir polimere ait pikin alani 1332
mVmL'dir). Reaksiyon siresi ilerledikce polimerin alikonma hacmi azalmakta yani
polimer zinciri blylmektedir. Sekil 4.4b’de ise ayni polimerlerin 1sik sagilimasi
dedektorinden alinmis GPC kromatogramlari bulunmaktadir. Bu dedektérden alinan
sinyal polimerin konsantrasyonu ve molekdl kiitlesi ile dogrudan iliskilidir. Her biri ayni
konsantrasyondaki polimerlerin pik alanlarinin reaksiyon ilerledik¢ce arttig yani

polimerlerin molekil kitlelerinin arttig1 sekilde gorilmektedir. Bu kromatogramlar
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kullanilarak elde edilen sonuclar ve reaksiyona ait kinetik veriler Sekil 4.5 ve Cizelge

4.1’de verilmektedir.
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Sekil 4. 5 a) CTA4 ile sentezlenen poli(OEGMA,75)'in zamana bagl olarak donlisimi ve
kinetigi. b) CTA4 ile sentezlenen poli(OEGMA,75)’in %donisime bagli olarak molekdil
agirhginda ve polidispersitesindeki degisim.

Sekil 4.5a’da goruldigu Gzere monomerin polimere donlsimi zamanla artmaktadir.
Ayrica polimerizasyon bir gecikmeden sonra baslamakta ve In([M]o/[M];) ile zaman
arasindaki lineer iliski reaksiyonun 6. saatinden sonra sapmaktadir. Monomerin
tikenmesinden 6tlirl bu sapma gerceklesmektedir. Sekil 4.5b’de ise molekil agirhiginin
ve polidispersitenin %donlisiime bagli olarak degisimi verilmektedir. Molekul agirhginin
monomer donlsimiyle birlikte lineer olarak arttigi sekilde gorilmektedir. Ancak,
reaksiyonun baslangicinda molekdl agirhgl ¢ok hizli artmistir. Polidispersite degeri ise
1,1-1,2 araliginda degismektedir. Sonuglar 1siginda CTA4 kullanildiginda RAFT

polimerizasyonunun gergeklestigini sdyleyebiliriz.

Sonraki asamada, [M]o/[CTA]o/[l]o oraninin OEGMA’nin RAFT polimerizasyonuna etkisi
incelenmistir. ilk olarak, reaksiyon baslangicindaki gecikme ve molekiil agirligindaki ani
artisi onlemek amaciyla [M]o/[CTA]o orani 100’de sabit tutulup farkli [CTA]o/[l]o
oranlarinda ([CTA]o/[1]0=2, 3, 5, 10) reaksiyon tekrarlanmistir. Sekil 4.6 ve Cizelge 4.1’de

bu reaksiyonlardan elde edilen sonuclar verilmektedir.
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Sekil 4. 6 CTA4 kullanilarak farkli [CTA]o/[l]o oranlarinda yapilan OEGMA,75’in RAFT

polimerizasyonunda zamana bagli olarak % monomer donisimd (a),
polimerizasyonunun kinetigi (b), sentezlenen poli(OEGMA,75)'in %donlisime bagl

olarak molekdl agirhg (c) ve polidispersite (d) degisimi.

[CTA]o/[1]o=10 oraninda yapilan reaksiyonda polimerizasyon gerceklesmemistir. Orani
duslrduikge yani kullanilan baslatici miktari arttikca monomer donlisimi ve molekdl

agirhklarinda artis oldugu sekil 4.6’da gorilmektedir. Ancak reaksiyonun gecikmeli

olarak baslamasi ve baslangicta ylksek molekil agirlikli polimerlerin olusmasinin

[CTA]o/[l]o oranina bagli olmadigi gosterilmistir. Bu konu ileride ayrintili olarak

tartisilacaktir.

[M]o/[CTA]o oraninin etkisini incelemek ve daha diisuk molekil agirlikh polimerler elde

etmek amaciyla [M]o/[CTA]o orani 50’ye distrilmustiir. Reaksiyon sonucu elde edilen

veriler Sekil 4.7 ve Cizelge 4.1’de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 7 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[110=50/1/0,2 oraninda sentezlenen poli(OEGMA,7s)’in,
a) zamana bagl olarak donlisimi ve kinetigi, b) %donlisime bagl olarak molekidil
agirhginda ve polidispersitesindeki degisim.

OEGMA,7s,

CTA4

ile

[M]o/[CTA]o/[110=50/1/0,2 oraninda

polimerlestirildiginde

reaksiyon gecikmeli olarak baslamis ve 4. saatten sonra polimerizasyonun sonlandigi

gorilmustir. Molekdl agirhgr da reaksiyon baslangicinda yiksek degerlere ulasmis ve

daha sonra az miktarda artmistir. Hedeflendigi gibi daha yiksek[M]o/[CTA]o oranlarina

kiyasla daha disiik molekil agirliklarina ulasilmistir. PDI degeri ise 1-1,1 arasinda

degismektedir. OEGMA’nin bu sartlarda da RAFT yontemiyle polimerlestirilebildigi

gosterilmistir.
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Cizelge 4. 1 OEGMA,75'in farkli [M]o/[CTA]o/[I]o ve RAFT ajani ile polimerizasyonu
sonucu elde edilen monomer dénisiimi, molekil agirligi ve polidispersite degerleri

RAFT  [MIo/ICTAlo/[llc Sure %Donisim®  Mnteoric Mngecc  PDI

Ajani (sa) (Da) (Da)
CTAl 100/1/0,25 1 * * 119300 2,26
2 * * 100900 1,90
3 * * 95700 1,97
4 * * 92600 2,06
5 * * 94300 2,01
6 * * 91600 2,06
24 * * 90900 2,12
CTA2 100/1/0,25 0,2 3,03 1719 * *
0,53 4,46 2399 * *
0,9 4,44 2390 57160 1,21
1,9 19,53 9558 53200 1,2
2,9 38,57 18599 50500 1,2
3,9 53,52 25701 53600 1,24
49 66,36 31799 58300 1,28
5,9 75,12 35959 59500 1,29
6,9 79,37 37979 59800 1,29
7,9 84,38 40359 63000 1,3
23,9 99,28 47439 63500 1,28
CTA3 100/1/0,2 1 33,81 16341 159400 1,27
2 45,85 22059 150000 1,33
3 50,48 242555 148300 1,34
4 60,68 29102 145800 1,37
5 66,79 32005 147000 1,38
6,25 64,23 30788 142200 1,39
24 91,59 43782 131800 1,48
CTA4 100/1/0,2 1 1,88 1172 * *
2 21,10 10303 22300 1,12
3 40,22 19384 30500 1,15
4 60,68 29101 42400 1,14
5 76,26 36500 46900 1,18
6 75,57 36172 50300 1,16
24 83,40 39895 50800 1,20
CTA4 100/1/0,2 1 4,25 2299 20500 1,09
2 21,35 10419 23600 1,13
3 40,93 19719 35100 1,16
4 71,58 34279 43100 1,18

1Polimerizasyon sonucunda olusan Urunler tartilarak hesaplanmistir.
2D('jn[j§(]m degerleri Formil 2.1’e yerlestirilerek hesaplanmistir.

Polimerizasyon sonucunda olusan Grlinler boyut eleme kromatografisiyle incelenerek hesaplanmistir.
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Cizelge 4. 1 OEGMA,75'in farkli [M]o/[CTA]o/[I]o ve RAFT ajani ile polimerizasyonu
sonucu elde edilen monomer donlsim, molekil agirligi ve polidispersite
degerleri (devam)

CTA4 100/1/0,33 1 6,86 3539 18800 1,08
2 39,24 18919 31900 1,13
3 54,61 26219 45100 1,14
4 77,21 36952 48100 1,15

CTA4 100/1/0,5 1 18,99 9299 24100 1,11
2 52,30 25119 43100 1,14
3 81,85 39159 52800 1,15
4 94,58 45205 57600 1,16

CTA4 50/1/0,2 1 0,45 385 * *
2 16,72 4250 20000 1,07
3 37,36 9152 21100 1,09
4 44,74 10904 24300 1,10
5 43,77 10674 22200 1,10
6 46,91 11420 24500 1,10
8 47,81 11633 24100 1,11

*Yeterli miktarda 6rnek olmadigindan bulunamamistir.

4.1.2 4-Vinilpiridinin RAFT Polimerizasyonu

4-VP’'nin  RAFT polimerizasyonunda, OEGMA icin kullanilan ayni RAFT ajanlari
kullanilarak her iki monomer icin de uygun RAFT ajani bulunmaya calisilmistir.
Oncelikle, %100 déniisimde molekil agirlig (Mn) 50 kDa olan polimer elde edebilmek
icin [M]o/[CTA]o orani (2.1) nolu formil kullanilarak 500 olarak belirlenmis ve tim

reaksiyonlar bu oran Gzerinden gerceklestirilmistir.

Poli(4-VP) orneklerinin GPC ile incelenmesinde POEGMA’larin incelenmesinde
kullanilandan farkli bir mobil faz kullaniimistir. Poli(4-VP)’lerin analizinde kullanilan
mobil faz 0,4 M NaCl iceren asetat tamponudur. GPC analizlerinde kullanilan TOSOH
G3000PWxl isimli kolonda poli(4-VP) gibi polikatyon 6zellikli polimerlerle ¢alisildiginda
her ne kadar tuzlu bir mobil fazla calisilsa da kolon dolgu malzemesi ve polimer
arasinda etkilesim olabilmekte ve sonuclarin dogrulugunu etkilemektedir. Molekiil
agirligl hesabini polimerin konsantrasyonundan bagimsiz hale getirmek ve bu sayede
daha dogru sonuclar elde edebilmek icin poli(4-VP) Orneklerinin diferansiyel

refraktometre ile dn/dc degeri 0,2516 olarak saptanmistir ve GPC cihazindaki molekiil
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agirlig hesabinda kullaniimistir. Elde edilen deger literatlre (dn/dcpeli2-vp)=0,25) yakin
bir degerdir [160].

Poli(4-VP)'nin RAFT ybdntemiyle sentezi i¢in yapilan ilk ¢alismada CTA1 kullanilarak
[M]o/[CTA]o/[1]0=500/1/0,25 oraninda polimerizasyon gerceklestirilmistir (Cizelge 4.2).
Sekil 4.8a’da goruldigu Uzere sireyle birlikte monomerin polimere déniisim orani
artmakta ancak In[M]o/[M]; ile siire arasinda lineer bir iliski bulunmamaktadir. Sart 3’te
galisan GPC cihazindan elde edilen molekiil agirhigi (Mn) degerleriyle olusturulan
donidsim-Mn grafigine (Sekil 4.8b) bakildiginda da aralarinda lineer bir iliski olmadigi
acitkca gorilmektedir. Ayrica polidispersite degerlerinin 1,4-1,5 arasinda degistigini ve
RAFT polimerizasyonunda bekledigimiz 1,2’nin altindaki degerlere ulagsmadigini
gormekteyiz. Bu sonuglarin isiginda  bu sartlarda CTA1 ajaniyla RAFT

polimerizasyonunun gerceklesmedigi anlasiimaktadir.
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Sekil 4. 8 CTA1 ile sentezlenen poli(4-VP)'nin, a) zamana bagli olarak donlisimi ve
kinetigi, b) %doniisime bagh olarak molekil agirliginda ve polidispersitesindeki
degisim.

CTA2 ile ayni sartlarda yapilan PVP polimerizasyonunun sonucunda elde edilen

polimerin veriminin ¢ok disik olmasindan dolayr GPC ile analizi yapilmamis ve

sonuclari verilmemistir.

Daha sonra CTA4 ile poli(4-VP)‘nin RAFT polimerizasyonu incelenmistir. [M]o/[CTAlo/[I]o
orani 500/1/0,4 olarak secilmistir. Sentezlenen poli(4-VP) homopolimerlerine ait

sonuclar Sekil 4.9 ve Cizelge 4.2’de verilmektedir.
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Sekil 4. 9 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[110=500/1/0,4 oraninda sentezlenen poli(4-VP)'nin, a)
zamana bagli olarak doniisiimi ve kinetigi, b) %ddnisiime bagli olarak molekiil
agirliginda ve polidispersitesindeki degisim.

Sekil 4.9'daki

sonuglar 1siginda bu oranda RAFT polimerizasyonunun olmadigi

gorilmektedir. Clinkii molekil agirliginda monomer donistimine bagl olarak bir artis

s6z konusu degildir. Ancak [M]o/[CTA]o/[1]o orani 200/1/0,5 olarak degistirilip reaksiyon

tekrarlandiginda molekdl agirhginin lineer olarak arttig1 goriilmastur (Sekil 4.10, Cizelge

4.2).
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Sekil 4. 10 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[110=200/1/0,5 oraninda sentezlenen poli(4-VP)'nin, a)
zamana bagl olarak donlistimi ve kinetigi, b) %dontsiime bagh olarak molekiil
agirliginda ve polidispersitesindeki degisim.

Sekil 4.10a’da goruldugu tzere In([M]o/[M];) ile reaksiyon siresiyle lineer olarak

artmaktadir. Ayrica poli(4-VP) polimerlerinin hem PDI degerleri 1,2’den kiicliktir hem

de molekil agirliklari monomer dontsimiyle lineer olarak artmaktadir (Sekil 4.10b).

Sonuc olarak, CTA4 kullanilarak RAFT polimerizasyonu ile kontrollii olarak poli(4-VP)

sentezlenmistir.
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Su ana kadar gosterilen sonuclar 1siginda hem OEGMA,7s'in hem de 4-VP’nin RAFT
polimerizasyonu i¢in uygun RAFT ajaninin CTA4 oldugu net sekilde ortaya konulmustur.
Her iki monomer de bu ajanla polimerlestirildiginde polidispersite degerleri 1’e yakin
ctkmis ve ayrica molekil agirliklari da dontisim degerleriyle lineer olarak artmistir.
Diger taraftan, uygun RAFT ajani disinda uygun calisma sartlari da belirlenmistir.
Calismanin sonraki asamasinda bu RAFT ajani ve c¢alisma sartlari kullanilarak diblok

kopolimer RAFT polimerizasyonuyla Uretilecektir.

Cizelge 4. 2 4-VP’nin farkh [M]o/[CTA]o/[1]o ve RAFT ajant ile polimerizasyonu sonucu
elde edilen monomer donlisim, molekdl agirligi ve polidispersite degerleri

RAFT  [M]o/[CTAlo/[llc  Sure %Déntsim®  Mnteoic  Mngpc PDI

Ajani (sa) (Da) (Da)
CTAl 500/1/0,25 1 27,50 14734 51100 1,40
2 49,48 26288 45000 1,43
3 60,32 31991 45800 1,41
4 75,64 40044 45000 1,46
5 84,02 44445 38700 1,51
6 94,77 50097 41300 1,51
CTA4 500/1/0,4 1 5,42 3128 * *
2 * *k * *
3 10,47 5783 8200 1,04
4 32,54 17385 8400 1,06
5 29,31 15687 7500 1,04
6 33,49 17884 8800 1,04
24 38,44 20486 9200 1,02
CTA4 200/1/0,5 1 21,56 4812 6100 1,05
2 42,70 9257 9350 1,07
3 48,16 10406 12650 1,08
4 77,48 16571 15200 1,09
5 82,66 17660 19000 1,10

*Yeterli miktarda 6rnek olmadigindan bulunamamustir.

! Polimerizasyon sonucunda olusan UrUnler tartilarak hesaplanmistir.
2 Donaslim degerleri Formil 2.1’e yerlestirilerek hesaplanmistir.

Polimerizasyon sonucunda olusan Urlinler boyut eleme kromatografisiyle incelenerek hesaplanmistir.
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4.2 Kopolimerlerin Sentezi ve Kismen Kuarternerlestirilmesi

Poli(OEGMA)-b-poli(4-VP) blok kopolimerlerinin RAFT polimerizasyonuyla sentezi igin
oncelikle OEGMA monomeri CTA4 ajaniyla polimerlestirilecektir. Ardindan,
poli(OEGMA) makroCTA olarak kullanilarak zincir ucundan 4-VP polimerlestirilerek
diblok kopolimer olusturulacaktir. ilk olarak OEGMA’nin polimerlestiriimesinin iki

amacl bulunmaktadir:

e OEGMA, metakrilat tirevi oldugu icin ikinci blok olarak kullanilirsa diblok

kopolimer olusmayabilecektir.

e Poli(OEGMA) blogu, diblok kopolimer suda c¢o6ziindiigiinde olusturacagi
misellerin kabugunda bulunacaktir. Bu sebeple, kullanilan RAFT ajaninin R
grubunda bulunan fonksiyonel grup (karboksilik asit) miselin disinda kalacaktir.

Bu da misel kabuguna hedefleyici molekillerin baglanmasina imkan verecektir.

Diblok kopolimer sentezi bu asamada iki farkh set halinde olusturulmus ve olusan
yapilarin farkh 6zelliklerinin anlasilmasi igin ayri ayri incelenmislerdir. Bu iki set

kopolimerleri su sekilde agiklayabiliriz:

e Set 1. Bu seride, oOncelikli amag¢ hedeflenen diblok kopolimerin
sentezlenebildigini gostermektir. Bu set kopolimerlerin sentezinin diger
amaclardan biri, ayni poli(OEGMA) zincir uzunluguna fakat farkh poli(4-VP)
zincir uzunluklarina sahip polimerlerin ¢ozelti igindeki davranislarinda meydana
gelen degisimin incelenmesidir. Diblok kopolimerlerin kuarternerlestirilmesiyle
olusan pozitif yikli kopolimerlerin ylksiz kopolimerlerle karsilastirilmali olarak

incelenmesi de bu set kopolimerlerin sentezinin diger bir amacidir.

e Set 2: Bu seri kopolimerlerin sentezinin o6ncelikli amaci farkh OEGMA
monomerleri kullanarak ayni molekil agirliginda poli(OEGMA) blogu iceren ve
ayni molekil agirligina sahip blok kopolimerler sentezleyerek OEGMA
monomerinin sahip oldugu etilen glikol zincirlerinin uzunlugunun olusan yapiya
etkisini incelemektir. Ayrica, sentezlenen kopolimerlerin sicakliga duyarli olup

olmadiklarinin arastirilmasi da bu set kopolimerlerin sentezinin bir amacidir.
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iki set halinde hazirlanan kopolimerlerin birbirleriyle karismamasi icin ilerleyen

bolimlerde Set 1 kopolimerleri S1-Ox-V olarak ve Set 2 kopolimerleri de S2-Ox-V olarak

adlandirilacaklardir.

4.2.1 Set 1 Kopolimerlerin Sentezi

Bu set kopolimerlerin sentezine OEGMA,475 monomerinin CTA4 kullanilarak RAFT
polimerizasyonuyla  baslanmistir.  [M]o/[CTAlo/[110=75/1/0,2 orani  kullanilarak
poli(OEGMA,75) homopolimerinin  sentezi gergeklestirilmistir. RAFT yontemi ile
gerceklesen polimerizasyon reaksiyonuna ait kinetik ve molekdil agirhg grafikleri Sekil

4.11 ve Cizelge 4.3'te gosterilmektedir.
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Sekil 4. 11 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[110=75/1/0,2 oraninda sentezlenen poli(OEGMA,75)’in,
a) zamana bagl olarak donlisim ve kinetigi, b) %donlisime bagl olarak molekdil
agirliginda ve polidispersitesindeki degisim.

Donisim (%)

Sekil 4.11a’da reaksiyon kinetiginin 1. dereceden ilerledigi ve molekidl agirliklarinin
donltsimle beraber lineer olarak arttigi (Sekil 4.11b) gorilmektedir. Ayrica
polidispersite degerleri de 1,15-1,23 arasinda (Sekil 4.11b) degismektedir. Bu bilgiler
isiginda reaksiyonun RAFT polimerizasyonuyla kontrolli olarak gerceklestigi
soylenebilmektedir. Ancak sonuclara bakildiginda, onceki OEGMA,75
polimerizasyonlarinda oldugu gibi, molekil agirliginin reaksiyon baslangicinda yiiksek

degerlere ulastigl ve reaksiyonun gecikmeli olarak basladigi gorilmektedir.
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Sekil 4. 12 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[11o0=75/1/0,2 oraninda sentezlenen
poli(OEGMA,7s)’lerin GPC analizlerinden elde edilen farkh dedektorlere ait
kromatogramlari. a) Kirilma indisi kromatogramlari, b) 1sik sagilmasi kromatogramlari.

5 6

Sekil 4.12’"de CTA4 ile [M]o/[CTA]¢/[11o=75/1/0,2 oraninda sentezlenen
poli(OEGMA,7s) lerin Sart 1’de calisan GPC cihazindan alinan kromatogramlari
verilmektedir. Kirilma indisi (Rl) dedektoriinden alinmis GPC kromatogramlarindaki
alikonma hacmi 7,5-8,0 mL arasinda degisen pikler farkli saatlerde ¢oktlirlilmis ve
cihaza esit konsantrasyonda verilmis poli(OEGMA,75) homopolimerlerine ait piklerdir.
Reaksiyon siresi ilerledikce polimerin alikonma hacmi azalmakta yani polimer zinciri
blylmektedir. Sekil 4.12b’de ise ayni polimerlerin isik sa¢ilmasi dedektoriinden alinmis
GPC kromatogramlari bulunmaktadir. Her biri ayni konsantrasyondaki polimerlerin pik
alanlarinin reaksiyon ilerledikce net bir sekilde arttigi yani polimerlerin molekdil
kitlelerinin arttig1 sekilde goriilmektedir. Bu kromatogramlardan elde edilen molekiil

agirhgr ve molekil agirligi dagilimi degerleri kullanilarak Sekil 4.11b olusturulmustur.
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Cizelge 4. 3 OEGMA,7s'in RAFT polimerizasyonu sonucu elde edilen monomer
donisimdi, molekil agirhgi ve polidispersite degerleri

RAFT  [M]o/[CTAlo/[llc  Sure  %Doénusim®  Mnreoric>  Mngec  PDI

Ajani (sa) (Da) (Da)

CTA4 75/1/0,2 1 0,76 549 17050 1,21
2 16,38 6114 19550 1,15
3 37,39 13599 26800 1,18
4 50,23 18173 29500 1,20
5 62,11 22405 32850 1,23
6 70,44 25373 38750 1,19

CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[1]o0=75/1/0,2 oraninda sentezlenen poli(OEGMA,;s) lerden 2.

saatte coktlirtlen polimer (Mn=19548 Da) makroCTA olarak secilmistir ve sonraki

asamada bu polimer zincirinin ucundan poli(4-VP) zinciri uzatilmistir. Daha sonraki

bolimlerde karisikliga sebep olmamak igin bu polimere makroCTA1 adi verilmistir.

MakroCTALl’e ait IR ve H-NMR spektrumlari sirasiyla

verilmektedir.
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145235139140

124665
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Sekil
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Sekil 4. 13 MakroCTA1’e ait FTIR spektrumu
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1 . . e
Polimerizasyon sonucunda olusan Urtnler tartilarak hesaplanmistir.

2 Donaslim degerleri Formil 2.1’e yerlestirilerek hesaplanmistir.
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Polimerizasyon sonucunda olusan Urlinler boyut eleme kromatografisiyle incelenerek hesaplanmistir.
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Sekil 4. 14 MakroCTA1’e ait *H NMR spektrumu

MakroCTA1’e ait FTIR spektrumu (Sekil 4.13) incelendiginde 1727,59 cm™de ¢ikan
keskin bant polimerdeki C=0 grubuna, 2866,77 cm ™ deki bant -CH,- ve -CH; gruplarina
ve 1095,00 cm ™ de cikan bant C-O-C grubuna aittir. "H-NMR spektrumunda (Sekil 4.14)
ise 3,54 ve 3,22 ppm’de sirasiyla polimerin yan zincirindeki PEG zincirlerindeki metilen
protonlarina (-O-CH,-CH,-) (a) ve metil protonlarina (-O-CH3) (b) aittir. 4,02 ppm’de
¢ikan pik ise PEG zincirinin metakrilattaki -COO- grubuyla baglandig1 yerdeki metilen
protonlarina aittir. Polimerin ana zincirindeki metilen protonlari 1,78 ppm’de ve
metakrilata ait metil protonlari ise 0,75-0,92 ppm araliginda ¢ikmistir. 4,7 ppm’deki pik
D,Q’ya aittir.

MakroCTA1’in vyapisi ispatlandiktan sonra diblok kopolimerin ikinci blogu
olusturulmaya baslanmistir. Bu amacgla makroCTA1 RAFT ajani olarak kullaniimis ve
[M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0,5 oraninda 4-VP polimerlestirilmistir. Polimerizasyon
sonucunda elde edilen kopolimerlere ait kinetik veriler ve molekil agirhg degerleri

Sekil 4.15’te verilmektedir.
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Sekil 4. 15 MakroCTA1 ile [M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0,5 oraninda 4-VP’nin
polimerlestirilmesiyle sentezlenen poli(OEGMA,7s5)-b-poli(4-VP)'nin a) Zamana bagli
olarak monomer donlisimu ve kinetigi, b) %Donlisime bagl olarak molekul agirliginda
ve polidispersitesindeki degisim.

Sekil 4.15a’da goruldigi UGzere 4-VP monomerinin  makroCTA1 kullanilarak
gerceklestirilen RAFT polimerizasyonunda monomer donisiimi lineer olarak artmakta
ve reaksiyon kinetigi 1. dereceden ilerlemektedir. Ancak polimerizasyon veriminin (en
fazla %9 civarinda) ¢ok dusiik oldugu gorilmektedir. Sekil 4.15b’de ise molekiil
agirliginin monomer dontisiimiyle beraber arttigi ve polidispersite degerlerinin 1,2’den
kiictik oldugu gorulmektedir. Sekil 4.16’da ise bu kopolimerlerin ve makroCTA1’in Sart
4'te calisan GPC cihazindan alinan kromatogramlari verilmektedir. Kirilma indisi
kromatogramlarinda kopolimerlerin piklerinin makroCTAl’den daha erken c¢iktigi
gorilmektedir. Ayrica stk sacilmasi kromatogramlarinda da kopolimerlerin pik

alanlarinin reaksiyon stiresiyle beraber net bir sekilde arttigi gériilmektedir.

92



600 T T T T T 126 T
—— MakroCTA1 —— MakroCTA1
580 —— Saat 2 1 — Saat 2
Saat 4 Saat 4
560 —— Saat 6 E E 123 —— Saat 6
S 3
Es40] I
= <
x o
520 1 120
500 d
\ a
= 1174 , : : : :
B S S S s 6 7 & 9
Alikonma Hacmi (mL) Alikonma Hacmi (mL)

Sekil 4. 16 MakroCTA1 ile [M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0,5 oraninda 4-VP’nin
polimerlestirilmesiyle sentezlenen poli(OEGMA,7s5)-b-poli(4-VP)’lerin GPC
analizlerinden elde edilen farkli dedektorlere ait kromatogramlari. a) Kirilma indisi
kromatogramlari, b) isik sa¢ilmasi kromatogramlari.

Daha sonraki bolimlerde karisikhga sebep olmamak icin sentezlenen blok
kopolimerlere ait veriler Cizelge 4.4’te gosterilmekte ve her bir kopolimer
adlandiriimaktadir. Yapilan reaksiyon sonucunda ayni poli(OEGMA,7s) bloguna sahip
ancak poli(4-VP) zincir uzunluklari birbirlerinden farkh Ug¢ farkli kopolimer elde
edilmistir.

Cizelge 4. 4 MakroCTA1 ile [M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0,5 oraninda 4-VP’'nin
polimerlestirilmesiyle sentezlenen poli(OEGMA,75)-b-poli(4-VP) kopolimerleri

Reaksiyon

Polimerin Adi ve Kodu . Mn (Da) PDI
Suresi (sa)

Poli(OEGMA,75) (MakroCTA1) 0 19550 1,15
Poli(OEGMA475)-b-poli(4-VP) (S1-0475-V1) 2 26100 1,04
Poli(OEGMA475)-b-poli(4-VP) (S1-0475-V2) 4 28400 1,07
Poli(OEGMA475)-b-poli(4-VP) (S1-0475-V3) 6 30000 1,08

Kopolimerlerin kimyasal yapilarini dogrulamak igin S1-O475-V3 kopolimeri FTIR ve 'H-
NMR spektroskopi yontemleriyle incelenmistir. S1-O475-V3 kopolimerine ait FTIR
spektrumunda (Sekil 4.17) makroCTA1’den farkli olarak 1596,88 cm™de ve 3019,05
cm ™ de cikan bantlar sirasiyla piridin halkasina (halka gerilmesi) ve piridin halkasindaki

=C-H gruplarina aittir.
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Sekil 4. 17 S1-0475-V3 kopolimerine ait FTIR spektrumu

$1-0475-V3 kopolimerinin *H NMR spektrumunda (Sekil 4.18) ise makroCTA1’den farkli
olarak 8,10 ve 6,57 ppm’de cikan pikler sirasiyla piridin halkasindaki “g” ve “f”
protonlarina aittir. Poli(4-VP) blogunun ana zincirindeki -CH,- ve -CH- protonlari ise 1,5-

2 ppm arahginda ¢ikmistir.
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Sekil 4. 18 S1-0475-V3 kopolimerinin 'H-NMR spektrumu
Bu sonuglar 1siginda RAFT polimerizasyonu ile kontrolli olarak blok kopolimer tretildigi

anlasiimaktadir.

Cizelge 4. 5 S1-0475-V1 ve S1-0475-V3 kopolimerlerinin kuarternerlesme dereceleri

Kuarternerlesme Kuarternerlesme

Polimer Siresi (sa) Derecesi
S51-0475-V1 =» Q14- S1-0475-V1 14 %75
S51-0475-V1 = Q21- S1-0475-V1 21 %77
$1-0475-V3 = Q14- S1-0475-V3 14 %83
51-0475-V3 = Q21- S1-0475-V3 21 %88

Kopolimer sentezinin sonraki asamasinda S1-0475-V1 ve S1-0475-V3 kopolimerleri metil-
6-bromohekzanoat kullanilarak 14 ve 21 saat sliren reaksiyonlar sonucunda degisen
oranlarda kismen kuarternerlestirilmistir. Elde edilen kopolimerlerin kuarternerlesme
dereceleri ise Sekil 4.19'da verilen IR spektrumlarindaki 1600 ve 1640 cm™de cikan

bantlarin siddetleri oranlanarak bulunmustur (Cizelge 4.5).

Sekil 4.19'daki spektrumlar incelendiginde S1-0475-V3 kopolimerinin spektrumundan
farkli olarak yaklasik 1640 cm™de yeni bir bantin ortaya ciktigi piridin halkasina ait olan
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1600 cm " deki bantin ise siddetinin azaldig1 gérilmektedir. 1640 cm™de cikan bu bant

kuarternerlestirilmis piridin halkasina aittir. Spektrumlar

analiz edildiginde bulunan

kuarternerlesme dereceleri Cizelge 4.5'te verilmistir.
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Sekll 4,19 Q14-51-O475'V1 (a), Q21-Sl-0475-V1 (b), Q14-51-O475-V3 (C) ve Q21'51-0475-
V3 (d) kopolimerlerinin FTIR spektrumlari

Sekil 4.20'de Q21-51-O475-V3 kopolimerinin *H-NMR spektrumu gériilmektedir.

Spektrumda S1-O475-V3 kopolimerinin *H NMR spektrumundan farkli olarak 8,47 ve
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7,48 ppm’de ¢ikan pikler sirasiyla “k” ve

axn
J

protonlarina yani kuarterner piridin

IIIlI

halkasina aittir. Ayrica 4,32 ppm’de pik veren protonlari ise kuarterner amin
atomuna bagh -CH,- protonlarina aittir. Kuarternerlesmede kullanilan metil-6-

bromohekzanoatta ester grubundaki -CHs protonlari ise 3,63 ppm’de pik vermistir.
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Sekil 4. 20 Q21-51-0475-V3 kopolimerinin 'H-NMR spektrumu

4.2.1 Set 2 Kopolimerlerin Sentezi

Set 2 kopolimerleri OEGMA monomerinde bulunan oligo(etilen glikol) zincirinin
uzunlugunun olusan kopolimerin  6zelliklerine etkisini incelemek amaciyla
sentezlenmistir. Bu sebeple 3 farkh poli(OEGMA) polimeri makroCTA olarak

Uretilmistir.

Bu set kopolimerlerin {retimi icin ilk olarak OEGMAgso monomeri CTA4 RAFT ajani ile
[M]o/[CTA]o/[1]0=75/1/0.2 oraninda 0,5 M monomer konsantrasyonu kullanilarak
polimerlestirilmistir (Cizelge 4.6). Monomer donlisiimi ve polimerizasyon kinetigi Sekil
4.21a’da verilmektedir. Monomer donlsimiiniin zamanla arttigi ve In([M]o/[M];)
degerinin sireyle beraber lineer olarak arttigi sekilde goriilmektedir. Ancak monomer
donistimi yiksek degerlere ulasamamistir. Bunun sebebi olarak monomerdeki uzun

etilen glikol zincirinden kaynakh sterik engelleme veya poli(OEGMAgso) nin yiksek
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viskozitesi olabilir. Sekil 4.21b’de ise molekul agirhiginin monomer doénisimuyle

beraber lineer artisi gorilmektedir. PDI degerleri de, son 6rnek harig, 1,3’Un altinda

bulunmaktadir.
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Sekil 4. 21 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[110=75/1/0,2 oraninda sentezlenen poli(OEGMAgso)’in,
a) zamana bagl olarak donlisimi ve kinetigi, b) %donlisime bagl olarak molekil
agirhginda ve polidispersitesindeki degisim.

Poli(OEGMAGgsp)' nin RAFT polimerizasyonu sirasinda saat basi alinan orneklere ait GPC

kromatogramlari Sekil 4.22’de verilmektedir. Tim O6rnekler Sart 2’de calisan GPC

cihaziyla analiz edilmistir.
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Sekil 4. 22 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[110=75/1/0,2 oraninda sentezlenen poli(OEGMAgso)’in
GPC analizlerinden elde edilen farkh dedektorlere ait kromatogramlari. a) Kirilma indisi
kromatogramlari, b) 1sik sacilmasi kromatogramlari.

GPC kromatogramlari incelendiginde reaksiyon siresi ilerledikce elde edilen
polimerlerin daha erken ciktiklari gorilmektedir. Ayrica isik sacilmasi dedektoriinde de

reaksiyon ilerledikge elde edilen polimerlerin pik alanlari artmaktadir. Ancak tim
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kromatogramlarda kuyruklanma go6zlenmektedir. Bunun sebebi olarak polimerin

yuksek viskozitesi veya kolona tutunma duslintilmektedir.

Cizelge 4. 6 OEGMAGgsg’ nin RAFT polimerizasyonu sonucu elde edilen monomer
donisimdi, molekil agirhgi ve polidispersite degerleri

RAFT  [M]o/[CTAlo/[lle Sire  %Donisim'  Mnreori®  Mngec  PDI

Ajani (sa) (Da) (Da)

CTA4 75/1/0,2 1 5,92 4497 17000 1,23
2 13,92 10197 25900 1,20
3 22,30 16167 36900 1,26
4 31,07 22416 42550 1,29
5 34,26 24689 44650 1,34

Sonuclar 1siginda  OEGMAgso’'nin - RAFT polimerizasyonuyla basarili  bir sekilde

sentezlendigi soylenebilir. Bu polimerlerden birinci saatte ¢oken ve molekil agirhg

Mn=17 kDa olan polimer, kopolimer sentezinde kullanilmak tzere makroCTA2 olarak

belirlenmistir. MakroCTA2'nin *H-NMR spektrumu Sekil 4.23'te verilmektedir.
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Sekil 4. 23 MakroCTA2’nin (poli(OEGMAgsg), Mn=17 kDa) *H-NMR spektrumu

! Polimerizasyon sonucunda olusan Urtnler tartilarak hesaplanmistir.
2 Donaslim degerleri Formil 2.1’e yerlestirilerek hesaplanmistir.

Polimerizasyon sonucunda olusan Urlinler boyut eleme kromatografisiyle incelenerek hesaplanmistir.
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MakroCTA2’nin 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.23) 3,66 ve 3,39 ppm’de cikan pikler
siraslyla polimerin yan zincirindeki PEG zincirlerindeki metilen protonlarina (-O-CH,-
CH,-) (a) ve metil protonlarina (-O-CHs) (b) aittir. 4,09 ppm’de cikan pik ise PEG
zincirinin metakrilattaki -COO- grubuyla baglandigi yerdeki metilen protonlarina aittir.
Polimerin ana zincirindeki metilen protonlari 2,64 ppm’de ve metakrilata ait metil

protonlariise 0,84-0,89 ppm araliginda ¢ikmistir. 7,28 ppm’deki pik CDCl5’e aittir.

Poli(OEGMAgso) polimerinin zincir ucundan ikinci blogu uzatmak i¢cin makroCTA2 olarak
kullanilarak ~ [M]o/[CTAlo/[1]0=200/1/0.2 oraninda ve 1,5 M  monomer
konsantrasyonunda 4-VP RAFT vyontemiyle polimerlestiriimistir. 6 saat siren
reaksiyonda 3. ve 6. saatlerde alinan ornekler ¢oktirilerek Sart 2’de calisan GPC ile

incelenmistir. Sekil 4.24’te alinan kromatogramlar verilmektedir.
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Sekil 4. 24 MakroCTA2 ile [M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0,5 oraninda 4-VP’nin
polimerlestirilmesiyle sentezlenen poli(OEGMAgsg)-b-poli(4-VP)’lerin GPC
analizlerinden elde edilen farkli dedektorlere ait kromatogramlari. a) Kirilma indisi
kromatogramlari, b) isik sa¢ilmasi kromatogramlari.

Kirllma indisi kromatogramlarinda kopolimerlerin piklerinin makroCTA2’den az da olsa
daha erken c¢iktigi gorilmektedir. Ayrica 1sik sacilmasi kromatogramlarinda da
kopolimerlerin pik alanlarinin reaksiyon siresiyle beraber arttigi gorilmektedir. Isik
sacllmasi dedektoriinde kopolimerlere ait kromatogramlarin kuyruklanma yaptigi
gozlenmektedir. Poli(4-VP), GPC'nin bu sartlarda mobil fazi olan THFte
¢Oziinmemektedir. Bu sebeple kopolimerin yapisindaki poli(4-VP) blogu kolonla
etkilesimi arttirdigi icin kuyruklanma olusmaktadir. Bu kromatogramlardan alinan

sonuclara gore 3. saatte ¢oktiirtilen kopolimerin Mn degeri 30 kDa (PDI=1,124) ve 6.
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saatte ¢oktirilen kopolimerin Mn degeri ise 46 kDa’dir (PDI=1,169). Molekil agirhg
reaksiyon siliresiyle beraber artmakta ve PDI degerleri de 1,2’nin altinda
bulunmaktadir. Sekil 4.28'de ise 6. saatte ¢oktiriilen kopolimerin *H-NMR spektrumu
bulunmaktadir. Kopolimerin *H-NMR spektrumunda (Sekil 4.25) makroCTA2’den farkli
olarak 8,34 ve 6,39 ppm’de cikan pikler sirasiyla piridin halkasindaki “i” ve “h”

protonlarina aittir. Poli(4-VP) blogunun ana zincirindeki -CH,- ve -CH- protonlari ise 1,4-

1,7 ppm arahginda gikmistir.
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Sekil 4. 25 Polimerizasyonun 6. Saatinde ¢oktiriilen poli(OEGMAgs0)-b-poli(4-VP)
kopolimerinin *H-NMR spektrumu

Poli(OEGMAgsp)’den sonra poli(OEGMA,;5) de Set 2 kopolimerlerinin Gretimi igin
kullanilan diger polimerdir. Set 1 kopolimerlerinin Gretiminde kullanilan makroCTA1’le
ayni sartlarda RAFT polimerizasyonu gerceklestirilmistir. Sekil 4.26 ve Cizelge 4.7'de

reaksiyon kinetigi, molekil agirligi ve PDI degerleri verilmektedir.
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Sekil 4. 26 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[110=75/1/0,2 oraninda sentezlenen poli(OEGMA,75)’in,
a) zamana baglh olarak donlisimu ve kinetigi, b) %doniisime baglh olarak molekiil
agirliginda ve polidispersitesindeki degisim.

MakroCTA1 sentezinde oldugu gibi burada da reaksiyon kinetiginin 1. Dereceden
ilerledigi gorilmektedir. Molekil agirhgr da donlsimle beraber lineer olarak

artmaktadir. PDI degerleri de 1,2’den kiguk ¢ikmistir. Bu polimerlere ait Sart 2’de

calisan GPC cihazindan alinan kromatogramlar Sekil 4.27’de verilmistir.
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Sekil 4. 27 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[110=75/1/0,2 oraninda sentezlenen poli(OEGMA,75)’in
GPC analizlerinden elde edilen farkl dedektorlere ait kromatogramlari. a) Kirllma indisi
kromatogramlari, b) 1sik sacilmasi kromatogramlari.

GPC kromatogramlari incelendiginde reaksiyon siresi ilerledikce elde edilen
polimerlerin daha erken ciktiklari ve 1sik sacilmasi dedektériinde de pik alanlarinin
arttig1 gortulmektedir. Sonuclar i1siginda OEGMA,75’in RAFT polimerizasyonuyla basarih
bir sekilde sentezlendigi soylenebilir. Bu polimerlerden ikinci saatte ¢oken ve molekiil
agirligi Mn=17,2 kDa olan polimer, kopolimer sentezinde kullanilmak (izere makroCTA3

olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4. 7 OEGMA,75'in RAFT polimerizasyonu sonucu elde edilen monomer
donisimdi, molekil agirhgi ve polidispersite degerleri

RAFT  [M]o/[CTAlo/[Ilo Sure  %Donlsim'  Mnreoic” Mngpe  PDI

Ajani (sa) (Da) (Da)

CTA4 75/1/0,2 1 8,53 3317 10500 1,21
2 21,17 7820 17200 1,14
3 48,54 17571 28600 1,14
4 66,23 23873 35200 1,17
5 77,51 27891 44650 1,16

MakroCTA3’nin *H-NMR spektrumu Sekil 4.28'de verilmektedir. MakroCTA3’iin NMR
spektrumu, ayni ¢Ozlici icinde NMR spektrumlari alindigindan, makroCTA2 nin
spektrumuna benzemektedir. Ana zincirdeki —CH,-‘ye ait olan pik 2,26 ppm’de
citkmistir. Ayni gruba ait pik makroCTA2’nin spektrumunda ise 2,64 ppm’de gikmistir.
Bunun sebebi olarak poli(OEGMAgso) zincirinde daha az sayida metakrilat birimi
oldugundan RAFT ajanindaki gli¢li elektron gekici grup olan siyano grubundan daha
fazla etkilenmislerdir ve yliksek ppm’de pik alinmistir. Ayrica her iki homopolimerin de
sahip olduklari etilen glikol birimlerinin sayisi ve metakrilat birimlerinin sayisi farkh

oldugundan pik alanlari farkli gikmigtir.

! Polimerizasyon sonucunda olusan Urtnler tartilarak hesaplanmistir.
2 Doniaslim degerleri Formiil 2.1e yerlestirilerek hesaplanmustir.

Polimerizasyon sonucunda olusan Urlinler boyut eleme kromatografisiyle incelenerek hesaplanmistir.
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Sekil 4. 28 MakroCTA3’{in (poli(OEGMA,75), Mn=17,2 kDa) '"H-NMR spektrumu

Poli(OEGMA,7s5) polimerinin zincir ucundan ikinci blogu uzatmak icin MakroCTA3 olarak
kullanilarak yine [M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0.2 oraninda ve 1,5 M monomer
konsantrasyonunda 4-VP RAFT vyontemiyle polimerlestiriimistir. 6 saat slren
reaksiyonda 3. ve 6. saatlerde alinan ornekler ¢oktirilerek Sart 2’de calisan GPC ile

incelenmistir. Sekil 4.29’da bu kopolimerlere ait kromatogramlar verilmektedir.
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Sekil 4. 29 MakroCTA3 ile [M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0,5 oraninda 4-VP’nin
polimerlestirilmesiyle sentezlenen poli(OEGMA,475)-b-poli(4-VP)'lerin GPC
analizlerinden elde edilen farkli dedektoérlere ait kromatogramlari. a) Kirilma indisi
kromatogramlari, b) 1sik sacilmasi kromatogramlari.
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Kirllma indisi kromatogramlarinda kopolimerlerin piklerinin makroCTA3’ten daha erken
ciktigr gorilmektedir. Ayrica isik sagilmasi kromatogramlarinda da kopolimerlerin pik
alanlarinin  reaksiyon siresiyle beraber arttigi gorilmektedir. Isik sagiimasi
dedektoriinde makroCTA2’den (retilen kopolimerlerde oldugu gibi (Sekil 4.24)
kromatogramlarin kuyruklanma yaptigi gézlenmektedir. Bu kromatogramlardan alinan
sonuglara gore 3. saatte ¢oktirilen kopolimerin Mn degeri 28,7 kDa (PDI=1,082) ve 6.
saatte ¢okturilen kopolimerin Mn degeri ise 38,2 kDa’dir (PDI=1,088). Molekil agirlig
reaksiyon siresiyle beraber artmakta ve PDI degerleri de 1,2’nin altinda

bulunmaktadir.

Sekil 4.30’da 6. saatte coktirilen kopolimerin *H-NMR spektrumu bulunmaktadir.
MakroCTA3’lin spektrumundan farkli olarak poli(4-VP) bloguna ait pikler 8,35 ppm,
6,39 ppm ve 1,45 ppm’de net olarak gortilmektedir.
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Sekil 4. 30 Polimerizasyonun 6. saatinde ¢oktirilen poli(OEGMA,75)-b-poli(4-VP)
kopolimerinin *H-NMR spektrumu

Bu set kopolimerlerde tciincl bir makroCTA’dan daha kopolimerler Uretilmistir. Ancak
bu sefer makroCTA homopolimer olarak degil, farkli uzunlukta etilen glikol zincir
uzunluklarina sahip OEGMA monomerlerinin bir rasgele kopolimeri olarak

sentezlenmistir. Bu amacla molce %8 OEGMA,7;5 ve %92 DEGMA iceren monomer
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karisimi CTA4 ile  [M]o/[CTAlo/[1]0=150/1/0,2 oraninda polimerlestirilmistir.
Monomerlerin 92-8 oraninda karistirilmasinin sebebi ise olusan kopolimerin sicakliga
duyarli ve LCST degerinin yaklasik 37°C olmasini saglamasidir. Monomerlerin orani
degistirilerek polimerin LCST degeri degistirilebilmekte ve monomer orani ile LCST
degeri arasinda lineer bir iliski bulunmaktadir [161]. Diger bir husus ise, reaksiyon
baslangicindaki monomer oraniyla olusan polimer icindeki monomer orani yaklasik
aynidir. Clinkl her iki monomerin de aktif gruplari aynidir. OEGMA,75 ve DEGMA’nIn
RAFT polimerizasyonu sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.31 ve Cizelge 4.8’de

verilmektedir.
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Sekil 4. 31 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[1]o0=150/1/0,2 oraninda sentezlenen poli(DEGMA-
OEGMA,75)’in GPC analizlerinden elde edilen farkl dedektérlere ait kromatogramlari.
a) Kirllma indisi kromatogramlari, b) 1sik sacilmasi kromatogramlari.

Sekil 4.31a incelendiginde yine 1. dereceden reaksiyon kinetigiyle reaksiyonun ilerledigi
gorilmektedir. Ayrica reaksiyon yine gecikmeli olarak baslamistir. Sekil 4.34b’de ise
molekil agirliginin donlisimle beraber lineer olarak arttigi ve polidispersitenin de
reaksiyon ilerledikce azaldigi gorilmektedir. Reaksiyon baslangicinda yine yiksek
molekil agirhgina ulasilmis ve daha sonra lineer olarak artmistir. Reaksiyonun 2.
Saatinde ¢oktlrilen polimer makroCTA4 olarak belirlenmistir. MakroCTA4’Gin molekiil

agirhigi Mn=19 kDa iken PDI degeri de 1,24tlir.

GPC kromatogramlari (Sekil 4.32) incelendiginde reaksiyon siresi ilerledikce, elde
edilen polimerlerin daha erken ciktiklari ve isik sacilmasi dedektoriinde de pik

alanlarinin arttig1 gorilmektedir.
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Sekil 4. 32 CTA4 ile [M]o/[CTA]o/[110=150/1/0,2 oraninda sentezlenen poli(DEGMA-
OEGMA,75)’in GPC analizlerinden elde edilen farkl dedektérlere ait kromatogramlari.
a) Kirllma indisi kromatogramlari, b) i1sik sagilmasi kromatogramlari.

Cizelge 4. 8 DEGMA-OEGMA,7s’in RAFT polimerizasyonu sonucu elde edilen monomer
doénisimdi, molekil agirhgr ve polidispersite degerleri

RAFT  [M]o/[CTAlo/[lle Sure  %Donisim'  Mnreori®  Mngec  PDI

Ajani (sa) (Da) (Da)

CTA4 150/1/0,2 1 10,63 3643 8400 1,31
2 23,16 7609 19100 1,24
3 46,84 15103 25400 1,10
4 58,90 18920 29150 1,12
5 70,19 22494 33050 1,13
6 76,07 24355 37600 1,11

MakroCTA4 'H-NMR spektroskopisiyle incelendiginde elde edilen spektrum Sekil
4.33’te verilmektedir. Onceki makroCTA’lara benzer bir spektrum alinmistir. Polimerin
ana zincirindeki —CH,-‘lere ait pikin daha disik ppm degerine kaydigi (1.88 ppm) ve
daha genis bir alana sahip oldugu goézlenmektedir. Set 2 polimer serisinde tim
makroCTA’larin molekil agirhklari yaklasik ayni fakat yan zincirlerindeki etilen glikol
zincir uzunluklar farkh oldugu icin her bir makroCTA’nin polimerlesme derecesi
farklidir. Bunlarin icinde en yiksek polimerlesme derecesine makroCTA4 sahiptir ve bu

sebeple de 1,88 ppm’de cikan ana zincirdeki metilene ait pik en ylksek alana sahiptir.

! Polimerizasyon sonucunda olusan Urtnler tartilarak hesaplanmistir.
2 Donisiim degerleri Formiil 2.1’e yerlestirilerek hesaplanmistir.

Polimerizasyon sonucunda olusan Urlinler boyut eleme kromatografisiyle incelenerek hesaplanmistir.
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Ayrica 3,67 ppm’de gikan ve yan zincirin tekrarlayan etilen glikol birimlerinde bulunan
—CH,-'ye ait pikin de diger makroCTA’lara kiyasla daha dislik alana sahip oldugu
gorilmektedir. Bunun sebebi de bu polimerde diger makroCTA’lardan daha az sayida
etilen glikol biriminin olmasidir. Polimerin yan zincirinin en ucunda bulunan —CHs’e ait
pikin alani da diger makroCTA’lardan daha fazladir, ¢linkii polimer zincirinde daha fazla

saylda monomer ve dolayisiyla daha fazla sayida —CHs grubu bulunmaktadir.
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Sekil 4. 33 MakroCTA4’(in (poli(DEGMA-OEGMA,75), Mn=19 kDa) '"H-NMR spektrumu
Tim makroCTA’larin yaklasik ayni molekil agirhginda oldugunu géz 6niinde tutarak her
birinin NMR spektrumu birbiriyle karsilastirilirsa; kullanilan monomerin yan zinciri
uzadikca spektrumda etilen glikol birimlerine ait piklerin siddetlerinin arttigi ancak
metakrilat grubu ve —CHs grubuna ait piklerin siddetlerinin azaldig1 goriilmektedir. Bu

durum beklenen yapilarin olustugunu goéstermektedir.

Sonraki asamada poli(DEGMA-OEGMA,75) polimeri makroCTA4 olarak kullanilarak
[M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0.2 oraninda ve 1,5 M monomer konsantrasyonunda 4-VP RAFT
yontemiyle polimerlestirilmistir. 6 saat siren reaksiyonda 3. ve 6. saatlerde alinan
ornekler coktirilerek Sart 2’de calisan GPC ile incelenmistir. Sekil 4.34’te alinan
kromatogramlar gosterilmektedir.
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Sekil 4. 34 MakroCTA4 ile [M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0,5 oraninda 4-VP’nin
polimerlestirilmesiyle sentezlenen poli(DEGMA-OEGMA,7s5)-b-poli(4-VP)’lerin GPC
analizlerinden elde edilen farkli dedektorlere ait kromatogramlari. a) Kirilma indisi

kromatogramlari, b) 1sik sagilmasi kromatogramlari.

Onceki kopolimerizasyonlarin reaksiyonlarinda elde edilen kromatogramlara benzer
sonuglar bu reaksiyondan da elde edilmistir. Reaksiyon ilerledik¢e olusan kopolimerler
makroCTA4’ten daha erken gikmakta ve 1sik sagilmasi piklerinin alanlari artmaktadir. Bu
kromatogromlardan saat 3’te ¢oktirilen poli(OEGMA,7s)-b-poli(4-VP) kopolimerinin
molekil agirhgr Mn=26,5 kDa (PDI=1,114) ve saat 6’da ¢oktiirilen kopolimerin molekil
agirhgr ise Mn=32,9 kDa’dir (PDI=1,067).

Polimerizasyonun 3. Saatinde coktirilen kopolimere ait *H-NMR spektrumu ise Sekil
4.35'te verilmektedir. Spektrum diger kopolimerlerin spektrumlarina benzerlik
gostermekte ve poli(4-VP) bloguna ait pikler (8,34 ppm; 6,45 ppm; 1,44 ppm)
spektrumda gozikmektedir. Elde edilen sonuglar kopolimerin basariyla sentezlendigini

gostermektedir.
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Sekil 4. 35 Polimerizasyonun 3. saatinde ¢oktirilen poli(DEGMA-OEGMA,75)-b-poli(4-
VP) kopolimerinin 'H-NMR spektrumu

Cizelge 4.9’da sentezlenen Set 2 kopolimerler ve oOzellikleri listelenmektedir. Sonraki
bolimlerde karigiklik olmasini 6nlemek amaciyla tiim kopolimerler Set 1’de oldugu gibi

kodlanmistir.

Cizelge 4. 9 Sentezlenen Set 2 polimerleri ve 6zellikleri

Polimer R?aks.lyon Mn (Da)  PDI
Siresi (sa)
Poli(OEGMAgs,) (MakroCTA2) 0 17000  1.23

Poli(OEGMAgso)-poli(4-VP) (52-04s50-V1)
PO|I(O EG MAgso)-pO“(4-VP) (52-0950- VZ)

Poli(OEGMA,7s) (MakroCTA3) 17200 1.14
Poli(OEGMA,75)-poli(4-VP) (52-0475-V1) 28700  1.08

3 30100 1.12

6

0

3
Poli(OEGMA,75)-poli(4-VP) (52-0475-V2) 6 38200  1.09

0

3

6

46000 1.17

Poli(DEGMA-OEGMA,7s) (MakroCTA4) 19100 1.24
Poli(DEGMA-OEGMA,7s)-poli(4-VP) (S2-DO-V1) 26650  1.11
Poli(DEGMA-OEGMA,s)-poli(4-VP) (52-DO-V2) 32900 1.07

Set 2 kopolimerlerinden S2-DO-V2, gen transfer calismalarinda kullaniimak {zere

secilmistir ve c-myc genini inhibe edecek oligoniikleotid ile etkilesebilmesi amaciyla

110



kuarternerlestirilerek pozitif yikli hale getirilmistir. Bu amagla 1-bromohekzanla
metanol icinde 6 glinlik reaksiyon sonucu olusan kopolimerin FTIR ve 'H-NMR

spektrumlari sirasiyla Sekil 4.36 ve 4.37’de verilmektedir.
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Sekil 4. 36 S2-DO-V2 (a) ve kuarternerlestirilmis S2-DO-V2 (b) kopolimerlerinin FTIR
spektrumlari

Sekil 4.36’da verilen spektrumlar incelendiginde S2-DO-V2 kopolimerinin piridin
halkasina ait olan 1600 cm-1'de c¢ikan pikin kuarternerlestirilmis S2-DO-V2’ye ait
spektrumda olmadigi gorilmektedir. Kopolimer kuarternerlestirildikten sonra 1639,5
cm-1'de pik ciktigl goézlenmektedir. Bu pik kuarterner piridine aittir. Spektrumlarin

analizi sonucunda kopolimerin kuarternerlesme derecesinin %90’dan fazla oldugu

anlasiimaktadir.
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Sekil 4. 37 Kuarternerlestirilmis $2-DO-V2’ye ait *H-NMR spektrumu

Kuarternerlestirilmis S2-DO-V2'nin NMR spektrumunda piridin halkasindaki protonlara
ait piklerin daha ylksek degerlere kaydiklari goriilmektedir. Bunun sebebi olarak da
pozitif yilklenen azottaki elektron yogunlugunun azalmasi verilebilir. Ayrica
kuarternerlestirici ajana ait pikler de 4,55 ppm’de ve 0,5-2,0 ppm arali§inda
gorilmektedir. Sonuglar 1siginda, S2-DO-V2  kopolimerinin  basarili  olarak
kuarternerlestirildigini soyleyebiliriz. Kuarterner S2-DO-V2 kopolimeri bundan sonra Q-

S2-DO-V?2 olarak isimlendirilecektir.

4.3 Kopolimerlerin Cozelti Davranislarinin incelenmesi

Kopolimerlerin sulu ¢bzelti icindeki davranislari, pH degisimi ve sicaklik degisimine karsi
verdikleri cevap bu baslik altinda incelenecektir. Kopolimerlerin ¢ozelti davranislari
temel olarak isik sagilmasi ve floresans spektrofotometre cihazlariyla incelenmistir.

Ayrica olusan yaplilarin sekilleri de AFM mikroskobuyla incelenmistir.
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4.3.1 Set 1 Kopolimerlerin incelenmesi

Set 1 kopolimerlerinden S1-0475-V1 ve S1-0475-V3 bu baslkta incelenecektir. S1-0475-V2
ile  S1-O475-V3’lin  molekdl agirhklart  yakin - oldugu icin  S1-O475-V2  ayrica

incelenmemistir.

S1-0475-V1 ve S1-0475-V3 ayni makroCTA1 (Mn=19,5 kDa, PDI=1,15) kullanilarak
sentezlenmislerdir. S1-O475-V1’in molekil agirligi Mn=26,1 kDa (PDI=1,04) iken S1-O475-
V3’in molekil agirligi Mn=29,9 kDa’dir (PDI=1,08). Her iki polimerin poli(OEGMA,7s)
blok uzunluklari ayni fakat S1-0475-V3’iin poli(4-VP) blogu daha uzundur.

Sekil 4.38’de pH 7’de hazirlanmis S1-O475-V1 ve S1-0475-V3 kopolimer c¢ozeltilerinin
konsantrasyon artisina karsilik 1sik sagilmasi siddetlerindeki degisim goriilmektedir. Isik
sacllmasi siddeti ile konsantrasyon arasinda cizilen grafikte dogrunun egiminde ani
artisin meydana geldigi nokta kritik misel konsantrasyonunu (cmc) vermekte, yani bu
konsantrasyonun lzerinde misel olusmaktadir. Daha kisa poli(4-VP) zincirine sahip olan
$1-0475-V1 kopolimerinin cmc degeri yaklasik 0,05 mg/mL iken daha uzun poli(4-VP)
zincirine sahip olan S1-0475-V3 kopolimerinin cmc degeri ise 0,012 mg/mL’dir. Ayni
uzunlukta hidrofilik poli(OEGMA,7s) bloguna sahip iki kopolimerden uzun poli(4-VP)
zincirine sahip kopolimer daha disik konsantrasyonda bir araya gelerek misel

olusturmustur.
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Sekil 4. 38 S1-0475-V1 (a) ve S1-0475-V3 (b) kopolimerlerinin konsantrasyon-isik
sacllmasi siddeti grafikleri (pH 7)

Kopolimer ve kuarterner kopolimerlerin pH degisimine kargi verdikleri yanit 1sik

sacllmasi teknigiyle incelendiginde ise Sekil 4.39 ve 4.40'ta verilen grafikler elde
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edilmistir. Sekil 4.39’da ayni konsantrasyonda hazirlanmis (1 mg/mL) S1-O475-V1 ve
Q14-S1-0475-V1 kopolimerlerinin pH degistiginde 1sik sac¢ilmasi siddetlerinde ve
hidrodinamik boyutlarindaki degisim gosterilmektedir. pHIn 5 ve (zerindeki
degerlerinde S1-0475-V1 kopolimerinin isik sagilmasi siddetinde bir artis gorilmekte ve
pH yikseldik¢e sabit kalmaktadir. Ayrica S1-O475-V1 kopolimerinin hidrodinamik capi
da pH 5’ten daha disik degerlerde yaklasik 7 nm iken pH 5 ve daha yiiksek degerlerde
yaklasik 15 nm’dir. Kopolimerdeki piridin gruplari pH 5'ten daha yliksek pH’larda
notrleserek hidrofobik hale gelmekte ve hidrofobik etkilesimle kopolimerler bir araya
gelip misel olusturmaktadir. pH 5’in altindaki pH’larda ise piridin grubundaki azota
proton baglanarak kuarterner piridinyum olusmakta polimer pozitif yiklenmektedir.
Bu da kopolimerlerin misel olusturmasini engellemektedir. Buna karsin kuarterner
kopolimer olan Q14-S1-0475-V1’in 151k sagilmasi siddeti tim pH’larda yaklasik aynidir ve
degismemektedir. Ayrica kuarterner kopolimerin boyutu da tiim pH’larda yaklasik 7,5
nm’de sabit kalmaktadir. Kuarterner kopolimerdeki piridinyum tiim pH’larda pozitif
yuklidir ve bu sebeple kopolimerlerin birbirini iterek misel olusturmasini

engellemistir.
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Sekil 4. 39 S1-0475-V1 ve Q14-51-0475-V1 kopolimerlerinin pH-isik saciimasi siddeti (a)
ve pH-hidrodinamik boyut grafikleri (b)

Sekil 4.40'ta ise S1-0475-V1’den daha uzun poli(4-VP) zincirine sahip olan S1-0475-V3 ve
Q14-51-0475-V3 kopolimerlerinin pH-isik sacilmasi siddeti ve pH-hidrodinamik boyut
grafikleri verilmektedir. S1-0475-V3 kopolimerinin 1sik sacilmasi siddeti de pH 5’ten
baslayarak pH arttikca artmakta ve daha sonra sabit kalmaktadir. pH5 ve daha disik

pH’larda yaklasik 7,5 nm ¢apindaki kopolimerlerin boyutlari da ayni sekilde pH 5’ten
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yukari pH’larda artmakta ve sonra yaklasik 28 nm’de sabit kalmaktadir. Kuarterner
kopolimerler ise tim pH’larda yaklasik ayni 1sik sagilmasi siddetini gostermekte ve
boyutlari da yaklasik 8 nm’de sabit kalmaktadir. S1-O475-V1 kopolimerindeki gibi S1-
O475-V3  kopolimerinde de piridin gruplar asitik pH’larda pozitif yiklenerek
kopolimerlerin misel olusturmasini engellemekte ve nétralle bazik pH’larda ise
hidrofobik hale gecerek misel olusmasini saglamaktadir. S1-O475-V3 kopolimerindeki
hidrofobik zincir daha uzun oldugu icin daha gicli hidrofobik etki gosterip daha fazla
sayida kopolimerin bir araya gelmesini saglayarak daha biiyik misellerin olusmasina

sebep olmustur.
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Sekil 4. 40 S1-0475-V3 ve Q14-S1-0475-V3 kopolimerlerinin pH-isik sagilmasi siddeti (a)
ve pH-hidrodinamik boyut grafikleri (b)
Sekil 4.41’de kopolimer ve kuarterner kopolimerlerin farkli pH’lardaki %hacimce boyut
dagilimlari verilmektedir. TiUm pH’larda her kopolimer tek pik olarak goriilmektedir. pH
9’da misel olusturdugu disiniilen S1-0475-V1 ve S1-0475-V3 kopolimerlerinin de tek pik
oldugu gorilmektedir. Yani ortamdaki tim kopolimerler misel yapisina katilmislar ve
ikincil agregasyon olmamistir. Kuarterner kopolimerler ise yukaridaki grafiklerde de
goruldigli tzere hem pH 2'de hem de pH 9'da ayni boyut dagilimlarini

gostermektedirler.
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Sekil 4. 41 S1-0475-V1, S1-0475-V3, Q14-S1-0475-V1 ve Q14-S1-0475-V3 kopolimerlerinin
pH 2 ve pH 9’daki %-hacimce boyut dagihm grafikleri

Kopolimerlerin ve kuarterner kopolimerlerin ylzey yikleri (zeta potansiyelleri) ¢ozelti
icindeki davranislarini ve biyolojik aktivitelerini etkileyen en onemli 6zelliklerinden
biridir. Zetasizer cihazi ile her kopolimer ve kuarterner kopolimerin zeta potansiyeli
degisen pH’larda incelenmistir ve Sekil 4.42'de verilen grafikler elde edilmistir.
Kuarterner kopolimerlerin pH-isik sacilmasi grafiklerinden de anlasildigi lzere tim
pH’larda pozitif yUkli olarak bulunmaktadirlar. Piridin  gruplari  metil-6-
bromohekzanoat ile kalici olarak kuarternerlestirildiginden kopolimer tim pH’larda
pozitif yuklidir. Kopolimerlerden S1-O475-V1 pH 5’e kadar, S1-O475-V3 ise pH 6’ya
kadar pozitif ylklenmistir. Bu pozitif yikiin sebebi kopolimerin yapisindaki piridin

gruplarinin asidik pH’larda protonlanarak kuarterner hale gecip pozitif yiklenmesidir.
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SEkIl 4.42 51-0475-V1 ve Q14-Sl-0475-V1 (a) ile 51-0475-V3 ve Q14-51-O475-V3 (b)
kopolimerlerinin pH’a bagli olarak zeta potansiyellerindeki degisim

4.3.2 Set 2 Kopolimerlerin incelenmesi

Bu set kopolimerler dahilinde 6 farkh kopolimer bulunmaktadir ve Sekil 4.43’te yapilari
sematik olarak gosterilmektedir. Bu kopolimerlerin her birinde yaklasik olarak esdeger
molekdl agirhginda poli(OEGMA) blogu bulunmaktadir. Ancak bu poli(OEGMA)
bloklarinin yan zincir uzunluklari ve dolayisiyla metakrilat ana zincir uzunluklari da
birbirlerinden farkhdir. Her makroCTA’ya farkh uzunluklarda poli(4-VP) blogu eklenerek

6 farkli kopolimer elde edilmistir.

$2-0,,.-V1 ‘ ‘ ‘ ‘ | | 52-D0-V1
475 $2-0y54 V1

| | $2-DO-V2

$2-0,,.-
47572 ‘ ‘ §2-045-V2

— : OEGMA
— 1 4-VP

Sekil 4. 43 Set 2 kopolimerlerin sematik gosterimi

Bu setteki kopolimerlerin  kritik misel konsantrasyonu (cmc) floresans
spektrofotometre kullanilarak bulunmustur. Bu amagla 6.107 M piren iceren tuzsuz
fosfat tamponunda 0,0001-1 mg/mL konsantrasyon araliginda kopolimer cozeltileri
hazirlanmistir. Piren molekiliinin floresans spektrumu mikrogevresinin polaritesine
gore degismektedir. Pirenin bu 6zelligi kullanilarak kopolimerlerden misel olusumu
gozlenmektedir. Piren molekili miselin hidrofobik cekirdegine hapsoldugunda verdigi

floresans spektrumu, pirenin su iginde serbest halde ¢6ziindiglinde verdigi floresans
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spektrumundan farkhidir. Sekil 4.44’te piren iceren Set 2 kopolimer c¢ozeltilerinin
floresans spektrumlarindan elde edilen ls3g/lz33 degerleri konsantrasyona karsi grafik

olarak gosterilmis ve her kopolimerin cmc degeri bulunmustur.

Sekil 4.44 incelendiginde cmc degeri en yiiksek olan kopolimerlerin S2-Og50-V1 ve S2-
Ogs0-V2 kopolimerleri oldugu gorilmektedir. En diisiik cmc degerine ise S2-DO-V1 ve
S2-D0O-V2 kopolimerleri sahiptir. Bu grafiklerden elde edilen tiim kopolimerlere ait cmc
degerleri Cizelge 4.10’da verilmektedir. OEGMA blogunun yan zincirindeki etilen glikol
birimlerinin sayisi arttik¢a poli(OEGMA) blogunun hidrofilikligi artmaktadir. Bu sebeple
de poli(OEGMAgsg) bloguna sahip S2-Ogs0-V kopolimerleri daha hidrofilik olmakta ve
daha yiiksek konsantrasyonlarda bir araya gelerek misel olusturmaktadirlar. Buna
karsin, OEGMA monomerlerinin yapisindaki metakrilat grubu hidrofobiktir. Bu sebeple
de poli(DEGMA-OEGMA) bloguna sahip kopolimerlerde metakrilat grubu daha fazla
bulunmakta ve bu blogun daha hidrofobik olmasina sebep olarak cmc degerini

disliirmektedir.

Cizelge 4. 10 Set 2 kopolimerlerin kritik misel konsantrasyonlari

Kopolimer  Kritik Misel Konsantrasyonu

(mg/mL)
$2-Ogs0-V1 0,025
$2-0g50-VV2 0,019
$2-0475-V1 0,012
$2-0475-V2 0,01
S2-DO-V1 0,0051
S2-DO-V2 0,0048
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Sekil 4. 44 Set 2 kopolimerlerinin konsantrasyon degisimine karsi floresans siddeti
oranlarinda (lssg/l333) meydana gelen degisim

Cizelge 4.10 incelendiginde ayni poli(OEGMA) bloguna sahip ancak daha uzun poli(4-
VP) zinciri bulunan kopolimerlerin cmc degerlerinin daha disiik oldugu gorilmektedir.
Poli(4-VP) hidrofobik karakterdedir ve bu polimerin zinciri uzadikca kopolimerin
hidrofobik 6zelligi arttigindan sulu ¢ozeltide daha disik konsantrasyonda bir araya
gelmektedirler. Ancak burada unutulmamasi gereken nokta sudur: kopolimerlerin cmc
degerlerini belirleyen blok OEGMA blogudur. Zira OEGMA’nin yapisinda meydana
gelen degisim cmc degeri (zerinde poli(4-VP) zincir uzunlugunda meydana gelen

degisimden daha etkilidir.

Set 2 kopolimerlerinin pH degisimine karsi verdikleri cevap floresans spektrofotometre
ve 1sik sacilmasi yontemleriyle ayri ayri incelenmistir. Bu amagla, 6.107 M piren iceren
tuzsuz fosfat tamponunda pH degerleri 2-9 arasinda degisen 1 mg/mL
konsantrasyonda Set 2 kopolimer ornekleri hazirlanmistir ve ayni ornekler her iki

yontemle de analiz edilmistir.
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Sekil 4.45 farkh pH’larda hazirlanmis Set 2 kopolimerlerinin pH degisimine karsi
floresans siddeti oranlarinda meydana gelen degisimi gostermektedir. Sekil
incelendiginde tium kopolimerlerin l33g/l333 oranlarinda pH 5’ten sonra ani bir artis
oldugu gorilmektedir. Bunun sebebi poli(4-VP) blogunun pH 5’in izerinde noétrleserek
hidrofoblagsmasidir. Hidrofob poli(4-VP) bloklari kopolimerlerin sulu ¢ozelti icinde bir
araya gelmesini saglayarak misel vyapilarin olusmasini saglamaktadir. Misel
cekirdeginde hapsolan piren molekilerinin de floresans siddeti oranlari bu sebeple
degismistir. pH 5 ve altindaki degerlerde ise poli(4-VP) blogu pozitif yiklenerek

kopolimerlerin bir araya gelmesini engellemektedir.

Sekil 4.45’te pH 5 ve daha dugsik pH degerlerinde floresans siddeti oranlarinin farkl
kopolimerler igin farklh degerlerde sabit kaldig1 gortilmektedir. Poli(OEGMAgso) bloguna
sahip S2-Og50-V kopolimerlerinin bu alanda en disiik floresans degerine sahip oldugu,
buna karsin poli(DEGMA-OEGMA,7s) bloguna sahip S2-DO-V kopolimerlerinin ise en
ylksek degere sahip oldugu gorilmektdir. pH’in bu araliginda poli(4-VP) pozitif yikli
oldugundan piren molekillerinin poli(OEGMA) bloklari tarafindan hapsedildigi
anlasiilmaktadir. Sekil 4.46’daki verilerden de bu pH aralig§inda misel olusmadigi
gozlenmektedir. Poli(OEGMA) blogunun hidrofob karakteri arttikca, yani vyan
zincirlerindeki etilen glikol zinciri kisaldik¢a, piren molekillinin floresans siddeti orani

artmaktadir.
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Sekil 4. 45 Set 2 kopolimerlerinin pH degisimine karsi floresans siddeti oranlarinda
(1338/1333) meydana gelen degisim

Sekil 4.46’da ise ayni ¢ozeltilerin dinamik 1sik sacilmasi spektroskopisi ile analizi sonucu
elde edilen boyut degerleri verilmektedir. Boyut degerleri hacimce dagilimda en yiksek
alana sahip pik degerine gore belirlenmistir. Cogu 6rnekte tek pik gozlenirken bazi
orneklerde ikinci pikler gézlenmistir. Bu durum ileride aciklanacaktir. Sekil 4.46'daki
grafiklerde pH 5’e kadar olan boyut degerleri 7-8 nm araliginda degismektedir. Bu
deger tek basina polimerin boyutudur. pH degeri 5'in Ustline ciktiginda boyut
degerlerinin birden arttig gorilmektedir. Bu durum kopolimerlerin bir araya gelerek

misel olusturdugunu géstermektedir.
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Sekil 4. 46 Set 2 kopolimerlerinin pH degisimine karsi hidrodinamik boyutlarinda
meydana gelen degisim

Sekil 4.46’daki grafiklerde ayni poli(OEGMA) zincirine sahip ancak daha uzun poli(4-VP)
zincirine sahip kopolimerlerin kisa poli(4-VP) zincirli kopolimerlere kiyasla daha kigik
boyutlara sahip oldugu net bir sekilde gorilmektedir. Bunun, uzun zincirli poli(4-VP)
bloklarinin kooperatif etkiden dolayi birbirleriyle daha kuvvetli ve daha siki hidrofobik
baglar olusturmasindan kaynaklandigi dasiniilmektedir. Diger bir husus ise, ayni
poli(OEGMA) bloguna sahip ancak daha kisa poli(4-VP) zinciri bulunan kopolimerlerin
pH 5’in Gstl degerlerinde grafikte gosterilen degerlerden daha biyik boyutta ama
dislik alana sahip ilave pikler gorilmustiir. Bu ikinci piklerin misellerin ikincil

agregasyonu sonucu olusmus yapilar olabilecegi distinilmektedir.

Olusan yapilarin elektroforetik 151k sacilmasi spektroskopisiyle 6lclilen zeta potansiyel
degerleri ise Sekil 4.47’de verilmistir. Genel olarak tim kopolimerlerin pH 5’e kadar
pozitif yikli oldugu ve pH arttikca yiik degerinin azaldigi goriilmektedir. pH 5'te ve

Ustlindeki degerlerde ise olusan vyapilar negatif yuklidir. Bunun sebebi ise
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kopolimerlerin poli(OEGMA) blogunun zincir ucunda RAFT ajaninin karboksilik asit
grubu bulunmaktadir. Bu pH’larda (pH 5-9) misel olustugunda poli(OEGMA) bloklari
sulu fazda kaldigindan ve misel ¢ok sayida kopolimerden meydana geldiginden net

olarak negatif yuklu partikiller olusmustur.
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Sekil 4. 47 Set 2 kopolimerlerinin pH degisimine karsi zeta potansiyel degerlerinde
meydana gelen degisim

Sekil 4.48 ve 4.49'da S2-0475-V1 ve S2-0475-V2 kopolimerlerinin AFM goruntileri
verilmektedir. Kopolimerlerin pH 7’de c¢ozeltileri hazirlanarak AFM cihazinin mika
ylzeylerine uygulanmistir. Gorintiler ve cizgi profilleri incelendiginde, bu pH’ta olusan
misellerin kiiresel sekle sahip olduklari ve poli(4-VP) zinciri uzadik¢a da yapinin seklinin
degismedigi anlasilmaktadir. Cizgi profillerinden elde edilen boyut degerleri 1sik
sacilmasi spektroskopisinde elde edilen boyut degerleriyle karsilastirildiginda cikan
sonuclar soyledir. Isik sacilmasi dlgimi S2-O475-V1 kopolimerini yaklasik 70 nm capa
sahip gosterirken AFM goriintisiinde ortalama 19 nm capinda partikiller géralmdistar.

Ayni sekilde, S2-O475-V2 kopolimeri stk sagilmasi 6lgimiinde yaklasitk 20 nm
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boyutundayken AFM gorintisinde ortalama 26 nm g¢apa sahiptir. $2-0475-V2
kopolimeri icin iki ydntemde de tutarli sonuglar alinmigsken S2-0475-V1 kopolimerinde
bu saglanamamistir. Bunun sebebinin, AFM yonteminde kurutulmus érnekle galisiimasi
ve Ornegin bir ylizey Uzerine tutturulmasindan kaynakli hatalarin olabilecegi
disundlmektedir. Ancak 6nemli olan nokta, kopolimer misellerin seklinin her iki
ornekte de kiiresel olmasidir. Zira kopolimer icindeki hidrofobik blogun uzunlugu
arttikca miselin seklinin kiireselden cubuk sekline ve hatta vesikiile donisebilecegi

bilinmektedir [132].
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Sekil 4. 48 S2-0475-V1 kopolimerinin AFM gorintileri ve cizgi profilleri
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Sekil 4. 49 S2-0475-V2 kopolimerinin AFM gorintileri ve gizgi profilleri

Sonraki asamada sicakhk degisimine karsi kopolimerlerin verdigi yaniti incelemek
amaciyla degisen sicakliklarda UV-goriinir bolge spektroskopisi ve isik sacilmasi
spektroskopisi yontemleriyle analizler gerceklestirilmistir. Kopolimerlerden sadece
poli(DEGMA-OEGMA,75) blogunu igeren S2-DO-V1 ve S2-DO-V2 kopolimerlerinin farkli
sicakliklarda analizleri gerceklestirilmistir. Clnkl diger kopolimerlerin icerdigi
poli(OEGMA) bloklarinin LCST degerleri biyolojik uygulamalar icin ¢cok yiksektir [162].
Yapilan g¢alismalarda, molce %8 OEGMA475 ve %92 DEGMA monomeri igeren bir
poli(DEGMA-OEGMA,75) kopolimerinin LCST degerinin 37°C oldugu gosterilmistir [162].

S$2-DO-V1 ve S2-DO-V2 kopolimerleri, pH 3 ve pH 7’de hazirlanmis tampon c¢ozeltilerde
1 mg/mL konsantrasyonda ¢6zulmuslerdir. Ardindan ¢ozelti sicakliklari 2’ser °C arttirihip

¢Ozelti kararh hale geldikten sonra analizler yapilmistir.
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Sekil 4. 50 S2-DO-V1 ve S2-D0O-V2 kopolimerlerinin sicaklik degisimine karsi
turbiditelerinde meydana gelen degisim

Sekil 4.50’de, UV-goriinir bolge spektroskopisiyle 550 nm’de kopolimerlerin ¢ozelti
transmitans degerlerinde artan sicaklikla beraber meydana gelen degisim
gosterilmektedir. ilk olarak pH 7’deki kopolimerlerden bahsedecek olursak, S2-DO-V1
kopolimerinin transmitans degeri 32°C’den itibaren azalmaktadir, yani ¢ozelti
bulaniklasmaktadir. S2-DO-V2 kopolimerinin pH 7’de hazirlanan ¢ozeltisi de 25°C’den
itibaren bulaniklasmaktadir. Bu kopolimerlerin LCST degerleri 25 ve 32°C’dir. Bu LCST
degerleri, LCST degeri 37°C olan molce %8 OEGMA,7s5 iceren poli(DEGMA-OEGMA,7s)
polimerine kiyasla daha disuktir. Ayrica kopolimerlerin LCST degerleri kopolimerdeki
poli(4-VP) zinciri uzadik¢ca diismektedir. Bunun sebebi, artan poli(4-VP) zincir
uzunlugunun kopolimeri daha hidrofobik hale getirmesidir. Daha hidrofobik olan
kopolimerin suyla degil de molekiil i¢i etkilesimleri artacagindan daha disik sicaklikta

kopolimerler bir araya gelerek ¢cokmektedirler.

pH 3’te ise kopolimerlerin 46°C’den itibaren transmitans degerlerinde azalma
gorilmektedir. Ancak bu azalma pH 7’deki kopolimerlerde goriilen kadar siddetli
degildir. Ayrica pH 7’deki kopolimerlere ve poli(DEGMA-OEGMA,7s)’in kendisine gore
pH 3’teki kopolimerler daha ylksek sicaklikta bulaniklasmaya baslamislardir. Olusan
yapilari daha iyi anlamak icin pH 3’teki kopolimer ¢ozeltileri LCST degerinin altinda ve
Ustlindeki sicakliklarda dinamik 1sik sagilmasi spektroskopisiyle incelenmistir ve Sekil
4.51'deki grafikler elde edilmistir.
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Sekil 4. 51 S2-DO-V1 ve S2-D0O-V2 kopolimerlerinin pH 3’te LCST degerlerinin Ustl ve
altindaki sicakliklardaki hacimce boyut dagilimlari

Sekil 4.51 incelendiginde LCST degerinin altindaki bir sicaklikta pH 3’te hazirlanmis S2-
DO-V1 ve S2-D0O-V2 kopolimerleri tek basina kopolimerlerin verdigi boyut degerlerinde
boyuta sahipler. Ancak ayni pH’ta sicaklik LCST degerinin Ustline ¢ikarildiginda S2-DO-
V1 ve S2-DO-V2 kopolimerleri sirasiyla 126,0 ve 150,5 nm c¢aplarinda partikiller

olusturmaktadirlar. Burada yine misel yapilar olustugu distindlmektedir.

4.4 Kuarterner Kopolimerlerin ODN ile Komplekslerinin incelenmesi

Sentezlenen tim kopolimerlerden Q-S2-D0O-V2 kopolimeri, c-myc genini inhibe eden
antisens oligoniikleotid (ODN) ile komplekslestirmek icin secilmistir. Bu polimerin
secilme sebebi, hem tek bir kopolimer (zerinden daha ayrintili bir analiz

gerceklestirebilmek hem de bu kopolimerin sicakliga duyarh olmasidir.

ilk olarak, kopolimerin ODN ile kompleks olusturabildigini gostermek amaciyla degisen

N/P oranlarinda Q-S2-DO-V2 ve ODN 25°C'de karistirilmistir. Burada N/P orani
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kopolimerdeki kuarterner azot sayisinin ODN’deki fosfat grubu sayisina oranini
gostermektedir. Bu ¢ozeltiler hem tuzsuz fosfat tamponunda (pH 7) hem de 0,15 M
NaCl iceren fosfat tamponunda (pH 7) hazirlanmistir. Karisimlarin dinamik 1sik sagilmasi
spektroskopisi ile analizi sonucunda olusan yapilarin hacimce boyut degerleri Sekil
4.52’de verilmektedir. Bu sekle gére hem tuzlu hem de tuzsuz tamponda polimer tek
basina 7,5 nm hidrodinamik c¢apa sahiptir. Kopolimerin ODN ile karistirilmasi
sonucunda minimum 22 nm hidrodinamik ¢apa sahip partiklller olusmaktadir. Hem
tuzlu hem de tuzsuz kopolimer-ODN c¢o6zeltilerinde N/P orani artmasiyla beraber boyut
degerinde ¢ok buylk degisiklikler olmamaktadir. Tuzsuz ¢ozeltide olusan yapilarin
boyutlari 22-29 nm arasinda degisirken, 0,15 M NaCl iceren c¢ozeltilerde boyut
degerleri 22-34 nm arasinda degismektedir. Sonu¢ olarak kopolimerle ODN’nin
elektrostatik kuvvetle birleserek kompleks olusturdugunu bu sonuglara bakarak
sOyleyebiliriz. Ayrica 0,15 M NaCl iceren ¢ozeltilerde hazirlanan ¢ozeltilerdeki sonuglar
fizyolojik sartlarda mevcut olan tuzun kompleks olusumunu engellemedigi

gorilmektedir.
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Sekil 4. 52 Polimer ve farkli N/P oranlarindaki polimer-ODN komplekslerinin 25°C’de
farkli tuz konsantrasyonlarindaki hidrodinamik caplari

Ayni ¢oOzeltilerin elektroforetik isik sagilmasi spektroskopisi incelenmesiyle elde edilen
zeta potansiyel degerleri Sekil 4.53’te verilmektedir. Partikillerin yizey yiik degeri,
hicre igine alinma prosesinin en ¢ok etkileyen parametrelerden birisidir. Tek basina

kopolimerin zeta potansiyel degerleri hem tuzsuz hem de 0,15 M NaCl iceren
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¢Ozeltilerde pozitif yikli kuarterner 4-VP birimlerinden 6tiri pozitif cikmistir. Ancak
kopolimere ODN eklenmesiyle beraber olusan kompleksin yuki disik N/P oranlarinda
negatifken oran arttikca, tuzsuz ¢ozeltilerde pozitife, 0,15 M NaCl iceren ¢ozeltilerde
notre yakin negatif degerlere artmistir. N/P orani arttikca olusan yapidaki kopolimer

orani arttigindan komplekslerin ylki negatiften pozitife dogru degismektedir.
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Sekil 4. 53 Polimer ve farkli N/P oranlarindaki polimer-ODN komplekslerinin 25°C’de
farkh tuz konsantrasyonlarindaki zeta potansiyel degerleri

Yukarida incelenen g¢ozeltiler ayni sartlarda ancak farkli olarak 42°C’de 1sik sagilmasi
spektroskopisi ile incelendiginde elde edilen veriler Sekil 4.54 ve 4.55’te verilmektedir.
Gahsma sicakhgr olarak 42°C’nin segilmesinin nedeni bu sicakhigin lokal hipertermi
calismalarinda kullanihiyor olmasidir. Ancak sonraki sekillerde de gorilecegi lizere
42°C'de polimer ve polimer-ODN kompleksleri ¢okmektedirler. 42°C'de boyut
degisiminin daha dogru incelenebilmesi icin o6rneklerin seyreltilerek 6lclilmesi
gerekmektedir. Bu sebeple 25°C icin hazirlanmis ¢ozeltiler 1/16 oraninda seyreltilerek
42°C’ye 1sitilmistir ve analiz edilmislerdir. Sekil 4.54’te kopolimerin boyutu hem tuzlu
hem de tuzsuz ¢ozeltilerde 7,5 nm’dir. S2-DO-V1 ve S2-DO-V2 kopolimerlerinin pH
3'teki sicaklik davranislariyla karsilastirildiginda kuarterner kopolimerin bu sicaklikta
tek basina kopolimer boyutunda olmasi normaldir. Zira pozitif yikli
kuarternerlestirilmis poli(4-VP) blogu kopolimerin LCST degerinin daha vyiksek
degerlere kaymasina sebep olmustur. Kopolimer tuzsuz ¢ézeltide ODN ile degisen N/P

oranlarinda karistirildiginda 6nce 72 nm capinda bir kompleks olusmus ve oran
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arttirildikca 260-350 nm arsinda degisen caplarda kompleks partikilleri olusmustur.
0,15 M NaCl iceren tamponda hazirlanmis komplekslerin boyutu ise oranla beraber
Once artmis daha sonra azalmistir. Tuzlu tamponda hazirlanan komplekslerin boyutlari

300-500 nm gibi ¢ok genis bir aralikta degismektedir.
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Sekil 4. 54 Farkh N/P oranlarindaki ve 1/16 oraninda seyreltilmis kopolimer-ODN
komplekslerinin ve kopolimerin 42°C’de farkli tuz konsantrasyonlarindaki hidrodinamik
caplan

Yukarida bahsedilen 1/16 oraninda seyreltilmis kopolimer ¢ozeltilerin elektroforetik
Istk sagilmasi spektroskopisi ile incelenmesi sonucunda Sekil 4.55’te verilen zeta
potansiyel degerleri elde edilmistir. N/P’nin dlstk oranlarinda negatif yikli olan
kopolimer-ODN kompleksleri oran arttikca yapidaki kopolimer miktari arttigi icin yik
degerleri pozitife dogru degismektedir. Tuzsuz tamponda hazirlanan komplekslerin
yikleri oran 10’dan daha yiksek oranlarda net pozitifken tuzlu tamponda hazirlanan
komplekslerin yukli ancak oran 30’da pozitif olmustur. Ancak tuzlu tamponda

hazirlanan komplekslerin yiiki oran 10°dan sonra notrale yakin negatiftir.
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Sekil 4. 55 Farkh N/P oranlarindaki ve 1/16 oraninda seyreltilmis kopolimer-ODN
komplekslerinin ve kopolimeri 42°C’de farkh tuz konsantrasyonlarindaki zeta potansiyel
degerleri

Kopolimerin ODN ile komplekslestirilmesi sonucunda LCST degerinde herhangi bir
degisme olup olmadigl incelenmistir. Bu amagla tuzsuz ve 0,15 M NaCl igeren
tamponda (pH 7) farkh N/P oranlarinda hazirlanmis kopolimer-ODN kompleksleri
degisen sicakliklarda incelenmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.56 ve 4.57'de

verilmektedir.

Tuzsuz tamponda hazirlanan kopolimerin LCST degeri 48°C’dir (Sekil 4.56). Kopolimer
ODN ile karistirildiginda LCST degerinin 34°C’ye kadar kaydigi gériilmektedir. Ayrica ¢ok
daha biyik yapilarin olustugu da Sekil 4.56’dan anlasilmaktadir. LCST degerinin
diismesinin sebebi olarak pozitif yikli kuarterner 4-VP gruplarinin ODN’de bulunan zit
yukli fosfat gruplariyla birleserek nétrallesip hidrofob hale dontismesi verilebilir.
Yapinin hidrofoblasmasi da LCST degerinin daha dlslik degerlere kaymasina yol

acmaktadir.

0,15 M NaCl iceren tamponda hazirlanan kopolimerin LCST degeri 42°C’ye dismdstdr.
Bunun sebebi, c¢o6zeltide bulunan tuz konsantrasyonunun artmasi hidrofob
etkilesimlerin artmasina sebep olmasidir. Bu yiizden de kopolimerin LCST degeri daha
disik degerlere kaymaktadir. Ayni  etki komplekslerde de gorilmektedir.

Komplekslerin LCST degerlerinin 28°C’'ye kadar dustligl Sekil 4.57’de goriilmektedir.
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Sekil 4. 56 NaCl icermeyen tamponda hazirlanmis kopolimer ve kopolimer-ODN
komplekslerinin sicaklik degisimine karsi hidrodinamik ¢aplarinda meydana gelen

degisim
—{ 1 Polimer
20001 | —O— N/P=1
g —A— N/P=3
c —— N/P=5
S 15004 | —O— N/P=10
© — N/P=15
O —>— N/P=20
X —
£ 1000 —O— N/P=30
®
=
©
© 500
O
T
0 4
20 50

Sekil 4. 57 0,15 M NaCl iceren tamponda hazirlanmis kopolimer ve kopolimer-ODN
komplekslerinin sicaklik degisimine karsi hidrodinamik caplarinda meydana gelen
degisim

Bu noktaya kadar yapilan analizlerden, toplam ¢o6zelti konsantrasyonunun kopolimer-

ODN komplekslerinin 0Ozelliklerine etki ettigi anlagilmaktadir. Konsantrasyonla ilgili
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diger onemli bir husus da bu komplekslerin viicuda verildiginde yliksek oranda
seyrelmeye ugrayacaklaridir. Bu sebeple seyreltik kopolimer-ODN karisimlarinda
kompleks olusumunun gerceklestigini gdstermek amaciyla kopolimer-ODN
kompleksleri degisen oranlarda seyreltilerek 1sik sacilmasi spektroskopisiyle

incelenmigstir.

Sekil 4.58’de ayni oranda (N/P=1) hazirlanmis fakat toplam konsantrasyonlari farkli iki
kopolimer-ODN kompleksinin (0,15 M NaCl iceren tamponda hazirlanmisg) sicakhk
degisimine bagh olarak boyutlarinda meydana gelen degisim goriilmektedir. Derisik
hazirlanan kompleksin yaklasik 2°C daha disik LCST’'ye sahip oldugu ve c¢ok daha
bliyik capa sahip partikillerin olustugu gorulmektedir. Ancak 6nemli olan nokta
kompleks ¢ozeltisi 1/16 gibi bir oranda bile seyreltilse de kopolimer-ODN kompleksi

bilesenlerine ayrilmamakta ve sicaklik degisimine duyarliligi devam etmektedir.
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Sekil 4. 58 Farkl konsantrasyonda ama ayni N/P oraninda hazirlanmis polimer-ODN
komplekslerinin sicaklik degisimine karsi hidrodinamik ¢aplarinda meydana gelen
degisim
Sekil 4.58 ile ilgili diger bir konu ise Sekil 4.54 ile karsilastirildiginda ortaya ¢ikmaktadir.
N/P=1 ve 1/16 seyreltmeyle 0,15 M NaCl iceren tamponda hazirlanip 42°C’ye isitilan
kopolimer-ODN kompleksinin ¢api Sekil 4.54’te 296 nm iken Sekil 4.58’de 554 nm’dir.
Komplekslerin tekrarlanabilir boyutlarda hazirlanamamasinin sebebi olarak; kopolimer

ve ODN arasindaki elektrostatik etkilesim ve ayrica LCST degerinin Uzerinde ortaya

cikan hidrofobik etkilesimden dolayr bilesenlerin  stokiyometrik oranlarda
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birlesememesi ve rasgele bir araya gelmeleri verilebilir. Ancak bu durum 6zellikle LCST

degerinin (izerinde sicakliklarda hazirlanan komplekslerde gozlenmistir.
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Sekil 4. 59 Farkh N/P oranlarinda hazirlanmis polimer-ODN komplekslerinin LCST
degerlerinin Ustl ve altindaki sicakliklarda konsantrasyon seyrelmesine karsi
boyutlarinda meydana gelen degisim

Konsantrasyon etkisinin daha iyi anlagilabilmesi igin LCST degerlerinin altinda ve
Ustundeki sicakliklarda farkli N/P oranlarinda hazirlanan kompleksler dinamik isik
sacllmasi spektroskopisi ile incelenmistir (Sekil 4.59). LCST degerinin (zerindeki
sicaklikta hazirlanan komplekslerin boyutlari ¢ozelti seyreltildikce 6nemli derecede
kiicilmektedir. Kompleksler seyreltildikge boyutlari ufalmakta ancak bilesenlerine

ayrilmamaktadirlar.

LCST degerinin altindaki sicaklikta hazirlanan komplekslerin boyutlari ise ¢ozelti
seyreltildikce artmaktadir. Burada da kompleksin bilesenlerine ayrilmadigi

gorilmektedir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

5.1 Homopolimer Sentezi

Tez calismasinda hedeflenen kopolimeri sentezlemek (zere secilen RAFT
polimerizasyonu yonteminde serbest radikal polimerizasyondan farkli olarak zincir
transfer ajanlari (CTA, RAFT ajani) kullaniimaktadir. Blok kopolimer sentezlerken
kopolimerdeki her monomerin polimerizasyonunda kullanilabilecek ortak bir RAFT
ajani secilmelidir. Bu amacla tez calismasina, hedeflenen blok kopolimerdeki
poli(OEGMA) ve poli(4-VP) bloklarinin sentezinde kullanilabilecek 4 farkli RAFT
ajanindan birini secmekle baslanmistir. Farkli RAFT ajanlari ve farkh [M]o/[CTA]o/[!]o
oranlari denendikten sonra CTA4 kullanilarak yapilan OEGMA,75 (Sekil 4.5, 4.6) ve 4-VP
(Sekil 4.10) polimerizasyonlarinda In([M]o/[M]:)’nin reaksiyon siresiyle lineer olarak
arttigl, molekdl agirhiginin (Mn) monomer doniisimiuyle birlikte lineer olarak arttigI ve
PDI degerlerinin 1-1,2 araliginda oldugu gorilmistir. Bu sebeple CTA4’Un her iki
monomerin polimerizasyonunda kullanilabilecek RAFT ajani olduguna karar verilmistir.
Ancak 6zellikle OEGMA monomerlerinin (OEGMA475, OEGMAgs; ve DEGMA) CTA4 ile
RAFT polimerizasyonunda reaksiyonun gecikmeli olarak basladigi ve reaksiyon
baslangicinda yliksek molekil agirligina ulasildigi gortlmuistir. Reaksiyonun geg
baslamasi, ditiyobenzoatla yapilan polimerizasyonlarda goriilen gecikme etkisinden
kaynaklandigi bilinmektedir [163]. Reaksiyonun baslangi¢c basamaginda ulasilan yiksek
molekil agirhgr ise Pietsch ve arkadaslari tarafindan hibrit davranis olarak
tanimlanmistir [164]. Hibrit davranista, reaksiyonun 6n dengelenme basamaginda hem

serbest radikal polimerizasyon hem de RAFT polimerizasyonu beraber ilerlemektedir.
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5.2 Blok Kopolimer Sentezi ve Blok Kopolimer Miseller

Calhsmanin sonraki asamasinda hedef polimerlerin sentezinin ilk basamagi olan
makroCTA sentezi gerceklestirilmistir. 3 farkli makroCTA sentezlenmistir. Bunlar
poli(OEGMA,75), poli(OEGMAgsg) ve poli(DEGMA-OEGMA,7s)’tir.  MakroCTA’larin
yaklasik 20 kDa molekul agirhginda olmasina dikkat edilmistir. Bu makroCTA’lar

kullanilarak sonraki asamada 2 set halinde kopolimerler sentezlenmistir

5.2.1 Set 1 Kopolimerleri

Set 1 kopolimerleri sadece makroCTA1 (poli(OEGMA,7s)) kullanilarak sentezlenmistir
(Sekil 4.11-4.14). MakroCTA1 zincirinin ucundan farkh uzunluklarda poli(4-VP) blogu
uzatilarak iki farkh kopolimer sentezlenmistir (Sekil 4.15). Bu sayede hidrofilik kisimlari
ayni ama hidrofobik kisimlarinin uzunlugu farkh iki kopolimer sentezlenmistir. NMR ve
FTIR spektrumlariyla da kopolimerin yapisi dogrulanmistir (Sekil 4.17, 4.18). Set 1
kopolimerlerinin poli(4-VP) bloklari 6-bromohekzanoat kullanilarak farkh oranlarda
kuarternerlestirilmistir. Elde edilen yapilar FTIR (Sekil 4.19) ve NMR (Sekil 4.20)

spektrumlariyla dogrulanmis, kuarternerlesme dereceleri hesaplanmistir.

Set 1 kopolimerlerinin ¢ozelti davraniglari isik sagilmasi spektroskopisi ile incelenmistir
(Sekil 4.38-4.42). Blok kopolimerlerin kritik misel konsantrasyonu birgok ydntemle
bulunabilmektedir. Ancak bunlardan en ¢ok kullanilanlari floresans spektrometre ve
1stk sagiimasi spektrometresi yontemleridir. Set 1 kopolimerlerinin cmc degerleri blok
kopolimerlerin 1sik sagilmasi siddetlerinde ani artisin meydana geldigi konsantrasyon
bulunarak gerceklestirilmistir. S1-O475-V1 ve S1-0475-V3 kopolimerlerinin cmc degerleri
sirasiyla 0,05 ve 0,012 mg/mL olarak belirlenmistir. Sonuglardan anlasildigi Uzere
poli(4-VP) zinciri uzadikca cmc degeri kiicilmektedir. Artan hidrofobik zincir uzunlugu
hidrofobik etkilesimin kuvvetini arttirarak kopolimerlerin daha disik konsantrasyonda

bir araya gelmesini saglamistir.

Set 1 kopolimerlerinin pH degisimine karsi yapilarinda meydana gelen degisim dinamik
ve elektroforetik 1sik sacilmasi yontemleriyle incelenmistir. Dinamik 1sik saciimasiyla
kopolimerler incelendiginde kopolimerlerin boyutlarinin pH 2-5 araliginda sabit kaldigi

ve 6,5-7 nm araliginda hidrodinamik g¢apa sahip olduklari goérilmektedir. pH 5’in
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Uzerine cikarildiginda kopolimerlerin boyutlari artmaktadir. Kisa poli(4-VP) blogu iceren
S1-0475-V1 kopolimerinin boyutu 15 nm’ye ulasirken, uzun poli(4-VP) zincirine sahip
kopolimerin boyutu 26 nm’ye ulagsmistir. Uzun poli(4-VP) zincirinin kuvvetli hidrofobik
etkisinden dolayl daha fazla sayida kopolimerin bir araya geldigi distnilmektedir.
Kopolimerlerin zeta potansiyelleri incelendiginde ise pH arttikga kopolimerlerin ylizey
yuklerinin azaldigi goriilmektedir. Yaklasik olarak pH 5’e kadar pozitif olarak kalan
kopolimerler pH 5’in Gstliindeki degerlerde negatif yukli hale gelmektedirler. pH 5’in
altindaki degerlerde poli(4-VP) blogu pozitif ylklenmektedir ve misel olusumunu
engellemektedir. pH 5’in Ustlindeki degerlerde ise kopolimerler bir araya
gelmektedirler. Poli(OEGMA475) blogunun zincir ucunda bulunan —COOH grubu bu
pH’ta iyonlasarak negatif yilklenmektedir. Kopolimerler bir araya gelerek misel
olusturduklarinda poli(OEGMA475) blogu ve bu blogun zincir ucu sulu fazda

kalmaktadirlar. Bu da misellerin negatif yliklenmesine sebep olmaktadir.

Set 1 kopolimerlerinin kuarternerlestirilmesiyle olusan kopolimerler de ayni
yontemlerle incelendiginde hicbir pH degerinde misel olusturmadiklari gérilmektedir.
pH 2-9 araliginda boyut degerleri 6,4-9,2 nm arasinda degismektedir. Zeta potansiyel
degerlerinde ise pH degeri arttikga bu kopolimerlerinde yilizey yik degerlerinin azaldigi
gozlenmektedir. Ancak incelenen pH skalasinin hi¢cbir noktasinda nétral veya negatif
yukli kuarterner kopolimer bulunmamaktadir. Kuarterner kopolimerlerin zeta
potansiyel degerlerinin pH artisiyla beraber azalmasinin sebebi ise kopolimerlerin
kismen kuarternerlestirilmis olmasidir. Kuiarterner olmayan 4-VP birimleri asidik pH’ta
pozitif yuklenmekte ancak nétral ve bazik pH degerlerinde ise yiksiz hale gelerek

kopolimerin toplam pozitif yikiinin azalmasina sebep olmaktadir.

5.2.2 Set 2 Kopolimerleri

Set 2 kopolimerleri 3 farklh makroCTA kullanilarak sentezlenmistir. Yaklasik 20 kDa
molekil agirligina sahip poli(OEGMA,75), poli(OEGMAgso) ve poli(DEGMA-OEGMA,7s)
polimerlerinin  zincir uclarindan RAFT polimerizasyonuyla poli(4-VP) zincirleri
uzatilmistir. Her bir makroCTA’dan farkh uzunluklarda poli(4-VP) zinciri iceren iki
kopolimer sentezlenmistir. Toplamda 6 farkli kopolimer sentezlenerek analiz edilmistir.

Kopolimerler sentezlenirken her birinin poli(OEGMA) bloklarinin molekil agirhiklarinin
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esdeger olmasina ve farkli poliOEGMA blogu iceren kopolimerlerden de en az birer
tanesinin poli(4-VP) bloklarinin da esdeger uzunluga sahip olmasina dikkat edilmistir.
Bu sayede poliOEGMA blogunun yan zincir uzunlugunun olusan yapiya etkisi daha iyi

anlasilabilecektir.

Kopolimerlerin RAFT teknigiyle basarili bir sekilde sentezlendikleri kinetik grafikleri,
molekil agirligi ve polidispersite grafikleri ile NMR spektrumlarindan anlasiimaktadir.
Ancak kopolimer sentezinde ikinci agsamada poli(4-VP) zinciri uzatilirken elde edilen
Urltinlerde verim ¢ok disiik olmaktadir. Bu durumla Set 1 kopolimerlerin sentezinde de

karsilasiimistir (Sekil 4.15).

Set 2 kopolimerlerinin ilk olarak cmc degerleri saptanmistir. Floresans spektrometre
kullanilarak gercgeklestirilen analizlerde prob olarak hidrofobik piren molekili
kullanilmistir. Bu yontemin diger bir avantaji da misel ¢ekirdegine hidrofobik
molekillerin yiklenebildiginin gosterilmesidir. 0,0001-1 mg/mL konsantrasyon
araliginda hazirlanan kopolimer c¢ozeltilerinin cmc degerlerinin 0,0048-0,025 mg/mL
arasinda degistigi bulunmustur (Sekil 4.44 ve Cizelge 4.10). cmc degeri en yiksek olan
kopolimerler poli(OEGMAgso) bloguna sahip olan kopolimerlerken, cmc degeri en distik
olanlar ise poli(DEGMA-OEGMA,;5) bloguna sahip olan kopolimerler oldugu
gorilmektedir. PoliOEGMA blogundaki yan zincirler kisaldik¢a bu blok hidrofoblasarak
kopolimerlerin daha diistik konsantrasyonlarda misel olusturmasina sebep olmaktadir.
Artan etilen glikol zincir uzunlugu da kopolimerin hidrofilikligini arttirmaktadir. Ayni
poliOEGMA bloguna sahip kopolimerlerden de poli(4-VP) zinciri daha uzun olanlarin
cmc degerlerinin daha dislik oldugu goérilmistir. Bu durum Set 1 kopolimerlerle de

uyumludur.

Set 2 kopolimerlerin pH degisimine karsi cevaplari 6nce floresans spektrometre ile
incelenmistir (Sekil 4.45). Kopolimerlerin hepsinin floresans siddeti oranlari pH 5’e
kadar sabitken daha yukaridaki pH degerlerinde floresans siddeti oranlarinda ani bir
artis olmaktadir. Bu durum pirenin hidrofobik mikrogevre icine yerlestigini
gostermektedir. Burada hidrofobik mikrocevre, olusan blok kopolimer misellerin
cekirdegidir. Ancak Sekil 4.45 incelendiginde ilgin¢ bir durum goézlenmektedir. pH 5’in

altindaki floresans siddeti degerleri sabit olmasina ragmen, ozellikle poli(DEGMA-
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OEGMA,75) iceren kopolimerler icin oldukca yiksek degerlerdir. Bu durum boyut
grafigiyle beraber incelendiginde tek basina kopolimerlerin de piren molekilini
hapsedebildigi anlasiimaktadir. Poli(OEGMAgso) en hidrofilik karakterdeki poliOEGMA
blogu olmasina karsin onun kopolimerlerinin bile asidik pH degerlerinde yaptig
floresans emisyonu piren molekillerinin  yapida az da olsa hapsedildigini

gostermektedir.

Isik sagilmasi yontemleriyle incelendiklerinde Set 2 kopolimerlerinin boyut degisimleri
floresans oOlg¢limleriyle uyumludur. pH 5’in yukarisindaki degerlerde kopolimerlerin
boyutu artmaktadir. Ancak pH 5’in altindaki degerlerde 7-8 nm araligindadir. Ancak
boyut analizleri incelendiginde Set 1 kopolimerleriyle bir farklilik oldugu gortlmektedir.
Set 2 kopolimerlerinde pH 5’in Ustlindeki degerlerde uzun poli(4-VP) zincirine sahip
kopolimerlerin boyutu kisa olanlardan daha ufakken, bu durum Set 1 kopolimerlerde
tam tersidir. Ancak burada su unutulmamahdir ki Set 1 ve Set 2’deki poli(OEGMA,7s)
blogu iceren blok kopolimerlerin molekil agirliklari birbirlerinden farkhidir. Bu sebeple
de farkli karakterde davranis gostermis olabilirler. Set 2 kopolimerlerinin zeta

potansiyel degerleri ise Set 1 kopolimerleriyle uyumludur.

AFM goruntileri sentezlenen blok kopolimerlerin misellerin kiiresel yapida olduklarini

gostermektedir.

Set 2 kopolimerleri icinde poli(DEGMA-OEGMA,75) blogu iceren kopolimerler sicakliga
duyarhdirlar. Bu 6zelliklerini incelemek amaciyla UV spektrometre ile tirbidimetrik
Olclimleri yapilmistir. Kopolimerler pH 3 ve pH 7’de hazirlanarak artan sicaklik
degerlerinde incelenmislerdir. pH 7’deki kopolimerlerin LCST degerleri uzun poli(4-VP)
zincirli kopolimer icin 25°C bulunurken kisa poli(4-VP) zincirli kopolimer igin 32°C
olarak bulunmustur. Burada poli(4-VP) zincirinin kopolimerin LCST degerine etkisi cok
net gorilmektedir. Kopolimerdeki artan hidrofobik karakter LCST degerinin daha disik
degerlere kaymasina sebep olmustur. Cozeltilerde LCST degerinin Ustindeki
sicakliklarda isik sacilmasi yontemiyle incelenemeyecek cokeltiler olusmustur. pH 7’de
hidrofobik halde bulunan poli(4-VP)'nin yaninda poliOEGMA blogu da LCST degerinin
Uzerindeki sicakliklarda hidrofoblasarak polimerin suda ¢6zlinmesini engellemis ve

kopolimerler ¢cokmustur.
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pH 3’te ise LCST degerleri uzun ve kisa poli(4-VP) zincirli kopolimerler i¢in 46°C olarak
bulunmustur. pH 3’teki kopolimerlerin LCST degerinin UGstlindeki sicakliklarda pH 7’deki
kopolimerler kadar bulanik c¢o6zeltiler olusmamistir. Bu sebeple, pH 3’teki
kopolimerlerin dinamik 1sik sacilmasi yontemiyle boyut analizleri yapildiginda 126 ve
150 nm capinda partikiller olduklari gortulmustir. pH 3’te poli(4-VP) bloklari pozitif
yuaklidarler.  LCST  degerinin  Ustindeki  sicakliklarda  poliOEGMA  blogu
hidrofoblagmaktadir. Bu sicaklik ve pH’taki S2-DO-V kopolimerleri poliOEGMA
bloklarinin hidrofobik etkilesimle birlesmesiyle ters misel olusturmuslardir. Miselin
cekirdegini poliOEGMA blogu, miselin kabugunu ise pozitif yikli poli(4-VP) blogu

olusturmaktadir.

pH 3’te LCST degerinin {stlindeki sicakliklarda olusan yapilarin  sekilleri

saptanamamistir.

PoliOEGMA-b-poli(4-VP) blok kopolimerlerinin ¢ozelti davranislari Sekil 5.1 de sematik

olarak gosterilmektedir.
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Sekil 5. 1 Poli(OEGMA)-b-poli(4-VP) blok kopolimerlerinin farkli pH ve sicaklik
degerlerinde sulu ¢ozeltide olusturdugu yapilarin sematik gosterimi
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Tez galismasinda sentezlenen tim poliOEGMA-b-poli(4-VP) kopolimerlerinin pH 5’in
Ustlindeki degerlerde misel yapilar olusturdugu goézlenmistir. Olusan misellerin
boyutlari 30 nm civarindadir. Bu boyut degeri hiicre igine yonelik ilag salim
sistemlerinde kullanima aday bir tasiyici elde ettigimizi gostermektedir. Zira yapilan
calismalarda 10-100 nm araliginda boyuta sahip nanopartikiillerin hiicre icine girme
oranlarinin daha ylksek oldugu gosterilmistir [71]. Floresans spektrometre
deneylerinde kullanilan hidrofob piren molekili de misellerin etkin olarak hidrofobik
molekdlle yiklenebildiklerini géstermistir. Ayrica asidik pH degerlerinde bile hidrofobik
ilac tasimasi farkli amaclar icin kullanilabilir. Ornegin pH 3’te polimerin farkh bir ilag
yluklenip pH 5’in Gstiinde farkh bir ilag yuklenerek iki farkli ilag molekilli ayni tasiyicida
tasinabilir. ilaglardan biri pH’a duyarli olarak viicut icinde salim yapilirken poli(OEGMA)

bloguna yuklu ilag molekilleri difiizyon gibi yollarla viicut igine salim yapilabilir.

Sentezlenen kopolimerlerin etkiye duyarli yapida olduklari da alinan sonuglarda net
olarak gosterilmistir. Tum kopolimerler pH’a duyarli olarak ¢ozelti igindeki
davraniglarini  degistirmektedir. Asidik pH’ta c¢ozeltide tek baslarina bulunan
kopolimerler nétral ve bazik pH degerlerinde misel olusturmaktadirlar. Bu sayede pH

degisimine bagli olarak ila¢ salimi yapan tasiyici sistemler olarak kullanilabileceklerdir.

Poli(DEGMA-OEGMA,75s) bloguna sahip kopolimerler ise hem pH hem de sicakliga
duyarlidirlar. Bu durum literatiirde polimerlerde “sizofrenik” davranis, diger bir deyisle
cift kisilikli davranis olarak bahsedilmektedir. Zira sicaklik degistiginde olusan yapilarla
pH degistiginde olusan yapilar birbirlerinden farklidir. Boyle bir kopolimerin farkli pH ve
sicaklik degerlerinde olusturabilecegi 4 farkli yapi Sekil 5.1’de sematik olarak
gosterilmektedir. Polimerin ¢ift etkiye duyarli olmasi, tastyici olarak kullanildiginda
doku ve hiicre hedefleme ile kontrollii salim etkinligini arttiracaktir. Ornegin, lokal
hipertermi calismalarinda bu kopolimer kullanilarak sadece isitilan dokuya hedefleme

yapilabilecektir.

Sentezlenen kopolimer miseller hakkinda bahsedilmesi gereken diger bir husus da
kopolimer zincirlerinin ucunda bulunan karboksilik asit gruplarndir. Karboksilik asit

grubu, miselin dis kabuguna cesitli hedefleyici veya isaretleyici molekillerin
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baglanmasina imkan vermektedir. Bu sayede, kopolimerler ilag tasiyici olarak daha

etkin bir sekilde kullanilabileceklerdir.

Sicakhiga ve pH’a duyarli olmalari, hedefleyici molekillerin baglanabilecegi fonksiyonel
grup tasimalari, hiicre igine girise uygun boyut ve ylizey 6zelliklerine sahip olmalari gibi
bircok avantajli 6zellige sahip bu kopolimerlerin ilag tasiyici sistem olarak énemli bir

potansiyele sahip olduklari dislintilmektedir.

5.3 Kuarterner Kopolimer-ODN Kompleksleri

Kuarternerlestirilmis poli(DEGMA-OEGMA,7s5)-b-poli(4-VP) kopolimeri c-Myc antisens
oligonukleotidi (ODN) ile N/P=1-50 arasinda degisen oranlarda karistirildiginda olusan
yapilarin boyutlari tim oranlarda kompleks olusumunu gostermistir. Kopolimer-ODN
¢Ozeltileri tuz icermeyen ve fizyolojik sartlarda tuz iceren tamponlarda hazirlanmis ve
analiz edilmistir. Her iki tampon ¢0zeltide de olusan yapilarin boyutlari kompleks
olusumunu gostermistir.  Bu durum komplekslerin kanda kararli olacagini

gostermektedir.

Olusan yapilarin zeta potansiyel degerleri incelendiginde artan N/P oraniyla beraber
notrale yakin veya pozitif yikli partikiller olduklari anlasiimistir. Partikillerin hiicre
icine girisini etkileyen en dnemli parametrelerden biri partikiliin yizey 6zellikleri ve
ylkudar. Hicre icine en yliksek oranda girmeyi pozitif yukli partikiller basarmaktadir
[71], [72]. Negatif yuklG partikillerin hiicre icine girme basarimi ise disuktir. Bu
sebeple olusan komplekslerin hiicre icine giriste ylksek etkinlik gosterecegi

dustiniimektedir.

Kopolimer-ODN kompleksi viicuda verildiginde kanda yliksek oranda seyreleceginden
kompleksin seyrelmeye karsi kararliigi arastirilmistir. Bu amacgla, 25°C’de farkh
oranlarda seyreltilen kompleks ¢ozeltileri analiz edildiginde kompleksin bilesenlerine
ayrilmadigi gortlmustir. Ancak boyutunda degisiklik olmustur. Bu sonuc¢ da kompleksin

damarlar icindeki kan akisinda kararl halde kalacagini géstermektedir.

Kullanilan kopolimer sicakliga duyarh davranis gosterdiginden olusan komplekslerin
sicaklik degisimine cevap verip vermeyecekleri arastirilmistir. Farkh oranlarda

hazirlanan komplekslerin LCST degerleri 151k sagilmasi yontemiyle saptanmistir.
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Komplekslerin LCST degerlerinin tek basina polimerden daha disiik oldugu ve
bilesenlerin oraninin LCST degerine etki ettigi gorllmustlr. Ayrica olusan yapilarin
boyutlari  25°C’'deki komplekslerden ¢ok daha buylktir ve ¢okelti olusumu
gerceklesebilmektedir. Komplekslerin zeta potansiyelleri de notrale yakin veya pozitif
citkmistir. Bu sonuglar, miseller gibi komplekslerin de lokal hipertermi galismalarinda
kullanilabilecegini ve bilesenlerin orani degistirilerek farkli sicakliklardaki uygulamalar

icin uygun tasiyicilar hazirlanabilecegini gostermektedir.

LCST degerinin Ustlinde hazirlanan komplekslerin de seyrelmeye karsi kararhlig
incelenmistir. 42°C’'de hazirlanan kompleks c¢ozeltileri seyreltildiklerinde kompleks
partikilleri bilesenlerine ayrilmamistir. Ancak boyutlarinda 25°C’de hazirlanan

orneklere kiyasla ¢cok daha biiyik bir degisim oldugu gozlenmistir.

Sonuc olarak, gen terapi calismalarinda kullanilma potansiyeline sahip ve yliksek
etkinlige sahip olacagini disindiigimiuz bir kopolimer tez calismasinda sentezlenmistir.
Sicakhga duyarli olan bu kopolimer ayrica hedefleyici molekillerin baglanabilecegi
karboksilik asit grubuna sahiptir. Kopolimer-ODN komplekslerinin gen terapi
calismalarinda kullanilabilmesi igin ilerleyen siregte komplekslerin hicrelerle
etkilesimlerinin ve hiicre igine giris etkinliklerinin incelenmesi gerekmektedir. Bu

amacla yapilan hiicre ¢alismalari halen devam etmektedir.
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EK-A

HESAPLAMALAR

CTAA4 ile Poli(OEGMA,;5) Sentezi icin Hesaplamalar:

Baslangi¢ oranlari [M]o/[CTA]o/[1]0=75/1/0,2; monomerin baslangi¢c konsantrasyonu 0,5

M ve ¢ozelti hacmi 10 mL igin;
0,5 M OEGMA475 = 0,5 mol/L x 0,01 L x 475 g/mol =2,375 g OEGMA 475

0,5/75=0,0067 M CTA4 =» 0,0067 mol/L x 0,01 L x 279,38 g/mol = 0,0186 g CTA4 =>
18,6 mg CTA4

0,0067/5=0,0013 M baslatici (AIBN) = 0,0013 mol/L x 0,01 L x 164,21 g/mol = 0,0022 g
AIBN = 2,2 mg AIBN

CTAA4 ile Poli(4-VP) Sentezi icin Hesaplamalar:

Baslangi¢ oranlari [M]o/[CTA]o/[1]10=200/1/0,5; monomerin baslangi¢ konsantrasyonu 2

M ve ¢ozelti hacmi 10 mL igin;
2 M 4-VP=>» 2 mol/Lx 0,01 Lx 105,14 g/mol =2,103 g 4-VP

2/200=0,01 M CTA4 =>» 0,01 mol/Lx 0,01 L x 279,38 g/mol =0,0279 g CTA4 =» 27,9 mg
CTA4

0,01/2=0,005 M baslatici (AIBN) =» 0,005 mol/L x 0,01 L x 164,21 g/mol = 0,0082 g
AIBN =>» 8,2 mg AIBN
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MakroCTA Halindeki Poli(OEGMA,;5)i Kullanarak Poli(OEGMA,75)-b-poli(4-VP) Sentezi

icin Hesaplamalar:

Baslangi¢c oranlart [M]o/[CTA]o/[1]0=200/1/0,5; monomerin baslangic konsantrasyonu
1,5 M ve ¢bzelti hacmi 3 mL igin;

1,5 M 4-VP =>» 1,5 mol/L x 0,003 L x 105,14 g/mol =0,473 g 4-VP

1,5/200=0,0075 M MakroCTA1 =» 0,0075 mol/L x 0,003 L x 19548 g/mol = 0,440 g
makroCTA1

0,0075/2=0,00375 M bagslatici (AIBN) =» 0,00375 mol/L x 0,003 L x 164,21 g/mol =
0,0018 g AIBN =» 1,8 mg AIBN

Poli(OEGMA,75)-b-poli(4-VP) Blok Kopolimerinin Kuarternizasyonu

0,05 g poli(OEGMA,75)-b-poli(4-VP) (Mn=29989 g/mol) kopolimer; kopolimerdeki her
bir mol 4-VP monomeri icin 5 kati oranda metil-6-bromohekzanoat (M=209,08 g/mol,
d=1,316g/mL) icin;

Kopolimerin toplam Mn degeri 29989 g/mol, icerigindeki poli(OEGMA,75) blogunun

molekil agirhgr 19548 g/mol ise kopolimerdeki poli(4-VP) blogunun molekil agirhg
10441 g/mol olur.

0,05 g poli(OEGMA,75)-b-poli(4-VP) / 29989 g/mol x 10441 g/mol = 0,017 g poli(4-VP)
blogu = 0,017 g/ 105,14 g/mol = 0,000166 mol 4-VP

0,000166 mol x 5 = 0,00083 mol =» 0,00083 mol x 209,08 g/mol / 1,316 g/mL = 0,13

mL metil-6-bromohekzanoat
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