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OZET

YENIi BOR BAZLI BiYOMALZEMELERIN SENTEZLERI,
FORMULASYONLARI VE TERANOSTIK ETKILERININ
INCELENMESI

Bulus, borun etkisiyle erken tani igin ve ilag salim sistemleri alaninda tedavi igin
paklitaksel gibi antikanser ve diger ilacglarin yiikklenmesine olanak saglayan
(teranostik) slibstitiiye 1,4-diokzan-2,5-dion monomerlerinin sentezi ve bu
monomerler ile bor igerikli polimerlerin iiretilmesi, optik 6zelliklerinin incelenmesi
ve bunlardan in vitro/in vivo uygulamalarda kullanilmak i{izere nanokiire eldesi ve

in vitro/in vivo biyolojik uygulamalar ile ilgilidir.
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ISTEMLER

1. Bulus, bor bazli polimerlerin iiretilmesi i¢in asagida belirtilen ara tiriinlerin

ve siibstitiiye glikolid monomerlerinin sentezlenmesi olup;

- a-bromoalkil bromiiriin a-hidroksi asitle kondensasyonu ile dietil eter
5 icerisinde ve trietilamin varh@mnda: Formiil (I)’deki gibi 2-((2-

bromopropanoil)oksi)biitanoik asit;
o)
BN
Br,
)\“/ °
° @,

Formiil (II)’deki gibi 2-((2-bromopropanoil)oksi)pentanoik asit

o}
OHJ‘Y\/
Br,
)\[ro
o

10 Formiil (IV)’teki gibi 2-((2-bromobiitanoil)oksi)pentanoik asit

(o]
OHJKI/\/
Br,
\>\’(0

° Iv),

(1D),

Formiil (VI)’daki gibi 2-((2-bromopropanoil)oksi)-4-metilpentanoik

asit,

° (VI),



Formiil (VIII)’deki gibi 2-((2-bromobiitanoil)oksi)-4-metilpentanoik asit

o

OH
Br,
\)\"ro
o]

Formiil (X)’daki gibi 2-((2-bromopropanoil)oksi)-3-metilpentanoik asit

)YO

° (X),

(VIID),

5 Formiil (XII)’deki gibi 2-((2-bromobiitanoil)oksi)-3-metilpentanoik asit

ara Uriinlerinin elde edilmesi,

- sentezlenen ara firlinlerin, N,N-dimetilformamit (DMF) igerisinde ve
sodyum bikarbonat (NaHCO3) varliginda ara iiriiniin halka kapanmasi

10 reaksiyonu ile:

2-((2-bromopropanoil)oksi)pentanoik asit (Formiil (II)) ara driinii

varhiginda, Formiil (I1T)’teki gibi propil metil glikolid
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2-((2-bromobiitanoil)oksi)pentanoik asit (Formiil (IV)) ara tirlinii varliginda

Formiil (V)’teki gibi propil etil glikolid

500

2-((2-bromopropanoil)oksi)-4-metilpentanoik asit (Forml (VI)) ara iiriinii

(V)J

varliginda Formiil (VII)’deki gibi izobiitil metil glikolid
o)
OJ\K\]/
)ﬁ(o
(o}

2-((2-bromobiitanoil)oksi)-4-metilpentanoik asit (Formiil (VIII)) ara {iriinii

(V),

varliginda Formiil (1X)’daki gibi izobiitil etil glikolid
o
QJK‘/W/
A
0

2-((2-bromopropanoil)oksi)-3-metilpentanoik asit (Formiil (X)) ara iirlini

(IX),
varliginda Formiil (XI)’deki gibi izoldsin metil glikolid
o
0)‘\(]\/
/J\’(o
0

2-((2-bromobiitanoil)oksi)-3-metilpentanoik asit (Formiil (XII)) ara tiriinii

(XI),

varliginda Formiil (XIII) teki gibi izoldsin etil glikolid
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0 (XI1I)

monomerlerinin elde edilmesiyle karakterize edilmektedir.

. Bulus, istem 1’deki asimetrik monomerleri ve ek olarak dietil glikolid ve

diizobiitil glikolid gibi simetrik monomerleri, serbest OH grubuna sahip bir
baglatic1 (BF2dbmOEtOH) ile Sn(Oct); varliginda, ¢oziiciisiiz ortamda ve
argon gazi altinda reaksiyona sokarak bor bazli polimerlerin sentezlenmesi

olup;

DL-3,6-dietil-1,4-diokzan-2,5-dion ~ monomeri  varh@inda  Formiil
(XIV)’teki gibi BF2dbmOEt-PDEG

F, F

g

o” o

PUSEsaae

L-3,6-diizobiitil-1,4-diokzan-2,5-dion  monomeri  varliginda  Formiil

(XV)’teki gibi BF2dbmOEt-PDIBG

(X1V),

F, F
|\

by
o’ Yo

! ~
HO 0);‘/\0 O O

(XV),

Etil metil glikolid monomeri varliginda, Formiil (XVII)’deki gibi
BF2dbmOEt-PEMG
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HEFINecage

Propil metil glikolid (Formiil (III)) monomeri varhiginda, Formiil

(XVIII)’deki gibi BF2dbmOEt-PPMG

(XVII),

F\B F
o” ‘o

el O

Propil etil glikolid (Formiil (V)) monomeri varliginda, Formiil (XIX)’daki
gibi BF2dbmOEt-PPEG

(XVIII),

B
o’ Yo

[zobiitil metil glikolid (Formiil (VII)) monomeri varliginda, Formiil

(XX)’deki gibi BF2dbmOEt-PIBMG

(XIX),

F‘B 5
VA

EPE Vo ng e

Izobiitil etil glikolid (Formiil (IX)) monomeri varliginda, Formiil

(XXI)’deki gibi BF2dbmOEt-PIBEG

(XX),
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F\B F
o’ Yo

[zolosin metil glikolid (Formiil (XI)) monomeri varliginda, Formiil

(XXI1)’deki gibi BF2dbmOEt-PILMG

(XX1),

F‘B 5
o’ Yo

Hg)mﬁo

[zolosin etil glikolid Formiil ((XIII)) monomeri varhigmda, Formiil

(XXI11)’teki gibi BF2dbmOEt-PILEG

(XXII),

F‘B F
o Yo

(XXIID)

homopolimerlerinin sentezlenmesi ile karakterize edilmektedir.

. Istem 2’deki gibi bor bazli homopolimerlerin yaninda bunlarin

kopolimerlerinin de sentezlenmesi olup;

L-3,6-diizobiitil-1,4-diokzan-2,5-dion ve L-laktid monomerleri varhiginda

Formiil (XVI)’daki gibi BF2dbmOEt-P(DIBG-LA)

F‘B F
o Yo
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kopolimerlerinin ii¢ farkli kombinasyonda (37,5-12,5; 25-25; 12,5-37,5)

sentezlenmesi ile karakterize edilmektedir.

. Istem 1, 2 ve 3°deki gibi ara iiriin, monomer ve bor bazli polimerlerin

sentezlenmesi olup, bu {riinlerin eldesinde spektroskopik (NMR, ATR-
FTIR), kromatografik (GPC), termal (DSC, TGA) ve optik (Floresans,
Lifetime) metotlardan yararlanilarak karakterizasyonlarinin yapilmasi ile

karakterize edilmektedir.

. Yukaridaki istemlerden biri gibi bor bazli polimerlerin sentezlenmesi olup;

elde edilen homopolimerler ve kopolimerlerin, tekli emdiilsiyon ve
nanog¢oktiirme yontemleri ile etken madde yiiklii/yiiksiiz nanopartikiillerin
elde edilmesi ve bu partikiillerin SEM ve partikiil boyut dlger analizi ile

karakterize edilmektedir.

. lIstem 5°deki gibi bor bazli polimerlerin sentezlenmesi olup; elde edilen

nanopartikiillerin erken tam ve tedavide kullamlmasiyla karakterize

edilmektedir.
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TARIFNAME

YENIi BOR BAZLI BiYOMALZEMELERIN SENTEZLERI,
FORMULASYONLARI VE TERANOSTIK ETKILERININ
INCELENMESI

Teknik Alan

Bulus, kanser tedavisini ve tedaviye verilen yamitin takip edilmesini bir arada
saglamaya yardimci olan (teranostik) yeni ¢ok fonksiyonlu bor etken siibstitliye
glikolid polimerlerinin sentezi, ila¢ yiiklii/yiliksiiz nanopartikiillerinin Giretilmesi ve

biyolojik uygulamalari ile ilgilidir.

Bulus daha 6zel olarak, bor’un etkisiyle erken tani i¢in ve ila¢ salim sistemleri ile
tedavi i¢in paklitaksel gibi antikanser ve diger ilaglarin yiliklenmesine olanak
saglayan siibstitiiye glikolid (1,4-diokzan-2,5-dion) monomerlerinin sentezi ve bu
monomerler ile bor igerikli polimerlerin iiretilmesi, optik 6zelliklerinin incelenmesi
ve bunlardan elde edilen nanokiirelerin in vitro/in vivo biyolojik uygulamalarda test

edilmesi ile 1lgilidir.
Onceki Teknik

Difloro bor esasli malzeme olan BF2dbmOEtOH (difloro bor dibenzoil metan 2-
hidroksietoksi) kati hal ve ¢cozelti ortaminda biiyiik bir soniimleme katsayisi1 (Zhang
vd., 2011; Cogne-Laage, 2004; Chow vd., 1996; Ono vd., 2007), biiyiik iki-fotonlu
absorpsiyon kesitlerine sahip olma (Halik vd., 2003), yiiksek emisyon kuantum
verimleri (Zhang vd., 2011; Cogne-Laage, 2004; Chow vd., 1996; Ono vd., 2007;
Brouwer, 1991) ve gevreleyen ortama duyarlilik gostermektedirler (Pfister vd.,
2008). Bu olaganiistii optik Ozellikler bu malzemelerin goériintiileme ajanlari,
fotoduyarlastiricilar ve sensorler olarak kullanilmasini miimkiin kilmaktadir

(Pfister vd., 2008).

Cesitli polimerlerin, difloro bor esasli malzemeler ile etkilesimleri sayesinde
kararliliklar1 ve biyolojik ortamlarda kullanilabilirlikleri artmaktadir. Son

1
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zamanlarda bu alanlarda ¢ok yeni ¢alisilmaya baslanan bor bazli biyouyumlu
polimerik malzemeler yogun mavi floresans gostermis ve 1siya duyarli gecikmis
floresans ve oda sicakliginda fosforesans (RTP) gibi yeni ozellikleri ortaya
cikmustir (Pfister vd., 2008; Zhang vd., 2007). Ozellikle borun etkisi iizerine yapilan
caligmada hidroksil fonksiyonel grubu iceren aromatik diketon olan dibenzoil
metan (dbmOEtOH), kati1 halde zayif floresans gosterirken ¢ozelti ortaminda hig
floresans  gostermemistir.  Diger taraftan onun diflorobor kompleksi
(BF2dbmOEtOH) her iki halde de yiiksek emisyon gostermistir. Ayrica
dbmOEtOH’1n borlanmasi, polimerizasyon kinetigini ve de elde edilen polimerin
fotofiziksel ozelliklerini énemli derecede degistirdigi saptanmustir (Zhang vd.,

2009a).

Ancak BF2dbmOEtOH ile yapilan ¢alismalar yogun bir sekilde sadece iki polimer
izerinde (cogunlukla polilaktid (Pfister vd., 2008; Zhang vd., 2007; Zhang vd.,
2009a; Kersey vd., 2010) ve de polikaprolakton (PCL) (Zhang vd., 2009b; 2009¢))
yogunlagsmistir. Polilaktid ve polikaprolakton birbirine benzer yapilar olmasina
ragmen elde edilen sonuglara bakildiginda polikaprolaktonun BF2dbmOEtOH 1n
fototiziksel ozelliklerini ¢arpict bir bigimde degistirdigi gdzlenmistir (Zhang vd.,
2009b). Ornegin polilaktid oda sicakhiginda fosforesans (RTP) &zellige sahipken
(Zhang vd., 2007), sasirtict bir sekilde polikaprolakton’un RTP gostermedigi
bulunmustur (Zhang vd., 2009b). Ayrica bu iki polimerin yapilarindaki yiiksek
kristaliteden dolay: yarilanma siiresi polilaktid i¢in 1-2 yil1, polikaprolakton igin 4
yili bulmaktadir (Ikada ve Tsuji, 2000). Bu uzun siireler de ila¢ salim
sistemlerindeki uygulamalarini kisitlamaktadir. Bu bakimdan BF2dbmOEtOH’1n
cesitli biyobozunur polimerler (siibstitliye 1,4-diozan-2,5-dion polimerleri) lizerine
etkisinin arastirilmasina (6rnegin erken tedavi i¢in en uygun fotofiziksel 6zelligi
hangi tip polimerlerle elde edildigi ve tedavi i¢in bu polimerler ile en uygun ilag

yiikleme oranlar1 ve agregasyon icermeyen nanokiire tiretimi) son derece énemlidir.

Teknikte bor iceren cesitli formiilasyonlar ve bu formiilasyonlarin kanser

tedavisinde kullanilmasina iliskin ¢esitli gelistirmelerin yapildig1 gdzlenmistir.
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Teknigin bilinen durumunda yer alan W0O2014072985 sayili Uluslararasi patent
dokiimaninda, yeni borik asit tiirevleri ve bunlarin anti kanser maddeleri olarak
biyolojik degerlendirilmesinden bahsedilmektedir. Bulus ile gelistirilen bilesikte,
X, aromatik veya heteroaromatik halkadir, Y, alkil, hidroksi alkil, alkoksi alkil ve

tiyoalkoksi alkil veya aril veya heteroaril bileseni ve bunlarin ikameleridir.

Teknigin bilinen durumunda yer alan US2015238622 sayili Birlesik Devletler
patent dokiimaninda, bor nétron yakalama terapisi i¢in kullanilabilen ve ila¢ salim
sistemlerinin etkinliginde gelisim ve tlimoérdeki bor konsantrasyonunda artis
saglayabilen yeni bir bor tasiyict bileseninden bahsedilmektedir. Bulus ile
gelistirilen bilesikte, m ve n'nin her biri bagimsiz olarak 1-4 bir tamsayidir, q, 1-
280 arasinda bir tamsayidir ve R! ve R*nin her biri bagimsiz olarak karbon sayisi

8-22 olan bir hidrokarbon grubudur.

Teknigin bilinen durumunda yer alan US2009137057 sayili Birlesik Devletler
patent dokiimaninda, bor ile siibstitiiye edilmis bilesikler (6rnegin, bor difloriir)
fonksiyonlandirilmis diketonlara (6rn., dibenzoilmetan) baglanmis ve laktid’in
polimerizasyonu igin baslaticilar olarak kullanilmistir. Bu bulus bir yoniiyle
floresans Ozelliklere, fosforesans 6zelliklere veya hem floresans hem de fosforesans
ozelliklere sahip olan polimerik liiminesans boya bilesikleri saglar. Ayrica benzer
bir WO2011011646 sayihh uluslararas: patent dokiimaninda ise liiminesans boya
bilesikleri ve bilesimleri (BF2dbm(I)PLLA ve mPEG-b-PDLA) invazif teknikler
gerekmeden oksijen algilamasi i¢in kullanildig1 rapor edilmistir. WO2017100764
say1li Uluslararasi patent dokiimaninda ise bir ylizey tizerindeki oksijen seviyelerini
O0l¢mek icin yontemler ve ilgili goriintiileme sistemleri agiklanmaktadir. Bu bulusta
¢ift emisyon diflorobor naftil-fenil B-diketonat polilaktid malzemeleriyle yaranin
tyilestirilmesinin izlenmesine yonelik yontemler agiklanmaktadir. US2013210053
nolu patent dokiimaninda ise mekanokromik liiminesans sergileyen bazi
difluoroboron B-diketonatlar rapor edilmistir. US2016041177 nolu diger bir patent
dokiimaninda ise elektrospin yontemiyle PLGA- ve PLA-bor boya kompleksinden
nanofiberler hazirlanip oksijen konsantrasyonunun izlenmesi amaciyla

kullanilmustir.
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Teknigin bilinen durumunda yer alan WOO03080627 sayili Uluslararas1 patent
dokiimaninda, fotodinamik iyilestirici bilesiklerden ve sozii edilen bilesikleri iceren

farmasotik kompozisyonlardan bahsedilmektedir.

Teknigin bilinen durumunda yer alan KRI101510319 sayili Kore patent
dokiimaninda, ilacin bir spesifik hedef hiicreye etkin bir sekilde tasinmasini ve
enjekte edilen ilacin hiicresel alimini ve salimimi optik olarak ve dogrudan
izleyebilen bir ila¢ salim kompozit malzemeden ve bunun liretilmesi i¢in bir

yontemden bahsedilmektedir.

Sonu¢ olarak, bilinen teknikte difloro bor esashi bilesiklerin (BF2dbmOEtOH)
literatlirde oldukga bilinen PLA, PCL gibi polimerik malzemelere baglandig:
goriilmiistiir. (Pfister vd., 2008; Zhang vd., 2007; Zhang vd., 2009a; Kersey vd.,
2010; Zhang vd., 2009b; 2009¢) Bu calismalarda erken tani ve ilag tedavisinin
birlikte yapilabildigi (teranostik) nanosistemlere rastlanilmamistir. Bundan dolay
teranostik hedef icin bulus konusu yeni tip alternatif nanomalzemelerin

gelistirilmesi thtiyact duyulmustur.
Bulusun Amaclar:

Bu bulusun amaci, ¢esitli uygulama alanlart igin siibstitiiye 1,4-diokzan-2,5-dion
monomerlerinin  sentezi ve bor igerikli siibstitiiye 1,4-diokzan-2,5-dion

polimerlerinin tiretilmesinin gergeklestirilmesidir.

Bu bulusun bir baska amaci, bor baslaticis1 sayesinde erken tanida, anti kanser ilag
yukli nanopartikiiller sayesinde kanser tedavisinde ve diger pek ¢ok uygulamada

kullanilabilecek nanokiirelerinin elde edilmesinin gerceklestirilmesidir.
Bulusun Ayrintilh A¢iklamasi

Bulus, siibstitiiye glikolid monomerleri ve bor bazli poli(siibstitiiye glikolid)
polimerlerin  sentezi, polimerlerin optik Ozelliklerinin  incelenmesi, ilag
yiiklii/yiiksiiz nanopartikiil eldesi, ilag salim ¢alismalar1 ve biyolojik uygulamalar

kapsamakta olup;
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sodyum hidroksit (NaOH) sulu ¢ozeltisi igerisinde p-hidroksi asetofenon ve
etilen klorohidrinin reaksiyonu sonucu 1-[4-(2-hidroksi-etoksi)-fenil]-

etanon bilesiginin elde edilmesi (Smith vd., 1957),

1-[4-(2-hidroksi-etoksi)-fenil]-etanon ve dihidropiran bilesiklerinin oda
sicakliginda diklorometan (CH2Clz) icerisinde ve p-toluensiilfonik asit
monohidrat  (PTSA.H20)  varliginda  kanstinlmasiyla — 1-{4-[2-
(tetrahidropiran-2-iloksi)-ctoksi]-fenil} -etanon bilesiginin elde edilmesi

(Bender vd., 2002),

metil benzoat ve 1-{4-[2-(tetrahidropiran-2-iloksi)-etoksi]-fenil}-etanon
bilesiginin tetrahidrofuran (THF) igerisinde sodyum hidriir (NaH) ile
kaynatilmasiyla 1-[4-(2-hidroksietoksi)-fenil]-3-fenil-propan-1,3-dion
(DbmOEtOH) bilesiginin elde edilmesi (Bender vd., 2002),

DbmOEtOH ve bor trifloriir dietil eteratin (BF30Et>) 60°C’de diklorometan
icerisinde 1sitilmasiyla BF2dbmOEtOH bilesiginin literatiirde bilinen

yonteme gore elde edilmesi (Zhang vd., 2007),

stilfiirik asit (H2S04) ve sodyum nitrit (NaNO2) varliginda a-amino asitlerin
diazotizasyon reaksiyonu ile 4 farkli a-hidroksi asidin literatiirde bilinen

yonteme gore sentezlenmesi (Miiller vd., 2009),

simetrik ya da asimetrik sibstitiiye glikolid (1,4-diokzan-2,5-dion)

monomerlerinin sentezlenmesi,

¢oziiclisliz ortamda argon gazi altinda BF2dbmOEtOH ve simetrik ve/veya
asimetrik siibstitiiye glikolidin Sn(Oct), varliginda reaksiyona sokularak
halka agilmasi polimerlesmesi yontemi ile poli(siibstitiiye glikolid)

homopolimerlerinin (BF2dbmOEt-PSG) elde edilmesi,

¢Oziiciisliz ortamda argon gazi altinda BF2.dbmOEtOH ile L-DIBG ve L-

laktid monomerinin Sn(Oct); varhiginda reaksiyona sokularak halka
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acilmast  polimerlesmesi  yontemi ile  BF.dbmOEt-P(DIBG-LA)

kopolimerlerinin sentezlenmesi,

elde edilen polimerlerin spektroskopik (NMR, ATR-FTIR), kromatografik
(GPC) ve termal (DSC, TGA) metotlardan yararlanilarak

karakterizasyonlarinin yapilmasi,
homo/kopolimerlerinin optik 6zelliklerinin incelenmesi,

bor bazli homo- ve kopolimerler kullanarak nanog¢oktiirme ve tekli
emiilsiyon nanoformiilasyonlan ile ilag yiiklii/yiiksliz nanokiirelerin eldesi
ve bu nanoformiilasyonlardan elde edilen partikiillerin mikroskobik (SEM)
ve partikiil bulylklik (partikiil boyut analizatdr) yontemleri ile tiim

karakterizasyonlarinin yapilmasi,
nanokiirelerden ila¢ salim calismalarinin yapilmasi,

nano-par¢acik ve kanser arasindaki iliskiyi anlayabilmek ig¢in in vitro
ortamda iki farkh kanser hattt MCF-7 (meme kanseri) ve DU145 (prostat
kanseri) kullanilarak mikroskobik incelemelerle nano-pargacik kanser

hiicresi etkilesimi, apoptoz ve toksisite analizlerinin gergeklestirilmesi,

in vivo ortamda toplamda iki farkli sette 46 adet (36+10) albino sigan ile
nano-par¢aciklarin kanserli bolgeye goc¢ii ve kanser kitlesi iizerindeki

etkilerinin arastirilmasi

adimlarinmi icermektedir.
1. Bor bazh BF2dbmOEtOH baslaticisinin sentezi

BF.dbmOEtOH sentezi dort basamakta gergeklestirildi. Ilk basamakta 1-[4-(2-
hidroksi-etoksi)-fenil]-etanon bilesigi, sodyum hidroksit (NaOH) sulu ¢ozeltisi
icerisinde p-hidroksi asetofenon ve etilen klorohidrinin reaksiyonu sonucunda elde
edildi (Smith vd., 1957). Bir sonraki adimda literatiirdeki metodoloji modifiye
edilerek (Bender vd., 2002) 1-{4-[2-(tetrahidropiran-2-iloksi)-etoksi|-fenil } -etanon

6
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bilesigi, 1-[4-(2-hidroksi-etoksi)-fenil]-etanon ve dihidropiran bilesiklerinin oda
sicakliginda diklorometan (CH2Cl2) igerisinde ve p-toluenstilfonik asit monohidrat
(PTSA.H20) varliginda kanstirilmasiyla sentezlendi. Sonrasinda 1-[4-(2-
hidroksietoksi)-fenil]-3-fenil-propan-1,3-dion  bilesigi (DbmOEtOH), metil
benzoat ve 1-{4-[2-(tetrahidropiran-2-iloksi)-etoksi]-fenil}-etanon bilesiginin
tetrahidrofuran (THF) igerisinde sodyum hidriir (NaH) ile kaynatilmasindan elde
edildi (Bender vd., 2002). Son asamada ise BF2dbmOEtOH bilesigi, DbmOEtOH
ve bor trifloriir dietil eteratin (BF3OEt2) 60°C’de diklorometan igerisinde
sitilmasiyla sentezlendi (Sema 1) (Zhang vd., 2007).

o] o
Q)J\ HO_~¢ NaOH M
—_—
HO HO_~o
p-Hidroksi asetofenon Etilen klorohidrin 1-[4-(2-Hidroksi-etoksi)-fenil]-etanon
Dihidropiran
CH,CI,
PTSA
o o 0

NaH, THF
-
HO\/\0 O O Metil Benzoat [O/\l/o\/\o

1-[4-(2-Hidroksietoksi)-fenil]-3-fenil- 1-{4-[2-(Tetrahidropiran-2-iloksi)-
propan-1,3-dion (DbmOEtOH) etoksi]-fenil}-etanon

BF;0Et,
DCM

F

Y
[0}

=

e S0

BF ,dbmOEtOH

F\
o/

Sema 1: BF2dbmOEtOH sentezi

BF2dbmOEtOH baslaticisinin karakterizasyonu elementel analiz, ATR-FTIR ve
NMR teknikleri kullanilarak yapildi.

Elementel Analiz (%): Hesaplanan C 61,48; H 4,55; bulunan C 60,6; H 4,87
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'H-NMR (DMSO-d) 8: 3,72-3.87 (t, 2H, HOCH,CH,OAr); 4,16-4,27 (t, 2H,
HOCHCH;OAr); 4,9-5,2 (b, 1H, HOCH,CH;OAr); 7,18-7,28 (d, 2H, 3',5"-ArH);
7,62-7,72 (t, 2H, 3".5"-ArH); 7,76-7,84 (t, 1H, 4"-ArH); 7,84-7,89 (s, 1H, -
COCHCO); 8,32-8,39 (d, 2H, 2',6'-ArH); 8,39-8.46 (d, 2H, 2”,6"-ArH). *C-NMR
(DMSO-d) 3: 59,29: 70,4; 93,42; 115,42; 123,19; 128,89; 129,25; 131,58; 132,34:
135,2; 165,43; 180,41; 181,79. ATR-FTIR (vma/cm™): 3744, 3566 (OH), 3128 (Ar,
CH), 2984, 2880 (CH), 1547, 1491 (Ar, C-C).

2. Monomer Sentezi

2 tane simetrik ve 7 tane asimetrik olmak lizere 9 farkli monomer sentezlendi.
Monomer sentezleri igin 6ncelikle baslangic maddesi olan a-hidroksi asit sentezleri

gercgeklestirildi.
2.1. a-Hidroksi asit sentezi

Genel protokol olarak, siilftirik asit (H2SO4) ve sodyum nitrit (NaNO») varliginda
a-amino asitlerin diazotizasyon reaksiyonu ile 4 farkli a-hidroksi asit sentezi

gergeklestirildi (Sema 2) (Miiller vd., 2009).

a-Amino asit a-Hidroksi asit

R= -cHzCH3
-CH,CH,CH,
-CH,CH(CHs),
-CH(CH,)CH,CHj

Sema 2: a-hidroksi asit sentezi

Sentezlenen o-hidroksi asitlerin karakterizasyonu spektroskopik teknikler

kullanilarak yapilmistir.
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2.1.1. DL-2-hidroksibiitanoik asit sentezi

o] (o]
HO ﬂ-— HO
NaN02

NH, OH

DL-2-Aminobiitanoik asit DL-2-Hidroksibiitanoik asit

Sema 3: DL-2-hidroksibiitanoik asit sentezi

'"H-NMR (CDCls) 8: 0,92-1,04 (t, 3H, CHs); 1,66-1,8 (m, 1H, CH), 1,82-1,96 (m,
1H, CH); 4,21-4,29 (dd, 1H, CH): 6,2-9,2 (b, 2H, OH, OH). *C-NMR (CDCl;) &:
8,91; 27,08; 71,38; 178,72. ATR-FTIR (vmu/cm™): 3449 (OH); 2970, 2940, 2882
(CH); 1713 (C=0).

2.1.2. DL-2-hidroksipentanoik asit sentezi

o] o]
H,S0,
HO NaNO, > HO
NH, OH
DL-2-Aminopentanoik asit DL-2-Hidroksipentanoik asit

Sema 4: DL-2-hidroksipentanoik asit sentezi

'H-NMR (CDCls) 8: 0,85-0,95 (t, 3H, CH3); 1,32-1,52 (m, 2H, CHa); 1,56-1,68 (m,
[H, CH); 1,69-1,91 (m, 1H, CH); 4,18-4,26 (dd, 1H, CH); 5,2-6,7 (b, 2H, OH, OH).
3C-NMR (CDCls) 8: (13,46, 13,64); (18,07, 18,43); (31,1, 36,06); (70,16, 78,92);
(173,32, 179,56). ATR-FTIR (vma/cm™'): 2963, 2936, 2876 (CH), 1717 (C=0).
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2.1.3. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit sentezi

(o] o]
HO ﬁ, HO
NaNOz
NH, OH
L-2-Amino-4-metilpentanoik asit L-2-Hidroksi-4-metilpentanoik asit

Sema 5: L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit sentezi

'H-NMR (CDCls) &: 0,92-1,08 (d, 6H, CH3, CH3); 1,58-1,72 (t, 2H, CH>); 1,82-
2,02 (m, 1H, CH); 4,26-4,38 (t, 1H, CH); 6,4-8,2 (b, 2H, OH, OH). '*C-NMR
(CDCl3) 8: 21,4; 23,15; 24,44; 43,11; 68,97; 179,98. ATR-FTIR (Vmax/cm™): 3420
(OH), 2957, 2934, 2905, 2874 (CH), 1701 (C=0).

2.1.4. L-2-hidroksi-3-metilpentanoik asit sentezi

L-2-Amino-3-metilpentanoik asit L-2-Hidroksi-3-metilpentanoik asit

Sema 6: L-2-hidroksi-3-metilpentanoik asit sentezi

'H-NMR (CDCl3) 8: 0,91-0,98 (t, 3H, CHs,); 1,02-1,07 (d, 3H, CH3); 1,22-1,39 (m,
1H, CH), 1,39-1,51 (m,1H, CH); 1,85-1,97 (m, 1H, CH); 4,18-4,23 (d, 1H, CH);
5,2-8 (b, 2H, OH, OH). '*C-NMR (CDCls) &: 11,71; 15,32; 23.,66; 38,87; 74,65;
179,31. ATR-FTIR (Vma/ecm™): 3462 (OH), 2966, 2920, 2878 (CH), 1715 (C=0).

2.2. Siibstitiiye glikolid (1,4-diokzan-2,5-dion) sentezi

10
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2.2.1. Simetrik siibstitiiye 1,4-diokzan-2,5-dion sentezi

Genel protokol olarak uygun a-hidroksi asitlerin kondensasyonu ile siibstitliye
glikolid (1,4-diokzan-2,5-dion) sentezleri toluen igerisinde ve p-toluensiilfonik asit

monohidrat (PTSA.H-0) varliginda gerceklestirildi (Yin ve Baker, 1999).

2.2.1.1. DL-3,6-dietil-1,4-diokzan-2,5-dion (DL-dietil glikolid) (DL-DEG)

sentezi
o] fo) (o]
HO. H
PTSA o
HOJY\ — 0{ Zno )H/\
OH oluen 0
(o]
DL-2-Hidroksibiitanoik asit Oligomer DL-3,6-Dietil-1,4-diokzan-2,5-dion
(DL-Dietil glikolid)

Sema 7: DL-3,6-dietil-1,4-diokzan-2,5-dion sentezi

'"H-NMR (CDCl;) 8: 1,08-1,15 (m, 6H, CHs, CHs); 1,84-2,22 (m, 4H, CHa, CH);
4,84-4,92 (m, 2H, CH, CH). *C-NMR (CDCl;) 3: (8,84-9,08-9,53); (22,83-23,5-
25,46); (76,59-77,47-79,99); (165,8-167-172,74). ATR-FTIR (Vmax/cm™): 2980,
2941, 2884 (CH), 1753 (C=0).

2.2.1.2. L-3,6-diizobiitil-1,4-diokzan-2,5-dion (L-diizobiitil glikolid) (L-DIBG)

sentezi
(o]
o
PTSA o
HO —_—
Toluen 0
OH
o)
L-2-Hidroksi-4-metilpentanoik asit L-3,6-Diizobitil-1,4-diokzan-2,5-dion
(L-Diizobitil Glikolid)

Sema 8: L-3,6-diizobiitil-1,4-diokzan-2,5-dion sentezi

'H-NMR (CDCl:) &: 0,72-0,78 (d, 6H, CHs, CHs); 0,78-0,92 (d, 6H, CHs, CHa);
1,58-1,92 (m, 6H, CH, CH, CH,, CH,); 4,66-4,84 (dd, 2H, CH, CH). C-NMR

11
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(CDCls) &: 21,3; 23; 23.87; 38,84; 74,12; 167,41. ATR-FTIR (Vmax/cm™): 2957,
2928, 2868 (CH), 1755 (C=0).

2.2.2. Asimetrik siibstitiiye glikolid (1,4-diokzan-2,5-dion) sentezi

Asimetrik stibstitiiye glikolid monomerleri iki asamada sentezlendi. Genel protokol
olarak a-bromoalkil bromiriin a-hidroksi asitle kondensasyonu ile dietil eter
icerisinde ve trietilamin varhiinda ara iiriin sentezi gerceklestirildi (Bueno vd.,
2009). Akabinde N,N-dimetilformamit (DMF) icerisinde ve sodyum bikarbonat
(NaHCOs3) varliginda ara triiniin halka kapanmasi reaksiyonu ile asimetrik

stibstitliye glikolid monomerleri elde edildi (Sema 9) (Bueno vd., 2009).

o o

Ry
Et;N HO
e Br
Et,0 o
Ry

0

Ara {riin

o] o
Ry R,
HO Br
OH Br

a-hidroksi asit a-bromoalkil bromiir

R, = -CH,CH, R, =-CH,
= 'CHchch3 = 'CHch3
= .CH,CH(CH,),
= -CH(CH,)CH,CH;

DMF

Ry
O

—— 5
NaHCO, S
R;

(o}

Asimetrik
Siibstitiiye Glikolid

Sema 9: Asimetrik siibstitiiye glikolid sentezi

2.2.2.1. Etil metil glikolid (EMG) sentezi

Ara {irtin: 2-((2-bromopropanoil)oksi)biitanoik asit Formiil (I),

Elde edilen asimetrik siibstitiiye glikolid monomeri: Etil metil glikolid

12
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(o]
(o] (o]
Et;N HO
HO Br Et,0 > Br>\“/0
(o]

OH Br
DL-2-hidroksibiitanoik 2-bromopropiyonil 2-((2-bromopropanoil)oksi)-
asit bromiir biitanoik asit (l)
DMF‘ NaHCO,

Etil metil glikolid (EMG)

Sema 10: Etil metil glikolid (EMG) sentezi
2-((2-bromopropanoil Joksi)biitanoik asit’in karakterizasyonu;

'"H-NMR (CDCls) 8: 1,02-1,13 (t, 3H, CH3); 1,83-1,92 (m, 3H, CHs); 1,93-2,11 (m,
2H, CHa); 4,37-4,54 (m, 1H, CH); 5.01-5,1 (m, 1H, CH); 7,6-9,6 (b, I H, OH). *C-
NMR (CDCls) 8: (8,92-9,44); (21,44-21,48-21,67); (24,31-24,35); (39,15-39,42-
39,53); (73,92-73,95); (169,76-170,05); (175,48-175,6-176,01). ATR-FTIR
(Vma/em™): 2979, 2934, 2879 (CH), 1724 (C=0).

Etil metil glikolid monomerinin karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCl3) &: 1,09-1,16 (t, 3H, CH3); 1,65-1,71 (d, 3H, CH3); 1,96-2,09 (m,
I1H, CH); 2,1-2,24 (m, 1H, CH); 4,84-4,91 (dd, 1H, CH); 4,99-5,07 (q, 1H, CH).
BC-NMR (CDCls) &: 8,8; 15,87; 23,49; 72,29; 76,74; 166,66; 167,5. ATR-FTIR
(Vmax/cm): 2978, 2943, 2887 (CH), 1755 (C=0).

2.2.2.2. Propil metil glikolid (PMG) sentezi
Ara iiriin: 2-((2-bromopropanoil)oksi)pentanoik asit Formiil (1),

Elde edilen asimetrik siibstitiiye glikolid monomeri: Propil metil glikolid Formdil
(111)
13
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o o
Et;N HO
HO Br Et,0 > Br>\[(0

OH Br
(o}
DL-2-hidroksipentanoik  2-bromopropiyonil 2-((2-bromopropanoil)oksi)-
asit bromiir pentanoik asit (ll)
DMF} NaHCO,
(o]

Propil metil glikolid (PMG) (lll)

Sema 11: Propil metil glikolid (PMG) sentezi
2-((2-bromopropanoil)oksi)pentanoik asit’in karakterizasyonu;

'"H-NMR (CDCl3) 8: 0,93-1,03 (t, 3H, CH3); 1,38-1,60 (m, 2H, CHy); 1,82-1,99 (m,
5H, CHs, CHa); 4,37-4,53 (m, 1H, CH); 5,04-5,22 (m, 1H, CH); 8-10 (b, 1H, OH).
BC.NMR (CDCl3) &: (13,48-13,5-13,7); (18,05-18,37-18,44); (21,45-21,66);
(31,12-32,76-32,81); (39,13-39,44-39,54); (70,32-72,43-72,49-72,74); (169,73-
170,02); (175,55-175,68-175,81). ATR-FTIR (vmax/em™): 2965, 2936, 2878 (CH),
1724 (C=0).

Propil metil glikolid monomerinin karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCls) 8: 0,97-1,04 (t, 3H, CHs); 1,42-1,64 (m, 2H, CH,); 1,67-1,7 (d,
3H, CHa); 1,88-2,01 (m, 1H, CH); 2,03-2,15 (m, 1H, CH); 4,89-4,95 (dd, 1H, CH);
5-5,07 (q, 1H, CH). 3C-NMR (CDCls) &: 13,53; 15,85; 17,73; 31,98; 72,28; 75,59;
166,93; 167,52. ATR-FTIR (vmax/cm’'): 2965, 2940, 2880 (CH), 1757 (C=0).

2.2.2.3. Propil etil glikolid (PEG) sentezi

Ara iirlin: 2-((2-bromobiitanoil)oksi)pentanoik asit Formiil (IV),

14
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Elde edilen asimetrik siibstitiiye glikolid monomeri: Propil etil glikolid Formiil (V)

0 (o]
Et;N HO
HO Br —bEtzo % 5

OH Br

DL-2-hidroksipentanoik  2-bromobiitiril 2-((2-bromobiitanoil)oksi)-
asit bromiir pentanoik asit (IV)

nmrl NaHCO,

Propil etil glikolid (PEG) (V)

Sema 12: Propil etil glikolid (PEG) sentezi
2-((2-bromobiitanoil Joksi)pentanoik asit’in karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCls) &: 0,96-1,03 (t, 3H, CHz); 1,05-1,12 (t, 3H, CHs); 1,42-1,63 (m,
2H, CH); 1,86-2,24 (m, 4H, CH,, CHa); 4,18-4,32 (m, 1H, CH); 5,07-5,14 (m, 1H,
CH); 8,2-10,5 (b, 1H, OH). 3C-NMR (CDCl) &: (11,72-11,77-11,8); (13,37-13,48-
13,54); (17,77-18,39-18,41); (28,15-28,24-28.47); (32,11-32,79-32,81); (46,71-
47,06-47,17);  (72,6-72,67-75,46); (167,09-169,23-169,54);  (175,43-175,66-
175,74). ATR-FTIR (vmax/cm™'): 2966, 2938, 2878 (CH), 1720 (C=0).

Propil etil glikolid monomerinin karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCl3) &: 0,98-1,03 (t, 3H, CHa); 1,09-1,15 (t, 3H, CHs); 1,47-1,68 (m,
2H, CHy); 1,9-2,2 (m, 4H, CHa, CHa); 4,84-4,88 (dd, 1H, CH); 4,89-4,93 (dd, 1H,
CH). 3C-NMR (CDCl5) &: (8,82-9.01); (13,33-13,35-13,52); (17,75-17,95-17,98):
(23,55-25,37); (32,06-33,83-33,93): (75,41-76,18); (76,31-76,56); (165,63-165,89-
165,93); (166,82-167,05-167,08). ATR-FTIR (vmar/cm'): 2966, 2936, 2876 (CH),
1755 (C=0).
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2.2.2.4. izobiitil metil glikolid (IBMG) sentezi
Ara lirtin: 2-((2-bromopropanoil)oksi)-4-metilpentanoik asit Formiil (VI),

Elde edilen asimetrik siibstitiiye glikolid monomeri: Izobiitil metil glikolid Formiil
(VID)

(o]
o o
HO
HOJY\‘/ \)‘\ Br Et;N Br >
E
OH Br 0 >ﬁ(

o

L-2-hidroksi-4-metil- 2-bromopropiyonil 2-((2-bromopropanoil)oksi)-
pentanoik asit bromiir 4-metilpentanoik asit (VI)

DMFJNaHCOa

(o)

[0}
/Kro
(o]

Izobiitil metil glikolid (IBMG)
(v

Sema 13: Izobiitil metil glikolid (IBMG) sentezi
2-((2-bromopropanoil )oksi)-4-metilpentanoik asit’in karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCls) 8: 0,91-0,98 (d, 3H, CHz); 0,98-1,04 (d, 3H, CHs); 1,67-1,79 (m,
1H, CH); 1,8-1,96 (m, SH, CHs, CH,); 4,37-4,52 (m, 1H, CH); 5,06-5,18 (m, 1H,
CH); 8,7-9,7 (b, 1H, OH). 3C-NMR (CDCls) &: (21,31-21,42); (21,45-21,67);
(22,98-23); (24,59-24,66); (39,04-39,39); (39,48-39,53); (71,62-71,65); (169,67-
169,98); (175,84-175,97-176,12). ATR-FTIR (vamy/om™): 2959, 2874 (CH), 1726
(C=0).

[zobiitil metil glikolid monomerinin karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCls) 8: 0,88-1,06 (m, 6H, CHs, CHz); 1,64-1,7 (d, 3H, CH3); 1,8-2,04
(m, 3H, CH, CHy); 4,89-4,97 (dd, 1H, CH); 5,02-5,09 (g, IH, CH). *C-NMR
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(CDCl3) &: (15,84-17,37); (21,31-21,51); (22,7-23); (23,86-24,22); (38,69-40,45);
(72,25-72,37); (74,33-75,61); 166,24; (167,32-167,51). ATR-FTIR (Vma/em™):
2961, 2880 (CH), 1749 (C=0).

2.2.2.5. izobiitil etil glikolid (IBEG) sentezi
Ara {irlin: 2-((2-bromobiitanoil)oksi)-4-metilpentanoik asit Formiil (VIII),

Elde edilen asimetrik siibstitiiye glikolid monomeri: Izobiitil etil glikolid Formiil

(IX)

(o]
(o] (0]
HO
HO Br Et;N Br. A
OH Br Et20
(o]

L-2-hidroksi-4-metil- 2-bromobiitiril 2-((2-bromobiitanoil)oksi)-
pentanoik asit bromiir 4-metilpentanoik asit (VIII)

DMFlNchog

(o]
(o]
\)\H/o
(o]

Izobiitil etil glikolid (IBEG)
(IX)

Sema 14: zobiitil etil glikolid (IBEG) sentezi
2-((2-bromobiitanoil)oksi)-4-metilpentanoik asit’in karakerizasyonu;

'H-NMR (CDCls) &: 0,94-0,98 (d, 3H, CHs); 0,98-1,03 (d, 3H, CHs); 1,05-1,12 (t,
3H, CH3); 1,68-1,79 (m, 1H, CH); 1,8-1,96 (m, 2H, CH,); 1,98-2,24 (m, 2H, CH>);
4,17-4,32 (m, 1H, CH); 5,08-5,18 (dd, 1H, CH); 8,5-10,3 (b, 1H, OH). *C-NMR
(CDCl3) &: (11,74-11,77); (21,31-21,45); (22,93-23,01); (24,61-24,63); (28,19-
28,48); (39,42-39,48); (46,61-47,16); (71,55-71,6); (169,21-169,53); (175,89-176).
ATR-FTIR (vaa/em™): 2963, 2941, 2876 (CH), 1722 (C=0).

17



10

15

[zobiitil etil glikolid monomerinin karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCls) &: 0,95-1,04 (m, 6H, CH3, CHs); 1,08-1,16 (t, 3H, CH3); 1,82-
2,22 (m, 5H, CH, CHa, CHy); 4,84-4,95 (m, 2H, CH, CH). *C-NMR (CDCls) &:
(8,84-8,97); (21,27-21,3); (22,74-22,99); (23,56-23,86); (24,14-25,18); (38,79-
40,58); (74,15-75,23); (76,53-77,08); (165,57-166,29); (166,75-167,42). ATR-
FTIR (Vimax/cm™): 2959, 2872 (CH), 1753 (C=0)

2.2.2.6. izolosin metil glikolid (ILMG) sentezi
Ara liriin: 2-((2-bromopropanoil)oksi)-3-metilpentanoik asit Formiil (X),

Elde edilen asimetrik siibstitiiye glikolid monomeri: Izolésin metil glikolid Formiil

(XI)

OH

L-2-hidroksi-3-metil-
pentanoik asit

o o]
Et,0

Br

2-bromopropiyonil
bromiir

(o]
Br.
>ﬁ(0
(o]

2-((2-bromopropanoil)oksi)-
3-metilpentanoik asit (X)

DMF] NaHCO,

Izol6sin metil glikolid (ILMG)
(X1)

Sema 15: Izoldsin metil glikolid (ILMG) sentezi
2-((2-bromopropanoil)oksi)-3-metilpentanoik asit’in karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCls) 3: 0,94-1,01 (t, 3H, CHs); 1,04-1,09 (d, 3H, CHs); 1,34-1,43 (m,

1H, CH); 1,5-1,64 (m,1H, CH); 1,84-1,94 (m, 3H, CHs); 2,04-2,18 (m, 1H, CH);

4,38-4,54 (m, 1H, CH); 4,99-5,06 (dd, 1H, CH);7,8-9,8 (b, 1H, OH). *C-NMR
18
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(CDCl3) 8: (11,48-11,73); (15,32-15,34); (21,48-21,74); (24,27-24,32); (36,55-
36,58); (38,89-39,16-39,43-39,76); (76,83-76,88); (169,66-170,01); (174,84-
174,99). ATR-FTIR (Vmex/cm"): 2966, 2934, 2880 (CH), 1722 (C=0).

[zol6sin metil glikolid monomerinin karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCls) 8: 0,95-1,01 (t, 3H, CHs); 1,14-1,18 (d, 3H, CHs); 1,35-1,47 (m,
1H, CH); 1,55-1,65 (m, 1H, CH); 1,65-1,71 (d, 3H, CH3); 2,2-2,3 (m, 1H, CH);
4,81-4,84 (d, 1H, CH); 4,98-5,04 (g, 1H, CH). *C-NMR (CDCl) &: (10,95-11,78);
(14,87-15,1); (15,97-17.8); (23,54-24,47); (35,97-37,59); (72,1-72,33); (79,84-
81,21); (165,08-166,19); (166,36-167,58). ATR-FTIR (Vma/cm'): 2965, 2940,
2880 (CH), 1757 (C=0).

2.2.2.7. Izolosin etil glikolid (ILEG) sentezi
Ara iiriin: 2-((2-bromobiitanoil)oksi)-3-metilpentanoik asit Formiil (XII),

Elde edilen asimetrik siibstitiiye glikolid monomeri: izoldsin etil glikolid Formiil

(XI1I)

(o]
7 i /\%/l\/
Et;N HO
HO Br —3,. Br.
Et,0 \>\“/o

OH Br
o
L-2-hidroksi-3-metil- 2-bromobiitiril 2-((2-bromobiitanoil)oksi)-
pentanoik asit bromiir 3-metilpentanoik asit (XI1)
DM F{NaHCO3

I1zoldsin etil glikolid (ILEG)
(X1

Sema 16: Izolésin etil glikolid (ILEG) sentezi
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2-((2-bromobiitanoil)oksi)-3-metilpentanoik asit’in karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCl3) 6: 0,94-1,01 (t, 3H, CHz); 1,04-1,12 (m, 6H, CHs, CHs); 1,34-
1,46 (m, 1H, CH); 1,5-1,64 (m, 1H, CH); 1,98-2,26 (m, 3H, CHa, CH); 4,18-4,34
(m, 1H, CH); 5-5,06 (t, 1H, CH). *C-NMR (CDCl;) &: (11,48-11,74); (11,77-
11,82); (15,33-15,37); (24,29); (28,16-28,22-28,53-29,7); (36,55); (46,78-47,11-
47,12-4739); (76,77-76,84); (169,2-169,55); (174,94-175,02). ATR-FTIR
(Vmax/cm): 2970, 2936, 2882 (CH), 1722 (C=0).

[zolsin etil glikolid monomerinin karakterizasyonu;

'H-NMR (CDCls) &: 0,95-1,01 (t, 3H, CHa); 1,1-1,15 (t, 3H, CHs); 1,15-1,18 (d,
3H, CH3); 1,35-1,47 (m, 1H, CH); 1,55-1,68 (m, 1H, CH), 1,97-2,08 (m, 1H, CH);
2,11-2,29 (m, 2H, CHa); 4,79-4.81 (d, 1H, CH); 4,81-4.85 (dd, 1H, CH). '*C-NMR
(CDCls) 8: (8,85-8,94); (11,09-11,77); (14,91-15,13); (23,56-23,68); (24,3-25,66);
(36,03-37,8); (76,41-77,09); (79,68-80,88); (165,16-165,69); (166,3-166,85).
ATR-FTIR (Vmax/cm™): 2968, 2936, 2880 (CH), 1757 (C=0).

3. Polimer Sentezi

Homopolimerlerin sentezi sirasinda; monomer olarak simetrik ve/veya asimetrik
siibstitiiye glikolid, baslatici olarak BF2dbmOEtOH ve katalizor olarak kalay(II) 2-
etilhekzanoat (Sn(Oct)2) kullanildi. Coziiclisiiz ortamda argon gazi altinda
BF2dbmOEtOH ve simetrik ve/veya asimetrik siibstitiiye glikolid, Sn(Oct)2
varliginda reaksiyona sokularak halka ag¢ilmasi polimerlesmesi yontemi ile
poli(siibstitiiye glikolid) homopolimerleri (BF2dbmOEt-PSG) elde edildi. Ayrica L-
DIBG ve L-laktid monomeri ile ayni polimerizasyon teknigi kullanilarak
BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) kopolimerleri sentez  edildi. Polimerlerin
karakterizasyonu spektroskopik (NMR, ATR-FTIR), kromatografik (GPC) ve
termal (DSC, TGA) metotlardan yararlanilarak yapildi ve ayrica optik ozellikleri

(Floresans, Omiir, UV) incelendi.
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3.1. Spektroskopik yontem ile karakterizasyon
3.1.1. BF2dbmOE¢t-PDEG polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen homopolimer: BF2dbmOEt-PDEG Formiil (XIV)

F, F
Ay
[o] F‘B'F /B:
7N o o
O o o |/
\)\n,o L Sn(Oct), \(‘Hr O O
(o)
0 HO_~o @ O HO' ) ):1/\0
DL-DEG BF;dbmOEtOH BF,dbmOEt-PDEG (XIV)

Sema 17: BF2dbmOEt-PDEG polimer sentezi

'H-NMR (CDCls) &: 0,94-1,1 (m, 3H, CH3); 1,82-2,12 (m, 2H, CH,); 5,02-5,22 (m,
1H, CH). BC-NMR (CDCls) &: (9,19-9,27-9,4-9,43); (24,37-24,42-24,52-24,57-
29,68); (71,35-73,53-73,73-73,91-74,08); (168,68-168,88-169,01-169,14). ATR-
FTIR (Vimax/cm™): 2974, 2941, 2884 (CH), 1746 (C=0).

3.1.2. BF2dbmOEt-PDIBG polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen homopolimer: BF2dbmOEt-PDIBG Formiil (XV)

F, F
h 4
o} F‘BOF /B\
PN o o
(o) o o |
o) > Sn(Oct),
H ® ® Hot Nk o

o 0\/\0 3 n

L-DIBG BF,dbmOEtOH BF,dbmOEt-PDIBG (XV)

Sema 18: BF2dbmOEt-PDIBG polimer sentezi

'H-NMR (CDCls) 8: 0,86-0,97 (d, 3H, CHs); 0,97-1,07 (d, 3H, CHs); 1,72-1,94 (m,
3H, CH, CHa); 5,04-5,20 (dd, 1H, CH). 3C-NMR (CDCls) 8: 21,42; 22,99; 24,52;
39,32;71,37; 169,77. ATR-FTIR (Vmax/cm™): 2959, 2938, 2872, (CH), 1755 (C=0).
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3.1.3. BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen kopolimer: BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) Formiil (XVI)

F, ,F
AY
o o R F /B:
LB o’ o
o o o" Yo P
)\/l\lfo o P Sn(Oct), Q O
OO =
o HO_~¢ o m n
L-DIBG L-Laktid BF,dbmOEtQH BF,dbmOEt-P(DIBG-LA) (XVI)

Sema 19: BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) polimer sentezi

'H-NMR (CDCl;) 5: 0,88-0,96 (d, 3H, CHs); 0,96-1,05 (d, 3H, CHs); 1,54-1,64 (d,
3H, CHs); 1,73-1,94 (m, 3H, CH, CH,), 5,05-5,14 (dist. dd, 1H, CH), 5,14-5,22
(dist. ¢, 1H, CH). 3C-NMR (CDCls) &: 16,65; 21,42; 22.99; 24,53 39,32; 68,96;
71,37; (169,57-169,6); (169,77-169,87). ATR-FTIR (Vmax/cm)): 2959, 2925, 2874
(CH), 1753 (C=0).

3.1.4. BF2dbmOEt-PEMG polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen homopolimer: BF2dbmOEt-PEMG Formiil (XVII)

F, F
o R oF /B:
/B\ o 0
o} o o |
)\n’o 1 Sn(Oct), ";\ o
O QT e
o} "o

o) HO\/\O 1 n

EMG BF,dbmOEtOH BF,dbmOEt-PEMG (XVII)

Sema 20: BF2dbmOEt-PEMG polimer sentezi

'H-NMR (CDCls) &: 0,98-1,12 (m, 3H, CHs); 1,54-1,65 (m, 3H, CHa); 1,86-2,11
(m, 2H, CH,); 5,02-5,31 (m, 2H, CH, CH). 3C-NMR (CDCls) : (9,18-9,29-9,38-
9,48): (16,7-16,76-16,82-16,91); (24,35-24,38-24,44-24,51); (68,99-69,16-69,38):
(73,58-73,69-73,8): (168,69-168,72-168,74); (169,35-169,57-169,84). ATR-FTIR
(Vmax/om'): 2986, 2941, 2876 (CH), 1749 (C=0).
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3.1.5. BF2dbmOEt-PPMG polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen homopolimer: BF2dbmOEt-PPMG Formiil (XVIII)

F, F
e
(o] F\ 'F /B\
B o’ o
o) g o |/
o) I/ Sn(Oct), (o]
o T T b

(o] 0\/\0 il n

PMG (1Il) BF,dbmOEtOH BF,dbmOEt-PPMG (XVIII)

Sema 21: BF2dbmOEt-PPMG polimer sentezi

'H-NMR (CDCl3) &: 0,91-1,02 (m, 3H, CHs); 1,35-1,64 (m, 5H, CHa, CH3); 1,78-
2,02 (m, 2H, CHy); 5,04-5,29 (m, 2H, CH, CH). '*C-NMR (CDCls) &: 13,54; (16,6-
16,67-16,73-16,81-16,89); (18,2-18,27-18,35-18,44); (32,78-32,82-32,91-32,96);
(68,97-69,18); (72,44-72,49-72,64); (168,65-168,75-168,92); (169,19-169-37-
169,58). ATR-FTIR (vmax/crn™'): 2965, 2938, 2878 (CH), 1749 (C=0).

3.1.6. BF2dbmOEt-PPEG polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen homopolimer: BF2dbmOEt-PPEG Formiil (XIX)

F,.F

o Rof :B\’

/B\ o 0

o o o P
\An’o ‘ o " e o O O

H
o HO O O o Ko
\/\0 o
PEG (V) BF,dbmOEtOH BF,dbmOEt-PPEG (XIX)

Sema 22: BF2dbmOE(t-PPEG polimer sentezi

'H-NMR (CDCls) 8: 0,9-1,1 (m, 6H, CHs, CHs); 1,38-1,58 (m, 2H, CHa); 1,8-2,1
(m, 4H, CHa, CHa); 5,02-5,24 (m, 2H, CH, CH). '*C-NMR (CDCl;) &: (9,2-9,28-
9,38-9,44); (13,51-13,55); (18,21-18,26-18,37); (24,38-24,42-24,57); (32,87-
33,05); (72,45-72,59-72,85); (73,52-73,71); (168,66-168,91); (169,19-169,35).
ATR-FTIR (vay/em): 2965, 2938, 2878 (CH), 1751 (C=0).
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3.1.7. BF2dbmOEt-PIBMG polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen homopolimer: BF2dbmOEt-PIBMG Formiil (XX)

F, F
.
o vy /B:
/By o o
(o] o O |/
)\rro I/ Sn(Oct}2 [0}
o HO 0 O e oJkl/c”‘/\0
o 1 n
IBMG (VII) BF,dbmOEtOH BF,dbmOEt-PIBMG (XX)

Sema 23: BF2dbmOEt-PIBMG polimer sentezi

'H-NMR (CDCls) 8: 0,88-0,96 (d, 3H, CH3); 0,96-1,13 (d, 3H, CH3); 1,53-1,64 (d,
3H, CH3); 1,74-1,94 (m, 3H, CH, CH>), 5,07-5,15 (dist. dd, 1H, CH), 5,15-5,24
(dist. g, 1H, CH). >C-NMR (CDCl;) &: 16,67; 21,42; 22,99; 24,56; 39,29; 68,99;
71.,4; (169,49-169.57); (169,79-169,89). ATR-FTIR (Vma/cm™): 2961, 2926, 2876
(CH), 1753 (C=0).

3.1.8. BF2dbmOEt-PIBEG polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen homopolimer: BF2dbmOEt-PIBEG Formiil (XXI)

F F
o] F 'F ‘B’

B\ 0/ \0
oJ'H/\I/ o o |
e Ay e 2N 5 o 0
—_—

0 oo o
IBEG (IX) BF,dbmOEtOH BF,dbmOEt-PIBEG (XXI)

Sema 24: BF2dbmOEt-PIBEG polimer sentezi

'H-NMR (CDCls) &: 0,89-0,97 (d, 3H, CH3); 0,97-1,01 (d, 3H, CH3); 1,02-1,11 (t,
3H, CH3); 1,64-2,12 (m, 5H, CHa, CHa, CH), 5-5,26 (m, 2H, CH, CH). *C-NMR
(CDCls) 8: 9,18; 21,44; 22,98; 24.4; 24,54; 39,39; 71,34; 73,54; (169,07-169,14-
169,21); (169,69-169,77-169,84). ATR-FTIR (Vmax/cm™'): 2961, 2926, 2878 (CH),
1753 (C=0).
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3.1.9. BF2dbmOEt-PILMG polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen homopolimer: BF2dbmOEt-PILMG Formiil (XXII)

F, ,F e

B!
o D¢ 0" Yo
0 o Yo P
An,o P Sn(Oct), @( o 0 O

_—
HO o
Ho\/\o 0 O o Oj\r ’n‘/\0

ILMG (XI) BF,dbmOEtOH BF,dbmOEt-PILMG (XXII)

Sema 25: BF2dbmOEt-PILMG polimer sentezi

'H-NMR (CDCls) 8: 0,89-0,99 (t, 3H, CHa); 1,0-1,09 (d, 3H, CHs); 1,29-1,45 (m,
1H, CH); 1,51-1,68 (m, 1H, CH; d, 3H, CHs), 2-2,15 (m, 1H, CH); 4,98-5,08 (dist.
d, 1H, CH), 5,12-5,29 (dist. g, | H, CH). '3C-NMR (CDCls) 8: 11,53; (14,99-15,05);
(16,66-16,86); (24,15-24,28); (36,56-36,69); (68,91-69); (76,49-77,22); (168,34-
168,45); (169,54-169,79). ATR-FTIR (vVmax/cm™): 2972, 2943, 2880 (CH), 1751
(C=0).

3.1.10. BF2dbmOEt-PILEG polimer sentezi ve karakterizasyonu

Elde edilen homopolimer: BF2dbmOEt-PILEG Formiil (XXIII)

F
F, F B*

o‘ﬁ\(j\/ o" E5:0 | /‘o
! Sn(Oct o]
S aach T eC VRS cag e

ILEG (XIII) BF,dbmOEtOH BF,dbmOEt-PILEG (XXIII)

O m

Sema 26: BF2dbmOEt-PILEG polimer sentezi

'H-NMR (CDCls) 8: 0,9-0,99 (t, 3H, CHs); 0,99-1,12 (m, 6H, CHs, CHs); 1,25-1,45
(m, 1H, CH); 1,55-1,7 (m, 1H, CH), 1,84-2,16 (m, 3H, CHz, CH), 4,98-5,22 (m,
2H, CH, CH). BC-NMR (CDCls) &: 9,16; 11,53; (14,95-15,01); 24,22; 24.51;
(36,67-36,73); 73,55, (76,43-76,57-77,23); (168,52-168,64-168,68-168,75);
(169,04-169,08-169,14-169,22). ATR-FTIR (vaax/om™): 2970, 2936, 2880 (CH),
1753 (C=0).
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3.2. Kromatografik ve termal yontem ile karakterizasyon

Sentezlenen polimerlerin molekiil agirligi ve molekiil agirligi dagilima GPC ile
belirlendi (Tablo 1, Sekil 1). Termal karakteristik 6zellikleri DSC analiziyle (Sekil
2) dekompozisyon ozellikleri ise TGA analizi (Sekil 3) ile incelendi (Tablo 2).

My My SG/ SG/
Polimer HI | Teorik | %
(g/mol) | (g/mol) BF>dbmOEtOH | Sn(Oct)>
PDEG 3260 2700 1,2 | 17220 | 97 100 100
PDIBG 20900 13200 | 1,58 | 11410 | 99,1 50 50
P(DIBG-LA) 37,5-
17270 11880 | 1,45 | 10360 | 99,3 37,5 37,5
12,5
P(DIBG-LA) 25-25 13590 9260 1,47 | 9310 | 99,7 25 25
P(DIBG-LA) 12,5-
14920 9050 1,65 | 8260 | 99,6 12,5 12,5
37,5
PEMG 10330 7750 1,33 | 7910 | 99,7 50 50
PPMG 8830 7020 1,26 | 8610 | 99,4 50 50
PPEG 14420 9380 1,54 | 9310 | 96,5 50 50
PIBMG 16400 9770 1,68 | 9310 | 99,1 50 50
PIBEG 13440 10000 | 1,34 | 10010 | 99,1 50 50
PILMG 14860 9400 1,58 | 9310 | 99,4 50 50
PILEG 17650 10200 | 1,73 | 10010 | 99,1 50 50

5  Tablo 1: BF2dbmOEt-PSG polimerlerinin molekiil agirliklar

10
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DSC (T,) (°C) TGA (°C)

Polimer
Onset Midpoint | Biikiim Noktasi | Onset Endset
PDEG -6,04 1 313 286,65 324,57
PDIBG 17,97 23,73 393 369,72 405,76
P(DIBG-LA) 37,5-12,5 23,6 27,49 391,67 366,94 402,27
P(DIBG-LA) 25-25 27,43 30,88 375 351,7 387,63
P(DIBG-LA) 12,5-37,5 34,16 37,92 387,67 359,25 398,71
PEMG 24,1 27,97 376,33 351,25 388,95
PPMG 14,18 18,14 376,33 346,44 390,19
PPEG -0,7 4,08 387 366,99 399,63
PIBMG 27,7 31,93 381 357,54 392,65
PIBEG 18,51 23,04 392,33 371,69 403,92
PILMG 23,5 28,84 391,67 368.9 404,24
PILEG 20,1 24,63 400,33 376,67 412,25

Tablo 2: BF2dbmOEt-PSG polimerlerinin termal 6zellikleri

(Sekil 1: BF2dbmOEt-PSG polimerlerinin GPC kromatogramlaridir.)

(Sekil 2: BF2dbmOEt-PSG polimerlerinin DSC termogramlaridir.)

(Sekil 3: BF2dbmOEt-PSG polimerlerinin TGA egrileridir.)

3.3. Polimerlerin optik 6zelliklerinin incelenmesi

BF2dbmOEtOH, BF2dbmOEt-PLA ve sentez edilen tiim polimerlerin optik
ozellikleri UV-Vis, floresans ve émiir (lifetime) dl¢timleri ile incelendi. Oncelikle
tiim malzemelerin ¢oziiniirliikleri THF, etil asetat, metanol ve diklorometan gibi
cesitli organik ¢oziiclilerde test edildi, polimerlerin ¢oziiniirliigiiniin bu ¢oziiciilerde
diisiik oldugu en uygun c¢oziiciiniin ise seyreltik diklorometan olduguna karar
verilip tiim dlgiimler UV igin 2x107° M, floresans igin 0,5x10 M DCM igerisinde

yapildi. Coziiniirliigiin diisitk olmast polimer zincirlerinin i¢ ice gegcmesinden ve
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belki de artan dipol momentinden kaynaklanabilir (Orn. dbm 2,7 D iken BF.dbm,
6,7 D olmasi, Zhang vd., 2009a). BF2dbmOEt-PIBEG polimeri 350 nm’de, diger
tim polimerler 384 ve 397 nm’de iki boyunlu z-7* gegisi gosterdi (Sekil 4a).
BF>dbmOEt-PILEG polimeri, BF2dbmOEt-PLA polimerine gore daha giiglii 7-7*
karakteri sergileyerek neredeyse iki kat soniimleme katsayisi artisi gosterdi (e = 28
000 vs 54 000 M'.cm™). 380 nm’de uyarilan polimerlerin maksimum emisyon
degerleri ise floresans spektrumunda 424-431 nm araliginda degistigi gézlemlendi.
(Tablo 3, Sekil 4b). UV olgiimleri incelenerek absorpsiyon konsanstrasyon
grafikleri gizildiginde tiim polimerlerin Lambert-Beer kanununa 2x107°-5,6x10°
araliginda uydugu goézlemlendi. BF.dbmOEt-PILEG i¢in konsantrasyon-
absorpsiyon degisimi Sekil 4c-d’de verildi. DbmOEtOH'nin CH2Cl ¢6zeltisi, oda
sicakliginda floresans degilken, BF2dbmOEtOH ve tiim polimerler 365 nm’de
uyarildiginda yogun mavi emisyon sergiledigi bulundu. Tiim polimerlerin floresans
omiir degerleri tr 1,87-1,96 ns araliginda birbirine ¢ok yakin oldugu, baslaticinin
ise biraz daha uzun oldugu (tr 2,04) gézlemlendi. Tiim 6rmekler tekli {istel azalma
(single exponential decay) sonu¢ verdi. Beklenildigi gibi BF2dbmOEtOH
baslaticis1 maksimum floresans siddeti ve lifetime degeri verdi. Referans 6rnek
olarak baslaticitya PLA baglandiginda beklenildigi gibi maksimum absorpsiyondaki
floresans siddeti ve dmiirde sirastyla 2,73x107°den 2,39x10" ye ve 2,04’den 1,91’¢
kii¢iik bir diisiis gozlendi (Tablo 3). BF2dbmOEt-PILEG polimeri, BF2dbmOEt-
PLA referans drneginden ve diger tiim polimerlerden daha fazla floresans siddeti

vermistir.
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Floresans uv
Polimer A | Floresans Siddeti | < Absorbans Sontimleme
katsayisi
(nm) | (max absorpsiyon) | (ns) (384 nm) (e)
Baslatict 430 2,73E+07 2,04 0,841 42050
PDIBG 426 2,27E+07 1,91 0,942 47100
P(DIBG-LA) 37,5-12,5 | 424 1,68E+07 1,90 0,584 29200
P(DIBG-LA) 25-25 425 1,83E+07 1,90 0,669 33450
P(DIBG-LA) 12,5-37,5 | 424 1,08E+07 1,91 0,792 39600
PLA 426 2,39E+07 1,91 0,56 28000
PEMG 426 2,29E+07 1,92 0,784 39200
PPMG 426 1,54E+07 1,89 0,526 26300
PPEG 427 2,17E+07 1,89 0,919 45950
PIBMG 426 2,39E+06 1,89 0,897 44.850
PIBEG 431 1,56E+06 1,88 0,662 33100
(354 nm)

PILMG 424 2.14E+07 1,96 0,822 41100
PILEG 424 2,96E+07 1,87 1,071 53550

Tablo 3:Polimerlerin UV ve floresans verileri

(Sekil 4: 2x10° M konsantrasyonda hazirlanmis bor bazli homopolimerlerin UV-
Vis absorpsiyon spektrumu (a), floresans spektrumu (b), BF2dbmOEt-PILEG igin

farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis dalga boyu-absorpsiyon degisimi (c),

BF2dbmOEt-PILEG

gostermektedir.)

i¢in

konsantrasyon-absorpsiyon
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4. Polimerlerden Ila¢ Yiiklii Nanopartikiillerin Uretilmesi

Yeni BF.dbmOEt-PSG nanopartikiilleri, tekli emiilsiyon ve nanog¢oktiirme

yontemleri ile g¢esitli formiilasyon parametreleri (siirfaktan, siirfaktan

konsantrasyonu, organik ¢oziicii tlirii) kullanilarak hazirlandi ve bu parametrelerin
nanopartikiil boyutu ve ilag yiikleme yiizdesi iizerine etkileri incelendi. Uretilen

nanopartikiillerin boyut dagilim ve % ilag yiikleme verileri Tablo 4’te, boyut

grafikleri Sekil 5-15°te ve SEM goriintiileri Sekil 16°da verilmektedir.

HPLC
Zetasizer Sonuglari
Sonuglar1
Polimer Yontem
% Ilag
Pik PDI
Yiikleme
PDIBG Tekli Emiilsiyon 346+ 15,6 0,151 +£0,02 24+0.2
P(DIBG-LA) 37,5-12,5 | Tekli Emiilsiyon 304 +11,5 0,101 £0,02 49+04
P(DIBG-LA) 25-25 Tekli Emiilsiyon 304 +£3,6 0,081 £ 0,01 52+1,2
P(DIBG-LA) 12,5-37,5 | Tekli Emiilsiyon 205+11,2 0,080 £ 0,02 6,2 +0,8
PEMG Nanog¢dktiirme 259+6,3 0,045 +0,02 9,7+ 1,0
PPMG Nanogdktiirme 236 £12,5 0,062 £0,01 83+1,5
PPEG Nanog¢oktiirme 253+ 11,4 0,070 £ 0,01 5,04 +£ 0,04
PIBMG Nanogoktiirme 236 £ 4.4 0,081 = 0,01 52+0,5
PIBEG Nanogdktiirme 264 +£10,3 0,081 +£0,02 4,0+£0,2
PILMG Nanogoktiirme 236+6,2 0,075 +0,02 4,9 +0,1
PILEG Nanoc¢oktiirme 264 +11,2 0,136 0,01 17,8 £1,0

Tablo 4: Nanopartikiillerin boyut dagilim ve % ilag yiikleme verileri

(Sekil 5: BF2dbmOEt-PDIBG nanopartikiiliine ait zeta boyut grafigidir.)
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(Sekil 6: BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) 37,5-12,5 nanopartikiiliine ait zeta boyut
grafigidir.)

(Sekil 7: BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) 25-25 nanopartikiiline ait zeta boyut
grafigidir.)

(Sekil 8: BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) 12,5-37,5 nanopartikiiline ait zeta boyut
grafigidir.)

(Sekil 9: BF2dbmOEt-PEMG nanopartikiiliine ait zeta boyut grafigidir.)

(Sekil 10: BF2dbmOEt-PPMG nanopartikiiliine ait zeta boyut grafigidir.)

(Sekil 11: BF2dbmOEt-PPEG nanopartikiiliine ait zeta boyut grafigidir.)

(Sekil 12: BF2dbmOEt-PIBMG nanopartikiiliine ait zeta boyut grafigidir.)

(Sekil 13: BF2dbmOEt-PIBEG nanopartikiiliine ait zeta boyut grafigidir.)

(Sekil 14: BF2dbmOEt-PILMG nanopartikiiliine ait zeta boyut grafigidir.)

(Sekil 15: BF2dbmOEt-PILEG nanopartikiiliine ait zeta boyut grafigidir.)

(Sekil 16: Polimerik partikiillerin SEM gdriintiileridir. (A) BF2dbmOEt-PDIBG,
(B) BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) 25-25, (C) BF2dbmOEt-PEMG, (D) BF2dbmOFEt-
PPMG, (E) BF2dbmOEt-PPEG, (F) BF2dbmOEt-PIBMG, (G) BF2dbmOEt-
PIBEG, (H) BF2dbmOEt-PILMG, (1) BF2dbmOEt-PILEG, (J) paklitaksel.)

5. In Vitro fla¢ Salim Calismalari

Nanopartikiillerden paklitaksel antikanser ilacinin salim kinetiklerinin belirlenmesi
amact ile 5 mg PTX/BF2dbmOEt-PSG, pH’1 7,4 olan 5 mL PBS icerisinde siispanse
edildi ve PBS’in tizerine 0,5 mL oktanol eklendi. Bu numuneler 37°C’de inkiibator

31



10

15

20

igerisine yerlestirilip 200 rpm karistirma hizinda karistirildi. Her 24 saatte bir
numuneler inkiibatorden disarn cikartilarak jelin iizerindeki oktanol fazi ayri bir
ependorfa alinip -20°C’de muhafaza edildi. Ardindan yeni 0,5 mL oktanol, PBS’in
tizerine eklendi ve bir sonraki zamana kadar 37°C’de inkiibator igerisinde tutuldu.
Salman ilacin kantitatif analizi HPLC kullanilarak gerceklestirildi. Paklitaksel

antikanser ilacinin salim davranis1 Sekil 17°de ve verileri Tablo 5’te verilmektedir.

% Paklitaksel Kiimiilatif Salimi

) i | P(DIBG-
Giin P(DIBG- | P(DIBG- | "
PDIBG LA) LA) 25- 125) PEMG | PPMG PPEG | PIBMG | PIBEG PILMG | PILEG
5- 5 T
37.5-12,5 2 375
1 44346,1 | 62,4+6,1 | 55542,5 | 41,8119 | 33,542.9 | 252+1,1 | 19,7412 | 57,6476 | 53921 | 43.842.8 | 39,0429

2 672574 | 83.8+7.7 | 814+45 | 71,5249 | 64,7548 | 49311 | 38,5533 | 78467 | 79.656,8 | 733%3.8 | 69,5204

3 91+0,8 92,746,3 | 90,9+4,2 | 88,143,1 | 82,2+2,7 | 72,014 | 54,6430 | 853+6,8 | 87,5+£58 [ 87,3£1,4 | 859+0,8

4 95,1+08 | 96,6£3,2 | 959+2,6 | 95,2+1,5 | 89,5+1,6 | 88,2+1,8 | 70,6+2,7 | 88,7+6,2 | 91,9+3.8 | 92,5+0,3 | 92,2+04

5] 97,340,5 | 98.3+1,6 | 97.8+1,7 | 98,1408 | 92,8+1,0 | 942+0.4 | 82,1+2,1 | 91,552 | 94.7+1,8 | 952+0,3 | 96,3+0.3

Tablo 5: BF:dbmOEt-PSG partikiillerinden paklitakselin % kiimiilatif salim
davranisi

(Sekil 17: Paklitaksel antikanser ilacinin salim egrileri gosterilmistir.)
6. Nanoparcaciklarin Biyouyumlulugu

Nanoparcaciklarin biyo-uyumlulugu calismalar BF2dbmOEt-PDIBG
(homopolimer) ve BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) 25-25 (kopolimer) nanopargaciklari
i¢in gerceklestirildi.

Biyo-uyumluluk analizleri somatik hiicreler olan fibroblast hiicreleri kullanilarak
kiiltir kosullarinda (in vitro) gergeklestirildi. Ilag yiiklenmemis olan
nanopargaciklar kiiltiir ortamia eklenerek inkiibasyon sonrasinda hiicre kiilttirti
izerindeki etkileri incelendi. Biyo-uyumluluk; morfolojik inceleme, hiicreler
izerinde apoptoz etkisinin belirlenmesi, toksisite analizi, metabolik olarak aktif
(canl) hiicrelerin 6l¢iilmesi ve hiicre ¢ogalma indeksi olmak tizere bes farkli metot
kullanildi.
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Nanoparcacik ve hiicreler arasindaki iliskiyi incelemek icin ilag igeren ve
igermeyen nanoparcaciklar hiicre kiiltiirli ortamina eklenerek 72 saat boyunca
kiiltiire edildi. Kiiltiir sonrasinda ilk inceleme mikroskop altinda gergeklestirildi.
Fibroblast hiicreleri kiiltiir sonrasinda saglikli olduklar1 gortiliirken higbirinde
belirgin bir anomali gézlemlenmedi (Sekil 18). Hiicrelerin membran yapilarinin
bozulmadig; ¢ekirdeklerinin biitiin ve hiicre basina tek oldugu gézlemlendi. Bu
sonuca gore 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda her iki polimerden fibroblastlarin
olumsuz yonde etkilenmedigi, apoptoz ya da nekroz olgusunun goriilmedigi,
genotoksik durumun olmadig: gozlemlendi. Bazi kanser hiicrelerinde gozlemlenen
¢ok ¢ekirdekli hiicre morfolojisi kiiltiir sonrasinda gdzlemlenmedi. Tunel boyamasi
sonrasinda hiicrelerde apoptozu gosteren yesil boyanmasi gozlemlenmedi.
AnnexinV-PI boyamasi ve takiben akim sitometre analizlerinin verdidi bilgiler

dogrultusunda apoptotik bir durumun olmadig: belirlendi.

(Sekil 18: Nanopargaciklarin  biyo-uyumluluk analizi (hiicre morfolojisi).
Fibroblast hiicrelerinin nanopargaciklardan olumsuz yonde etkilenmedigi goriildii.
llag yiiklenmemis kopolimer (BF.dbmOEt-P(DIBG-LA) 25-25) (A) ve
homopolimer (BF2dbmOEt-PDIBG) (B) ile birlikte fibroblast hiicreleri 72 saat
kiiltlir sonrasinda membran biitiinliklerini koruduklar1 ve cekirdeklerde bir

parcalanmanin olmadig1 gézlemlendi. Olcek ¢ubugu, 200 pm.)

Hiicre ¢ogalmasi 48 saat sonra 24. saate gére kopolimerde diisme gézlemlenmis
olsa da 72 saat sonra hiicrelerde ¢ogalma hizlanmistir (Sekil 19A). Homopolimer
yapist hticre canliligini %300 artis ile oldukg¢a kuvvetli desteklemis oldugu
gozlemlendi (Sekil 19B). WSTI1 sadece hiicre sayilari ile degil ayn1 zamanda
metabolik aktivite ile dogrudan iligki igerisinde oldugu igin polimerlerde 72. saatte
gozlemlenen hizli yiikselme metabolik aktivite ile iliskilendirilebilir. Kontrol
(nanopargacik icermeyen) grubunda 48. saate kadar devam eden ¢ogalmada 72. saat
sonunda diisme gbzlemlenmesinin agiklanmasi konfluensiye ulagmis hiicrelerin

daha fazla ¢ogalmayarak sessiz duruma gectigi olarak sodylenebilir. Bu hiicre
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konumunda hiicre sayis1 artmaz ve bizim elde ettigimiz bulgulara benzer sonuglara

ulasilabilir.

(Sekil 19: Hiicre ¢ogalmasi ve canlilig1 tizerinde nano pargaciklarin etkisi. 72 saat
kiiltiir sonrasinda hiicre ¢ogalmasinin (A) devam ettigi ve canliliklarinda (B)
belirgin bir azalma olmadig1 hesaplandi. Hiicre canlilig1 nano pargacik eklenmemis
kiiltiir ortamindaki hiicreler ile oranlanmig ve % olarak gosterildi. Dipnot: Sekil 19-
30 araligindaki grafikler lizerinde gosterilen H-: ilag¢ yiiklii olmayan BF2dbmOEt-
PDIBG partikiillerini, H+: ilag yiikli BF2dbmOEt-PDIBG partikiillerini, C-: ilag
yiiklii olmayan BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) 25-25 partikiillerini ve C+: ilag yiikli
BF2dbmOEt-P(DIBG-LA) 25-25 partikiillerini temsil etmektedir.)

LDH olgiimlerine gore her iki polimerde 6nemsiz derecede toksik etki oldugu
goriildii (Sekil 20). Negatif kontrol grubuna gore nanoparcacik igeren gruplardaki
toksik etki daha yiiksek oldugu belirlenirken genel olarak bakildiginda 6nemsiz bir
toksik deger hesaplandi. Hiicre kiiltliriiniin sikigsmasi (konfluensi) ile ya da 3 giin
icerisinde biriken atiklarin hiicre canlilig {izerinde etkisinin olmasi sonucunda az

da olsa toksik etkinin gézlemlenmesi olagandir.

(Sekil 20: Hiicre kiiltiiriinde toksisitenin belirlenmesi. LDH 6lgiimii ile toksisite
belirlenmistir. Hiicre membran biitiinliigliniin tamamen bozuldugu (azami toksisite)
bir ortama gore hiicrelerden salinan enzimin aktivitesinin degerine gore goreceli
olarak hesaplandi. % 10’un altindaki degerler 6nemsiz derecede toksik etkiye
karsilik geldigi i¢in hem nanopargacik igeren hem de icermeyen kontrol grubunda

hiicre membran biitlinligiini etkileyecek oran da toksisiteye rastlanmadi.)

Biyo-uyumluluk olarak ila¢ icermeyen nanopartikiiller degerlendirildiginde
fibroblast (somatik) hiicrelerin gosterdikleri tepkinin kabul edilebilir smirlar
igerisinde olduklar1 sOylenebilir. Hiicre canliligi azalmamis, cogalma hizi
diismemis ve toksik degerler kabul edilebilen sinirlarin altinda kalmistir. Biyo-

uyumlulukta bakilmasi gereken diger iki kriter, hemotoksisite ve pirojenite canli
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hayvan deneyleri ile degerlendirdi. Nanoparcaciklarin kanser hiicreleri ¢evresinde

toplandiklar1 gézlemlenmis olup bu bulgu canli hayvan deneyleri ile de desteklendi.
7. Nanoparcaciklarin kanser hiicrelerine kars: etkisi, in vitro

Kiiltiir ortaminda, sentezlenen nanopargaciklarin kanser hiicrelerine karsi etkinligi
test edildi. Analizlerde hiicre morfolojisi ve kanser hiicresine yonelmesi, apoptoz,
toksisite ve canlilik incelendi. In vitro analizler sonrasinda nanoparcgaciklar ilag
tasimamasina ragmen hiicre sayilarinda azalma oldugu gozlemlendi (Sekil 21).
Ortamdaki nanopar¢aciklar oto-floresan ozellikleri kullanilarak gézlemlendi. Bu
parcaciklarin DU145 ve MCF?7 hiicreleri etrafinda toplandiklar: belirlendi (Sekil 21
C,D). Ancak MCF7 hiicreleri etrafindaki toplanmanin daha belirgin oldugu
goriilmektedir. Hiicre davranislan dikkate alindigimda MCF7 hiicre hatt1 epitel
karakterde olsa da DU145 hiicrelerine gore daha hareketli (motile) olduklari i¢in

nanoparcaciklarin kanser hiicreleri lizerine tutunma olasihgini arttirabilmektedir.

(Sekil 21: Kiltiir sonrasinda (72 saat) nanopar¢aciklarin hiicre sayilarimi belirgin
oranda etkiledigi gdzlemlenirken DU145 (C) ve MCF7 (D) hiicre sayilarinin ilgili
hiicrelerin nano parcacik eklenmemis kontrol grubuna gore (A, B) daha az oldugu
goriildii. Mavi floresan 1s1ma ile kendini gosteren nanoparcaciklar hiicrelerin
etrafinda toplanma (beyaz oklar) egilimini gosterirken 6zellikle MCF7 hiicreleri

iizerinde kiimelenmis olduklar gézlemlendi (D). Olgek gubugu, 200 pm.)

Kanser hiicrelerine yonelik canlilik analizinde nanopargaciklarin 72. saatte daha
kuvvetli etki ederek hiicre sayilarinda azalmaya yol agmistir. DU145°de hiicre
sayist ilk giinlerden itibaren azaldign gdzlemlenirken (Sekil 22 A) 72. saate
gelindiginde ila¢ yiiklii olan gruplarda % 10’un altina inen canlilik azalmasi
belirlendi. flag yiiklii olmayan partikiillerde de DU145 {izerinde canlilik azaltict
etkileri oldugu goriilmekte olup (Sekil 22 B) bu etkinin beklendigi gibi ilag¢ yiiklii
olanlara gore daha zayif olmustur. MCF7°de ise genel olarak partikiillerden ve
paklitakselden daha az etkilendigi gOrilmektedir. DU145’in aksine MCF7

hiicrelerinin nanopargacik ve paklitakselden etkilenebilmesi i¢in 72 saatin ge¢mesi
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gerektirdi (Sekil 22 C). Canlilik analizlerinde ise 72. saatte kontrole gore 1,5-2,5
kat daha fazla canlilifin gozlemlenmesi olumsuz bir durum gibi goziikse de aslinda

bu degerler 48. saate gore diismiis degerlerdir (Sekil 22 D).

(Sekil 22: Kanser hiicresi canlilik analizi. 72 saat kiiltiir sonrasinda DU145 (A,B)
ve MCF7 (C,D) hiicrelerinin ¢ogalma ve canlilik durumlari incelendi. Her iki hiicre
hatt1 i¢in ilag yiiklii olan ve olmayan nanopartikiillerin etkili oldugunu ve cogalmayi
durdurup hiicre canhiligim azalttigi goriilmektedir. Hiicre canlih@ nanopargacik
eklenmemis kiiltiir ortamindaki hiicreler ile oranlanmis ve % olarak gosterildi
(B,D). Nanoparcacik eklenmesiyle MCF7 hiicreleri kontrol grubuna gore ilk
giinlerde hizli bliylime gozlemlenirken 72. saatte hiicre sayisinda diigme oldugu

Ol¢timlerde belirlendi.)

Parcaciklar ile etkilesim sonrasinda hiicrelerde gergeklesen sitotoksisite, laktat
dehidrogenaz (LDH) enzim aktivitesinin Olgiilmesiyle belirlendi. Hiicrelerdeki
toksisite tamamen parcalanmis hiicrelerin gosterdigi aktivite (% 100) ile oransal
olarak hesaplandi. Bu &lgiimlere gore pargaciklar ile etkilesim sonrasinda % 10
degerinin altinda dl¢iilen bir toksisite degeri 6nemsiz olarak degerlendirildi. DU145
hiicrelerinde ise biitiin parcaciklarda % 19’a varan toksisite degerleri dl¢iildii (Sekil
23 A). Nanopargacik icermeyen kontrol DU145 hiicre kiiltiirlerinde ise toksisite %
6 degerinin altinda kaldi. Kontrol hiicreleri ile parcacik igeren kiiltlirlerdeki
hiicrelerin toksisitesi arasinda istatistiksel olarak anlamh fark ¢cikmistir (p<0,05).
Buna karsin MCF7 hiicrelerinin kiiltiirlerinde toksisite odl¢limlerinde kontrol
hiicreleri ile karsilastirildiginda istatistiksel bir fark oldugu (p<0,05) hesaplanirken
toksisite % 10-12 olarak ol¢iildii (Sekil 23 B). Ancak hiicre canlilik testlerine
paralel olarak toksisite degerleri DU145’e gore diisiik kalmistir. 24-72 saatlik
zaman siirecinde nanoparg¢aciklarin etkileri her iki hiicre hatti i¢in artmis olarak
gozlemlenmisken bu etki DU145°te daha hizli gergeklesti. Homopolimer temelli
nanoparcacigin ilag yiiklii olan ve olmayan tiirlerinin her iki kanser hatt1 i¢cin daha

1yi oldugu sOylenebilir.
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(Sekil 23: Kanser hiicresi toksisite analizi. LDH testi ile 24, 48 ve 72. saatlerdeki
membran bozulmasina bagl olarak hiicre besiyerinde artan LDH enzim aktivitesi
ol¢iildii. DU145 (A) ve MCF7 (B) hiicrelerinin kiiltiir besiyerleri alinarak 6l¢iimler
gerceklestirildikten sonra yiiksek toksisite gosteren kimyasal ile islem gérmiis ayni
hiicre hattina oranlanarak % ifade hesaplandi. DU145 hiicre hatt1 72. saatin sonunda
nanoparcaciklardan daha fazla etkilendigi gézlemlendi. MCF7°de bu etki daha
sinirl olup daha yavas gelistigi gozlemlendi. Her iki kontrol hiicresinde ortamin
sikigikligina bagh olarak artan bir LDH aktivitesi 6l¢iildii. Ancak % 10 degerinin

alt1 olan ol¢iimler toksik etki yoktur sekilde degerlendirildi.)

Apoptoz durumu ise AnnexinV/PI boyamasi ile degerlendirildi. Akim sitometre
cthaza ile Olgiilditkten sonra ila¢ tasiyan nanoparcaciklarin etkili olduklar
gozlemlendi. Homopolimer ya da kopolimer oldugu fark etmeksizin ilag MCF7
iizerinde hiicrelerin yaklasik % 68 oraninda apoptozu uyardigi 6l¢iildii. Buna karsin
DU145’te farkli sonuglar elde edildi. Kopolimer hiicreler iizerinde % 94 gibi
yiikksek bir oranda apoptozu uyarirken homopolimer kullanildiginda DUI14
hiicrelerinin % 55’inde apoptoz uyarilmis oldu (Sekil 24). Tunel boyamasiyla da
benzer sonuglar elde edildi. Bu bulgularda etkin bir sekilde ilag salimi
nanoparcaciklardan gerceklestirilerek hiicrelerde apoptotik yolagin uyarildig
gosterilmigtir. Kontrol deneylerinde, esdeger paklitaksel kullanilip nanopargacik
kullanilmadig grup, MCF7 ve DU 145 hiicrelerinde apoptoz uyarilmasi daha diistik
gergeklesmistir (MCF7, % 52 ve DUI45, % 55). Hiicrelerde apoptozun
indtiklenmesi nanopargaciklar kullanildiginda daha yiiksek oranda oldugu goriildii.
Bu noktada nanopargaciklara ilag yiiklenmesi sonrasinda MCF7 ve DUI145
hiicreleri tizerinde etkin bir apoptotik etkinin yapildig: goriildii. Ancak hiicre 6liim
oran1 daha diisiik olmasim1 bu hiicrelerin apoptozun erken evresinde (early-
apoptosis) olmalanyla agiklanabilir. Standartlarin 6nerdigi gibi 72 saatlik bir
inkiibasyon degil de daha uzun siireli bir hiicre kiiltiirli calismasi ile daha yiiksek

hiicre 6liimlerinin alindi1g1 sonuglara ulasilabilir.
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(Sekil 24: Hiicrelerin apoptotik durumunun degerlendirilmesi. Hiicreler
nanoparcacik eklenmis besi ortamlarinda kiiltiire edildikten sonra annexinV ve PI
ile boyanarak canli ve apoptotik hiicreler belirlendi (A: DU145, ilag yiikli
kopolimer; B: MCF7, ilag yiiklii kopolimer; C: DU145, ilag yiiklii homopolimer;
D: MCF7, ilag yiiklii homopolimer). Sonug¢ panellerindeki verilerin grafiksel
gosterimi sagda verilmistir (E). Veriler MCF7 igin materyalin yapisinin fark
etmedigi, ayn1 apoptotik sonuclart verdigi goriildii. Kontrol degeri ise % 52 oram
olarak hesaplandi. Ancak DUI145 ila¢ eklenmis kopolimere karsi daha hassas
oldugu yaklasik % 94'lik apoptotik hiicre orami ile gosterildi. Ilag yiiklii
homopolimer apoptozu kuvvetli olarak uyarmasalar da uyar1 nanopargaciksiz ilag

aktarimindan (% 55) daha iyi gergeklesti.)

In vitro testler genel olarak irdelendiginde kanser hiicrelerine karsi ilag yiiklii
nanopargaciklarin etkili oldugu ve dogrudan kiiltiir ortamina verilen kanser ilacina
gore ¢ok daha yiiksek ya da esdeger apoptotik deger elde edilmistir.
Nanopargaciklar ile birlikte yavas ilag salimi paklitakselin proje basinda 6n
goriildiigii gibi daha etkili olmasi sonucunu getirdi. Ayni1 zamanda bu yapilarin
kanser hiicreleri etrafinda toplanmast ile bor temelli bu nanoparc¢aciklarin kanser

tedavilerinde kullanilabilme potansiyelini arttirmaktadir.

8. Nanoparc¢aciklarin kanser hiicrelerine karsi etkisi, in vivo

Nanoparcaciklar karin boslugunda bulunan kanser hiicrelerinin bulundugu bélgeye
yakin yere ve damara enjekte edilerek kanser hiicreleri tlizerindeki etkisi ve
yonelmesi incelenmistir. Bu kapsamda canliya verilen nanopargaciklar canli
iizerindeki etkileri makroskopik olarak incelenmistir. Bu islem sonrasinda
hayvanlar iizerinde bir etki, or. davranis bozuklugu ya da stress belirtisi,
gbzlemlenmemistir. Implante edilen enkapsiile hiicreler ¢ikarildiginda enflamasyon
olarak nitelendirilebilecek ¢ok yiiksek bir damarlanma, kanlanma ya da kizarma
gozlemlenmedigi gibi kapsiiliin temas ettigi bolgede 6dem gibi enflamasyon
belirtegleri goriilmedi. Kanser hiicreleri sodyum alginat icerisine gomiildiikten

sonra 0,5-1,8 mm capinda kiirecikler elde edildi. Bu kiireler daha sonra Wistar
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30

albino siganin karin bosluguna (intraperitonal; ip) ya da vene (Intravendz; iv)
verilerek tiimor modeli (Gorelik vd., 1987’ ye gore) olusturuldu. Kiiltiir kosullarinda
gerceklestirilen deneylerde goézlemlenen nanopargaciklarin kanser hiicrelerine
dogru yonelme olay: canli hayvan caligmalariyla gosterilmeye calisilmistir. Karin
bosluguna implante edilen kanser hiicrelerinin yakinina ve kuyruk veninden olmak
iizere uzak bir yerden verilmesiyle tliimor modeline pargaciklarin yonelmesi izlendi
(Sekil 25). Bu ¢aligmada karin bosluguna verilen orneklerin daha etkin bir sekilde
tlimor tizerinde biriktigi gosterildi (Sekil 25A,C). Damara verilen nanoparcaciklarin
da tiimor lizerinde biriktigi gdzlemlenmis olsa da miktar olarak oldukc¢a az oldugu
gozlemlendi (Sekil 25 B,D). Timor lizerindeki birikimin rastgele ve heterojen

oldugu ve nano pargacik kompozisyonu ile iligkili olmadig gézlemlendi.

flag yiiklenmemis nanopargaciklarin kanser hiicreleri iizerindeki etkisi incelendi ve
in vitro deneylerinkine benzer sekilde canliligr azaltici etkisinin in vivo ortamda da
devam ettigi gozlemlendi. Bu etkinin malzemenin kendisinden kaynaklaniyor
olabilecegi bir olasiliktir. Tki farkli yontemle, karin bosluguna ve damar bélgesine
verilmistir. Nanoparcaciklarin etkin bir sekilde ulasip etkinliklerini géstermislerdir.
Genel olarak bakildiginda damara verilen hiicrelerin 6ldiirticii etkinliginin ¢ok az
farkla da olsa daha diisiik oldugu gibi bazen esit oranda etki gostermislerdir (Sekil
26). Canli/6lii hiicre boyamasi yapilmis ve WST-1 ile karsilagtirlmistir (Sekil 27).
Hiicre 6liimlerinin rastgele ve heterojen oldugu géz 6niine alindiginda boyamalar
WST1 sonuglarimi desteklemektedir. Nanopargaciklar ne kadar ¢ok ilact tagiyan
sistemler olsa da tlimor bdlgesinin yakininda ilaci saliverecek kontrollii sistemleri
tasimamaktadir. Bu ylizden kan dolagimina verildigi andan itibaren ilact yavasca
kana vermis ve boylece ilag etkisini gostermistir. Ancak kullanilan malzemenin
biyo-uyumlu olmasina ve fibroblast hiicrelerine zarar vermemesine karsin kanser
hiicrelerinin oldugu bélgede immiin sistem hiicrelerini, 6r. T-lenfositler, etkileyerek

kanser hiicrelerine kars1 daha toksik kosullar olusturmus olabilir.

(Sekil 25: Alginat-tiimor modeli ve nanoparcaciklarin yonelmesi. Nakil yapilan
enkapsiile MCF7 kanser hiicrelerinin 7 glin beklemeyi takiben 3 giinlik

nanoparcacik uygulamasi sonrasinda otofloresan o6zellik gdsteren nanoparcgaciklar
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mavi 1sildama ile yerleri belirlendi. A, homopolimer, ip enjeksiyon; B,
homopolimer, iv enjeksiyon; C, kopolimer, ip enjeksiyon; D, kopolimer, iv

enjeksiyon. Olgek cubugu, 200 um).

(Sekil 26: Nanoparcaciklar ile nakil sonrasinda kanser hiicrelerinin canlilik analizi
(WST-1). Hiicrelerin canliliginin belirlenebilmesi igcin WST-1 deneyi kurulmustur.
Bu basamak sonrasinda ip verilen homopolimerin, pozitif kontrol olarak kullanilan
yalmz kanser ilac1 kullanimina gore daha kuvveth etkiledigi sonuglar elde edildi.
Digerleri yakin bir sonu¢ vermisken kopolimerin iv ile nakledildiginde en az
canlilig1 azaltici etkisi oldugu gozlemlenmistir. Canlilik orant hig ilag verilmemis
deney grubundan elde edilen olgiimlerin ilgili gruplar ile oranlanarak

gosterilmistir.)

(Sekil 27: Canli/6lii hiicre boyamasi. Canlidan tiimor ¢ikarildiktan sonra calcein
a/ethidium homodimer ile boyandi. Canli hiicreler yesil olarak gdzlemlenirken
kirmiz1 hiicreler 6li hiicreleri géstermektedir. Mavi olan 1s1ldamalar otofloresan
Ozellik gdsteren nanopargaciklardir. A, homopolimer, ip enjeksiyon; B,
homopolimer, iv enjeksiyon; C, kopolimer, ip enjeksiyon; D, kopolimer, iv
enjeksiyon.; E, Pozitif kontrol olarak nanopargacik kullanilmadan dogrudan kanser

ilactnin kuyruk venine verildigi gruptur. Olcek cubugu, 200 pum.)

Model olusturulduktan sonra ilag yiiklii nanopargaciklarin timdr modeli tizerindeki
etkileri incelenmistir. Alginat oldukc¢a siki bir matriks oldugundan kanser
hiicrelerinin 6liimii sonrasinda bir boyut kaybi gézlemlenmeyecektir. Bu
sebeplerden otiirii canlilik testleri implant ¢ikarildiktan sonra test edilmistir. Ilag
uygulamasi sonrasinda model ve kanser hiicreleri iyi durumda, morfolojileri
bozulmadan, durmaktadirlar (Sekil 28). Canlilik boyamasindan sonra hiicrelerdeki
ciddi canlilik goézlemlendi. Dogrudan nanoparcgaciklarin temas etmedigi timor
modelinde pargaciklardan salinan kanser ilaci ile canliliklar azalmistir (Sekil 29).

Canliliktaki  bu azalma enkapsiilasyon igerisindeki diflizyonun olasi
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engellenmesi/zorlagsmasi sebebiyle degil ilag¢ etkisiyle oldugu ilag uygulanmamis

olan negatif gruplarda gozlemlenmektedir (Sekil 29 C.F).

(Sekil 28: Kanser ilact sonrasinda hiicrelerin goriintiileri. Farkli nanopartikiiller ile
birlikte inkiibe edildikten sonra DU145 (A-C) ve MCF7 (D-F) hiicrelerinin kapsiil
icerisindeki durumlari gosterilmistir. A,D: kopolimer; B,E: homopolimer; C,F:
nanoparcacik ya da kanser ilaci verilmemis deney grubu (negatif grup). Olcek
¢ubugu, 200 um.)

(Sekil 29: Ilag uygulamasi sonrasinda alginat icerisindeki hiicrelerin canlihk
durumu. DUI145 hiicreleri (A-C) ve MCF7 hiicreleri (D-F) calcein a/ethidium
homodimer boyasi ile boyanarak canliliklar1 gorsel olarak karsilastirildi. Yesil
boyanma canli hiicreleri gosterirken kirmizi boyanma ortamdaki 6lii hiicreleri
gostermektedir. A,D: kopolimer; B,E: homopolimer; C.F: nanopargacik ya da

kanser ilac1 verilmemis deney grubu (negatif grup). Olcek ¢ubugu, 200 pm.)

Canlilik testi ile ilag yiiklii nanopargaciklarin paklitaksel uygulamasma gore ne
kadar etkili oldugu karsilastirilmistir (Sekil 30). flag uygulanmamus gruplara gore
nanoparcaciklar iceren ortamlarda istatistiksel olarak belirgin oran hiicre sayisi
diismiistiir (p<<0,01). Bu diisme nanoparcaciklardan salinan ilacin etkisiyle olup
temas olmadigindan polimerlerin temas ile 6ldiirmesi s6z konusu degildir. Ancak
nanopargaciklarin kullamlmadig1 ila¢ uygulamalarina (pozitif kontrol) gore de
nanoparcaciklar DU145 kiiltlirtinde daha etkili oldugu (p<0,05) bulunmusken
MCF7’deki bu etki pozitif kontrol ile benzer oldugu gorilmiistiir.

(Sekil 30. Ilag yiiklii nanopargaciklarla canlilik testi (WST-1). DU145 hiicreleri
nanopartikiillerden en ¢ok etkilenen grup oldugu goézlemlendi (A). Ilag eklenmemis
(negatif) grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,01)
cikmustir (*). Ilac eklenmis, nanoparcacik eklenmemis (pozitif) grupta ise fark (°)
yine belirgin derecede yiiksektir (p<0,01). MCF7 hiicreleri ise buna kargin biraz
farkli sonuglar vermislerdir. Negatif kontrole gore fark belirgindir (p<0,01). Pozitif
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kontrole gore kopolimerde fark yiiksek iken (p<0,05) homopolimer ile pozitif

kontrol arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamastir.)

Sonug olarak; nanopargaciklar ila¢ salimint basariyla gergeklestirip her iki kanser
hiicrelerinin  sayilarini  basartyla azaltmistir. Bu azalmanin normal ilag
uygulamasindan farkh olarak yavag salinmasi, serum igerisinde kisa siire stabilitesi
olan bu ilacin daha etkin olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Canli hayvan
igerisinde nanoparcgaciklarin tiimoér modeline yonelmesi ve model igerisindeki
kanser hiicrelerinin sayilarin1 azaltmasiyla kanser tedavisinde etkin bir sekilde
kullanilabilecegi bu ¢alismada gosterilmistir. MCF7 hiicrelerine gdre kopolimerin
homopolimerden daha iyi bir nanopargacik oldugu kiltiir ve canli hayvan
caligmalarinda gosterildi. Ancak homopolimerin biyo-uyumlulugu kopolimere gore
biraz daha iyi desteklemesi bir avantaj gibi goriinse de belirgin bir fark yoktur.
Nitekim canli hayvanlardaki makroskobik gozleme gore her iki materyalin olumsuz

etkilerinin oldugu gézlemlenmemistir.
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