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OZET

BiYOMEDIKAL UYGULAMALARDA KULLANILABILECEK FONKSIYONEL
POLIMERIK YAPILARIN HAZIRLANMASI

GoOzde DEVECI

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Muhammet U. KAHVECI

Fonksiyonel polimerik malzemeler ana zincir ya da yan zincirlerinde fonksiyonel gruplar
bulunduran makromolekiiler yapilarin essiz bir sinifidir. Cevresel uyarilara yanit
olusturabilme, biyoaktivite gibi 06zellikler fonksiyonel polimerlere kolaylkla
kazandirilabilmekte bu sebeple; ila¢ salimi, sensor ve goriintiileme sistemleri gibi ¢esitli
biyomedikal uygulamada siklikla tercih edilmektedirler. Gergeklestirilen bu tez
¢calismasinda biyomedikal uygulamalar icin 6zgiin ve yliksek kullanilma potansiyeline
sahip biyoaktif fonksiyonel mikrokiire ve fonksiyonel polimer-cam hibrit ylzey ile 1sikla
parcalanabilir mikro-nano partikil olmak tizere Ug farkli polimerik yapi sentezlenmistir.

Tez calismasinin ilk boéliminde poli[poli(etilen glikol) metakrilat-co-N-akrilamido
stiksinimid] (Poli(PEGMA-co-NMAS)) sacaklar bulunduran mikro kireler sentezlenmis
ve glukoza reaktif bir cesit lektin proteini olan Concanavalin A ile konjugasyon
gerceklestirilerek polimerik klrelere biyoaktivite kazandirilmistir. Son olarak biyoaktif
mikroklreler bakterilerin hilicre duvarindaki mannoz reseptoérlerini hedefleyerek
bakteri belirlenmesinde etkin bir sekilde kullaniimistir. Oncelikle yiizeyinde alkil
bromir gibi bir Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) baslaticisi icerecek
sekilde metil metakrilat esash mikrokiireler, metil metakrilat, 2(2-Bromobditiriloksi)etil
metakrilat (BBEMA) ve etilen glikol dimetakrilatin benzoilperoksit ile baslatilan serbest
radikal slispansiyon polimerizasyonu ile elde edilmistir. Elde edilen brom fonksiyonlu
mikroklreler PEGMA ve NMAS monomerlerinin ATRP ile kopolimerizasyonunda
baslatici olarak kullanilmis ve yizeyde baslatilan ATRP (SI-ATRP) ile kiirelerin ylizeyinde
poli(PEGMA-co-NMAS) zincirleri olusturulmustur. Ardindan Concanavalin A, lzerine
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asilama yontemi kullanilarak polimer sacgaklarindaki amino (-NHz) gruplariyla
suksinimidil ~ ester  gruplarinin  reaksiyonu  gergeklestirilmistir.  SUspansiyon
polimerizasyonu sonrasi FT-IR karakterizasyonunda elde edilen 1760 cm™ civarindaki
keskin karbonil pikleri ile 15tk ve SEM mikroskobunda goériilen 20-80 um boyutundaki
purlzsiiz kureler g¢alismanin ilk asmasinin basarili bir sekilde gergeklestirildigini
gostermektedir. Sentezlenen brom fonksiyonlu kiireler yiizey baslaticili atom transfer
radikal polimerizasyonu icin baslatici olarak kullaniimis ve bu baslatici lzerinden
PEGMA ve NMAS monomerlerinin polimerizasyonu gergeklestirilmistir. Yine FT-IR
spektrumundan elde edilen verilere gore 3600 cm™ civarinda gorillen —OH bandinin
olusmasi, 1782 cm™ ve 1811 cm™ civarinda iki yeni karbonil bandi ile 1100 cm™
civarinda orulen eterik bandlarin gorilmesi kiiresel polimerin basarli bir sekilde
modifiye edildigini gostermektedir. Sagakli kiiresel polimerlerin sahip oldugu amin
reaktif NHS gruplari ile bir gesit lektin proteini olan Concanavalin A konjuge edilmis ve
Protein polimer konjugasyonu ise Bradford testi kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra
kirrelerin bakteri tespitinde kullanilma potansiyelleri yesil floresans proteini (GFP)
eksprese eden E.coli’lerin belirlenmesinde test edilmistir. Floresans mikroskobunda
gorilen 1sima yogunlugundaki degisme bu ¢alismanin basarili bir sekilde gergeklestigini
ispatlamistir.

Tez kapsamindaki bir diger bir calisma olan fonksiyonel hibrit cam yizeylerin
hazirlanmasi igin, cam yuzeyler sirasiyla Piranha Cozeltisi, 3-amino propil trietil
siloksan (APTES) ve 2-bromobutiril bromir - trietil amin sollisyonlariyla muamele
edilerek brom fonksiyonlu cam yuzeyler elde edilmistir. Ardindan fonksiyonel kiresel
polimer calismasinda belirtilen yaklasima benzer olarak SI-ATRP ve Concanavalin A
konjugasyonu uygulanmis ve Concanavalin A bulunduran polimer kapli cam ylizeyler
elde edilmistir. Her asamadan sonra cam yuzeyler sirasiyla —OH, -NH, -Br gruplari ve
poli(PEGMA-co-NMAS) polimerik sagaklarla fonksiyonlandirilmis ve temas agi 6lgiim
cihazi ile elde edilen 68,046°, 21,38°, 56,22°, 80,63° ve 66,65° aci degerleri
fonksiyonlandirma isleminin basarisini kanitlamistir. Ayrica FT-IR spektrumunda 1734
cmde poli(PEGMA)'nin karakteristik piklerinden biri olan -C=0- bantlarinin polimer
fonksiyonlu ve Con A konjugati bulunan camlarda goriilmesine karsin brom gruplari
iceren camlarda goézlenmemesi, yine polimer sagakli ve Con A konjugatli camlarda 1500
cm™ civarinda gériilen —N-O- bandi basarili bir sentez oldugunu desteklemektedir.
Diger ¢alisma ile benzer sekilde hiicre tesbiti ¢alismasi GFP E. coli ile gergeklestirilmis
ve florsesans mikroskobunda elde edilen yogun i1sima yiiksek afinitede bakterilerin
ylzeye baglandigini ispatlamistir.

Son olarak tez calismasinda isikta parcalanabilir mikro ve nano polimerik kiireler
sentezlenmis ve parcalanma egilimleri incelenmistir. Bunun icin 1,6-diizosiyanohekzan,
2-nitrobenzaldehit ve akrilik asit reaktiflerinin Passerini Reaksiyonu ile o-nitro benzil
ester fonksiyonlu capraz baglayici sentezlenerek mikropartikil icin slispansiyon,
nanopartikil icin mini-emilstiyon polimerizasyonu gergeklestirilmistir ve o-nitrobenzil
ester fonksiyonlu ¢apraz baglayici FT-IR ve 'H NMR spektroskopisi ile analiz edilmistir.
Isikta parcalanir capraz baglayicinin FT-IR spektrumunda 1530 cm™ ve 1350 cm™ ‘deki
pikler capraz baglayicida bulunan nitro gruplarini géstermektedir. Ek olarak 1730 cm™
daki pik C=0 baglarini, 1200 cm™ deki pik ise ¢apraz baglayicinin ucunda bulunan alken
gruplarini temsil etmektedir. *H NMR spektrumuna bakildiginda ise 7,81 ve 8,04 ppm
arasindaki 4 pik aromatik gruplari temsil ederken molekiliin sonunda bulunan gift bag
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6,73 ppm de gortlmuistir. H NMR ve FT-IR spektrumlarindan elde edilen sonuglar
caprazbaglayicinin  basarili bir sekilde sentezlendigini desteklemistir. Mikro ve
nanokureler SEM ile gorintilendiginde mikrokureler igin yaklsik 60 um nanokireler
icinse 600 nm.’lik boyurlara sahip plriizsiz kirelerin elde edildigi gortlmustir. Bu
¢alismanin son basamaginda ise yaklasik 350 nm.’lik UV isik altinda polimerik kiirelerin
parcalanma calismasi gerceklestirilmis UV spektroskopisinde her alti saat icin
parcalanmis kirelerin absorbansindaki degisim incelenmistir. Degradasyon sonrasin
kromoforik gruplardaki artis sonucu absorbanstaki artis ve parcalanma sonrasi
polimerik kirelerin SEM gorintilerindeki sekilsizlik pargalanma isleminin basari ile
gerceklestigini gostermektedir.

Sentezlenen tim fonksiyonel polimerik yapilarin istenilen kimyasal ve morfolojik
ozelliklere sahip farkli formlarda hazirlanmasi tercih edilen polimerizasyon yéntemleri
ile hem de kullanilan fonksiyonel gruplarla etkili bir sekilde gergeklesmistir. Biyoaktif
polimerik kireler ile polimer-cam hibrit ylzeylerin tibbi tani amagh goérintileme ve
sensor ve kit uygulamalari icin blyilk bir potansiyele sahip oldugu, i1sikta pargalan
kiirelerin de ilag salim istemleri icin 6nemli bir model ¢alisma oldugu bu ¢alismada
ispatlanmistir. Kolaylikla modifiye edilebilir olan bu polimerik yapilar biyomedikal
uygulamalar icin umut vaadedicidir. Calisma boyunca fonksiyonel vyapilarin
karakterizasyonu *H NMR, Bradford Assay, FT-IR, UV Spektroskopi, i1stk mikroskobu,
SEM, Temas Aci Olgiim Cihazi ve Floresans Mikroskobu ile saglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Fonksiyonel polimer, fonksiyonel hibrit ylizey, sacakh kiiresel
polimer, 1sikta pargalanir polimer, biyoaktif polimer, polimer-protein konjugatlari
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ABSTRACT

PREPARATION OF UTILIZABLE FUNCTIONAL POLYMERIC STRUCTURE IN
BIOMEDICAL APPLICATIONS

GoOzde DEVECI

Department of Bioengineering

Master Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammet KAHVECI

Functional polymeric materials are one of the unique class of macromolecules that
carry functional groups on the main chain or side chain. Several properties such as
stimuli responsiveness or bioactivity can be gained easily to functional polymers,
therefore these polymers often have been preferred especially for biomedical
applications like drug delivery, sensors or bioimaging systems. In this thesis, a bioactive
functional polymeric microspheres, a bioactive polymer-glass hybrid surface, and
photodegradable mico-nano particles had been synthesized, such materials would
have high potential for biomedical applications.

In the first part, microspheres that have poly(PEGMA-co-NMAS) dangling chains on the
surface were synthesized and mannose reactive, kind of lectin protein Concanavalin A
was conjugated to hairy polymer spheres leading to bioactivity. In the last step,
bioactive microspheres were employed in targeting sugar molecules on the cell surface
receptors of bacteria effectively. During the preparation of bioactive polymeric
microspheres, methyl methacrylate-based microspheres containing bromo
functionality as an Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) initiator were
synthesized by free radical suspension copolymerization of methyl methacrylate, 2(2-
bromobutyryloxy)ethyl methacrylate (BBEMA), ethylene glycol methacrylate in the
presence of benzoyl peroxide. Copolymerization of poly(ethylene glycol) methacrylate
(PEGMA) and N-meth acryl amido succinimide (NMAS) monomers on bromo functional
polymeric microspheres was performed via surface initiated ATRP (SI-ATRP) yielding an
amine reactive polymeric surface. Next, Concanavalin A, was conjugated to the
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polymer surface via grafting to conjugation method. Bacterial detection efficiencies of
the Concanavalin A conjugated microspheres were analyzed using GFP expressing E.
coli as a model bacterium. Regarding characterization of the polymers and the
conjugates, first FT-IR analysis was carried out. Strong carbonyl bands around 1760 cm”
1 which were observed in FT-IR spectrum after suspension polymerization. SEM and
light microscopy analyses revealed that the microspheres had a smooth texture on the
surface and 20-80 um diameter. Bromo functional microspheres were used as SI-ATRP
initiator and PEGMA and NMAS monomers were polymerized over bromide functional
microspheres. The FT-IR spectrum of hairy microspheres showed that a characteristic
—OH band around 3600 cm™, two new carbonyl bands around 1782 cm™ and 1811 cm"
! and an etheric band around 1100 cm; all these results proved successful
modification. Concanavalin A was conjugated onto polymeric microspheres through
amine-reactive NHS groups located on hairy polymeric chains of the microspheres and
amount of Concanavalin A conjugated was detected via Bradford assay.

The second study of the thesis is preparation of polymer-glass hybrid surfaces. Firstly,
the glass surface has been treated with Piranha Solution, (3-aminopropyl)
tetraethoxysilane, and 2-bromo-butyrylbromide-triethylamine solution, to obtain
bromide functionalized surface initiator. Successively, SI-ATRP and Concanavalin A
conjugation was performed similiar to previous work. After each modification step —
OH, -NH;, -Br and poly(PEGMA-co-NMAS) hairy surfaces were obtained respectively
and contact angle measurement results were observed as 21,38°, 56,22°, 80,63° ve
66,65° each step. Moreover, untreated glass surface, bromo functional glass surface
and polymeric hairy glass surfaces were examined via FT-IR spectroscopy. As a result of
this study, while a characteristic feature of poly(PEGMA), —C=0- bands had been seen
around 1734 cm? for polymeric hairy surfaces and Concanavalin A conjugated
surfaces, Bromide functional glass surfaces did not have this peak on the spectrum. In
addition, N-O- band around 1500 cm™ in the spectrum of Concanavalin A conjugated
glass surfaces proved successful synthesis. Concanavalin A conjugated microspheres
were also employed in bacterial detection as well.

In the last part of the thesis, photo-cleavable micro/nano particles were synthesized
and degradation of these spheres was examined. Passerini Reaction of 1,6-
diisocyanohexane, 2-nitrobenzaldehyde, and acrylic acid yielded a diacrylate with o-
nitrobenzyl ester moieties. Next, microspheres and nanospheres were synthesized via
suspension and mini-emulsion polymerization, respectively. The characterization of
the crosslinker and the resulted micro/nano spheres was analyzed via FT-IR and 'H
NMR spectroscopy. FT-IR spectra showed that cross-linkers displayed bands at 1530
cm™? and 1350 cm™? which implies that the cross-linker contains nitro groups. In
addition, the band at 1730 cm™ is atributed to C=0, and the band around 1200 cm™
represents alkene end groups in cross-linker compounds. In the NMR spektrum, four
peaks between 7,81 and 8,04 ppm represents aromatic groups. All spectroscopic
analysis prooved successful preparation. Polymeric microspheres and nanospheres
diameter were determined 60 um and 600 nm approximately via SEM microscopy.
Finally, photo-degradation of polymeric spheres was examined for six hours intervals
under UV light via UV spectroscopy. After degradation, spherical polymers were
disintegrated and changed soft shapeless form observed by SEM.

XViii



Preparation of various functional polymeric structures with various topology and
various functionalities have been performed successfully through different synthetic
approaches. Bioactive polymeric spheres and polymer-glass hybrid surfaces have big
potential for bioimaging, sensors and kits. Photocleavable spheres are important for
drug delivery systems. These polymeric structures are easy to modify, thus each one
shows big potential for biomedical applications.

Keywords: Functional polymer, functional hybrid surface, hairy polymeric
microsphere, photodegredable polymeric micro-nanospheres , bioactive polymers,
polymer-protein conjugates
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Fonksiyonel polimerler, biyosensoérler, ilag salim sistemleri, molekiler gériintileme gibi
bircok tani ve tedavi sistemleri icin sikhkla kullanilan makromolekiler yapilardir. Cok
cesitli fonksiyonel polimerler icerisinde gevresel uyarilara yanit olusturan polimerler ile
biyoaktif polimerler blyik 6nem tasimaktadir. Cevresel uyarilara yanit olusturan
polimerlerde sicaklik, pH, 151k, manyetik alan, elektrik alan ve glukoz konsantrasyonu
gibi cesitli cevresel faktorlerin degismesi sonucu ¢6zinmeme/¢6kme, bozunma, ilag
salimi, hidratlanma diizeyinde degisim, sisme/yigin olusturma, hidrofilik/hidrofobik
ylzey, sekil degisimi, komformasyon degisimi ve misel olusturma gibi yanitlar meydana
gelmektedir [1]. Bu Ozelliklerden faydalanarak ilag salimi, doku muhendisligi, hiicre
kiltlirl, biyo-ayirma ve sensor sistemlerinde siklikla kullanilmaktadir [2]. Biyoaktif
polimerler ise ilag, protein veya peptit gibi biyoaktif molekdillerin polimerlere kovalent
olarak tutturulmasiyla olusturulan polimerik konjugatlar genellikle polimerik terapotik
olarak kullanilmakta ve modern ila¢ teknolojilerinde blylik 6nem tasimaktadir [3].
Polimer protein/peptit konjugatlari temel olarak tizerine asilama, Gizerinden asilama ve
icine asilama (grafting through) teknikleriyle gerceklestirilir [4]. Bu fonksiyonel
polimerlerin sentezlenebilmesi icin en c¢ok tercih edilen yontemlerden biri kontrolli
yasan polimerizasyon yontemlerinden biri olan Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu
(ATRP)'dur. ATRP ¢ok yonli kontrollii radikal polimerizasyon yontemlerinden biridir. Bu
yontem molekiler agirhgi, monodispers molekiler agirlik dagilimi ve fonksiyonellik
Uzerinde bir kontrol saglar [5]. ATRP’nin yaninda ozellikle mikro ve nano boyutlu

polimerik kirelerin sentezi icin slispansiyon ve miniemulsiyon polimerizasyonu gibi



cesitli polimerizasyon yontemleri kullanilmaktadir [6]. Bir polimerin cevresiyle ilk
temasa gectigi bolge ylzeyidir. Bu sebeple ylizey fonksiyonlandirma bilyiik 6énem tasir.
Biyoaktif ya da cevresel uyarilara yanit verecek sekilde kontrolli polimerizasyon
yontemleri ya da polimerizasyon teknikleri ile mikrokiire yapili ya da altin, cam ya da
silikon gibi farkli inorganik yuzeylerin fonksiyonlandirilabilmesi miumkiindir. Elde
edilen bu fonksiyonel ylizeyler 6zellikle biyosensor, biyogorintileme ve tani kitleri igin

onemli bir potansiyel olusturmaktadir [7].

1.2 Tezin Amaci

Bu tezde polimerlere dayali farkh g fonskiyonel malzemenin hazirlanmasi
amaclanmistir. Tez kapsaminda gelistirilen bu malzemeler polimer kapli hibrit cam
yuzeyleri, 1sikla pargalanabilir mikro/nano boyutlu kiiresel polimerik yapilari ve yizeyi
protein ile dekore edilmis mikrokireleri icermektedir. TiUm bu gelistirilmesi hedeflenen
yapilar biyomedikal uygulamalarda potansiyel olarak kullanilabilecek malzemeler olup

fonksiyonel polimerlere dayanmaktadir.

Tezin amaglarindan biri fonsiyonel cam ylzeylerin, SI-ATRP ile PEGMA ve NMAS
monomerlerinin kopolimerizasyonu sonucu elde edilmesidir. Bu dogrultuda, yaygin
olarak kullanilan silanlama islemi ile cam yiizeyde amin fonksiyonu ve bu amin gruplari
vasitasiyla ATRP baslaticl gruplar olusturulacaktir. Elde edilen ylzeyler, tani amacl
protein immobilizayonunda kullaniimaktadir. Bunun igin poli(PEGMA-co-NMAS)
polimerik sacaklara Concanavalin A konjuge edilmis biyoaktif cam vylzeyler elde

edilmistir.

Benzer sekilde SI-ATRP ile yizeyinde sacakli poli(PEGMA-co-NMAS) yapilari icerek
polimerik yiizeyler tasarlanmistir. ilk olarak siispansiyon polimerizasyonu ile brom
fonksiyonlu poli (metil metakrilat) mikrokireleri elde edilmistir. Kiirelerin ylizeyinde
bulunan brom uglari polimer kaph hibrit cam ylizeylerde oldugu gibi baslatici olarak
kullanilmis ylzey baslaticili atom transfer radikal polimerizasyonu yontemi ile PEGMA
ve NMAS ‘in blok kopolimeri olusturulmustur. Polimerik sacaklara Concanavalin A’in
Uzerine asilama yontemi ile baglanmasi etkili fonksiyonel malzemelerin elde edilmesi
icin gelistirilen dnemli bir yoldur. Bu ¢alismada Concanavalin A'nin E.coli hiicresine olan

afinitesi tani sistemlerinde kullanmak icin sahip oldugu potansiyeli gostermektedir.
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Son olarak, o-nitrobenzil ester fonksiyonlu isikta parcalanabilir mikro ve nano boyutlu
polimerik kireler sirasiyla slspansiyon polimerizasyonu ve miniemilsiyon
polimerizasyonu ile elde edilmisgtir. Bu c¢alismanin 6nemli noktasi 1,6-
diizosiyanohekzan, 2-nitrobenzaldehit ve akrilik asit reaktiflerinin Passerini reaksiyonu
ile 1stkta pargalanir gapraz baglayici olusturulmasidir. Passerini reaksiyonu ile kolay ve
daha az basamakta fonksiyonlandirma gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Son olarak
polimerik partikillerin 1sikla parcalanma calismasi ilag salimi icin umut vaadedici

sonuclar ortaya koymustur.

1.3 Hipotez

Cesitli morfolojilerde (kiire, yilzey, mikro-nano boyutlu partikiller gibi) ve
fonksiyonellikte (pH, protein, DNA, elektrik alan glukoz, enzim, i1sik, vb.) polimer elde
etmek mimkiindir. Gergeklestirilen ¢alismada poli(PEGMA-co-NMAS) polimeri ile kapli
cam vylzey ile poli(PEGMA-co-NMAS) sacaklara sahip mikro kiireler olusturulacaktir.
NMAS monomeri NHS grubu bulunduran bir polimerdir ve bu grubun NH; grubu ile
konjugasyon gerceklestirdigi bilinmektedir. Bu calismada Concanavalin A proteininin
Uzerindeki NH» gruplari sayesinde polimere konjugasyon gerceklestiriimis ve
Concanavalin A’'nin E. coli hiicresine olan afinitesi sistemin tani sistemleri igin sahip
oldugu potansiyeli gostermektedir. Ayrica NH; grubu bulunduran herhangi bir protein,
peptit ila¢c ya da hiicre polimere konjuge edilerek kolayca farkli hastaliklarin tanisi igin
sistem modifiye edilebilecektir. Tez ¢alismasinda sentezlenen diger bir fonksiyonel
polimer isikta parcalanir o-nitro benzil ester grubu bulunduran mikro ve nano yapili
partiklllerdir. Bu partikillerin UV 1sik altinda parcalanmasi arastiriimistir. Ancak
literatir o-nitro benzil ester gruplarinin NIR stk altinda da parcalanabildigini
gostermistir[8]. Sentezlenen mikro ve nano partikillerin NIR’a maruz birakilarak
kontrolllii bir sekilde parcalanacagi beklenmektedir. Ayrica bu sistemlerin icerisine ilag

ylklenerek hem UV hem de NIR isik altinda etkili bir salim yapmasi potansiyeldir.



BOLUM 2

FONKSIYONEL POLIMERLER

Bilinen tiim polimerler, yapisal uygulamalarina gére temel gruplara ayrildiginda spesifik
fonksiyonlara sahip olanlarin digerlerine gore Ustlin 6zelliklerinin  oldugu
gorilmektedir. Fonksiyonel polimerler olarak adlandirilan bu essiz makromolekiiler
yapilar polimer biliminin ilk yillarindan beri yogun sekilde calisilan bir konudur. ilk
sentetik fonksiyonel polimer 20. yy’nin ilk donemlerinde ortaya ¢ikmistir. Bu polimerler
serbest radikal ya da zincir blylime polimerizasyonu gibi standart polimerizasyon
yontemleriyle sentezlenmistir. Ginlmuiz sentetik teknolojisi, polimerlerin yapisi,
fonksiyonelligi, molar kitlesi, yogunlugu ve istenilen 6zelligin eklenebilmesi icin ¢ok
daha kontrolli polimerlerin sentezlenmesine izin vermektedir. Fonksiyonel polimerler,
polimerin mekanik 0©zelliklerinin 6tesinde ¢ok c¢esitli uygulamalara uyarlanmasina
odaklanir. Cevresel uyarilara yanit olusturan polimerler, biyoaktif polimerler ve hibrit

polimerik yapilar fonksiyonel polimerlerin 6nemli ¢esitleridir [9].

2.1 Uyaranlara Yanit Olusturan Polimerler

Uyaranlara yanit olusturan polimerler, cevresel uyaranlarda meydana gelen bir
degisiklik sonucunda Ozelliklerini degistirerek, biyolojik sistemleri taklit eden
polimerlerdir. Bu degisim; komformasyon, cozinurlik degisimi, hidrofilik/hidrofobik
dengesinde degisim ya da biyoaktif molekilin salimi seklinde gorilebilir. Ayrica birden
fazla yanitin kombinasyonunu da icerebilmektedirler. Tipik uyaranlar; sicaklik, pH,
elektrik alan, 1sik, manyetik alan, elektrolit ya da glukoz konsantrasyonudur. Bu

uyaranlara karsi ¢ozinmeme/¢okme, bozunma, ila¢ salimi, hidratlanma diizeyinde
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degisim, sisme/yigin olusturma, hidrofilik/hidrofobik yiizey, sekil degisimi,
komformasyon degisimi ve misel olusturma gibi yanitlar meydana gelmektedir [10].
Diger bir yaklasim da cevresel uyarilara yanit veren polimerleri fiziksel yapilarina gore
siniflandirmaktir: solventte serbest zincir formuna gegen polimerler, ylizeye asilanmis
polimerik zincirler, kovalent baglarla ¢apraz baglanmis jeller ile tersinir ya da fiziksel
jeller 6rnek olarak verilebilir [11]. Son vyillarda c¢evresel uyarilara yanit olusturan
polimerlerin gelismis tasarimlari biyomedikal uygulamalar icin bircok firsat
olusturmustur. Sekil, ylzey ozellikleri, c¢o6zinirik, sol-jel gecisleri, kendinden
katlanabilme gibi 6zelliklerle ¢gevresel uyranlara yanit olusturan polimerler ilag salimi,
doku mihendisligi, hiicre kultlrld, biyo ayirma ve sensor sistemlerinde siklikla

kullanilmaktadir [12].

2.1.1 Sicakliga Duyarl Polimerler

Sicakhga duyarli polimerler, belirli bir sicaklikta ¢6ziinme durumundayken ani bir
hacim-faz gegisi sergiler. Bu polimerler, belirli bir sicakhgin altinda, alt kritik ¢6ziinme
sicakligina sahiplerken; belirli bir sicakhgin Gzerinde ¢oziinlir olan polimerler ise (st
kritik ¢ozinirlik sicakhgina sahiplerdir. Hacim-faz gecisine sebep olan hidrasyon
durumundaki degisim, polimer molekullerinin molekiller arasi hidrojen bagi yapma
rekabetini kiyaslamaktadir. Termodinamik, bunu ayrisma prosesi nedeniyle olusan
entropik etki ve polimer icerisindeki su molekillerinin diizen yatkinligi arasindaki
denge ile aciklayabilmektedir. Gegis, yumak halinden kire haline gegis ile gerceklesir.
Hem alt kritik ¢6zlinme sicakhg hem de Ust kritik ¢dziinme sicakligina sahip polimerik
sistemler bulunmakta, ancak biyomedikal uygulamalar icin tercih edilmemektedir. Tipik
alt kritik cozinme sicakligina sahip polimerlere, monomer olarak N-izopropilakrilamit
(NIPAM), N,N-dietil akrilamit (DEAM), metil vinileter ve N-vinil kaprolaktam (NVCI)
verilebilir. Tipik bir Gst kritik c6ziinme sicakligina sahip sistemler ise akril amit (AAm) ve

akrilik asit (AAc) kombinasyonlarini temel alir [10], [11].

2.1.2 pH’a Duyarli Polimerler

lyonlasabilen fonksiyonel gruplara sahip polimerlerin pH degisimlerine yanit vermesi ile

pH’a duyarli polimerler olusur. Polimer ana zinciri boyunca yik olusturulmasiyla



elektrostatik itme sonucu polimerin hidrodinamik hacminde artis meydana gelir.
Poliakrilik asit, poli(metakrilik asit) (PMAA), polietilen imin, poli L-lisin ve poli(N,N-
dimetil aminoetil metakril amit) pH’a duyarli polimerlerin tipik o6rnekleridir.
Viicudumuzdaki pH degisimini disindigimizde gastrointestinal kanal pH’ a duyarl
polimerlerin kullanilabilecegi 6nemli bir alandir. Gastrik pH 2 iken intestinal pH 7.4-7.8
arasindadir [13]. PMAA ve poli etilen glikol (PEG) disik pH’de PMAA‘dan gelen
karboksilik asitteki hidrojen baglari ve PEG’ de bulunan eter gruplari sayesinde
kompleks olustururlar. PMAA asilanmis PEG kopolimeri intestinde kalsitonin salimi igin
incelenmistir. Bu sistemde kalsitonin  salimi  kontrolli  bir mekanizmayla
gerceklestirilmistir. Son vyillarda pH’a duyarli sistemler gen salimi ve gen terapisi
¢alismalarinda buyik ilgi gérmektedir. Ciplak DNA’ nin hiicreye tasiniminda DNA’nin
blylik boyutlu olmasi ve negatif ylikii sebebiyle zorluklar yasanmaktadir. Bu sebeple
pozitif yikli polimerler DNA’ nin dis yikini dengede tutmak ve -100 nm.’lik partikil
boyutunda sabitlemek icin bu polimerler kullanilir. Bu amag igin poli(L-lizin), poli(etilen
imin) ve amin iceren dendrimerler arastiriimaktadir. DNA polimer nanopartikillerin
tasima mekanizmasi reseptor aracili endositoz olarak distnilebilir. Endositoz boyunca
endozomun pH’ 1 5-6’ ya diiser. Ardindan endozom golgiden salgilanan niikleaz gibi
sindirim enzimi iceren 6ncil lizozomla birlesir. Cekirdege DNA tasinimini arttirmak igin
lizozomal flizyondan 6nce endozomdan kagilmalidir. Bu sebeple poli L lizin asil
polihisitidin DNA tasinimi icin gerekli membran flizyon polimeri tasarimlarindan biridir
[14]. Hidrazon bagi ila¢ salim uygulamalari igin sikhkla kullailan pH” a duyarli bir
sistemdir. Hidrazon bagi genellikle polimer ana zincirine ila¢ ya da anibadi baglar
boylece terapoétik ajanin minimum toksisitede ve uzun yarilanma Oomriyle hedefe
tasinimini saglar. Cesitli N-(2-hidroksipropil)metakrilamit (HPMA)’ i temel alan pH’ a
duyali polimer ilag konjugati iceren hidrazon bagi kullaniimis polimerler rapor
edilmistir. HPMA ila¢ konjugatlari paklitaksel ve docetaksel salimi icin gelistirilmis ve
notral pH’ ye gore asidik ortamdaki konjugasyonunda 3-5 kat daha hizli salim yaptigi
gozlemlenmistir. Hidrazonun yaninda asetal, orto ester ve vinil ester gibi pH ‘ye duyarli
diger gruplar da kullaniimaktadir. Ornegin; PEG-b-poli(etil gloksilat)-b-PEG, poliasetal-

b-Pluronik ve PEG-b-poli(2,4,6-trimetoksibeniklidenepentaeritritol karbonat) ilag yikli



polimerik misellerin olusturulmasinda kullaniimis ve asidik ortamda nétral ortama goére

daha hizli salim yaptigi gbzlemlenmistir [15].

2.1.3 Isiga Duyarli Polimerler

Polimerlerin 6zelliklerini degistirmek icin kullanilan genis cesitilikteki uyaranlar goz
onine alindiginda 1sik sahip oldugu o6zelliklerle Gstlin bir noktada yer alir. Kullanilan
kromoforun hassasiyetine gore 1si8a maruz birakma kosullari ayarlanarak hassas bir
uygulama gerceklestirilebilir. Bu sebeple uygun dalga boyu, yogunluk ve polarizasyon
yonu secilerek istenmeyen yan reaksiyonlar ya da reaktif olmayan gruplarin fiziksel
etkilerinden kaginilabilir. Ayrica 1sik temas etmeyen bir yaklasimla uygulanabilmektedir.
Isigin bu dogal 6zellikleri 1s18a duyarli malzemeleri kimyasal ¢evredeki degisimlere gore
daha Ustlin kilmaktadir. pH, enzim konsantrasyonu ya da solvent bilesimine duyarli bazi
sistemler reaksiyonun belirli bir cevrede olmasini ya da spesifik bilesiklerin eklenmesini
gerekli kilmaktadir. Isik ise kapali reaksiyon sistemlerinde ve kuru ortamda
uygulanabilir. Bunun yaninda komfokal ya da holografik yontemlerle polimerin
ozellikleri iyilestirilebilir. Fotoreaksiyonlar genellikle 1sik varliginda gergeklesir ve
karanlikta reaksiyon sonlanir. Bu 6zellik polimere kinetik olarak kontrol imkani tanir ya
da her adimda yanit olusturan bir mekanizma saglar. Polimerlerde bulunan kromofor
gruplar cis-trans izomerizasyonu, iyonizasyon reaksiyonlari, dimerizasyon reaksiyonlari,
radikal formasyon ya da bag yarilma reaksiyonlari gerceklestirerek isiga karsi yanit
olusturur. Ozellikle ester, karbonat ve karbamat tiirevleri gibi o-nitro benzil ester
turevleri hizli yarilma ve A> 300 nm oldugu igin yogunlukla galisilmistir. O-nitrobenzil
ester iceren baglar polimer ana zincirine ya da yan zincirlere 1s18a duyarl polimer elde
edebilmek icin eklenir [16], [17]. O-nitro benzil ester temelli capraz baglayicilar
hidrofilik poli etilen glikol zincirlerinin ¢apraz baglanmasiyla olusturulan hidrojellerde
kullanilmis ve ilag salim mekanizmalari icin basarili bir aday oldugu gozlemlenmistir.
Toro ve arkadaslari bu capraz bagli hidrojel sistemini 2 adimda gerceklestirmislerdir. ilk
olarak, tert-bitil akrilatin atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ile azid sonlu
ve o-nitro benzil iceren capraz baglayici ile dort kollu yildiz polimer elde edilmistir.
ikinci basamakta, capraz baglanma Cu kataliz kosullar altinda bifonksiyonel alkin

ekleyerek CuAAC 1,2,3,-triazol baginin olusmasiyla gerceklesmistir. Alternatif bir



yontem olarak da CuAAC capraz baglama reaksiyonu icin bifonksiyonel o-nitrobenzil
ester ve tetrafonksiyonel birim kullanilmistir. Boylece CuAAC/ATRP yontemiyle tek
basamakl azid sonlu igikta pargalanir dért kollu yildiz polimer sentezlenmistir.
Coziinmeyen bu ag yapr UV isik altinda pargalanarak lineer duruma getirilmis ve
molekiler agirhgr belirlenmistir [18]. Isiga duyarli polimerler pargalanmanin yanisira
Isi8a maruz birakildiklarinda faz gegisi de gosterirler. Bu sebeple meydana gelen ani sol-
jel gecisi blylk onem tasir. Bu oOzellikleriyle cesitli mihendislikler ve biyomedikal
uygulamalar icin avantajlidirlar. Isiga duyarli polimerler ila¢ salimini baslatmada ilgi
¢ekicidir ¢linkii zamansal ve boyutsal 6zelliklerin kontrolii saglanabilmektedir. Bunun
anlami vicut disarisindan 1sik kaynagi uygulandiginda enkapstllenmis ilacin salinmasi
ya da aktif hale gelmesidir. Bu polimerlerde gorilen kisitlamalar ise kovalent
baglanmamis kromofor gruplarin sisme ya da bizidlme yanitlarinin tutarsiz olmasi ve
hidrojellerde yavas yanit olusabilmesidir. Bu polimerler UV’ ye ve goriinir 1siga duyarli
polimerler olarak 2’ ye ayrilir. Gorliniir 1518a duyarh polimerler bulunabilirlik, glivenlik
ve kolay kullanimlari sebebiyle UV’ ye duyarli polimerlerden daha fazla tercih edilirler.
Leuco- tiurevli molekil iceren polimerik jeller (bis (4-dimetilamino) fenilmetil
I6kosiyanid gibi), UV 1sik uygulandiginda faz gegisi gosterirler. Trifenilmetan-l6ko
turevleri UV 1sik uygulandiginda trimetil fenik katyonlari gibi iyon ciftlerine ayrilirlar. Bu
hidrojeller UV uyarana yanit olarak sisme davranisi gosterirler ancak uyaran ortadan

kalktiginda buzulirler [19].

2.1.4 Glukoza Duyarh Polimerler

Glukoz yanitl polimer sistemleri kontrolll insilin salimi icin sahip oldugu potansiyel
sebebiyle biyomedikal alanda yogunlukla calisilan polimerik sistemlerdir. insiilin
hormonunun metabolizma tarafindan kontrolsliz olarak salimi, kan seviyesindeki
instlin miktarini arttirir bu da dizenli enjeksiyona bagh seker hastaligini ortaya cikarir.
Ancak bu tedavi ile kandaki glukoz seviyesi normal seviyede tutulamaz. Glukoz yanitli
hidrojel sistemleri kandaki glukoz konsantrasyonuna yanit olarak kendinden diizenli
instlin salimi gerceklestirir ve insilin konsantrasyonunu normal seviyede tutar. Bu
amacg icin gelistirilen stratejilerden bir tanesi glukoz oksidaz, katalaz ve insilin

tutturulmus pH’a duyarh hidrojelleri temel alir [20]. Ornek olarak zayif katyonik grup



bulunduran N,N dimetil aminoetil metakrilat (DMAEMA) hidrojel, kopolimer igerisine
tanitilmistir. 2 hidroksietil metakrilat ve DMAEMA’ nin kopolimerizasyonu ile elde
edilen hidrojellere glukoz oksidaz ve katalaz immobilize edilmistir. Hidrojelin igine asiri
glukoz diflize oldugunda glukoz oksidaz glukozu glukonik aside katalizler. Glukonik asit
hidrojel agi ile pH’1I duslrir ve DMAEMA nin Gglncl amin gruplari hidrojelin sismesi
sonucu protonlanir. Boylece elektrostatik itme kuvveti artar. Sismis hidrojeller artmis
ag yapisi ile sonuclanir ve bdylece matriksten salinan insilin miktari artar. Hidrojen
peroksitten oksijene dénustliren katalazlar glukoz oksidasyonu igin gereklidir ve glukoz
oksidazin hidrojen peroksit inhibisyonunu azaltir. Capraz baglarin sisme ve salim etkisi
arastinilmigtir. Fareler Uzerinde gergeklestrilen in vivo ¢alismalar glukoz yanith insilin
salim sistemlerinin kandaki glukoz seviyesini distirmek igin etkili oldugunu goéstermistir

[21].

2.1.5 Alan Duyarh Polimerler

Elektrik ya da manyetik alana yanit olusturan polimerlerin hidrojeller galismalarinda
cevresel alan sonucu sisme bulzilme bukilme gibi davranislari arastirmaktadir. Bu
Ozellige sahip bazi polimerler ilag salim sistemleri, yapay kas ya da biyomimetik
baslatici olarak kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada g¢apraz bagh gigli hidrojellerin
elektromekanik davranislari, 1.6 V/cm dc elektrik alanda ve farkh tuz
konsantrasyonlarinda arastirilmistir.  Stlfonlanmis polistiren temelli kopolimer
aglarinda tuz ¢ozeltisinin icerisinde dengeye gelirken katoda dogru bir egilme goérilir.
Politiofen temelli yiriticu polimer jellerin potensiyel uygulandiginda kasilma/gevseme
davranislari gosterdigi rapor edilmistir. Bircok calismada elektrik alan yanith polimerik
aglarin elektrik ile yarataldiga bilinmektedir. Diger yandan bazi dogal polimerlerin de
elektrik alana duyarli oldugu gosterilmistir. Zayif capraz bagh polidimetil siloksan
jellerde elektrik alana duyarl TiO, partiklllerinin iyi dagilmasi sonucu silikon yagi
icerisinde belirgin egilmeler goérilmdistir. Bu tir yanit mekanizmalarinda glicten
etkilenerek jelden ayrilamayan partikiller jel icin lokomotif gorevi gorir ya da jelin

deformasyonuna sebep olur.

Manyetik alana duyarli jeller ¢apraz bagl PNIPAAm-co-poli(vinil alkol) hidrojelin

icerisine tutturulmus kolloidal manyetik parcaciklarla elde edilmislerdir. Bu jel
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boncuklar manyetik alan igerisinde homojen diz zincir benzeri yapilar halini alirken
homojen olmayan alanda yigin halinde bulunur. Bu jellerin hizli ve kontol edilebilir sekil

degisimlerinin kas kasilmalarini taklit edebilecegi diislintilmektedir [21].

2.2 Biyoaktif Polimerler

ilag protein ve peptit gibi biyoaktif molekiillerin polimerlere kovalent olarak
tutturulmasiyla olusturulan polimerik konjugatlar genellikle polimerik terapétik olarak
kullanilmakta ve modern ilag teknolojilerinde buylik 6nem tagimaktadir. Polimer
temelli ¢esitli konjugatlar kanser, inflamatuar hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklari i¢in
kullanilmaktadir. Konjugatin polimere kovalent ya da kovalent olmayan sekilde
baglanmasi ile bobrekte ilag birikiminin azaltiimasi, kandaki dolasim yari dmriiniin
arttirilmasi, ilaglarin toksisitelerinin azaltilmasi gibi avantajlar saglamaktadir. Polimerin
proteine kovalent baglanmasi immiinojenite ve antijenitenin azalmasini saglarken
proteinin vicuttaki yarilanma omrini ve terapdétik stabilizasyonunu arttirir. Farkh
polimerik sistemler icerisinde PEG en ¢ok calisilan ve ticari olarak kullanilan bir
sistemdir. PEG’e alternatif olarak son yillarda poligliserol kesfedilmis ve asiri dallanmis
poligliserol ve dogrusal poligliserol yapilari kullanlmaktadir. Asiri dallanmis poligliserol

dendrimer yapidadir ve PEG’ in tim karakteristik 6zelliklerini tasimaktadir [20].

( ! "}':

— —_— I“’ 23
@ e

.

™
¢

a B
¢ Xl . bk

- -

-~

Monomers Oligomer Macromolecules supramalecular assemblies y organized bio-syste
Amino acids, Oligopeptides Nucleic acids, Polypeptides,  Proteins, DNA, Enzymes, Cells, Bacteria,
Nucleotides, Sugars o] leotides Polysaccharides Proteoglycans Viruses

Bioconjugation

Biodegradability Stimuli-sensitivity Biocompatibility Conductivity Mechanical strength
i et Lo
o H n ) 0. N NN NN
WA{J\( HTI/\"]' el e S 1 v ) W\ 3
6 Y A ;

Sekil 2. 1 Genel Biyokonjugasyon Semasi [22]
10



2.2.1 Protein-Polimer Konjugatlari

Protein-polimer konjugatlari hem biyolojik hem de sentetik malzemenin essiz
kombinasyon ozelliklerini sergiler. Protein biyotanima 6zelligi, hatali ya da eksik dogal
polimerlerin degistirilmesi, var olan yolaklarin dizenlenmesi ya da molekil veya
organizmalarin inhibisyonu icin kullanilir. Proteinler hedefli ajan olarak kemoterapotik
salim ilaglari olarak da goérev alirlar. Ek olarak, enzimler in vivo ve in vitro kosullarda
kimyasal reaksiyonlarin katalizi i¢in de kullanilirlar. Sentetik polimerlerin sergiledigi
ylksek termal ve kimyasal stabilite ile kontrolli molekil agirhgi ve disik dispersite
blylk 6nem tasir. Ayrica sentetik polimerler istenilen fonksiyonel grubun eklenmesini
ve pH, sicaklk, redoks potansiyeli gibi biyolojik ya da biyolojik olmayan uyaranlara
yanit olusturulmasini saglar. Bu sebeple polimer protein konjugatlari kimya, biyoloji,
nanoteknoloji ve tip alanlarinda kullanilmaktadir [22]. PEG, FDA onayi sebebiyle bircok
calismada sikhkla kullanilmaktadir. Bu c¢alismalarin birinde, Poli(etilen glikol)-b-
poli(aspartik asit) (PEG-b-PAsp)'in peptit segmentindeki karboksilik asidinin
fonksiyonlandirilmasi ile antikanser ilaci doksorubisin (Dox) fiziksel yakalama ile
kendinden katlanabilir amfibilik blok kopolimerler elde edilmistir. Diger bir calismada
sentetik polimer peptit konjugatlari PEG-b-PAsp’nin karboksilik asit grubu ile kompleks
olusturmasi sonucu cispatin yikli miseller elde edilerek kanser terapisinde
kullanilmistir. Diger bir calismada ise neovaskiler timorin hedeflenmis radyoterapisi
icin Ghandehari ve arkadaslari poli(N-(2-hidroksipropil)-metakrilamit)) (PHPMA) ~16
kopyal halkasal RvB3 integrin hedefli RGD peptidi konjuge edilmistir. Hubbell ve
arkadaslari kollajen 1l a 1’i baglayan kisa peptitlerin kesfini géstermis ardindan intra-
artikiler hedeflemeye izin veren polimer nanopartikillerin yapilandirilmasi igin
kullanilmistir [23]. PEGilasyon antibadilerin modifikasyonu icin de kullaniimaktadir.
Hem tek zinicirli antibadiler hem de monoklonal antibadilerin ¢6zindrligd hem de in
vivo dolasimdaki yarilanma o6mdrlerini arttirmaktadir. Lee ve arkadaslari tek zicirli
antibadi CC49/218 sFv ile farkh molekil agirliklarindaki (2-20 kDa) ve yapilarindaki(diiz,
dallanmis) PEG ile konjugasyonu (zerinde cahsmislardir. PEG:sFv' nin 2:1 ve 1:1
oranlarindaki konjugasyonlarinda sFv afinitesinin modifiye olmamis haline goére
afinitesinin 2 kat arttigi belirlenmistir [24]. Diger bir calismada yiksek molekiil
agirhigina sahip PEG (40kDa) ile ErbB2 (HER2) onkoproteinine spesifik mAbs’ nin N12 ve
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L26 tiirleri ile konjugasyonu Hurwitz tarafindan rapor edilmistir. Bu antibadiler timor
tarafinda asiri eksprese edilen ErbB2’ yi baskilar. N-hidroksisiiksinimid ile aktive edilmis
dallanmis PEG’ in proteinlerin amino grubu ile konjugasyonlari tiim antibadiyi ya da
monomerik Fab fragmentini baglamada kullaniimistir. Antibadi konjugasyonlarinin
baglanma afinitesi ve timori inhibe etme aktivitesi insan gastrik N87 karsioma hiicresi
icin yapilar in vitro ¢alismalarda kesfedilmistir. Ayrica konjugatlarin antitimor aktivitesi
in vivo olarak da gosterilmistir [25]. Certolizumab Pegol, TNF-a icin antitimor nekroz
faktori a mAb’ nin PEG konjuge edilmis insansi Fab fragmentidir. Certolizumab pegol’
un romatizmal eklem iltihabi hastalarinda, eklem hasarlarinin uzun 6mdarli etkisini
azaltmada ve fiziksel fonksiyonunun arttiriimasinda etkili oldugu gosterilmistir. Bu
yontem 2009 yilinda monoterapi olarak FDA tarafindan onaylanmis ve yetiskin eklem
romatizmasi hastalarinin tedavisi icin romatizmal ilaglar listesine eklenmistir [26]. Diger
bir polimer-peptit konjugasyon calismasinda, Fong ve arkadaslari anti-tavuk yumurta
beyazi lizozimlerinin Fv fragmentlerini poli(N-izopropilakrilamit) (NPNIPAAm)’ a
konjuge ederek HEL' nin baglanmasini saglamistir. Saflastirilmis Fv fragment-polimer
konjugati HEL iceren solisyonla karistirilmis ve 37 °C’ de % 80 den fazlasi
¢cOktirilmustir. Ayrica konjugat, antijen baglama ve saflastirma icin tekrar tekrar
kullanilmistir. Bu ¢alisma ile antibadi fragmenti konjuge edilmis polimerlerin etkili
ayirma islemi icin ne kadar kullanish oldugunu gostermistir [27]. Quchi ve arkadaslari
ise poli(L-laktit)-b-PAsp(PLLA-b-PAsp) diblok kopolimeri PLLA-NH; makro baslatici
kullanarak BLA-NCA’ nin halka agilma polimerizasyonu ile sentezlenmistir. PLLA-b-PAsp
diblok kopolimeri sulu ortamda pH’ a duyarli PAsp kabugu ile PLLA merkezli miseller
olusur ve partikil blytkltkleri PAsp ve PLLA’ nin pH sollisyonundaki blok uzunluklarina
baghdir. Elde edilen miseller toksik olmayan L929 fibroblast hiicrelerine konjuge
edilmistir [28]. Son zamanlarda PEGilasyon islemi hiicre ve dokularin modifiye edilerek
yeni ilag salim sistemlerinin gelistiriimesi, immuinojenitenin dislrilmesi, givenli nakil
islemleri icin hiicrelerin non-immiinojenik olarak gelistirilmesi i¢cin uygulanmaktadir.
Cesitli arastirma gruplari kirmizi kan hicrelerinin membranlarini evrensel dondr
hiicreleri olusturabilmek adina PEG konjuge edildigini rapor etmistir. Scott ve
arkadaslari siyanirik kloriir eslesme reaksiyonu araciligiyla farkli memeli kirmizi kan

hicrelerini mPEG ile (Mw:5kDa) konjuge etmiglerdir. PEG modifikasyonunun kirmizi
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kan hiicreleri lzerine herhangi bir zarar olusturmadigl ve lizis, morfoloji, ozmotik
kirllganlik, hemoglobin oksidasyon drumu, hemostaz, oksijen baglama durumu ve
hiicresel deformasyon gibi fonksiyonlarin etkilenmedigi goriilmustiir. Ancak insan kan
hicreleri ABO duyarlililarini ve antikan-antibadi baglayabilme 6zelliklerinde dusis
gozlemlenmigtir [29]. Hiice yuzeylerinin PEG ile modifikasyonu yabanci hiicrelerin
immin tanimasinda degisiklige sebep olmus bu sebeple T hiicreleri ve antijen sunucu
hicre molekilleri arasindaki gerekli hiicre-hiicre etkilesimlerinin engellendigi
gozlemlenmistir. Bunun yanisira baslangic adezyonu ve immiin tanima ve yanit icin
gereken zorinlu uyaranlarinda benzer bir sekilde 6nlendigi gorilmustir. PEGlenmis kan
drdnleri kan transfizyonu immdunosupresif ve sirekli trasplantasyon gerektiren

hastalar icin biliylk bir potansiyel tasimaktadir [30].

20 yildan fazla slredir virUsler gen terapide hiicresel hedeflerde yliksek etki gbstermesi
sebebiyle kullanilmaktadir. Ancak toksisiteleri imminojeniteleri ve dolasimdan
kolaylikla uzaklasmalari sebebiyle kullanimlari kisitlandi. Bu sebeple virislerin
kihflarindaki proteinlerin PEG ile kovalent modifikasyonlari, virtslerin biyolojik ve
fizkokimyasal 6zelliklerinin gelistirilmesi igin gelistirilmistir. Adeno virlsler uzun dénem
transgen ekspresyonu sebebiyle en az toksik vektorlerden biridir. Bu sebeple adeno
virlsler PEGilasyon i¢in en ¢ok calisilan vektorlerden biridir. Bu amagla siyanurik klorr,
tresil klorir ve stksinimid siiksinat ile aktive edilmis PEGIler virls kilif proteinlerinden
biri olan lizinin epsilon amino grubu ile konjugasyon calismalari yapilmistir. LentivirUs,
retrovirlis, baculovirls, virlis benzeri partikiller ve influensa virazomlari ile PEGilasyon
¢alismalari yapilmis ve bir¢ok calismada PEG modifikasyonu sonrasinda in vivo gen

aktariminin gelistigi gorilmusir [30].

2.2.1.1 Polimer-Protein Konjugasyon Stratejileri

Hem kovalent hem de kovalent olmayan teknikler distinildigiinde yizeye asilama
(grafting to), ylzeyden asilama (grafting from) ve icerisinden asilama (grafting through)
olmak Ulzere 3 temel strateji bulunmaktadir. Sentetik polimerin hedef proteine
dogrudan tutturulmasi islemin ylizeye asilama stratejisi denir ve en ¢ok kullanilan
tekniklerden biridir. Kovalent protein etiketleme kimyasi (tiol-maleimide, succinimidal

ester vb.) kullanilarak PEG temelli konjugatlar bu yontemle hazirlanir. Bagimsiz olarak
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ylizeyden asilama ve icerisinden asillama (grafting through) yaklasimlarinin
gelistirilmesi 6zellikle ATRP ve RAFT gibi kontrolli yasayan polimerizasyon tekniklerinin
gelistirilmesiyle elde edilmistir. Ylizeye asilama yonteminin temel avantaji, polimerin
susuz ortamda ayri olarak sentezlenmesi ve konjugasyon isleminin son basamak
olmasidir. Sonuc¢ olarak, c¢ok cesitli kimyasal fonsiyonellige ve monomer
kombinasyonuna sahip polimerler elde edilebilmektedir. Yiizeye asilama yaklagimi
uygun bir sonlu grup iceren polimer sentezini ardindan da protein konjugasyonunu
icerir. Protein reaktif gruplar polimere polimerizasyon sonrasi ya da polimerizasyon
sirasinda polimer reaktif gruplar kullanarak tanitilirlar. Protein reaktif sonlu grup elde
edebilmek igin ikinci yontem daha kesindir. Konjugasyon reaksiyonlari igin yogun
miktarda polimer kullanmak gerekmektedir. Ancak polimer-protein konjugatlarinin
saflastirlmasini  gerektirir. Bu durum vylzeyden asilama yaklasimiyla ortadan
kaldirilabilir. Bu noktada polimer zincirleri dogrudan protein lizerinden uzar. ilk olarak
kiicik baslatict molekiil proteinin ylzeyine baglanir ve olusan makrobaslatici
polimerizasyonda kullanilir. YlUzeyinden asilamada bir polimere gesitli proteinlerin
konjuge edilmesine karsin, icine asilama (grafting through) yaklasiminda cesitli
proteinler bir polimer zincirine baglanarak multivalent protein elde edilmis olur.
Protein ilk olarak bir polimer zincirine kopolimerlesir ardindan polimer ana zinciri

boyunca baglanarak multivalent proteinler olusur [31], [32].
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Sekil 2. 2 Protein-Polimer Konjugatlari icin gerceklestirilen ylizeye asilama (grafting to),
ylizeyden asilama (grafting from) ve icine asilama (grafting through) konjugasyon
mekanizmalari [31]

2.3 Kontrollii Yasayan Polimerizasyon Yontemleri

Polimerlerin iyi tanimlanmis bilesim, yapi ve fonksiyonellikte sentezlenebilmesi polimer
kimyasinda uzun zamandir yogun ilgi gbéren bir konudur. Genellikle yasayan
polimerizasyon teknikleri, tersinmez zincir transferleri ve zincir sonlanmalarinin
olmamasi sebebiyle siklikla tercih edilmektedir. Bircok akademik ve endistriyel
arastirma, yasayan polimerizasyonun anyonik, katyonik, halka acilma ve koordinasyon
polimerizasyonu tilirlerine odaklanmistir. Gectigimiz birka¢ yil, kontrolli yasayan
polimerizasyon yontemlerindeki hizli bliyimeye ve yeni yontemlerin anlasiimasina
sahit olmustur. Bu yontemlerin hepsi yok denecek kadar az biylyen serbest radikal ve
biyik cogunluktaki baskin tiir arasinda gerceklesen hizlh ve dinamik bir esitlenmeyi
temel alir. Baskin zincirler atom transfer radikal polimerizasyonu icin alkil halit, RAFT
polimerizasyonu icin tiolester, nitroksit aracili polimerizasyon ya da stabil serbest

radikal polimerizasyonu icin alkoksiamin olabilir.
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2.3.1 Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP)

ATRP ile ilgili ilk makale 1995 yilinda yayimlanmistir. Bu ¢alisma polimer bilimindeki
bir¢cok alana etki etmis ve kontrollii polimerizasyon yontemine ilgi artmistir. ATRP’ i
farkh kilan ozellik gecis metal kompleksi tarafindan icteki kiire elektron transferi
aracitigiyla aktif cogalan tirin dlsik konsantrasyonu ile yogun miktardaki
aktiflesmemis tur arasindaki dengedir. Klasik serbest radikal polimerizasyonunda k, ve
k. sabitleri ile radikal uzama ve sonlanma basamaklari gergeklesir. ATRP nin genel
mekanizmasi sekil 2.3’te gortlmektedir. Radikaller ya da aktif gruplar bir gecis metali
kompleksi araciligiyla aktif gruptan bir bir halojen atomun c¢ikarilmasinin ardindan
elektron oksidasyonuna dayali bir tersinir redoks prosesi yaratilir. Bu proses aktivasyon
ve deaktivasyon hiz sabitleri arasinda gergeklesir. Polimer zincirleri klasik radikal
polimerizasyonuna benzer bir seklilde araci radikalin monomere katilmasiyla biydr.
ATRP’ de sonlanma reaksiyonlari da goéruliir ancak iyi kontrol edilebilen bir ATRP de
sonlanma tim zincirlerin % 1-2 sinden fazla degildir. Basaril bir ATRP’ de disik oranda
sonlanma gorulmesinin yani sira hizli baslama ve hizli tersinir deaktivasyon ile tim

zincir buylmelerinin esit boyda olmasi da biylik 6nem tasimaktadir [33].

n kact *
P,—X + Lmt" k_; P+ X-Mt™'L
deact ‘\
@ . ke
= Ligand R-R / R-H veya =R

L
P, —Polimer Zinciri Sonlanma

X =BryadaCl

Sekil 2. 3 Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu Mekanizmasi

Multikomponent bir sistem olan ATRP monomer, transfer edilebilir bir halojene sahip
baslatici, uygun bir ligant ile bir gecis metalinin birlesiminden olusan bir katalizérden

olusur. Basarili bir ATRP icin sicaklik ve solvent secimi de blyik 6nem tasimaktadir.

Monomerler: Bircok monomer ATRP kullanilarak basariyla polimerlestirilmistir. Tipik

monomerler stirenler, metakrilatlar, metakrilamitler ve akrilonitriller olarak verilebilir.
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Ayni kosullar altinda ve ayni katalist kullanildiginda herbir monomer kendi aktif ve pasif
gruplari icin kendi essiz atom transfer esitlik sabitine sahiptir. Radikal sonlanmanin
disinda herhangi bir yan reaksiyonun yoklugunda esitlik sabitinin buyUkliGga
polimerizasyon oranini belirler. Eger esitlik sabiti ¢cok kiiclikse ATRP gerceklesmez ya da
cok vyavas gerceklesir. Aksine esitlik sabitinin ¢ok biylk olmasi yiksek radikal
konsantrasyonu sebebiyle biylk oranda zincir sonlanmalarina sebep olacaktir. Her
monomer kendi i¢sel radikal uzama oranina sahiptir. Bu sebeple spesifik bir monomer
icin cogalan radikal konsantrasyonu ve radikal deaktivasyonu orani polimeriasyon
kontroliinl korumak icin ayarlanmalidir. Ancak bir katalitik proses olan ATRP’ den beri
denge pozisyonlari sadece radikal ve pasif tlire degil eklenen gecis metalinin miktari ve

reaktivitesi ile de ayarlanabilir [34].

Baslaticilar: Baslaticinin temel gorevi blylyen zincir sayisini belirlemektir. Eger
baslama hizli ve transfer ve sonlanma 6nemsizse bliyliyen zincir sayisi sabittir ve
baslangictaki baslatici konsantrasyonuna esittir. Teorik molekil agirhgr ya da
polimerizasyon derecesi yasayan polimerizasyondaki baslaticinin  baslangictaki
konsanstasyonu ile karsilikli olarak artar. ATRP de tipik olarak alkil halitler baslatic
olarak kullanilir ve polimerizasyon orani ilk olarak alkil halidin konsantasyonu ile
ilintilidir. Distk molekiler agirhga sahip iyi tanimlanmis bir polimer elde etmek igin
halit grubu hizh ve segici bir sekilde biylyen zincir ve gegis metal kompleksi arasinda
goc etmelidir. Bu zamana kadar, halit genellikle ya bromir ya da klorir oldugunda
molekil agirligr kontroli en iyisi oldugu belirlenmistir. iyodinin akrilatla bakir aracili
ATRP’ de iyi calistigl, ve stirenin polimerizasyonunda rutenyum ve rutenyum temelli
ATRP’ de iyi calistigi bulunmustur. Florin kullanilmamaktadir ¢linki C-F bagi yarilma icin
cok kuvvetlidir. Bazi psédo halojenler 6zellikle thiooktanat ve thiokarbamatlar akrilat
ve stirenlerin polimerizasyonunda basariyla kullanilmaktadir. Baslama iyi bir
baslaticiyla hizli ve belirlenebilir olmalidir. Genellikle herhangi bir aril karbonil ya da alil
gibi a-karbon Uzerinde bulunan aktive edilebilir degisimli karbon atomuna sahip alkil

halit potansiyel olarak ATRP baslaticisi olabilir [34].

Katalizér: ATRP’ nin en dnemli elemanlarindan biri katalisttir. Katalist atom transfer

esitliginin pozisyonunu ve aktif ve pasif tlirler arasindaki degisim dinamigini belirlemesi

sebebiyle ATRP’ de anahtar role sahiptir. Etkili bir gecis metali icin ¢esitli kosullar
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vardir. ilk olarak metal merkez en az iki ulasilabilir oksidasyon durumuna sahip
olmalidir. ikinci olarak metal merkez halojene karsi etkili bir afiniteye sahip olmalidir.

Son olarak metal ve ligant glicli bir kompleks olusturabilmelidir.

Coziicii: ATRP yigin, solvent ya da heterojen sistemler iginde uygulanabilir. Benzen,
toluen, anisol, difenileter, etil asetat, aseton, dimetilformamit, etilen karbonat, alkol,
su, karbondioksit gibi cesitli solventler farkli monomerler igin kullanilmaktadir. Solvent
Ozellikle polimer monomerin iginde ¢éziinmuyorsa gereklidir. Cesitli faktorler solvent
secimini etkileyebilir. Solvente zincir transferi minimum kosullarda olmalidir. Ek olarak,
katalitik sistem ve solvent arasindaki etkilesim g6z ontinde bulundurulmalidir. Solvent
tarafindan katalizor zehirlenmesi ve solvent yardimcili yan reaksiyonlar minimuma

disarilmelidir [34].

Sicaklik ve Reaksiyon Siiresi: ATRP’de polimerizasyon derecesi hem radikal uzama
orani sabiti hem de atom transfer esitlik sabiti artiyorsa sicaklikla artar. Radikal
terminasyondan daha yiksek radikal uzama aktivasyon enerjisi sonucunda yiksek
kp/kt orani ve daha iyi kontrol daha yiksek sicaklikta gézlenebilir. Ancak zincir transferi
ve diger yan raksiyonlar yikselen sicaklikla artis gosterebilir. Genellikle katalizoriin
¢ozunurlugl yuksek sicaklikta artar ancak sicaklik artisiyla katalizér yapisinin bozunmasi
da mimkiindir. Optimal sicaklik cogunlukla monomer, katalist ve hedeflenmis molekiil
agirligina baghdir. Yiksek monomer donlisimiinde zincir bliyime orani yavaslayabilir

ancak herhangi bir yan reaksiyon belirli bir sekilde degismez [34].

Fonksiyonel polimerik malzemeler ilag salimi, doku mihendisligi ve medikal
gorintileme gibi cesitli biyolojik ve biyomedikal uygulamalar icin dnemli bilesenlerdir.
Proteinler dogada var olan milkemmel yapilara bir 6rnektir. Proteinler aminoasitlerden
olusur ve kontrolli bilesim, kimyasal o6zellik, fonksiyonalite, molekiler agirlk, ve
molekiler agirhgindaki dagilm gibi Ustlin 0Ozelliklerle meydana gelir. Polimer
bilimindeki uzun donem hedefler, polimer sentezini mimkiin oldugunca dogadaki
haline yaklastirmaktir. Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) en giicli ve ¢ok
yonll kontrolli radikal polimerizasyon yontemlerinden biridir. Bu yontem molekiiler
agirlik, monodispers molekiler agirlik dagilimi ve fonksiyonellik (izerinde bir kontrol

saglar. Oda sicakhgindaki su da dahil olmak Uzere cesitli solvent ve reaksiyonlarda
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polimerizasyon gergeklestirileibilir ve birgok fonksiyonel gruba tolerans gosterir.
Polimerizasyon kosullari ve parametreler ayarlanabilir, reaksiyon kinetigi Uzerinde
kontrol saglanabilir. Homojen ve heterojen c¢ozelti polimerizasyonlarina ek olarak,
polimerler ylzeyden, proteinden, organik malzemelerden ve nanopartikilleri de iceren
inorganik metallerinden buyulyebilirler. Bu sebeple Atom transfer radikal

polimerizasyonu fonksiyonel polimer elde etmek icin bliyiik 6nem tasimaktadir [35].
2.4 Polimerizasyon Stratejileri

2.4.1 Siispansiyon Polimerizasyonu

Slspansiyon polimerizasyonu polivinil kloriir, polimetil metakrilat, polistiren, stiren
akrilonitril kopolimer ve cesitli iyon degisim rezinleri gibi ticari 6nemi bulunan
polimerlerin polimerizasyonunda kullanilir. Stispansiyon polimerizasyonunda monomer
damlalari igeren faz inorganik faz igerisine dagitilir ve polimerizasyon olusan damlalarin
icerisinde gerceklesir. Bircok durumda monomerler damlalarin icierisinde herhangi bir
seyreltici icermezler yani polimerizasyon damlalarin icerisinde yigin polimerizasyonu
gibidir. Birgok slispansiyon polimerizasyonu geleneksel polimerizasyon basamaklari

olan baslama, ¢ogalma, sonlanma ve zincir transfer reaksiyonlari ile ilerler.

Baslama: | —» 2A*
ATM —=AM"
Cogalma: AM’ +M— AM *
SonIanma:AMn* + AM: e AMmm A
AM + AM —» AM +AM_
Transfer: AME‘< + T—m> AMn +T>§

Sekil 2. 4 Stspansiyon Polimerizasyon Mekanizmasi

Sekil 2.4'te M anyonik, katyonik ya da serbest radikal olan bir monomerdir. M yaygin
olarak vinil monomerleri kullanilir ve gerceklesen serbet radikal zincir mekanizmasidir.
Sonra blylyen polimer zincirleri AMn olusur. Tirlerin kisa dmiirleri sebebiyle proses
boyunca polimer molekilleri olusur. Radikalin olusturulmasi A*, organik baslaticinin

termal bozunmasi |, ile gergeklesir ve monomer igerisinde ¢6zlintrdir. Organik
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peroksitler siklikla baslatici olarak kullanilir. T monomer, polimer, solvent ya da zincir
transfer ajani gibi spesifik bir isleve sahip bir tir olabilir. Eger T* etkili bir sekilde aktifse
A* gibi davranabilir ve yani bir polimer zinciri olusturabilir. Bazi durumlarda vinil
klorliriin polimerizasyonu gibi monomere zincir transferi ¢ok etkilidir ve polimerin
ortalama molekdl agirligini etkileyen temel etkidir. Stspansiyon polimerizasyonu
kimyasi disperse edilmis fazda gerceklesse de o monomer ve baslatici ¢6ziinmeyen
fazla kismen de olsa karistigl slirece yigin polimerizasyonundan herhangi bir farki
yoktur. Eger monomer damlalari cok kiiclikse slrekli fazdan monomerlerin
uzaklastirilmasi orijinal baslaticilar damlalarda kalsa dahi radikal uzaklagsmayla ayrilir.
Bu reaksiyon mekanizmasi miniemilsiiyon polimerizasyonuyla yogun bir benzerlik
gosterir. Slispansiyon polimerizasyonu 0Ozellikle kiiciik polimerik kireler elde edilmek
istendiginde blylk avantaj saglar. Ancak damlalarda kalan kontaminasyonlar

uzaklastirilamazsa sorun yasanabilir [36].
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Sekil 2. 5 Stspansiyon Polimerizasyonu Basamaklari

2.4.2 Emilsiyon Polimerizasyonu

Emdlsiyon polimerizasyonu cesitli kollodiyal ve fizikokimyasal 6zelliklere sahip 6zellikle
su bazli rezinlerin elde edilmesi icin siklikla kullanilan kimyasal bir prosestir. Bu
heterojen serbest radikal polimerizasyon prosesi, su icerisinde hisrofobik monomerin
kismi emiilsifikasyonunu icerir. Ardindan ya suda ¢Oziinmeyen baslatici (sodyum

persilfat gibi) ya da yagda c¢oOzinidr bir baslatict (AIBN) kullanilir. Emiilsiyon
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polimerizasyonunda kullanilan tipik monomerler bitadien stiren, akrilonitril, akrilat
esterleri ve metakrilat ester monomerleri, vinil asetat ve vinil klortrdir. Cok genis yag-
su araylizey alanlari partikiil cekirdek formu olarak olusturulur ve boyutlar
polimerizasyon prosesi ile biyilr. Bu sebeple iyonik ve iyonik olmayan surfaktanlar gibi
etkili stabilizatorler partikiil ylizeyinde fiziksel ya da kimyasal etkilesim kuran koruyucu
kolloidler koagllasyonu onlemek icin gereklidir. Bu durum c¢ergevesinde kolloidal
stabilizasyon; elektrostatik stabilizasyon mekanizmasi, sterik stabilizasyon mekanizmasi
ya da her ikisiyle de saglanabilir. Cevre dostu lateks Urlinleri genis bir polimer ¢esitliligi
kapsar. Bu emiilsiyon polimerleri sentetik kagucuk, termoplastik, kaplama, yapistirici,
baglayici, plastik pigmenti, immuinotani testleri, protein saflastirma icin polimerik
destek ve ilag salim sistemleri gibi c¢ok cesitli uygulama alanlari bulunmaktadir.
Emilsiyon polimerizasyonu daha kompleks bir mekanizmadir ¢lnki polimer
partiklllerinin biylime ve stablizasyonu kolloidal olgu igerisinde gergeklesen bir

serbest radikal polimerizasyonudur [37].

2.4.2.1 Mini Emiilsiiyon Polimerizasyonu

Klasik emilsiyon polimerizasyonunda monomerler kritik misel konsantrasyonu
Uzerindeki bir oranla surfaktan eklenmis sulu fazda disperse edilerek bir baslatici
sistemiyle polimerizasyon baslatilir. Ancak polimer partikilleri iclerinde radikal
bulunduran miseller seklinde elde edilir. Ayrica misellerin boyutlari bu yéntemle buylk
olarak elde edilir. Bu sorunlari ortadan kaldirabilmek amaciyla miniemiilsiyon
polimerizasyonu kullaniimaktadir. Bu polimerizasyon yontemi Ugelstad, El-Aasser, ve
Vanderhoff’ un 6nciliugi ile gelistirilmis ve monomer damlalari miimkiin oldugunca
kiicik hale getirilmistir. Stirfaktan olarak genellikle uzun zincirli alkenler ya da alkoller

kullanilir. Miniemilsiiyondaki damlalarin ¢aplari genellikle 100-500 nm arasindadir.

Submikron monomer damlalari uygun bir emiilsiyonlastirici, etkili bir emilsifikasyon
aparati ve diflizyonal degredasyona karsi monomerlerin stabilizasyonu ile
gerceklestirilir. Mevcut slrfaktan damla lzerindeki genis ylzey alanini adsorblar ve
miseller olusmaz. Baslatici sisteme eklendiginde radikaller polimer partikillerini
olusturmak igin monomer damlalarinin igine girerler. Damla g¢ekirdekleri emiilsiyon

polimerizasyonu ile difizyonal sinirlamanin Ustesinden gelir ve suda ¢6zlnir
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bilesiklerle etkilesime izin verir. Bu yontem biyo temelli polimer dagilimi, gen ve ilag
salimi, antiviral terapi, diisiik vizkosite, yiksek kati dispersiyonu, kemosensér, yanith

polimerik malzemeler ve fonksiyonel polimerlerin elde edilmesine olanak tanir [38].
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Sekil 2. 6 Mini-emlsiyon Polimerizasyon Mekanizmasi

2.5 Fonksiyonel Polimerik Yiizeyler

2.5.1 Hibrit Yuzeyler

Herhangi bir materyalin ylizeyi, cevre ile etkilesime giren ilk bolimdir. Bu etkilesim
hakkindaki bilgi doku muhendisligi, hiicre kiiltiirii, kan temasi, medikal tani, mikro
akiskanh sistemler gibi bircok biyolojik uygulamada 6nem kazanmaktadir. Yizey
modifikasyon islemleri genellikle malzemenin molekidl agirligi degistirilerek ya da
polimerik bilesiklerle gerceklestirilebilir. Polimerler, polimerik, ya da silikon, cam,
kuantum dot ve altin ylzeyler gibi cesitli inorganik malzemenin Gzerine kaplanabilir
[39]. Yiizey modifikasyonunda molekiillerle modifikasyon ya da kii¢clik molekil zincirleri
ile modifikasyon temel yaklasimlardir. Kicik molekillerle karsilastirildiginda yizey
aktivasyonu icin fonksiyonel polimerler bircok avantaj saglar. ilk olarak, polimerler
fonksiyonel gruplar tasir ve bunlar kovalent baglanma ile yiiksek yogunluktaki prob
immobilizasyonu icin kullanilabilirler. ikinci olarak uygun polimerler secilerek yiizey
Ozelliklerinin kontroll kolaylikla saglanabilir. Ayrica uzun polimer zincirleri substrat ve
prob arasinda destek gorevi gorerek sterik etkiyi azaltir ve analiz icin proba
ulasilabilirligi arttirir [40]. Bu sebeple bircok hibrit ylizey ¢alismasi gerceklestirilmistir.

Essiz Ozellikleri goz online alindiginda polimer/auNP hibritlerin terapotik ve multi-
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modal gorintiime ajani olarak kanser terapide bliyik 6nem tasidigl bilinmektedir.
Ornegin polimer/auNP hibritler timér doku hipotermisini yénlendirmek igin 1sik
enerjisi termal olarak absorblanir veya yayilir. Bu yontem hastalikli bélgede boyutsal
kontrol ve distk yan etkiler olusturmasi sebebiyle kanser terapide invaziv olmayan ve
gucli bir yontemdir [41]. Diger bir ¢alismada kuantum dotlar kullanilmistir. Uzun
[iminesans Omri ve foto stabilizasyonu sebebiyle yasayan hicrelerin dinamik
gorintilenmesinde kuantum dotlar blyik o©6nem tasimaktadir. Ancak suda
¢Ozlinlrligliniin az olmas! ve sulu ortamda fiziksel stabilitesinin kolaylikla bozulmasi
kullanimlarini  sinirlandirmistir.  Ayrica biyolojik sistemler icin toksik ozelliklere
sahiptirler. Bu sebeple biyouyumlulugu arttirmak toksisiteyi azaltmak icin kuantum
dotlar polimerlerle birlikte kullanilmistir. PEI, PEG, PLA, PAMAM, PNIPAM, PCL, kitosan
ve dekstran kuantum dotlarin hibridizasyonu igin kullanilan polimerlerdir. Yapilan bir
calismada Wu ve arkadaslari thiol-PEG-peptit hibrit polimeri sentezlemis ve pH’ye
duyarh kuantum dotlar hazirlamistir. Sonug olarak sulu ortamda harika bir dispesitede
ve biyouyumlulukta hibrit polimerler elde edilmistir. Bunun yaninda thiol sonlu OH-
poli(amidoamin) asirt dallanmis polimerler kuantum dotlarin sulu ortamda
stabilizasyonunu saglamak icin kullanilmistir [42]. Son vyillarda elektronik araclarin
gelistirilmesinde blylk ©onem tasiyan grafen de polimerik hibrit yizeylerin
olusturulmasinda tercih edilmistir. Grafen oksit bir arag olarak, ilag ve gen tasinimi igin
arastirilmistir. Bir calismada Zhang ve arkadaslari katyonik polimer olan polietilenimini
(PEI) grafen oksite (GO) amidasyon prosesi ile kovalent olarak baglamistir. PEI-GO ‘ya
elektrostatik absorbsiton yontemiyle siRNA ve aromatik kanser ilaglari it- rtistifleme ile
yuklenmistir. PEI-GO/Bcl-2-hedeflenmis siRNA ve PEI-GO/DOX Hela hicrelerine
sirasiyla gonderilmistir. Bcl-2- hedeflenmis siRNA’ nin Bcl-2 proteinini inhibe etmesi ve
DOX ile DNA ve RNA sentezinin inhibisyonu antikanser etkisini 6nemli bir oOl¢lide
arttirmistir  [43]. Fonksiyonlandiriimis polimerik ylizeylere biyoaktif molekillerin
immobilizasyonu hibrit yizeyler elde edilmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
uygulama tibbi tani, mikro ya da nanoelektromekanikal sistemler (MEMS ya da NEMS)
gibi ¢esitli uygulamalara sahiptir. Saoudi ve arkadaslari DNA’nin aminlenmis polipirol
silika partikillerine sifira yakin ylizey yikiyle adsorbe edildigini rapor etmistir.

Polipirole DNA adsorbsiyonu DNA/polipirol ara yizeyindeki fosfat iyon degisimi ile de
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yakindan iligkilidir. Hook ve arkadaslari aminle zenginlestirilmis alilamin plazma polimer
filmin Gzerine boyutsal kontrollii DNA adsorbsiyonunu aminle zenginlestirilmis alilamin
plazma polimer filmin dizisel birikimi ardindan asilanmig PEG’in indirgeyici aminasyonu
ile saglamistir [44]. Son yillarda, cam ylzey modifikasyonlari arastirmacilar igin blyuk
ilgi odagi olan hibrit ylzeylerden biridir. Cam ylzeyler yasam bilimlerinde ¢ok cesitli
uygulamalara sahiplerdir. Ancak disik kimyasal aktivite ve cam vyizey Uzerindeki
silikon-oksijen baglari igin ylizey aktivasyonu stabil duruma gelmeden deneysel olarak
yeterince kullanilamamaktadirlar. Polimerik filmler bu sorunun ortadan kalkmasi igin
avantaj saglayarak mikroarray ve sensor sistemleri icin uygulamalari arttirmaktadir.
Yizey baslaticil atom transfer radikal polimerizasyonu ile cam ylzey lGzerinde P(GMA-
HEMA) sacaklarinin olusturuldugu ve tavsan Ig G’ nin basariyla belirlendigi bir

mikroarray sisteminin olusturuldugu gosterilmistir [45].

2.5.2 Polimerik Kiireler

Yizeyinde baglayici fonksiyonel grup bulunduran capraz bagh polimerik kireler, cok
cesitli kompozisyonlarda kolayca Uretilebilmesi ve cesitli aktivasyon yontemleriyle
immobilize edilerek modifiye edilebilmesi sebebiyle katalizor tasiyici ve polimerik ajan
olarak buyuk ilgi uyandirmaktadir [46]. Kati partikil Gizerinde gerceklesen reaksiyonlar
ya da polimer destekli reaksiyonlari olarak adlandirilir. Basit bir filtrasyonla ayrilabilen
fonksiyonel polimer kiirelerin kendini yenileyenilmesi ve tekrar kullanilabilmeleri
sagladigi avantajlardir. Fonksiyonel ¢aprazbagh polimerik klrelerin hazirlanmasi igin iki
temel yaklasim bulunmaktadir. ilki énciil polimerik kiirenin modifikasyonu ikincisi
monomer ile istenilen fonksiyonelligin kazandiriimasidir. ikinci yaklasim iyi tanimlanmis
polimerlerin hazirlamasi icin bir avantaj saglar [47]. Polimerik kirelerin yizey ozellikleri
fonksiyonel grup ve yeni monomerler kullanilarak degistirilebilmektedir. Gectigimiz
yillarda kontrollii yasayan radikal polimerizasyonu yonteminin gelistiriimesi ve yeni
sentetik metodlar polimer partikiillerin fonksiyonlandirilmasina olanak tanir [46]. lyi
tanimlanmis yapiya ve fonksiyonel gruplara sahip monodispers mikrokiireler gelismis
ozellikleri ile biyomedikal bilimler, biyomiihendislik, gen tedavisi gibi alanlarda biytk
bir potansitele sahip olmasi sebebiyle biiyilk 6éneme sahiptir. Ornegin, metoksi

poli(eilen glikol-blaktik asit) (mPEG-b-PLA) biyoparcalanir nanokiirelere aktif enzim
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enkapstle edilmistir. Polimerin amfifilikligi yikleme ve kargo stabilitesi, molekiler

agirhgin etkisi ve blok kopolimerin bilesiminin morfolojiye etkisi arastirilmistir [48].

Polimerik kurelere fonksiyonel sagaklarin asilanmasi daha etkili fonksiyonel
malzemelerin elde edilmesi igin gelistirilen diger bir yoldur. Biyokatalizor icin sacakl
graftlarin tasiyici olarak kullanilmasi asilanmis zincirlerin kismi hareketi sebebiyle
reaksiyonlarin daha hizh gergklesmesini saglar. Yaygin polimerik kireler ile
karsilastirildiklarinda ylizeylerinde fonksiyonel gruplarin tutturulmus olmasi sebebiyle
sacakli yapilar homojen reaksiyon kosullarina benzer sekilde reaksiyonlarin
gerceklesmesini saglar. Mikro kire c¢ekirdeklerinin ¢dzinir olmamasi ve asilanmis
zincirlerin ¢ozlclt ile karisabilirligi géz onilne alindiginda sagakh graft polimerler
kolayca izole edilebilir ve hizli reaksiyon yetenegine sahiptirler. icinden asilama, yiizeye
asllama ve ylzeyden asilama teknikleri bu vyapilarin olusturulabilmesi igin
kullanilmaktadir. Yizeyden asilama, zincirlerin blylimesinde kontrol saglama ve
homopolimer formasyonundan kaginmasi sebebiyle siklikla tercih edilmektedir. Bu
teknikler kontrollli yasayan polimerizasyon yontemleriyle gerceklestirilebilir. Kontrolli
yasayan polierizasyon teknikleri icerisinde ylizey baslaticih atom transfer radikal
polimerizasyonu (SI-ATRP) kati partikiil ylizeyinden asilamaya olanak sagladigi icin en
avantajli yontemlerden biridir. Polimer sacaklar genis aralikta molekil agirligina sahip
proteinlerin immobilizasyonu icin kullanilabilmektedir. Ornegin P(GMA) sacaklari
sirasiyla hidrazin ve lakkaz ile fonksiyonlandirildiktan sonra iyonik etkilesim ile invertaz
ve laktaz immobilizasyonu igin kullaniimistir. Fe304/SiO, kompozit partikulleri SI-ATRP
yontemiyle sodyum 4-stiren sulfonat sacaklarinin asilanmasi icin kullanilmis ve pektinaz

immobilizasyonu gerceklestirilmistir [49].

2.6 Fonksiyonel Polimerlerin Biyomedikal Uygulamalari

2.6.1 Tibbi Tanida Kullanilan Polimerik Sistemler

2.6.1.1 Biyosensor Sistemleri

ilk biyosensér cihazi bir elektrot icerisine enzim entegre edilerek gelistirilmis ve

glinimize kadar goriintlileme ve tani metabolitleri (glukoz, hormon, nérotransmitter,
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antibadi, antijen gibi) alaninda birgok ilerleme gostermistir. Biyosensor algilayici
biyoelement (biyomolekil) ve bir transdiserden olusur. Biyomolekil analit ile
etkilesime gecerek kimyasal sinyal olusturur ve bu sinyaller elektriksel sinyal ciktilari
olarak transdusere iletilir. iletken polimerler transduser olarak yogunlukla kullanilir
[50]. iletken polimerler biyomolekdller icin uygun matrisler olarak stabilite, hiz ve
duyarliigl arttirabilirligi sebebiyle biyomedikal tani uygulamalarinda biylk ilgi
gormektedir. Fiziksel adsorbsiyon, elektrokimyasal yakalama ve etil dimetil
aminopropil karbodiimid (EDC) ile N-Hidroksi suksinimid baglama kimyasi
yontemleriyle iletken polimerin lzerine tutturularak biyomolekilin stabilitesi arttirilir.
Schuhmann ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada fonksiyonlandiriimis iletken polipirol
filme karbodiimid aktivasyonundan sonra enzimlerin kovalent baglanmasi icin uygun
bir ylzey olusturmustur. Cosnier ve arkadaslari asetonitril icerisinde N-
hidroksistksinimid gruplariyla fonksiyonlandirilmis elektroaktif polidikarbazol filmler
oksidatif elektropolimerizasyonunu kesfetmislerdir. Fonksiyonlandirilms dikarazol
filmlerin sulu ortamlarda basarili bir seklide yakalama gerceklestirilidigi gorGlmustur
[51]. Glukoz biyosensorleri ilk olusturulan sensor sistemlerinden biridir ve ¢ogunlukla
glukozun enzimatik oksidasyonu sonucu meydana gelen oksijen tiketimini ya da
hidrojen peroksit Uretiminin amperometrik olarak belirlenmesini temel alir. Enzim
olarak genellikle GOX kullanilir ve glukozla redoks reaksiyonu saglamak ve elektrotlarda
akim elde etmek icin kullanilir. Ancak kisa yarilanma 6émru, rahatsiz edici olmasi ve
glnlik kalibrasyona ihtiyac duymasi sebebiyle bu sensorler polimerler kullanilarak
gelistirilmistir. Elektrot Uzerineki polimere immobilize edilmis enzimler elektron
transfer prosesi boyunca analitler icin yanit olusturur. Enzim tabakasiyla birlikte, GOX
capraz bagh sentetik hidrojel ve iletken polimere immobilize edilmistir. Hidrojeller
yaygin olarak enzim immobilize etmek, biyouyumluluk, gecirgenlik, kirlenmeye karsi
direnc olusturmak amaciyla elektrotlara siklikla uygulanir. Poli HEMA ve kopolimerleri
de hidrojellerin cevresinde siklikla kullanilir. Porozite, hidrofobiklik, biyouyumluluk ise
3-dihidroksi propil metakrilat (DHPMA), N-vinil prolidon, vinil alkol, etilen glikol, 2-
metakriloksietil fosforkolin (MPC) ve karboksi betanin uygulanmistir. Bu hidrojeller
iyonik olarak iletken ancak elektronik olarak iletken degildir ve yiksek ara ylizeysel

impedans gosterirler. iletken polimerler hidrojel aglariyla birlikte kullanilarak uyarilara
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yanit olusturma ozelligini arttirir ve araylizeysel elektrik impedansini azaltir. Osmium

kompleksleriyle hidrojel aglarinin kullanilmasi redoks etkisini gelistirir [52].

2.6.1.2 Gorintiileme Sistemleri

Optik, manyetik rezonans, nikleer ve ultrason gibi ¢esitli goriintileme teknikleri uzun
yillardir klinik uygulamalarda basariyla kullanilmaktadir. Ancak, in vivo kosullarda
kullanilan  problarin  disiik molektl agirliginda olmasi ve zayif duyarlilig
biyogorintilemede yeni problarin gelistiriimesini zorunlu kilmaktadir. Son yillarda
polimer kimyasi ve biyogoriintiileme biliminin gerceklestirdigi calismalar hastaliklarin
tani ve tedavisinde polimer temelli biyogérintiileme problarinin gelistirilmesine olanak
saglamistir. Goruintileme modaliteleriyle biyouyumlu, biyobozunur, dogal ve sentetik
polimerlerin multivalent, dallanmis, graft, blok kopolimer, polisakkarit ve dedrimer gibi
farkl yapilarda gelistiriimesini saglamis boylece yarilanma omrd, stabilite, toksisitenin
azaltilmasi ve hedeflemenin arttirilmasi gibi 6zellikler gelistirilmistir [53]. Polimerler
tekli ya da ikili ligantlarla karsilastirildiginda metal nanopartikillerin Gzerine birden
fazla grup baglanmasina olanak verir boylece inorganik nanokristallerin 6zellikleri
arttirlmis olur. Bircok polimer elektromanyetik spektrumun goérinilir bolgesinde
gecirgendir ve bu sebeple goriintlileme sirasinda biyolojik molekiillere engel
olmamaktadir. Ayrica polimer partikilleri ile mikro/nanojeller tedavi edici ve
goriintiileme edici ajanlari enkapsiile edebilir. inorganik nanomalzemelerin fonksiyonel
Ozellikteri ATRP yontemi kullarak olusturulmasi gergeklestirilmistir. Bir c¢alismada
nanokristaller sentezlendikten sonra nanokristal ylzeyine dogrudan blok kopolimerin
adsorbsiyonu gerceklestirilmistir. Bu yaklasim blok ve baglanma gruplarindan olusan
kontrolli olarak sentezlenmis blok kopolimerin nanokristal yiizeyine baglanmasini
icerir. CdSe/ZnS kuantum dotlar iyi tanimlanmis P(EG-b-DMAEMA) ile ligant degisimi
aractligiyla suda ¢6zinir hale getirilmistir. Saflastiriimis TOPO- bagh kuantum dotlarda
P sinyali gozlemlenmemektedir. P(EG-b-DMAEMA) blok kopolimeri eklendiginde
polimer baglanmayan nanopartikillere gore 30-50 ppm de keskin P sinyalleri
gozlemlendi. Ek olarak piren ile fonksiyonlandiriimis PDMAEMA, ligant gecisini 6lcmek

icin jel gecirgenlik kromotografisinde kullanilmistir [54].
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2.6.1.3 Tani kitleri

Proteinler gesitli biyolojik fonksiyonlar i¢in ve metabolik reaksiyonlarin katalizi, DNA’
nin replikasyonu, uyaranlara yanit olusturma, molekdillerin bir yerden baska bir yere
tasinmasi ve doku iyilesmesi gibi proseslerde goérev alir. Proteomik temelli
calismalarda, spesifik protein biyomarkirlar dogrudan hastaligin seviyesini yansitirlar ve
hastalik tanisi icin en Onem vaadedici hedef molekillerin belirlenmesini saglar.
Geleneksel tanida klinikler MS ya da ELISA kullanir. Ancak MS in ¢ok pahali olmasi
laboratuvar temelli ELISA IVD testleri igin kullaniimaktadir. Gliiniimiz protein analizleri
temel alarak ELISA ve benzeri sistemler kullanilir. En ¢ok bilinen IVD protein belirleme
aract hamilelik icin olan LFA-formath testtir. Bu testin belirleme mekanizmasi insan
kirionik gonodotropin hormonunun (Hcg) ince bir filme tutturulmasidir. PDMS
mikroakiskanl mikropartikil assayleri iigin jel temelli mikroyapilar amaglanmistir. Hcg
ve PSA olarak bilinen iki timoér belirte¢ proteini belirlenmistir. Bu mikroakiskanl
diizenlemede kiresel biyofonksiyonlandiriimis polistiren mikropartikiller poliakrilamit

mikro jel yapisi tzerine tutturularak kanser tanisinda kullanilmistir [55].

2.6.2 Polimerik ilag Salim Sistemleri

Son vyillarda polimer kimyasi sentez, degradasyon, karakterizasyon, uygulama
gelistirme gibi bircok 06zellik Gzerinde biyouyumlu ve biyobozunur polimer
gelistirebilmek icin ¢alismis, gelistirilen bu polimerler polimerik ilag salim sistemlerinde
kullanilmistir. Bu sistemler hedefleme, ulasilabilirlik, sensor yanitli alim gibi essiz
Ozelliklere sahiplerdir. Gelistirilen polimer terapétikler polimer kimyasi ve biyomedikal
bilimleri arasinda bir araylz olusturur. Bircok geleneksel ilacin farmakolojik 6zellikleri
polimerik ilag salim sistemleri kullanilarak gelistirilmistir. Onciil ila¢ uygulamalarinda
PEGilasyon islemleri siklikla uygulanmaktadir. PEGlenmis ilaglar hepatit C, akromegali,
romatizmal enfeksiyon, notrofeni, cesitli kanser tirleri, yara iyilestirme gibi durumlarda
sikhkla kullanilmaktadir [56]. Metabolik stabilizasyonunun olmamasi suda distk
¢Ozlinlndrlik, doza baglh toksisiteleri yiziinden sinirlh anti kanser ilacglarinin klinik
kullanimi sinirhdir. Klinik doktorlar icin hedef, kanserli dokuya sitotoksisiteyi asmadan
maksimum miktari gonderebilmektir. Ancak diger organlara da zarar vermeden viicuda

gonderilecek miktar ¢cok kiictiktlir. Bu sebeple kanser ilaglarinin gelistirilerek timorli
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dokuya vyan etkileri kontrol edilebilecek maksimum oranda ilag géndermek
hedeflenmektedir. Polimer ila¢ konjugatlarinda gelistirilecek birinci etki Matsumura ve
Maeda tarafindan 1986’ da tanimlanan arttirilmis gegirgenlik ve tutunmadir (EPR).
Cahsmalarinda, kati tiimoérlerde makromolekil miktarini arttirarak zayif lenfatik drenaj
olusturmayl amaclamislar ve bodylece timor cevresinde damar gecirgenliginin
artacagini distinmislerdir. ilag-polimer konjugatlarinin giivenligi ve etkisi ilag
gelistirme prosesleri icerisinde en ¢ok calisilan konudur. Bu konjugatlar, genellikle klinik
kullanimda daha 6nce onay almis ilaglar icin gegerlidir. Polimerik tasiyicidan ilag salimi
genellikle ilacin farmakolojik etkisini arttirmaya yoneliktir. Bu avantaj, sistemik
tasimada ilacin genelllikle inaktif olmasiyla saglanmistir. Eger ilag, tasima sirasinda
salinirsa istenmeyen toksisiteler meydana gelebilir, bu durum konjugatin givenilirligini
zayiflatir. Bu sebeple konjugatin stabilitesi en 6nemli parametredir. Ancak, hedefe
ulasildiginda konjugatin etkili bir sekilde salinmasi istenir. Bu sebeple konjugat
stabilitesi ve ilag salimi arasindaki denge giivenli ve etkili salimi etkiler. ilag salim
sistemlerinde dendrimerler enkapstilasyon ve ila¢ formilasyonu igin siklikla galisilan bir
alandir. Asiri dallanmis yapilari sebebiyle dallar arasinda yiklenme kapasitesine
sahiplerdir. Ozellikle suda disiik ¢céziinirlige sahip ilaglarin tasinimi icin avantajlidir.
Buna ek olarak dendrimerler transdermal ve oral salim icin de kullaniimaktadir. Pozitif
yuklu ylzeye sahip poly(ethylene imin) ve PAMAM dendrimerleri negatif yikli DNA ile

kompleks olusturabilmesi sebebiyle gen tasinmasi icin calisiimistir [56].
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BOLUM 3

DENEYSEL BOLUM

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Cam yuzey, KOH, Pirhana Solliisyonu, etanol, DCM, 2-bromo-buturil bromir, trietil
amin, Tetrahidrofuran, DMSO, Cu(l)Br, PMDETA, NMAS, PEGMA, Con A, CaCl;, MnCly,
Na,S0Os, tollien, benzoilperoksit (BPO), BBEMA, etilenglikoldimetakrilat (EGDMA),
metilmetakrilat (MMA), EDTA, Coomassie Brillant Blue G250, metanol, fosforik asit (%
85 M/V), 2-nitrobenzaldehit, akrilik asit, etil asetat, hekzan, PVA, Span 80 kimyasallari

reaksiyonlarda kullaniimistir.

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

3.1.2.1 NMR

Magnetik alani 1,74 Tesla olan Ultrashield Plus™ magnete sahip Bruker Avance Ill 500

MHz Spektrometresi kullanilarak NMR spektroskopisi analizleri yapiimistir.

3.1.2.2 UV-Vis Spektroskopisi

UV-Vis Spektroskopisi analizleri, UV-1800 Shimadzu UV-Vis spektrofotometresinde

uygun dalga boyu araliklarinda gesitli solventler kullanilarak gergeklestirilmistir.
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3.1.2.3 SEM

Yiksek vakum, ayarlanabilir ve genisletilebilir basing modlariyla detaylandiriimis
80x100x35 mm (X,Y,Z) boyutlarinda hareket kabiliyetine sahip ylksekligi 100 mm’ye
kadar olan numunelerin 6l¢iminl gergeklestirebilen Zeiss EVO® LS 10 marka SEM
cihazi analizlerde kullanilmigtir.  Taramal elektron mikroskobunda polimerik
malzemelerin analizleri yapilmis bu sebeple iletkenligi saglamak i¢in altin kaplama

gergeklestirilmistir. 60 X-25,00K X araliginda biylitme uygulanarak élglimler alinmistir.

3.1.2.4 Bradford Testi

Bradford testi protein miktarini belirlemek amaciyla kullanilan ¢ok hizli gergeklesen
kolorimetrik bir yontemdir. Bradford testi igin kullanilan asidik Coomasie Brillant Blue
G250 ¢ozeltisinin 465 nm’deki absorbansi protein ile baglandiktan sonra 595 nm’de
absorbans vermekte boylece Lambert-Beer yasasindan yararlanarak protein

konsantrasyonu hesaplanmaktadir.

3.1.2.5 Yiizey Temas Agi Olgiim Cihazi

Temas Agl 6lcimi icin KSV CAM 200 markali tamamiyla bilgisayar kontroliine sahip
temas aci olcim cihazi kullaniimistir. CAM 200 statik ya da dinamik temas acisini
belirlemek ve sivinin ylizey/araylzey gerilimini 6lgmek icin damlanin sekil analizini
kullanir. CCD Arayliz kamerasi (512x480) ile diz cubuk seklindeki yakinlasma
mercekleri LED temelli arka plan aydinlatmasiyla 10 ms’den 1000 s zaman araliginda
géruntl yakalamaya izin verir (Goruntl alani 5,7x5,4 mm?). 5° ile 180° araligindaki
temas agisi (dogruluk 0,1°) ve 0,01 mN/m’den 999 mN/m’ye (0,01 mN/m ) kadarki
yluzey gerilimi uygun metotlar (Young-Laplace gibi) kullanilarak yerlestirilen

goriuntilerde yiksek dogrulukta elde edilebilir.

3.1.2.6 FT-IR

FT-IR spektroskopsi Ol¢climleri ATR aparati bulunan Shimadzu IR Prestige21 cihazinda

yapilmistir.
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3.1.2.7 Floresans Mikroskobu

Floresans goruntileri icin (¢ bash ve gelismis floresans kapasitesine sahip CKX41 marka
ters mikroskop kullaniimigtir. Yiksek agi egimi sayesinde hizli ve kolay goriinti kontroll
gelismis UIS mercekleriyle alinan goérintller sayesinde saglanir. Floresns mikroskobu

12,5 milyon ¢6zunurlik saglayan DP 71 marka dijital kamera ile donanimlandiriimistir.

3.2 Biyoaktif Polimer-Cam Hibrit Yiizeylerin Hazirlanmasi

3.2.1 Amin Fonksiyonlu Cam Yiizeylerin Olusturulmasi

Cam Yuzeyler hidroksil grubuyla fonksiyonlandirilmak igin 3M KOH (50 mL) ile 2 saat
muamele edildi. Yizeyler distile su ile yikama isleminin ardindan kurutuldu. Ardindan 1
saat Pirhana sollisyonuna batirilan cam yizeyler distile su ile tekrar yikanip kurutularak
% 5’ lik APTES ¢ozeltisi ile 1 saat muamele edildi. Distile su ve etanol ile yilkama

isleminin ardindan silanlanmig ylzeyler 120 °C’ de 2 saat vakumda kurutuldu.

3.2.2 Brom Fonksiyonlu Cam Yiizeylerin Olusturulmasi

Cam vyizeyler 250 mL'lik cift boyunlu balonda 2 saat vakum altinda tutuldu. Argon
altinda ylzeylere DCM (60 mL), 2 Bromo-buturil bromide (1 mL) ve triethyl amine (1,4
mL) eklenerek reaksiyon 17 saat sonra sonlandirildi. Son olarak, THF ile hizli (2-3 dk) ve

yavas (30-45 dk) yikama isleminin ardindan vakum altinda cam yizeyler kurutuldu.

3.2.3 SI ATRP Yontemi ile Cam Yiizeylerin Kovalent Bagl Polimerler ile Kaplanmasi

1 nm? bir yizeyde 2,1-4,2 adet amin oldugu rapor edilmistir (Acres et al. 2012). Bu
veriye dayanarak amin ile ayni miktarda fonksiyonlandirilmis brom oldugu kabul edildi
ve baslatici hesabi yapildi. Miktarin 6lcilebilecek degerin ¢ok altinda olmasi sebebiyle
degerlerin 100 kati alinarak hesaplama vyapildi. Camlarin DMSO (12 mlL) ile
kaplanmasinin ardindan Cu(l)Br (4,103x10°® mol 0,406 mg), PMDETA (4,103x10°® mol,
0,694 mg), NMAS (1,641x10%, 30,01mg) ve PEGMA (6,565x10%, 197 mg) eklendi ve
ardindan dondurma-vakum-¢cézme islemi (x3) wuygulanarak c¢oOzelti icerisindeki

¢O6zinmis gazlar sistemden uzaklastinildi. Argon atmosferinde 90 °C’de reaksiyon
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baslatildi. Reaksiyon sonlandirilarak (reaksiyon siresi: U¢ giin), cam ylizeylere distile su

ve etanol ile hizli-yavas yikama islemleri uygulandi ve vakum altinda kurutuldu.

3.2.4 Polimer Fonksiyonlu Cam Yiizeyler ile Con A Konjugasyonu

Con A ve sacgakl kiresel polimerin konjugasyon islemi icin 5 mg Con A, 10 mL fosfat
tamponu (pH 7,14) icerisinde ¢6zuldi ve 10 adet, polimer ile fonksiyonlandiriimis cam
yuzeylerin Uzerine eklenerek +4 °C’de reaksiyon manyetik karistirici ile hafif bir
karistirmada 2 glin devam ettirildi. Ardindan distile su ve fosfat tamponu ile 6nce hizli
(distile su) ardindan yavas yikama islemleri [(x3) fosfat tamponu, (x3) distile su = 10
dk.)] gerceklestirildi. Vakum altinda kurutma islemi gerceklestirilerek +4 °C’ de nem

tutucu bulunan bir kap igerisinde cam yizeyler depolandi.

3.2.5 GFP E. coli JM109 hiicreleri

GFP eksprese eden E.coli hiicreleri Prof. Dr. Dilek Balik’in arastirma grubundan temin

edilmistir [57].

3.2.6 Con A Dekore Edilmis Polimer Fonksiyonlu Cam Yiizeyler ile E. coli'nin Tespit

Edilmesi

5 mL GFP ile transforme edilen E. coli hiicreleri hazirlandi. Con A’nin konjugasyonu igin
gerekli olan CaCl; (10 mM, 500 pL) ve MnCl; (10 mM, 500 uL) (Of and Reaction 1967)
eklenerek bakteri hiicre kiltlri 2 dakika karistirildi. Herhangi bir islem uygulanmamis
pozitif ve negatif control olusturacak iki adet cam vyizey, Piranha sollisyonu ile
muamele edilmis cam ylizey, polimer fonksiyonlu cam ylizey ve Con A dekore edilmis
polimer fonksiyonlu cam yizeylerin herbiri 20 pL hiicre kiltiirt ile 2 saat muamele
edildi. Ardindan herbiri 50 mL distile su ile yikanan cam ylizeyler florasans

mikroskobunda incelendi.
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3.3 Polimerik Kireler

3.3.1 Polimer Sagakh Mikrokiire Sentezi

3.3.1.1 Brom fonksiyonlu mikro kiirelerin sentezi

Brom fonksiyonlu mikro kireler literatiirde rapor edilen siispansiyon polimerizasyon
prosediri modifiye edilerek sentezlenmistir (Karagoz vd., 2010): 0,1 g PVA ve 0,3 g
NaS04 30 mL distile su ile 250 mL’lik 3 boyunlu manyetik karistirici bulunan balonda
¢Ozlldi. Bu karisim icerisinden 20 dakika boyunca argon gazi gecirildi ve boylece
oksijen gazi uzaklastirilmis oldu. Surekli karigtirma esnasinda 3mL toluen igerisinde
c6ziinmis 7 mg benzoilperoksit (BPO) (1,98x10> mol), 430 ul BBEMA (0,006 mol), 372
ul etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) (0,006 mol) ve 1,71 mL metilmetakrilat (MMA)
(0,016 mol) damlatma hunisine yardimi ile stireklii argon gecisi esnasinda damlatildi.
Daha sonra damlatma hunisi 1,5 mL toluen ile yikanarak bu c¢ozeltide reaksiyon
ortamina aktarildi. Reaksiyon karisimini iceren balon sikica kapatilarak daha énceden
90°C'ye 1sitilmis olan silikon yagina daldirildi ve reaksiyon baslatildi. Reaksiyon, 24 saat
boyunca siirekli karistirma altinda gercgeklestirildi ve karisim oda sicakligina getirilip
sisteme hava verilerek polimerizasyon sonlandirildi. Reaksiyon karisimi soguk suya
(~200 mL) dokildi ve karisim santriftij (3x5 dakika, 5000 rpm) edilerek coken
polimerler ayrildi. Daha sonra organik safsizliklari uzaklastirmak amaciyla polimerik
kiireler tetrahidrofuranda (THF, 40 mL) bir gece bekletildi. Sisen polimerler santrifij
edilerek bir kez de aseton ile yikandi ve santriflij edildi. Daha sonra pellet kismi
kurutularak mikro yapili poli(etilenglikoldimetakrilat-co-metilmetakrilat-co-BBEMA)

polimerik kiireleri beyaz toz seklinde elde edildi.

3.3.1.2 Kiiresel Polimer Uzerinde SI-ATRP ile Siiksinimidil iceren Polimer

Sagaklarinin Hazirlanmasi

Sirasiyla, DMSO (0,5 mL), PEGMA (735 mg, 2,45 mmol), NMAS (79,2 mg, 0,432 mmol),
PMDETA (15,1 mg, 0,087 mmol), Cu(l)Br (12,5 mg, 0,087 mmol) ve baslatici olarak
brom fonksiyonlu kiresel polimer (100 mg) Schlenk tiiptine eklenerek dizgiin bir

sekilde karistirilmasi saglandi. Schlenk tiipl sikica kapatilarak lic kez dondurma-
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vakum-¢6zme islemi uygulanarak c¢ozelti igerisinde ¢6ziinmis haldeki gazlardan
arindirildi. Ardindan Schlenk tipli 90 °C’ deki silikon yag banyosuna yerlestirilerek
reaksiyon baslatildi. 24 saat sonra reaksiyon sonlandirilarak ortamdaki bakir iyonlarini
uzaklastirmak amaciyla ¢éktiirme ve yikama islemleri gerceklestirildi. ilk olarak 40 mL
dietileterde ¢oktlrilen reaksiyon karisimi daha sonra sirasiyla tetrahidrofuran (THF)
(3x20 mL), EDTA ¢ozeltisi (2x20 mL) ve distile su (20 mL) ile yikandi ve her yikamadan
sonra santrifiij edilerek (2000 rpm, 3dk) sivi faz uzaklastirildi. Son olarak liyoflizatorde

kurutma islemi gerceklestirildi ve sagakli kiiresel polimerler elde edildi (123 mg).

3.3.1.3 Sacakh Kiiresel Polimere Concanavalin A Konjugasyonu

Concanavalin A ve sacakli kiresel polimerin konjugasyon islemi icin 5 mg Concanavalin
A, 5 mL fosfat tamponu (pH 7,14) icerisinde ¢6zlildi ve 10 mg sacakl kiiresel polimer
bu karisima eklenerek +4 °C’de reaksiyon manyetik karistirici ile hafif bir karistirma ile 2
glin devam ettirildi. Konjugasyon reaksiyonu karisimi santrifiij (5 dk., 5000 rpm, +4°C)
edilerek elde edilen (ist sivi faz ve altta kalan kati fazin distile suyla yikanmasiyla elde
edilen yikama fazi (2 dk., 5000 rpm, +4°C x3) Bradford Testi yontemiyle 400-700 nm
spektrumunda UV spektroskopi ile analiz edilmistir. 595 nm’deki proteinden kaynakli
absorbans degerleri kullanilarak elde edilen Concanavalin A ¢ozeltisi kalibrasyon egrisi,
santriflij sonrasi elde edilen Ust sivi faz ve yikama fazi konsantrasyonlarinin

hesaplanmasi igin kullaniimigtir.

Bradford Testinde kullanilan Bradford ajani icin 2 mg Coomassie Brillant Blue G250,
940 pL metanol (%100), 2 mL fosforik asit (%85 M/V) karistirilip toplam hacim distile su
ile 20 mL ye tamamlandi ve siizge¢ kagidindan gecirilerek hazir hale getirildi. Protein
miktari bilinmeyen st sivi faz (1/10) ve yikama fazindaki protein konsantrasyonlari
Bradford ajani karistirilarak 595 nm’ deki dalga boyu UV spektroskopi ile dlcildi ve

konsantrasyonlar kalibrasyon egrisi grafigine gére hesaplandi.

3.3.1.4 Concanavalin A Konjuge edilmis P(PEGMA-co-NMAS) Sacakl Polimerik

Kiireler ile GFP eksprese eden E.Coli Hiicrelerinin Belirlenmesi

10 mM CaCl; (1 mL), 10 mM MnCl; (ImL) ve 8 mL hiicre kiltlirt yaklasik 1 dk.
calkalandi. Sagakh polimerler ve Concanavalin A konjuge edilmis polimerler 20 mg. 15
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mL’lik santrifQj tlplerine eklendi ve her birinin Gzerine 2 mL hicre kiltara ekildi.
Hazirlanan 6rnekler 30 dk 180 rpm, 25 °C de galkalayici igerisinde karistirildi. Her 10
dk’de (3 kez) kiirelerin hareketlenmesi icin birka¢ fiske vuruldu. 10 dk kirelerin
¢okmesi beklendi ve hiicre fazi mikropipet yardimiyla kiresel polimerlerden
uzaklagtirildi. Her seferinde 10 mL distile su ile sagakh polimer ve Concanavalin A
konjugeli sacakli polimer icin 15 kez, diger sacakli polimer igin 10 mL distile su
kullanilarak 10 kez yikama yapildi. Sagakl kiresel polimerlerden biri yikanmayarak
pozitif kontrol olusturuldu. Yikama isleminin ardindan spatil yardimiyla kireler lam

Uzerine yayildi ve florasans mikroskobunda gortntiler alindi.

3.3.1.5 Isikta Pargalanir Mikro ve Nanokiirelerin Sentezi

(hexane-1,6-diylbis(azanediyl))bis(1-(2-nitrophenyl)-2-oxoethane-2,1-diyl) diacrylate

Sentezi

1,6-Diizosiyanohekzan (3,67 mmol, 500 mg), 2-nitrobenzaldehit (7,34 mmol, 1,226 g)
ve akrilik asit (Anhydrous) (8,07 mmol,581,81 mg) tetrahidrofuran (5 mL) icerisinde
argon atmosferi ve oda kosullarinda gece boyu karistirildi. Tetrahidrofuran rotaride
uzaklastirildi ve safsizliklari gidermek amaciyla HCI (50 ml) - DCM (3x50 ml) ile
ekstraksiyon gerceklestrildi. Ardindan MgSQ, ile kurutulan reaksiyon karisimi etil
asetat: hekzan (2:1) karisimi kullanilarak kolon kromatografi yontemi ile saflastirildi.
Son olarak isikta parcalanir ¢caprazbaglayici sari vizkoz formda elde edilmistir. (verim:
51,6 %). Isikta parcalanir caprazbaglayici *H NMR ve FT-IR Spectroskopi yontemiyle

analiz edilmistir.

3.3.1.6 Siispansiyon Polimerizasyonu Yontemiyle Isikta Pargalanabilir Mikrokiire

Sentezi

Ug¢ boyunlu balon, yogunlastici ve damlatma hunisi ile birlestirilerek argon altinda
sispansiyon polimerizasyonu gergeklestirilmistir. PVA (59 mg), NazSO4 (176 mg) ve
dH20 Ug boyunlu balona alinarak yogun argon altinda 15 dakika manyetik karistirici ile
karistinlmistir. Metil metakrilat (936 mg, 9,36 mmol), benzoil peroksit (6,23 mg,
2,57x102 mmol), ve isikta parcalanir caprazbaglayici (600 mg, 1,029 mmol) damlatma

hunisine eklenerek yavasga U¢ boyunlu balona damlatiimistir. Son olarak 90 °C’ de
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argon altinda reaksiyon gece boyu slrdirilmustlr. Reaksiyon karisimi distile suda
coktirtlerek sivi kisim uzaklastirilmistir. Kati faz distile su (x3) ile yilkanmis ve THF’ te 3
glin  bekletilmistir. Cozlcl uzaklastirilarak vakum altinda kurutma islemi

gerceklestirilmistir. (verim:49,8%, 769 mg)

3.3.1.7 Miniemiilsiyon Polimerizasyonu ile Isikta Pargcalanabilir Nanokiire Sentezi

Metil metakrilat (893 mg, 8,93 mmol), benzoil peroksit (21,63 mg, 9x102 mmol) ve
Isikta pargalanir gaprazbaglayici (130 mg, 0,22 mmol) minimum oranda kloroform ve
hegzanda ¢ozliinerek (= 25 plL) argon atmosferinde 5 dk. karistirilmistir. Ayni anda
Span 80 (58,9 mg) ve dH.0 (8,92 uL) argon atmosferinde 15 dk karistirilmistir.
Ardindan 2 karisim bir araya getirilerek 1,5 sa. 1500 rpm’ de kanistirilmistir. % 90
yogunlukta 2 dk. ultrasonikasyon islemi uygulandiktan sonra 90 °C’ de reaksiyon
baslatilmistir. Reaksiyon karisimi soguk suda c¢oktirilerek 3 kez distile su ile
yikanmistir. THF icerisinde 3 glin bekletilen nanokiireler vakum altinda kurutularak

elde edilmistir. (verim: % 19,25)

3.3.1.8 Mikro ve Nanokiirelerin Isik Etkisi ile Parcalanma Calismasi

Isikta pargalanir PMMA mikro ve nano kiireler 50 mg’lik miktarlarda iki ayri kuartz tiipe
alinarak 350 nm UV isik uygulanmistir. 48 saat 1s18a maruz birakilan kireler her 6 saatte

bir UV spektroskopisi ile incelenmistir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Bu tezde; biyoaktif polimer-cam hibrit ylizeylerin hazirlanmasi, biyoaktif polimerik
sagakh mikrokirelerin hazirlanmasi ve 1sikta pargalanir polimerik mikro-nano
kiirelerin hazirlanmasi olmak Ulzere (¢ farkh formda fonksiyonel polimer

hazirlanmistir.

4.1 Biyoaktif Polimer-Cam Hibrit Yiizeyler

Yapilan ¢alismada cam ylizeyler ilk olarak Piranha ¢ozeltisi ile muamele edilerek
ylzeyde serbest —OH gruplari olusturuldu. —OH gruplari APTES ¢0zeltisi kullanilarak
—NH2 gruplarina dénistirildi. Ardindan, cam ylzeyler lizerinde brom fonksiyonlu
uc gruplar olusturularak ylizeyde baslatilan atom transfer radikal polimerizasyonu
yontemi (SI ATRP) ile stiksinimidil ester fonksiyonlu ylizeye bagli polimerik sacaklar
olusturuldu. Suksinimidil ester gruplari amin reaktif gruplar olarak bilinmekte bu

sebeple protein konjugasyon calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1 Concanavalin A ile dekore edilmis Polimer Fonksiyonlu Hibrit Cam
Yiizeylerin Sentez Basamaklari

Sekil 4.2’de gorildugiu gibi tani amagh kullanilacak cam ylzeylerin her bir
modifikasyon basamagindan sonra ylizey temas acilari islemin basarisini kontrol
etmek amaci ile ol¢lilmistir. Yizeyin, Piranha ¢ozeltisi ile muamele edilmesinden
sonra ylizey temas acgisinin 68,05”den 21,38"ye dismesi ylzeyde serbest -OH
gruplarinin olusmasi sonucu hidrofilik bir karakter kazandigini géstermektedir.
Amin gruplar olusturulurken APTES ile muamele edilmesinden sonra APTES
grubunun hidrofobik 06zelligi cam ylizeyine de bu o6zelligi katmistir. APTES ile
muameleden sonra acginin degeri 21,38”den 56,22"ye yilkselmistir. Amin
gruplarina ATRP baslatici baglanmasi asamasinda baslaticinin hidrofobik karakteri
nedeniyle ylizey daha hidrofobik hale gelmis, dolayisiyla ylizey temas agisi
56,22”den 80,63”ye yikselmistir. Son basamakta baslatici Gizerinden PEGMA-
siksinimidil ester fonksiyonlu polimerin sentezinde temas ag¢i Olglisiiniin degeri
80,63”den 66,65”e dismesi polimer ylzeyinde hidrofilik gruplarin olmasi
sebebiyle basarili bir polimerizasyonun gergeklestigini gosterdi. Tim bu ylzey
temas acisi Olglimleri ylizey modifikasyonlarinin basarili bir sekilde gerceklestigi

gostermektedir.
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Sekil 4. 2 A)Herhangi bir islem uygulanmamis cam yiizeyin temas agi 6l¢lsi, (B) —OH
fonksiyonlu cam yiizeylerin temas aci 6lgus, (C) —NH; fonksiyonlu cam yiizeylerin
temas agl 6l¢lisi, (D) Brom fonksiyonlu cam ylizeylerin temas agi 6l¢usd, (E) Polimer
sagakli cam yuzeylerin temas ag¢i 6l¢usl

Ayrica cam yulzeylerin polimer ve ardindan Con A ile basarili bir sekilde modifiye
edildigi Sekil 4.3’de gosterilen FT-IR spektrumlari ile desteklendi. 1734 cm™de
poli(PEGMA)" nin karakteristik piklerinden biri olan -C=0- bantlarinin polimer
fonksiyonlu ve Con A konjugati bulunan camlarda gorilmesine karsin brom gruplari
iceren camlarda gozlenmemesi, yine polimer sacakli ve Con A konjugatl camlarda 1500
cm civarinda gérilen —N-O- bandi basarili bir sentez oldugunu desteklemektedir.
1516 cm civarindaki pikin polimerik sacakli cam yiizeylere kiyasla Con A konjugath
cam vylzeylerde daha siddetli olmasi Con A’daki —NH piklerinden kaynaklandigini

dislindirmektedir.

e

r T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm™)

Sekil 4. 3 a) Con A konjuge edilmis cam yiizey, b) Brom fonksiyonlu cam ylizey c)
PEGMA- siiksinimidil ester fonksiyonlu sacaklar bulunduran cam yiizey.
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Cam ylizeyler, yesil florasans geni transforme edilmis E. coli ile muamele edilerek cam
ylzeyler florasans mikroskobunda incelenmistir. Bu basamakta bakteriler; hi¢ islem
gormemis, polimer fonksiyonlu ve Con A konjuge edilmis lg farkli cam ylizeyle inkiibe
edildi. Ayrica islem gérmemis bir cam ylzeyde E. coli ile muamele edilmis ancak hig
yikama yapilmadan pozitif kontrol olarak kullaniimigtir. Diger cam ylizey Ornekleri ise
distile su ile bolca yikandi. Sekil 4.4’de gorildugli gibi E. coli ile inkibe edilip
yitkanmayan cam ylizey lzerindeki bakteriler yesil floresans i1sima yaparak ¢ok net bir
sekilde gozlemlenirken; ayni cam ylizey yikandiginda hicbir bakteri gézlemlenmemistir.
Ayrica, vyuzeyinde polimerik sacaklar iceren cam vylzeylerde higbir bakteri
gozlemlenmezken, Con A ile konjuge edilmis ylzeylerde ise yesil florasans geni iceren
E. coli'nin varligi beklendigi Gzere kiimelenme seklinde gortlmustir. Con A'nin birden
fazla baglama bolgesinin olmasi bakterilerin kimelesmis sekilde goérilmesini

desteklemektedir.

Sekil 4. 4 a) GFP iceren E. coli ile muamele edilmis cam yiizey (pozitif kontrol), b E. coli

ile muamele edilmis ve yikanmis cam ylzey, c) E. coli ile muamele edilmis ve yikanmis

P(PEGMA-co-NMAS) fonksiyonlu cam yiizey, d) E. coli ile muamele edilmis ve yikanmis
P(PEGMA-co-NMAS) fonksiyonlu Con A ile dekore edilmis cam ylizey.
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Cam Yiizey

Sekil 4. 5 Concanavalin A ile konjuge edilmis polimer kapli hibrit cam ylizeyin
konjugasyon kimyasi

4.2 Polimerik Sagakli Mikrokiire Sentezi

Sacakli polimerik kirelerin karakterizasyonu 1sik mikroskobu, SEM, FT-IR, floresans
mikroskobu ve bradford tayini ile gerceklestirilmistir. Polimerlere ait mikroskop
goruntileri (Sekil 4.6) analiz edildiginde kirelerin ¢apalarinin 10-35 pum arasinda
olduklar tespit edilmistir. Polimer kirelerin FT-IR spektrumu (Sekil 4.7), karakteristik
tim bandlar icermektedir. Sonraki asamada elde edilen bu mikro kireler ATRP
polimerizasyonunda makro baslatici olarak kullanilacak ve mikro kiirelerin ylzeyi
NMAS monomerini de iceren fonksiyonel sacaklarla asilanacaktir. Elde edilen kirelere
ait SEM gorintileri Sekil 4.8'de gorilmektedir. Bu gorintilerde kirelerin oldukca

plrizsiz yuzeye sahip olduklari ve boyutlarinin 20-80 um oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 6 Stispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen brom fonksiyonlu mikro
kirelerin 11k mikroskobu goérintileri
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Sekil 4. 7 Stispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen brom fonksiyonlu mikro
kiirelerin (A) ve bu kirelerin PEGMA, NMAS kopolimerizasyonuyla ylizeyi modifiye
edilen polimerlerin (B) FT-IR spektrumlari

Elde edilen fonksiyonel sacakli polimerin ve oncil kiiresel polimerin FT-IR spektrumlari
(Sekil 4.7) karsilastinldiginda ylzeyi PEGMA kaplanan polimerin su tutma
potansiyelinden dolayr bu polimerin spektrumunda 3600 cm‘de hidroksil bandlari
gozlenmektedir. Ayrica karbonil bandlari bolgesinde 6nciil polimerin karbonil bagindan
kaynaklanan 1722 cm™‘deki keskin pike ek olarak PEGMA kapli yeni polimerde 1782
cm ve 1811 cm™ civarinda iki yeni karbonil bandi gézlenmektedir. Son olarak 1100 cm-

1 civarindaki eterik bandlarin modifiye edilen kiresel polimerin spektrumunda
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etilenglikol miktarinin artmasi nedeniyle genisledigi ve alanin arttigi goriilmektedir. Bu
sonuglar ATRP bagslatici fonksiyonlu kiresel polimerin ylzeyinin PEGMA ve NMAS'in

ATRP ile kopolimerizasyonu sonucu ylzeyinin modifiye edildigini gostermektedir.

Brom fonksiyonlu kiiresel polimerlerin farkli boyutlardaki SEM gorintisa sekil 4.8’de
gorilmektedir. Kirelerin purizstiz bir sekilde Uretildigi belirgin bir sekilde
gdzlemlenmektedir. Onciil polimer ile modifiye edilen polimerin Sekil 4.9’da gésterilen
SEM gorintilerinde bakildiginda ise modifiye polimerin yizeyinin plrizIGlGginin
arttig1 gortilmektedir. Ayrica kiiresel polimerlerin sacaklarin sentezi sirasinda kimyasal
ve fiziksel stres altinda olmalari nedeniyle bir kismininda parcalanmalarin oldugu
gorilmektedir. Benzer durum Karagoz vd tarafindan yapilan benzer bir calismada da
gozlemlenmistir (Karagoz vd., 2010). Elde edilen bu sacakli kiiresel polimer, sahip

oldugu stksimimidil esterler vasitasiyla protein konjugasyonunda kullanilacaktir.

Sekil 4. 8 Stispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen brom fonksiyonlu mikro
kiirelerin farkh biylitme oranlarinda taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintileri
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Sekil 4. 9 ATRP ile ylizeyinde P(PEGMA-co-NMAS) sacaklar olusturulan mikro kiirelerin
farkli buylitme oranlarinda taramali elektron mikroskobu (SEM) gorintileri

Cizelge 4. 1 Concanavalin A mikatirinin Bradford Testi ile belirlenmesinde kullanilan
kalibrasyon egrisi icin hazirlanan 6rnekler ve konsantrasyonu bilinmeyen 6rneklerin
absorbans degerleri

0,1 mg/mL 595

stok Distile | Bradford nm’deki
C(mg/mL)

Concanavalin Su (ul) | ajani (ul) absorbans

A gozeltisi (pl) degeri
0,0 0 800 200 0,403
0,002 20 780 200 0,423
0,004 40 760 200 0,451
0,006 60 740 200 0,466
0,008 80 720 200 0,466
0,01 100 700 200 0,520
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Gizelge 4. 2 Concanavalin A mikatirinin Bradford Testi ile belirlenmesinde kullanilan
kalibrasyon egrisi icin hazirlanan érnekler ve konsantrasyonu bilinmeyen 6érneklerin
absorbans degerleri (devami)

Ust Sivi Faz
60 740 200
(x0,1) 0,459
Yikama Fazi 60 740 200 0,406
0,55_. ——0,0 mg/mL
] —— 0,002 mg/mL|
0,504 | T 506 mym]
1 —— 0,008 mg/mL
0,45 | ——0.,01mg/mL

0,40
0,35

0,30

Absorbance

0,25
0,20 {
0,15

0,10

N T T T N T T T N T N 1
400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Sekil 4. 10 Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Concanavalin A ¢ozeltilerinin 400-700
nm araliginda alinan UV-Vis spektrumlari. Kér numune olarak su kullanilmistir.

0,55
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=
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3 045
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Sekil 4. 11 Concanavalin A’nin Bradford Testi icin hazirlanan kalibrasyon egrisi
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Elde edilen veriler isiginda ilk santriflij sonrasi elde edilen st sivi fazda bulunan
Concanavalin A konsantrasyonu 0,905 mg/mL bulunmustur. Daha sonra yapilan iki
yikama isleminden sonra elde edilen yikama fazinda protein konsantrasyonu 0,050
mg/mL bulunmustur. Buna gore konjugasyon ¢ozeltisinde bulunan Concanavalin A'nin

baglanma miktari 0,225 mg’dir (5 mLx0,045 mg/mL).

Sekil 4.12'de verilen SEM gorintilerinde protein konjuge edilen kiiresel sacgakli
polimerin ylzeyinin, bromo fonksiyonel kiresel polimere ve sagakh kiiresel polimere
oranla daha purizli oldugu gorilmektedir. Bu durumda konjugasyonla birlikte ortaya

citkmaktadir.

Zone Mag = 20,08 KX

Sekil 4. 12 Siispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen brom fonksiyonlu mikro
kirelerin (a), bu bromo fonksiyonel kiirelerden ATRP ile elde edilen sagakli kiirelerin
(b) ve sagakli polimere Concanavalin A konjugasyonu sonrasi elde edilen kirelerin (c

ve d) taramali elektron mikroskobu (SEM) goériintileri

Elde edilen Concanavalin A-mikrokire konjugatinin Sekil 4.13’de verilen karsilastirmali

FT-IR spektrumu da konjugatin olustugu yoniinde bilgi vermektedir.
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Sekil 4. 13 Siispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen brom fonksiyonlu mikro
kirelerin (A) ve bu kiirelerin PEGMA, NMAS kopolimerizasyonuyla yiizeyi modifiye
edilen polimerlerin (B) FT-IR spektrumlari

Polimerik sacakli mikrokiirelere Concanavalin A konjugasyonundan sonra vyesil
floresans geni eksprese eden E. Coli hicreleri ile muamele edilmistir. Sekil 4.14’de
goraldugl gibi Polimerik sacakh mikrokirelerin E. coli (GFP) ile muamelesi sonucu
yilkanmadan, 10 kez yikanarak ve 15 kez vyikanarak floresans mikroskobunda
goruntileri alinmistir. Elde edilen sonuglar Concanavalin A konjuge edilmis polimerik
kiirelerin E.coli (GFP) ile muamelesinden sonra 15 kez yikanarak elde edilen
gorintilerle karsilastiriimistir. Elde edilen sonuglara gére Con A konjugeli kireler E.
coli’lerin  belirlenmesinde  basari  gostermistir.  Ancak  sagakli  kirelerin
polimerizasyonunda Cu katalizér kullanilmis ve bu metal kirelere etkili bir sekilde
tutundugu icin floresans mikroskobunda isima vermektedir. Bu olumsuz duruma
ragmen vyikanan ve yikanmayan kirelerin yaptigi i1sima yogunlugu bakterilerin

yakalandigini etkili bir sekilde kanitlamaktadir (Sekil 4.15).
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E.coli(GFP)+Mikrokiire E.coli(GFP)+Mikrokiire E.coli(GFP)+Mikrokiire E.coli(GFP)+Mikrokiire
ConA(-) ConA(-) ConA(-) Con A (+)
yikanmamig yikanmig (x10) yikanmig (x15) yikanmig (x15)

Sekil 4. 14 Con A ile dekore edilmis polimerik sagakli kiirelerin GFP eksprese eden E.coli
ile muamelesi sonucu floresans mikroskoptaki goriintiileri

4.3 Isikta Pargalanir Mikro-Nano Kiire Sentezi

Bu ¢alismada Passerini Reaksiyonu ile i1sikta parcalanir ¢apraz baglayici sentezi, mikro
kiire ve nanokiire eldesi igin sirasiyla slispansiyon polimerizasyonu ve mini-emiilsiyon
polimerizasyonu gergeklestirilmistir. Son olarak kirelerin UV 1sik altinda par¢alanmasi

incelenmistir.

=>=°
Suspansiyon
O Polimerizasyonu
NH NO, 0 : i

D=60 pm

Passerini
Reaksiyonu

NO, NH bty
9 Miniemulsion
o Polimerizasyonu T~ Polimerik Parc¢alanmis

°=<— D=600 nm Yap1 Polimerler

Sekil 4. 15 Isikta parcalanir mikro ve nano kiirelerin sentez ve foto pargalanma
basamaklari



Bu c¢alismada ilk olarak 1,6-diizosiyanohekzan, 2-nitrobenzaldehit ve akrilik asit
kullanilarak Passerini Reaksiyonu gerceklestirilmis ve o-nitrobenzil ester fonksiyonlu
capraz baglayici elde edilmistir (Sekil 4.16). Elde edilen bu capraz baglayici FT-IR ve H
NMR spektroskopisi ile analiz edilmistir. Sekil 4.17'deki C ile gosterilen spektrumunda,
1530 m™? ve 1350 cm™Ydeki bantlari capraz baglayicida bulunan nitro gruplarini
gostermektedir. Ek olarak 1730 cm™*deki bant C=0 baglarini, 1200 cmYdeki bant ise
capraz baglayicinin ucunda bulunan alken gruplarini temsil etmektedir. Yine sekil
4.17’deki B spektrumu isikta pargalanir mikro kirelerin FT-IR egrisini gdstermektedir.
Burada 1750 cm™Y’de siddetli olarak gériilen bant poli(metilmetakrilat)in karakteristik
bir banti olan C-O baglarini gdstermektedir. Ayrica 3086 cm™Ydeki bant aromatik
gruplari temsil etmekte bu da polimer igerisindeki yogun c¢apraz bag oranini

gostermektedir.

THF , RT

o 0 NO, ) |
+ -c* £ NO, ———— NH (o)
\)J\ c N\/\/\/\N+c- 2 0 ~ > ">"NH
OH ‘
P4 0

(o}

Sekil 4. 16 Passerini Reaksiyonu ile 1sikta parcalanir ¢capraz baglayici sentezi

a.u.

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm’1)

Sekil 4. 17 Isikta parcalanir nanokiirenin (A), mikrokire (B) ve ¢apraz baglayicinin (C)
FT-IR spektrumu
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FT-IR Spektroskopisinde ile elde edilen sonuclar *H NMR Spektroskopisi ile
desteklenmistir. Sekil 4.18’de isikta pargalanir capraz baglayicinin *H NMR analizini
gostermektektedir. 7,81 ve 8,04 ppm arasindaki 4 pik aromatik gruplari temisil
etmektedir. Molekilin u¢ kisminda bulunan cift bagdaki ¢ protona ait pikler
beklendigi gibi 6,00-6,80 ppm civarinda gorilmustir. Burada en ayirt edici olan durum,

“e” ile isaretlenmis proton 6,73 ppm’e kadar kaymis olan bir singlet pik vermesidir.

|
a bcd I I
| \‘ | |
! |
I
S M - L-_JL N .._JbJ
838 88 § 8 g 3 83
L L] l L B B | l Ll L] T L) ' L) L) L L] ' L] T L l L] LI B l Ll L) L) L) ' L L) L L] 'I L] T L] Ll
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t1)

Sekil 4. 18 UV Isikta parcalanir ¢capraz baglayicinin FT-IR analizi

Elde edilen verileri destekleyen diger bir analiz 1sikta pargalanir ¢capraz baglayicinin
degredasyon sonucudur. Capraz baglayici THF'te ¢oOziilerek 1 saat UV i1siga maruz
birakilmistir. Kromofor grubun parcalanmasi sonucu ¢ozeltinin renginde koyulasma
gorilmis ve UV Spektrometredeki absorbansi 450 nm’den 500 nm’ye kaymistir (Sekil

4.19)
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Sekil 4. 19 Isikta pargalanir gapraz baglayicinin UV spektroskopisindeki degredasyon
oncesi (Siyah egri) ve bir saat degredasyon sonrasi sonucu (kirmizi egri)

Mikrokiire ve nanokireler sirasiyla slispansiyon ve miniem{lsiyon
polimerizasyonlariyla elde edilmistir. Polimerizasyon boyunca en temel nokta ¢apraz
baglayicinin ¢6ziinmis olmasidir. Bu sebeple iki polimerizasyon igin de kloroform
secilmistir. Kloroform organik faz icerisindeki homojen ¢ozindrligin yanisira polimer
zincirlerinin ~ kontrolli uzamasina da yardimci olur. Basarili  bir sentez
gerceklestirildiginin diger bir sonucu solventin pargalanma Uzerindeki etkisini gosteren
¢Ozlinlrlik testidir.Bu amacla, 20 mg isikta parcalanir mikrokiire solvent icerisinde
karanlik ortamda 15 giin bekletilmis ve solvent kismindan numune alinarak H NMR’
incelenmistir. Diger 6rnek ise 48 saat yaklasik 350 nm. ‘de solvent igerisinde maruz
birakilmis ve karanlikta bekletilen 6rnekte oldugu gibi solventten numune alinarak H
NMR’da incelenmistir. Sekil 4.20 (A)’ da goruldigi gibi 1-2 ppm araliginda goriilen

zayif pikler capraz baglarin sismesi sonucu ¢oziicliye gecen monomer safsizliklaridir.
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Sekil 4. 20 A) 15 guin karantikta THF icerisinde bekletilen mikrokireler ile B) 48 saat UV
IsIga maruz birakilan mikroktrelerin NMR Spektrumlari

Literatirden de bilindigi gibi UV i1siga maruz birakildiginda o-nitrobenzil ester
fonksiyonlu isikta parcalanir capraz baglayicidan karboksilik asit grubu uzaklasmaktadir

(Sekil 4. 21).

(o] NO, (o]

Mo NH\/\/\//‘NH o\d

(o] O,N (o]

A=350 nm
o NO

HO

MOH'F o NHWNH o -+

e} NO o

Sekil 4. 21 O-nitrobenzil ester fonksiyonlu capraz baglayicinin UV isik altinda foto
parcalanma mekanizmasi
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Mikro ve nanokirelerin pargalanabilirligi 15182 maruz birakilarak test edilmistir. Bunun
icin 50 mg mikro veya nano kiire kuartz tipe yerlestirilmis ve 10 mL THF eklenmistir.
Fotoreaktorde yaklasik 350 nm UV 1sik uygulanarak 6 saat araliklar ile 1 mL numune
alinarak UV-Vis spektroskopisinde incelenmistir. Sekil 4.22 ve 4.23’de goruldugi gibi
absorbansla dogru orantil bir artis gortilmektedir. Bu da kromofor gruplarin ¢oziicliye

gecmesi ¢ozlclnlin renginin koyulasarak absorbansi arttirmasi sonucu gergeklesir.

[fime ——1t=0h

3,0 1
t=6 h
25| —1t=12h
| ——t=18 h
g 204 | ———t=24 h
- . t=30 h
2 1541 ——1t=36h
< ——t=42h
07 ——t=48h
0,5 -
0,0

T r T ' T T 1
500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

T g T
350 400 450

Sekil 4. 22 THF igerisindeki mikrokurelerin UV i1s18a maruz birakildiktan sonra her alti
saatteki UV spektrumu
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Sekil 4.23 THF icerisindeki nanokirelerin UV i1si8a maruz birakildiktan sonra her alti
saatteki UV spektrumu

Mikro kireler 1sitk uygulanmadan ve 24 saat 1sik uygulandiktan sonra 1sik
mikroskobunda incelenmistir. Sekil 4.24’te A1l ve A2 resimleri kirelerin t=0 anindaki
durumlarini géstermektedir. Kireler yuvarlak ve belirgin bir sekle sahiptir. 24 saat
sonra (B1-B2) kiirelerin 1sikla degredasyon sonucu pargalandigi partikillerin dizensiz

sekillerinden anlagiimaktadir.

Sekil 4. 24 Isikta parcalanir mikrokirelerin parcalamma oncesi (A1, B1) parcalanma
sonrasi gorantileri (A2,B2)

Sekil 4.25'te isikta parcalanmayi kanitlayan diger bir calismadir. UV 1siga maruz

birakilmayan mikrokiireler (A) ve nanokirelerin (C) acik sari renkte oldugu
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gorilmektedir. 48 saat boyunca parcalanma sonrasi hem mikrokiireler (B) hem de
nanokireler (D) agiga ¢ikan kromofor gruplar sonucu koyu kahve renge donlismustdr.
Ayrica pargalanma oOncesi granil halde bulunan polimerik partikillerin jel formuna

gectigi de parcalanmanin basarisini kanitlayan diger bir sonugtur.

Sekil 4. 25 Isikta parcalanir polimerik kirelerin degredasyon dncesi ve sonrasi
gorintileri, 1sikta pargalanir mikro kiire 6ncesi (A)- sonrasi (B), 1sikta pargalanir
nanokiire 6ncesi(C)-sonrasi (D)

Polimerik mikro ve nanopartikillerin morfolojileri SEM goriintileriyle incelenmistir.
Parcalanmadan 6nce mikro kireler Sekil 4.26 (al,b1,c1) ve nanokdreler Sekil 4.27 (al,
b1) pirizstiz polimerik kiireler halindeyken 48 saat 1sitk uygulandiktan sonra

birbirlerine girmis, yumusak ve sekilsiz bir form almistir.
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Sekil 4. 26 Isikta pargalanir mikrokirelerin par¢alanma 6ncesi(A1,B1,C1) ve sonrasi
(A2,B2,C2) goruntdleri

Sekil 4. 27 Isikta parcalanir nanokirelerin parcalanma 6ncesi(A1,B1) ve sonrasi (A2,B2)
goruntuleri
Sonuc olarak gerceklestirilien bu tez kapsaminda Concanavalin A konjuge edilmis
biyoaktif polimer-cam hibrit ylizey, yine Concanavalin A ile dekore edilmis sacakli
polimerik mikrokureler ve isikta parcalanir polimerik mikro ve nano boyutlu kireler
hazirlanmistir. Concanavalin A konjuge edilmis polimerik cam yizeyler hazirlanirken
PEG bazli biyouyumlu polimer elde etmek icin PEGMA monomeri ve stksinimidil ester
reaktif grubu elde etmek icin NMAS monomerleri kullaniimistir. NMAS monomerinin

sahip oldugu NHS gruplarinin amin reaktif oldugu bilimekte bu 6zellik kullanilarak
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polimerik sacaklara protein konjugasyonu gergeklestirilmistir. Concanavalin A’nin glikoz
ve mannoz reaktif olmasi da bakterilerin hiicre duvarinda eksprese edilen mannoz
reseptorlerine baglanma ve bakteri belirlenmesi amaciyla tercih edilmistir. Yapilan
¢alismada Concanavalin A konjuge edilmis polimer-cam hibrit yizeylerin yiksek
afinitede baglanma gerceklestirdigi gorilmdistir. Ayrica sistemin amin grubu iceren
antikor, cesitli proteinler, hiicre gibi c¢esitli bioaktif yapilarla kolayca modifiye
edilebilecegi ve boylece biyogorintlileme biyosensor uygulamalari icin blylk bir

potansiyel tasidigi calismada gosterilmistir.

Concanavalin A ile dekore edilmis sacakli mikrokireler de cam yiizeylerde oldugu gibi
PEGMA ve NMAS monomerleriyle hazirlanmistir. Sacaklara konjuge edilen
Concanavalin A proteini yesil floesans proteini (GFP) eksprese edilen bakterilerin
belirlenmesinde kullaniimistir. Polimerlerik kiirelerin Gizerinde sagaklarin olusturulmasi
reaksiyon ortaminda etkili bir sekilde hareket etmesini boylece hedefin kolaylikla
yakalanmasini saglamaktadir. Ayrica mikrokirelerin  ¢ozinlrlik g&stermemesi
sistemden kolaylikla uzaklastiriimasini miimkin kilar. Cam-polimer hibrit ylzeylerde
oldugu gibi amin grubu igeren bir yapiyla kolaylikla konjugasyonu imkanlh kilar.
Ornegin, tez kapsaminda sentezlenen bu mikrokiireler bir enzimle konjuge edilerek
mikro boyutlu bir reaktér sistemi olusturmasini miimkiin kilmakta bu sebeple sistem

bliyik 6neme sahiptir.

Son olarak tez calismasinda isikta parcalanir mikro ve nanokiirelerin sentezi ve
parcalanma ¢alismasi gergeklestirilmistir. Calismanin  dénim noktasi mikro ve
nanokuirelerin sentezi icin 1sikta parcalanir ¢capraz baglayicinin Passerini reaksiyonu ile
sentezlenmesidir. Passerini reaksiyonu c¢oklu bilesen reaksiyonudur ve yumusak
kosullar altinda ylksek verimle gerceklesir. Cevresel uyarilara yanit olusturan
polimerlerin sentezi genellikle ¢oklu basamaklar gerektirir. Gergeklestirilen bu
yontemle bu islem tek basamaga distrilmistlir. Parcalanma calismasinda ise
polimerik kirelerin yavas ve kontrolli bir sekilde parcalandigi gozlemlenmistir. Bu
karakteristik 0Ozellikle ilag salim sistemleri icin kontrolli salimda bilylik ©6nem
tasimaktadir. Tez calismasinda degredasyon islemi UV 1sik altinda gerceklestiriimesine
ragmen literatlirde o-nitrobenzil gruplarinin NIR stk altinda etkin bir sekilde
parcalandigi gosterilmistir. Bu sebeple viicut igi kullanimda igin umut vaadedicidir.
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