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Ph- DUYARLI KIRILABILiR KOVALENT BAGLARLA iSLEVLESTIRILEBILiR YENI TiP
POLIMERLERIN HAZIRLANMASI

OZET

Bu ¢aligma konusunda, alkol grubu i¢eren hedef molekiiller ile silil eter baglari olusturacak sekilde yan
dallarinda fonksiyonel gruplar igeren polimerler hazirlanmasi amaglandi. Bu amag icin silil eter kloriir
grubu iceren yeni tip monomerler sentezlendi ve bu monomerlerin hidrofilik monomerler ile RAFT
(Tersinir Katilma-Ayrisma Zincir Transferi) polimerizasyonlari ile gergeklestirildi. Elde edilen
fonksiyonel polimerlere alkol grubu iceren model molekuller asidik ortamda hidroliz olabilir silil eter
gruplartyla baglandi. Kullanilan monomerler silisyum atomu tizerindeki alkil gruplar1 degistirilerek elde
edilen ti¢ farkli yapida olusturuldu. Silil eter grubu bazik ortamda kararli ama asidik ortamda hidroliz
olabilen bir yap1 sahip olmasindan dolay: silisyum atomu iizerinde bulunan kii¢iik alkil gruplan silil
eterlerin asidik ortamda daha kolay hidroliz olmasini saglarken sterik olarak daha hacimli siibstitiye
gruplar silil eter hidrolizinin daha yavas olmasim saglamaktadir. Bu farkliliktan yararlanilarak, alkol
grubu igeren molekiillerle islevsellestirilmis polimerlerin asidik sartlarda silil eter grubunun kirilmasi
ile bagli molekiilleri salmasi amaglandi. Farkli oranlarda reaktif monomer igeren polimerlerin
hazirlanmas: ile polimerik platformlara istenen seviyede hedef molekiillerin baglanabilmesi miimkiin
olmustur. Hazirlanan bu yeni tip reaktif polimerlere farkli yapida alkol grubu igeren model molekiiller
baglanmustir. Sentetik olarak reaktif monomerlerin ve polimerlerin sentezi, islevsellestirilmesi agisindan
optimum sartlar arastirilmistir.

Calismanin temel amaci olan alkol grubu igeren molekiiller ile spesifik olarak asidik sartlarda kirilabilen
silil eter bagi yaparak islevsellestirilebilecek reaktif polimerler hazirlanmasidir. Bu amag ile birlikle silil
eter gruplarinin uygun sartlarda hidrolizi sonucu baglanilan molekiillerin polimerden ayrilmasi
hedeflendi. Yine reaktif monomer olarak kullamlacak silil kloriir yapisindaki alkil gruplarinin degigimi
ile hidroliz hizlarinin ayarlanabilmesi amaglandi. Calisma konusuna ek olarak gelistirilebilmesi, bu tarz
bir fonksiyonel polimer tasariminin potansiyel bir uygulama alam kontrollii ila¢ salimi yapabilen
polimer-ilag konjugatlarinin hazirlanmasi olabilir.

Anahtar Kelimeler: Polimerik malzemeler, pH- duyarh polimerler, reaktif polimerler, polimer-ilag
konjugatlar
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PREPERATION OF NOVEL POLYMERS FUNCTIONALIZABLE WIiTH PH SENSETIVE
CLEVABLE COVALENT BONDS

ABSTRACT

In this study, it was aimed to prepare polymers containing functional groups on their side branches in
such a way as to form silyl ether bonds with target molecules containing an alcohol group. For this
purpose, new type of monomers containing a silyl ether chloride group were synthesized and these
monomers were carried out by RAFT (Reversible addition- fragmentation Chain Transfer)
polymerizations with hydrophilic monomers. The resulting functional polymers were connected to
model molecules containing alcohol groups with silyl ether groups that can be hydrolyzed in an acidic
environment. The monomers used were created in three different structures obtained by changing the
alkyl groups on the silicon atom. Since the silyl ether group has a structure that is stable in basic
environment but can be hydrolysed in acidic environment, small alkyl groups on the silicon atom allow
silyl ethers to be hydrolysed more easily in acidic environment, while sterically more voluminous
substitution groups allow silyl ether hydrolysis to be slower. Taking advantage of this difference, it was
aimed that polymers functionalized with molecules containing an alcohol group release bound
molecules by breaking the silyl ether group under acidic conditions. By preparing polymers containing
reactive monomers in different proportions, it has been possible to bind target molecules to polymeric
platforms at the desired level. Model molecules containing alcohol groups of different structure were
attached to these new type of reactive polymers prepared. The optimum conditions for the synthesis and
functionalization of synthetically reactive monomers and polymers have been investigated. The main
purpose of the study is to prepare reactive polymers that can be functionalized by making a silyl ether
bond that can be broken under acidic conditions with molecules containing an alcohol group, which is
the main goal of the study. For this purpose, it was aimed to separate the bound molecules from the
polymer as a result of hydrolysis of the silyl ether groups under appropriate conditions. Again, it was
aimed to adjust the hydrolysis rates by changing the alkyl groups in the silyl chloride structure to be
used as a reactive monomer. In addition to the subject of the study, a potential application area of this
kind of functional polymer design could be the preparation of polymer-drug conjugates capable of
controlled drug release.

Keywords: Polymeric materials, pH-sensitive polymers, reactive polymers, polymer-drug conjugates






1. GIRiS

Bu ¢alismada, alkol grubu iceren hedef molekiiller ile silil eter baglar1 olusturacak sekilde yan
dallarinda fonksiyonel gruplar i¢eren polimerler hazirlanmasi ve islevsellestirilmesi ¢aligmalari
gerceklestirilmistir.  Proje, U¢ farkli reaktif monomer sentezi/karakterizasyonu, bu
monomerlerin hidrofilik PEG bazl monomerler ile kopolimerlerinin
hazirlanmasi/karakterizasyonu, polimerlere hidroliz olabilir silil eter gruplar1 araciligiyla alkol
grubu igeren model molekiillerinin baglanmasi/karakterizasyonu, farkli pH sartlarinda

polimerlere baglanan molekiillerin salimlariin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu tarz polimerik malzemelerin 6nemli bir kullanim alan1 pH degisimi ile ila¢ salim miktar:
kontrol edilebilir polimer-ilag konjugatlarinin hazirlanmasi olabilir. Ayrica, literatiirde 6rnegi
olmayan bu tarz reaktif polimer hazirlanmasi ve bunlardan gelistirilebilecek teknolojik
malzemeler lilkemizin 6nemli bir aktdr olma yolunda ilerledigi ila¢ ve biyomedikal iiriinler

endiistrisinde yliksek katma degerli Uiriinler gelistirilebilmesine olanak saglayabilir.

1.1 Tezin Amaci

Bu tez calismasinda, alkol grubu igeren molekiiller ile spesifik olarak asidik sartlarda kirilabilen
silil eter bag1 yaparak islevsellestirilebilecek reaktif polimerler hazirlanmasi amaglandi. Silil
eter gruplarinin uygun sartlarda hidrolizi sonucu baglanan molekiillerin polimerden ayrilmasi
hedeflenmistir. Yine reaktif monomer olarak kullanilacak silil kloriir yapisindaki alkil
gruplarinin degisimi ile hidroliz hizlarinin ayarlanabilmesi amaclanmisgtir. Bu tarz bir
fonksiyonel polimer tasariminin potansiyel bir uygulama alani kontrollii ila¢ salimi yapabilen
polimer-ila¢ konjugatlarnin hazirlanmasi olabilir.  Alkol grubu (R-OH) igeren hedef
molekiiller ile tepkimeye girdiginde asidik ortamda hidroliz olabilen silil eter bag1 yapabilecek
ti¢ farkli dialkil silil eter kloriir bazli metakrilat monomer sentezlenmistir. Sentezlenen
monomerlerde silisyum atomu tizerindeki substitiiye alkil gruplar1 degistirilmis, bu sayede nihai
olarak elde edilecek islevsellestirilmis polimerlerden hedef molekiillerin saliminin ayarlanmasi
hedeflenmistir. Radikal polimerizasyonlar1 RAFT yontemiyle, termal baglatict varliginda
yapilmis ve daha sonra reaktif monomer oranlar1 %10, %20 ve %30 olarak degistirilerek farkl
kompozisyonda kopolimerler elde edilmistir. Sentezlenen monomerler, kopolimerler ve
islevsellestirilmis polimerler NMR, FT-IR, LC-MS, GPC gibi analiz yontemleri ile karakterize
edilmistir. Alkol igeren molekiil ile islevsellestirilmis polimerlerden silil eter baginin hidrolizi
ile hedef molekiil salim1 degisik asiditedeki tampon ¢ozeltilerde (pH: 5.0, pH: 6.0 ve pH 7.4)

arastirtlmustir.






2. TEORIK BiLGi

2.1 Yan Dallarinda Islevsellestirilebilir (Fonksiyonel) Reaktif Gruplar iceren Polimerler

Fonksiyonel veya fonksiyonellestirilebilir polimerler, kimyasal olarak reaktif fonksiyonel
gruplarin yapiya bagli oldugu makromolekiillerdir. Polimerler tizerinde bulunan reaktif gruplar,
cesitli kimyasal bilesiklerin yapiya baglanmasina izin vermektedir. Polimer islevsellestirmenin
amacl, tasarlanan malzemelere yeni 6zellikler (6rn. kimyasal, biyokimyasal, fizikokimyasal)
kazandirmaya dayanmaktadir [1]. Fonksiyonel polimerlerin uygulama alanlari, kati destekli
katalizorlerin imalatini, biyoimmobilizasyon ve biyokonjugasyon sablonlarini, optoelektronik
uygulamalari (iletken polimerler, manyetik polimerler), ylizey kaplama malzemelerini ve daha
bircok farkli teknolojik/endiistriyel uygulamayi igerebilir [2]. Fonksiyonel polimerlerin
hazirlanmasi, farkli stratejiler kullanilarak gergeklestirilebilir. ilk basit yontem, radikal, iyonik
polimerizasyon veya diger polimerizasyon teknikleri kullanilarak bircok fonksiyonel polimerin
sentezlenebildigi fonksiyonel grup igeren monomerlerin polimerizasyonunu igerir. Bagka bir
strateji, tam olarak konumlandirilmis fonksiyonel ug¢ gruplari tasiyan polimerlerin sentezini
icerir. Fonksiyonel grup igeren monomerlerin homo polimerizasyonu ya da farkli monomerler
ile gerceklestirilebilecek kopolimerizasyonu sonucu reaktif polimerlerin hazirlanmasi 6nemli
avantajlar sunmaktadir. Bunlar arasinda istenen polimer molekiiler agirliginin kontrolii ve
reaktif monomer oraninin ayarlanabilmesi gelmektedir. Ozellikle fonksiyonel polimerlerin
biyomedikal uygulamalarinda yan dallarda bulunan reaktif gruplar biyolojik streclerde belirli
gruplara baglanabilen veya miidahale edebilen ligandlar olarak kabul edilebilir [3]. Ilag tagima
uygulamalarinda, ilaglar, hedefleme gruplar1 veya goriintilleme ajanlart polimerlere
yuklenebilir [4]. Polimer yan zincirlerinde bulunan reaktif gruplarin konsantrasyonu,
baglanacak hedef molekiillerin miktarinin kontroliine izin verir. Sekil 2.1 ’de yan dal

fonksiyonel polimerler ve yayginca kullanilan iglevsellistirme tepkimeleri gosterilmistir.
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Sekil 2.1.Yaygin olarak kullanilan yan dal reaktif polimerler ve islevsellestirme
tepkimeleri

Reaktif monomer yapisinda bulunan ve spesifik sartlarda kirilabilen (pH degisimi, redoks
tepkimeleri, UV ya da termal yolla kirilma) fonksiyonel gruplarin bulunmasi durumunda, bu
monomerlerden elde edilen polimerler ortam sartlarina goére yapisal, morfoloji degisim
gostererek ‘akilli’ ya da ‘tepkisel’ davranabilmektedir [5]. Yine bu reaktif monomerlere
baglanan hedef molekiiller, ortam sartlarinda degisiklikler ile kirilabilir gruplarin bozunmas1
sonucunda polimerden ayrilabilmektedir. Bu tarz makromolekiiler tasarim yaklasimlari farkli
uygulamalarda reaksiyon sartlarim1 kontrol ederek, istenen sonucun alinmasina olanak
saglamaktadir. Sekil 2.2°de fonksiyonel polimerlerin eldesinde yayginca kullanilan spesifik
sartlarda kirilabilir reaktif gruplar gosterilmistir.
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Sekil 2.2 Polimer zincirinden farkli sartlarda kirilim sonucu bagli bulunan molekiillerin
salindig sistemler

2.2 Yan Dallarinda Kirilabilir Fonksiyonel Gruplar iceren Polimerler: Potansiyel lag

Tasima Sistemleri

Hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan geleneksel tedavi yontemlerinde tabletler ve kapsiiller oral
yoldan alinmakta ya da ila¢ dogrudan damar yoluyla enjekte edilmektedir. ilacin alimina
miiteakip kandaki konsantrasyonu hizla artmakta, bir miiddet sabit kaldiktan sonra hizla
azalmaktadir. Arzu edilen terapotik etkinin saglanabilmesi i¢in ilacin plazmadaki
konsantrasyonun belli bir seviyede tutulmasi bunun i¢in de sik ve tekrarlanan dozlarda alimi
gerekmektedir [6]. Bu siirecte ilacin kan plazmasindaki konsantrasyonu etkin diizeyin altina
inebilmekte ya da toksik seviyelere cikabilmektedir. Etkin diizeyin altindaki ve toksik
diizeydeki ilag derisimleri ise viicutta beklenen fayday:1 saglayamayan bosa harcanmis ilag
miktarlarini ifade etmektedir. Bu seviyelerdeki ila¢ konsantrasyonlar: hastada istenmeyen yan
etkilere de neden olabilmektedir. Kandaki ilacin hasta dokularla beraber saglikli dokularda
dahil olmak tiizere biitlin viicuda dagilmas1 bir bagka problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Vucudun hastalikli ilgili bolgelerine ilact tastyip birakabilen ya da uzun siireli ve diizenli ilag
salimi saglayan kontrollii salim sistemleri sozii edilen yan etkileri ortadan kaldirabilmek igin
diistiniilmiistiir ve son yillarda bu tiir sistemlerin gelistirilebilmesi husunda buyuk ilerlemeler

kaydedilmigtir [7]. Kisa siirede kontrollii ila¢ salim sistemleri kardiyoloji, oftalmoloji,
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endokrinoloji, onkoloji ve immiinoloji basta olmak tizere tibbin hemen her dalinda etkili
olmustur. Kontrollii ila¢ saliminin faydalar1 su sekilde 6zetlenebilir: 1) Fayda saglayict ve
tedavi edici oranda ila¢ diizeyinin korunmasi, 2) biitiin viicut dokular1 yerine salimin belirli
hiicre tipi ya da dokuya hedeflenebilmesi sayesinde zararli etkilerin azaltilmasi, 3) tedavide
ihtiya¢ duyulan ila¢ miktarinin azaltilabilmesi, 4) ilaglarin stabilitelerinin artirilabilmesi ve
hidrofobik yapidaki ila¢ molekiillerinin ilgili dokularca alimimin kolaylastirilmasi, 5) kisa
yarilanma Omriine sahip ilaglar (6rnegin proteinler ve peptid ilaglar) icin ila¢ yonetiminin
kolaylagtirilmasi gibi hususlardir. Kontrollii salim sistemlerindeki hizli gelisim, yalnizca
sunduklar1 avantajlarla sinirli degildir. Yeni bir ilacin bulunmasi, gelistirilmesi ve patentinin
almmasi uzun siiren arastirma ve gelistirme faaliyetlerini gerektirmektedir. Bu sebeple, ilag
firmalar1 arastirmalarini, yeni ilaglarin gelistirilmesi yerine, mevcut ilaglarin kullanim dmriinii
ve etkinligini uzatmaya yoneltmektedirler. Bunun i¢in de kontrollii salim formiilasyonlari
gelistirilmektedir. Ila¢ salinim sistemleri i¢in polimer tabanli malzemeler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yapilar genellikle yliksek molekiiler agirliga sahip miseller, dendrimerler,
polimerler, hidrojeller ve nano ve mikro kapsulleri icermektedir [8]. Bu malzemelerde ilag
yapiya kovalent olarak kirilabilir baglarla baglanabilmekte ya da yapinin i¢ine hapsedilerek
yavas yavas salinmasi saglanmaktadir [9]. Buna ek olarak ila¢ tasiyici sistemlere ilacin viicutta
etki ettigi bolgeyi incelemek i¢in gorlintiileme ajanlar1 baglanabilmekte ya da hedefleyici
molekiil baglayarak ilacin etki etmesi istenen bolgeye giderek orada aktivite gdstermesi
saglanabilmektedir [10-12]. Polimerik ila¢ tasima sistemleri igerisinde suda ¢oziinebilir
polimerlere ila¢c molekiillerinin kovalent olarak baglandigi polimer-ilag konjugatlarinin ayr1 bir
Oonemi vardir [13-16] (Sekil 2.3). Bu tarz sistemlerde belirlenen polimerik ana zincire terapotik
etki gostermesi beklenen organik molekiiller, peptitler ya da benzer yapilar spesifik fonksiyonel
gruplarin tepkimesi ile baglanmaktadir. Kovalent baglanmay1 saglayan baglayici gruplar
(linker) konjugat vucut icerisinde plazma ya da dokularda iken enzim aktivitesi veya hidroliz
sonucu kirilmakta ve terapodtik ajan serbest kalmaktadir. Baglayici grubun kimyasal olarak
yavas ve diizenli kirilmasi kontrollii ila¢ salimina olanak vermektedir. Viicut igerisinde istenen
bolgede ila¢ akiimiilasyonunun saglanmasi ise EPR (enhanced permeability retention-
arttirllmis gecis ve alikonma) etkisi ile pasif yoldan ya da konjugatin spesifik bir dokuya

yonlendirilmesini saglayan hedefleyici gruplar kullanilarak basarilabilmektedir.
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Sekil 2.3 Yan dallarinda kirilabilir fonksiyonel gruplar igeren polimer ile hazirlanmis
ilag tasiyici sistemin genel gosterimi

Polimer-ila¢ konjugatlarinda ilag molekiillerinin polimer zincirine baglandigi baglayici
gruplarin (linker) bliyiik 6neme vardir [17-19]. Temelde bu tarz tagima sistemlerinin ilaci
istenen sartlarda ya da viicut boliimiinde birakmasi istendiginden baglayici gruplar belli sartlar
altinda kirilan kimyasal baglar igermelidir. Bu baglar spesifik enzimlerin etkisi sonucu
kirilabilen yapilar olabilecegi gibi, 151k yoluyla, redox tepkimeleri ile ya da hidroliz sonucu
kirilabilen kovalent fonksiyonel gruplar da olabilir. Etkili ve kontrollii bir ilag salimi profiline
ulagabilmek icin ve oOzellikle hedef dokularda ila¢ akiimiilasyonunu artirma adina farkli
faktorlerin belirlenmesi ve uygun baglayici grup seciminin yapilmasi gerekmektedir. Ilag
molekiillerinin vicut igerisinde, plazma ya da dokularda hidroliz olabilen kimyasal baglarla
polimer zincirine baglandig1 polimer-ilag konjugatlari yaygin olarak
arastirilmakta/kullanilmaktadir [20-29]. Bu tarz ila¢ tasima sistemlerinde ilag salim hizi
baglayict gruplarin hidroliz hizina bagli olarak ayarlanabilmektedir. Ornegin kolay hidroliz
olabilen ester baglan ile ila¢ molekiillerinin polimere baglanmasi ya da daha zor hidroliz
olabilen karbonat, karbamat gruplarmnin tercih edilmesi ila¢ salim hizin1 belirlemede
kullanilabilir. Plazmada ve farkli dokularda viicut sivilarinin farkli pH degerlerine sahip olmasi
durumu ise hem ilag¢ salim hizin1 belirlemede (farkli pH sartlarinda hidroliz hizinin degismesi)
hem de hedeflendirilmis ila¢ tasimasinin saglanmasinda (kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelere
gore daha asidik olmasi) fayda saglayabilir. Polimerik molekiillerin ilaglarla veya benzer
terapotikler ile kovalent baglanmasiyla ilag-polimer konjugatlar1 olusturulabilir. Bu tarz nano
platformlar ile kontrolli ve diizenli ilag salimi basarilabildigi gibi viicuttaki hasta
boliimlere/dokulara da hedefleme yapilabilmektedir [30-31]. Polimer-ilag konjugatlari etkin
maddeyi hemen salan dozaj sekillerine gore daha uzun siirede ilaci salarak sistemik emilimi,

kan sirktlasyonunu ve etkin maddenin biyolojik etkinligini uzatan sistemlerdir. Bu ilag tastyici



sistemler Ozellikle kanser ilaglarinin spesifik olarak hedef timor hiicrelerine ulastirilabilmesi
acisindan biiyiik fayda saglamaktadir. Artmis gecirgenlik ve alikonma etkisi (EPREnhanced
permeability and retention effect) gibi pasif hedefleme stratejileri ile ilag molekiillerinin saglikli
dokuya zarar vermeden sadece timor hicrelerini 6ldirmeye yonlendirilebilmesi polimerik ilag
tasima sistemleri ile miimkiin olabilmektedir [32]. EPR etkisi ile pasif hedefleme, tumor
damarlarinin benzersiz patofizyolojik 6zelliklerinden faydalanarak nano boyuttaki ilag tagima
sistemlerinin tiimor dokularinda birikmesini saglayabilmektedir. Tipik olarak, tiimdr damarlari
oldukca diizensizdir ve endotelyal hiicreler ile zayiflatilmig lenfatik drenaj arasinda genislemis
bosluk baglantilarina sahiptir. Artmis gegirgenlik ve alikonma etkisi (EPR) olarak ifade edilen
bu durum, ¢ap1 400 nm'ye kadar olan polimer-ila¢g konjugatlar1 gibi makromolekiillerin timor
bolgesine go¢ etmesine izin vermektedir. Saglikli dokularda benzer bir etkinin olmamasi
spesifik olarak ilag tasima sisteminin tiimor dokusunda toplanmasina olanak saglamaktadir.
Yine polimer-ilag konjugatlarina baglanan tiimor hiicresi taniyict gruplar ile aktif hedefleme
yapilabilmekte ya da baglanan goriintileme ajanlari ile ilag tasima siireci
gorintulenebilmektedir [33]. Tumoér dokusunu cevreleyen ve pasif hedeflemeyi destekleyen
mikrogevre ile saglikli hiicrelerinki farklilik gostermektedir. Hizli biiyliyen tiimor hiicrelerinin
yuksek metabolik hizina bagh olarak, tiimor hiicreleri i¢in daha fazla oksijen ve besin
gerekmektedir. Sonug olarak glikoliz, ekstra enerji elde etmek i¢in uyarilmakta ve bu da timor
cevresinde asidik bir ortam yaratmaktadir. Saglikli hiicreler ile tiimor hiicreleri arasinda olusan
bu asidite farki ilag tagima sistemlerinin tasarlanmasinda bir avantaj olarak kullanilmakta buna
bagl olarak, fizyolojik pH’ta yaklasik 7,4) stabil, ancak asidik pH'ta ilag molekiillerini serbest
birakan pH ‘a duyarli formiilasyonlar tasarlanmaktadir [34]. Bu yonde tasarlanan polimer-ilag
konjugatlarinda ilag molekiilleri asidik ortamda hidroliz olan gruplar ile (asetal, ester, imin,
hidrazone, karbonat, karbamat) polimer platformuna baglanmakta ve ilacin normal dokulardan
ziyade timor dokularinda saliminin artirilmasi saglanmaya calisilmaktadir [35]. Bu hidroliz
olabilen gruplar Ozellikle esterler, karbonatlar, karbamatlar ve amitler nétral ya da bazik
sartlarda da hidroliz olabildiklerinden spesifik olarak asidik ortamda kirilima ugrayacak
baglayici gruplarin arayist konu ile ilgili 6énemli bir arastirma sorusudur. Yine hiicrelerde
bulunan esteraz enzimleri ve belli diger enzimler ilag molekiillerinin polimerik platforma
baglandigi kimyasal baglar1 kirabilmekte ve hidroliz temelli ulasilmaya calisilan kontrolli
salima engel olabilmektedir. Polimer-ilag tagima sistemi hazirlanirken ilag molekiillerinin
baglanabilecegi reaktif gruplarin miktarinin polimer sentezi esnasinda ayarlanabilmesi
(0zellikle kopolimerizasyon yontemi ile reaktif monomerlerin diger monomerlerle

polimerlestirilebilmesi) miimkiindiir. Polimerik bir ana zincire birden fazla (ya da istenen
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miktarda) ilag molekiiliiniin baglanabilmesi bu sistemlerin hedef dokuda ila¢ yogunlugunu

artirabilme adina bir diger avantajidir.

2.3 Silil Eterler: Yan Dallarinda pH-Duyarh Kirilabilir Gruplar iceren Reaktif

Polimerlerin Hazirlanmasinda Potansiyel Baglayici1 Gruplar

Silil eter gruplar1 organik kimya sentez ile ilgili ¢aligmalar arasinda alkol fonksiyonel grubunun
korunmasi i¢in baglica tercih edilenler arasinda yaygindir. Cesitli silil gruplari (tert-
batildimetilsilil, trimetilsilil, tert-batildifenilsilil vb.) ile alkolleri silil eter haline getirip
korumaya yonelik ve 6zellikle kompleks molekiillerin ¢oklu basamakli sentezlerinde oldukca
biiyiik kolaylik saglamaktadir. Kolay hazirlanabilir olmalari, ¢esitli reaksiyon kosullarina
dayanmalari ve kuvvetli olmayan sartlarda uzaklastirilabilmeleri bu gruplarin kullanilmasi igin
oldukga 6nemli avantaj saglamaktadir. Silil eter baglari genel olarak asidik sartlarda kirilabilen
yapiya sahip, bazik ve notral sartlarda ise oldukca kararli olan kimyasal yapilardir. Sentetik
organik kimya uygulamalar1 agisindan silil eter baglar1 ¢cok yaygin kullanim alanlari bulmus
olsalar da polimerik malzemelerin sentez ve islevsellestirilmesinde potansiyelleri henliz yeteri
kadar degerlendirilmesi olmamustir. Ozellikle de biyomedikal uygulamalar, ila¢ agisindan
tasarlanan polimerik sistemlere baktigimizda silil eter baglarinin hidrolizi esash ilag salim
calisma alanlar1 degerlendirilmeyi beklemektedir. Silil eter grubunun hidrolizi sonucu aktif
ilacin salimi esasli ¢alismalar arasinda kanser tedavisinde kullanilan Paclitaxel ve Docetaxelin
alkil silil eter varyantlarinin arastirildigini goriiyoruz [36]. Yapilan bu ¢alisma, ilag yapisinda
bulunan alkol grubunun silil eter yapisina doniistiiriilmesi ile elde edilen 6n ilag molekiillerinin
(prodrug) plasma ve hiicre igindeki aktif ilaca doniistimiiniin silisyum atomu iizerindeki alkil
grubunun sterik yapisina bagli oldugunu ortaya koymustur. Silil eter gruplarn ile ilag
molekiillerinin antikor yapilara baglanmasi esasl ilag tasima sistemleri asidik ortamda kirilma
esasl tastyici sistemler olarak yakin zamanda arastirilmaya baslamistir. Ornegin, Zhong ve
arkadaglart monomethyl auristatin E (MMAE) ilacin silil eter bazl asit-kirilabilir bagla antikor
yapisina baglamistir. Elde edilen sonuclar, antikor ila¢ tasima sisteminin gastrik timor
hiicrelerinde artirilmis salimini ortaya koymustur. Benzer sekilde De Simone ve arkadaslari
kanser ilac1 gemsitabinin silil eter bagi ile monoklonal antikorlara baglanmasi ile hazirlanan
ilac tagima sisteminin asidik ortamda artirilmis salimini gostermislerdir [37]. Silil eter bagi ile
kanser ilact camptothecinin mesoporlu silika nanopartikiillerine baglanmast ile hazirlanan ilag
tagima sisteminin plazma sartlarinda (pH 7.4) salim yapmazken, in vitro asidik kosullarda (pH
<5.0) kontrollii sekilde ilact saldig1 gosterilmistir [38]. De Simone ve calisma arkadaslari

PRINT (particle replication in nonwetting templates) teknigi ile hazirlanan nanopartikiillerde
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silil eter bagi ile bagli kanser ilag molekiillerinin farkli asidik ortamlarda salimini
arastirmislardir [39]. (Sekil 2.4). Elde edilen sonuglar silil eter bagindaki silikon atomuna bagl
alkil grubunun degistirilmesi ile ila¢ salim hizlarinin ayarlanabildigini gostermistir. Biitlin
durumlarda asidik ortamda (pH. 5.0) silil eter hidrolizi ve ila¢ salimlar1 plazma kosullarina gore
(pH 7.4) daha fazla olmustur. Silisyum atomu iizerindeki alkil gruplarinin etil, isopropil ve t-

butil olarak degistirilmesi ile de hidroliz hizlarinin degistirilebildigi gosterilmistir.

Drug
R R Acidic
s Environment R R N
70”7 "D —_— Si, + HO” "Drug
o HO  OH

Controlled Drug
Release
Therapeuti

Sekil 2.4 PRINT nanopartikiil ilag tasima platformundan silil eter hidrolizi sonucu
saltmin gosterilmesi

Silil eter grubu ile ila¢ molekiillerinin baglandig1 polimerik malzemelerin hazirlanmasiyla ilgili
oldukga azinlik bir ¢alisma vardir ve bu ¢alisma alan1 genisletmeye olduk¢a miisait bir duruma
sahip olmaktadir. Bu sinirli ¢aligmalardan birinde ila¢ molekiillerinin silil eter bagi ile bagl
oldugu monomerler sentezlenmis ve bu monomerlerden polimerler elde edilmistir [40]. (Sekil
2.5). Bu polimerlerden elde edilen misel yapilarinda asidik ortamda artirilmis ve bakildiginda
ila¢ salimi basarili bir sekilde gerceklestigi gdzlemlenmistir. Bu yaklasimdaki temel sorun ilag
iceren monomerlerin oldukga diisiikk verimlerle sahip olmasi gibi (~15-20 %) elde edilebilmesi,
monomerin pahali ve uzun kromatografik yontemlerle saflastirilabilmesi ve bu monomerlerin
radikal polimerizasyonda sterik nedenlerden dolayr kopolimer yapisina diisik katilim
saglamasidir. Yine bu sistem modiiler olmay1p istenen farkli ilag molekiillerinin baglanabildigi

polimerik bir ilag tasiyici platform degildir.
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Sekil 2.5 ila¢ molekiillerinin silil eter bagi ile baglandig1 monomerden RAFT
yontemiyle kopolimer eldesi

Bu caligmalara bakildiginda lineer bir yapidaki, bir polimere yan dallarda silil eter bag ile
istenen molekiillerin baglanmasi konseptinin arastirmaya agik bir alan oldugunu goériiyoruz.
Alkol grubu igeren molekiillerin (6rnegin terapOtikler) moduler olarak polimer ana zincirine
istenen miktarlarda baglanabilmesine imkan verecek ve bu bagli olan molekiillerin spesifik
olarak asidik sartlarda salinmasina olanak verecek yeni olacak polimerik platformlarin farkli

uygulamalar agisindan 6énemli olacagi diisiiniilebilir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Malzemeler

2- hidroksietil metakrilat (HEMA) (Sigma Aldrich)
Diklorodimetilsilan (DMDCS) (Sigma Aldrich)
Sodyum hidrir (NaH) (Sigma Aldrich)
Tetrahidrofuran (THF) (Sigma Aldrich)
Trietilamin (TEA) (Sigma Aldrich)
Diklorometan (DCM) (Sigma Aldrich)
Azobisisobutyronitrile (Sigma Aldrich)
Benzodithioate (Sigma Aldrich)

PEG bazli etilen glikol(Sigma Aldrich)

Metil eter metakrilat (Sigma Aldrich)

3.1.1 Cihazlar

BC-NMR : Organik bilesiklerde deki karbon atomlarimin gevresel yapisinmi belirlemek ve

karbon atomlarinin kimyasal kaymalarini analiz etmektedir.

'H- NMR : Organik bilesiklerde deki hidrojen atomlarinin kimyasal kaymalarim ve komsuluk

iliskileri analiz ederek yapisini belirlemektedir.

FTIR : Molekiillerin fonksiyonel gruplarini ve bag tiirlerini belirlemek, IR bolgesindeki titresim

modlarmi analiz etmektedir.

HPLC : Bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi, tamamlanmasi ve miktarlariin 6lciilmesi

calismalarinm1 yapmaktadir. (Ozellikle s1v1 6rneklerde)
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3.2 Dialkil Silil Eter Klorur Bazlhh Metakrilat Monomerlerin Sentezi

Calisma konusunda kullanilan reaktif monomerler ticari olarak temin edilen 2-hidroksietil
metakrilat monomerinin ve yine ticari olarak temin edilen diklorodialkilsilan bilesikleri ile
tepkimesi sonucu sentezlendi. Tepkimeler nikleofilik alkol grubunun silan molekulindeki
ayrilabilir, kloro grubu ile yer degistirmesi esasina dayanarak kullanildi. Silisyum atomu
tizerindeki alkil gruplar nihai olarak elde edilen hedef molekiil baglanildi ve polimerlerden
hidroliz sonucu salim hizlarin1 degistirebilmek adina dimetil, dietil ve diisopropil olacak sekilde
monomerler elde edildi. Burada ilgili silan bilesigi asir1 (molce fazla) alinarak 2-hidroksietil
metakrilattaki alkol grubuyla sadece bir klor atomu tizerinden bag yapilmasi saglandi. Alkol
grubunu aktive etmek i¢in sodyum hidriir (NaH) kullanildi. Cozucu segimi bu tarz tepkimelerde
iyi sonuglar veren tetrahidrofuran (THF) olarak belirlendi. Ideal verimleri yakalayabilmek
adina farkli tepkime sartlarinda monomer sentezleri gergeklestirildi ve optimum sartlari
belirlendi. Sentezlenen monomerlerin saflastirilmasi damitma yoluyla yapildi. Monomerlerin
karakterizasyonu 'H NMR, 3C NMR, LC-MS ve FT-IR yontemleri ile gerceklestirildi. ilgili

calismalara ait detaylar bulgular ve tartisma bolumunde yer verilmistir.

3.3 Reaktif Kopolimerlerin RAFT Yodntemiyle Sentezi

Bir onceki adimda sentezlenen reaktif monomerlerin ticari olarak temin edilen PEG bazli
metakrilat monomer poly (ethylene glycol) methyl ether methacrylate (Mx: 300 g/mol) ile
kopolimerizasyonu kontrollii bir polimerizasyon yontemi olan RAFT ile gerceklestirildi.
Baslatic1 olarak termal yolla pargalanarak radikal olusturan AIBN (Azobisisobutyronitrile)
kullanild1. Sicaklik 80 °C olarak belirlendi. Zincir transfer ajani olarak metakrilik monomerlere
uygun benzodithioate yapidaki molekiil kullanildi. Her bir reaktif monomer igin besleme
oranlar1 %10, %20 ve %30 olarak degistirilerek farkli kompozisyonda kopolimerler elde edildi.
Bu, polimerik platforma istenen miktarda hedef alkol grubu igeren molekulinin baglanabilmesi
adina yapildi. Sentezlenen polimerlerin hem yeterli hidrofilisiteye sahip olmasi hem de polimer
zincirleri uzerinde uygun miktarda reaktif grup olmasinin saglanmasi amaciyla 15.000 — 25.000
g/mol molekiil agirliginda olmast hedeflendi. Sentezlenen kopolimerler NMR, SEC, FT-IR,
gibi analiz yontemleri ile karakterize edildi. Ilgili galismalara ait detaylar bulgular ve tartisma

bolumunde yer verilmistir.
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3.4 Reaktif Kopolimerlere Alkol Grubu Iceren Hedef Molekiillerin Baglanmasi

Elde edilen reaktif kopolimerlere alkol grubu igeren farkli hedef molekiiller baglanarak bu
polimerlerin polimerizasyon sonrasi islevsellestirme kapasiteleri arastirildi. Sentezlenen
kopolimerlerden dimetil silil klorir bazli reaktif monomer igeren kopolimerlere (%10, %20 ve
%30 oranlarinda) kopolimerlere ti¢ farkli model alkol molekiilii bagladi. Yapisinda dietil silil
klorur ve diisopropil silil etil klorur igeren kopolimerlerden ise %20 oraninda reaktif monomer
iceren kopolimerler segilerek hedeflenen u¢ farkli alkol molekiilii baglandi. Hedef molekullerin
polimerlere baglanmasi esnasinda alkol grubu NaH ile aktive edildi. Hazirlanan
islevsellestirilmis polimerler NMR, FT-IR ve SEC gibi analiz yontemleri ile karakterize edildi.
Polimerlere alkol molekiillerinin baglama yiizdeleri 'H NMR ile belirlendi. Tlgili calismalara

ait detaylar bulgular ve tartisma bolumunde yer verilmistir.

3.5 Islevsellestirilmis Polimerlerden Hedef Molekiil Saliminin Arastirilmasi

Hazirlanan model alkol grubu igeren molekuller ile islevsellestirilmis polimerlerden bagh
molekullerin silil eter bagi hidrolizi ile salimi arastirildi. Salim hizinin sulu ortam pH’s1 ve
polimer uzerindeki hedef molekiil yogunlugundan nasil etkilendigi belirlendi. In vivo sartlar
simule edebilmek amaciyla pH 5.0, 6.0 ve 7.4 olarak hazirlanan tampon ¢ozeltilerde ve 37 °C
sicakliktaki molekiil salimi zamana bagli olarak HPLC cihazinda gergeklestirildi. Inkiibasyon,
diyaliz tupu (10 kDa cut off) kullanilarak yapildi. Belirlenen zaman noktalarinda (0,5, 1, 2, 4,
6, 8, 24, 48, 72 sa) diyaliz tupunden digar1 salinan numunelerde miktar tayini yapildi. Zamana
gore yuzde olarak salinan etkin madde miktar1 deneyin yapildigi tim konjugatlarda tug paralel

olarak yapilarak grafik tizerinde karsilastirildi.

Mlgili calismalara ait detaylar bulgular ve tartisma bolimiinde yer verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Projede hedeflenen, hedef alkol grubu iceren molekiller ile kovalent olarak
islevsellestirilebilen, baglanan molekiilleri spesifik olarak asidik sartlarda kirilabilen baglayici
grubun hidrolizi sonucu salabilen polimerlerin hazirlanmasidir. Bu tarz bir tasarim yaklasimi
ile elde edilecek reaktif polimerlerin potansiyel bir uygulamasi olarak hidroliz sonucu ilag
salim1 yapabilecek polimer-ilag konjugatlarinin hazirlanmasi da hedeflenmistir.

Projede gergeklestirilen basamaklar asagidaki gosterilmistir (Sekil 4.1).

/ cn\él,c; Reaktif monomer sentezi \
|
:@0 , oo _EN %o - :90 - :&o
Q
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(o} (o] Karakterizasyon:
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. _a— o/ g
oo 3 I >
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2 o0 o0
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2 (] 0 OR
m =

| P(PEGMEMA/SIR-CI) P(PEGMEMA/SIR-OR)

Sekil 4.1 Calismada gergeklestirilen basamaklar
4.1 Dialkil Silil Eter Klorur Bazhh Metakrilat Monomerlerin Sentezi

Calismada kullanilan reaktif monomerlerin eldesine yonelik olarak ticari olarak temin edilen 2-
hidroksietil metakrilat monomerinin yine ticari olarak temin edilen diklorodialkilsilan
bilesikleri ile tepkimesi ¢aligsmalar1 gerceklestirilmistir. (Sekil 4.2). Tepkimeler nukleofilik
alkol grubunun silan molekulindeki ayrilabilir kloro grubu ile yer degistirmesi esasina

dayanilarak gergeklestirilmistir. Silisyum atomu uzerindeki alkil gruplari nihai olarak elde
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edilecek hedef molekul baglanmis polimerlerden hidroliz sonucu salim hizlarin
degistirebilmek adina dimetil, dietil ve diisopropil olacak sekilde monomerlerin elde edilmistir.
Burada ilgili silan bilesigi asir1 (molce fazla) alinarak 2-hidroksietil metakrilattaki alkol
grubuyla sadece bir klor atomu iizerinden bag yapilmasi hedeflendi. Bu amaca yonelik olarak

asagidaki deneysel veriler elde edildigi gosterilmistir.

cll _ci
Si
|
yada

NaH
:</1:O s Clsg.Cl - :ézo yada :‘g:o yada :€:O
S THF

~

L R SR

. 0 ; .
—si- . <
Cl.. ! .CI Cl Cl
Si o
SiM-ClI SiE-CI Sil-Cl

Sekil 4.2 Dialkil silil eter kloriir bazli metakrilat monomerlerin sentezi

Oncelikli olarak uygun deney kosullarini belirlemek adina 2-hidroksietil metakrilat (HEMA)
ile diklorodimetilsilan bilesikleri trietilamin (TEA) varliginda diklorometan (DCM) ¢ozucusu
icerisinde tepkimeye girmesi igin c¢aligma yapildi. HEMA ile stokiyometrik oranda TEA
kullanilirken, diklorodialkilsilan reaktifi molce 3 kat fazla olacak sekilde kullanildi. Cozucu
derisimi 0.1 M, tepkime sicakligi 20 °C ve tepkime suresi 16 saat olacak sekilde yapilan 6n
denemeler sonucunda ilgili SiM- CI bilesiginin olusumu ince tabaka kromatografisi ile teyit
edildi. Tepkime ortamindan ¢ozucu ve asir1 diklorodialkilsilan reaktifi vakum distilasyon ile
uzaklastirilabilse de monomerin tamamen saf elde edilebilmesi adina asagidaki ¢alismalar

yapild1 ve belirtilen sonuclar elde edilmistir.

- Monomerin saflastirilmasi adina yapilan organik ¢ozucu/ su fazi ekstraksiyonlar: sonug
vermemis monomer yapisal olarak bozunarak hidrolize ugramustir (silil klorur yapisinin
hidroliz sonucu silanol yapisina donustugu degerlendirilmistir). Diklorometan: distile su ve etil

asetat: distile su ekstraksiyonlar1 sonu¢ vermedi, her seferinde monomer bozunmustur.

- Monomerin su varliginda hidroliz olarak bozunmasindan yola ¢ikarak tepkime sonucu elde

edilen reaksiyon karisimi dogrudan kolon kromatografi ile saflastirilmaya calisildi. Fakat polar
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yapidaki kolon dolgu malzemesi hassas yapidaki monomerin yapisal olarak bozunmasina neden

olmus ve madde saflastirllamamstir.

- Ekstraksiyon ve kolon kromatografi yontemleri ile SiM-ClI monomerinin saflastirilmasi
basarilamayinca bir bagka yontem olarak tepkime karisiminin dogrudan vakum distilasyonu ile
saflagtirllmasina odaklanilmigtir. (Sekil 4.3). Bu amagla bir mikro-distilasyon diizenegi
hazirland1 ve literatiir taramasi ile benzer deneysel calismalar da gozden gegirilerek 45 °C
sicaklik ve 0.40 mbar basing altinda monomerin ayrimsal damitmasi gerceklestirildi. Elde
edilen saf bilesigin damitma oncesi tepkime karisitmindaki olusan madde ile ayn1 oldugu ince

tabaka kromatografisi ile teyit edildi.

Sekil 4.3 Monomer saflastirmada kullanilan mikro-distilasyon diizenegi

Ayrimsal damitma sonucu SiM-C1l monomerinin tepkime verimi yukarida verilen sartlarda %46
olarak hesaplandi. Bu sonug ¢alismada ongoriulen monomerlerin en dusuk %60 verimle elde

edilmesi hedefinden uzak oldugu igin tepkime verimini artirma ¢alismalarina odaklanildi.

- Tepkime sicakliginin 40 °C’ ye ¢ikarilmasi, ¢gozucu olarak tetrahidrofuran (THF) kullanilmasi,

derisimin artirilmasi gibi parametre degisimleri belirgin bir verim artis1 saglamamastir.

- HEMA bilesigindeki hidroksil grubunun aktivasyonu i¢in TEA yerine sodyum hidrir (NaH)
kullanildi. 20 °C tepkime sicakligi, 0.1 M madde derisimi, 16 saat tepkime suresi, stokiyometrik
baz kullanimi ve 5 molar fazla diklorodialkilsilan kullanimi sartlarinda ayrimsal damitma

sonucu ilgili monomer sentezi %72 verimle basarili bir sekilde yapilmistir. Bu sartlar ideal
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sartlar olarak belirlendi ve benzer sekilde SIE-CI monomeri %76 ve Sil-Cl monomeri %66

verimle elde edilmistir. Ideal tepkime prosediirii asagida verilmistir.
Genel monomer sentez proseduri:

HEMA bilesigi THF igerisinde ¢oziildii. Bir reaksiyon balonu igerisine stokiyometrik oranda
NaH (%60 yag dispersiyonlu) tartilmis ve yag dispersanti susuz hekzan ile yikanarak
uzaklastirmay1 ve NaH THF igerisinde siispanse etmeyi basarili bir sekilde gergeklestirildi. Bu
karistmin uizerine HEMA solisyonu damla damla eklendi ve karisim bir saat 20 °C’de magnetik
karistirict ile karistirildi. Bu surenin sonunda ilgili dialkil silil eter klorur bilesigi 5 kat molar
fazla oranda olacak sekilde damla damla eklendi ve tepkime 16 saat boyunca siirdiiriilmiistiir.
Tepkime sonunda karisim ayrimsal damitma ile 45 °C sicaklik ve 0.40 mbar vakum altinda

damitilmis olup ve saf monomer elde edilmistir.

Elde edilen monomerlerin karakterizasyonu *H NMR, *C NMR, LC-MS ve FT-IR yontemleri
ile gergeklestirildi. Detayli karakterizasyon bilgileri ve ilgili spektrumlar (Sekil 4.4- 4.6)
asagida verilmistir. SiM-Cl monomeri 6rnek alindiginda *H NMR spektrumunda karakteristik
alken proton rezonanslar1 6.02 ppm ile 5.46 ppm degerlerinde oldugu, metilen -CH> protonlari
ise 4.29 ppm ile 3.52 ppm degerlerinde oldugu belirlenmistir. 3C NMR spektrumunda karbonil
karbonu 168.4 ppm degerinde gorulurken, alken grubuna ait sinyaller 135.9 ppm ile 126.8 ppm
degerlerinde belirlendigini raporlar arasina eklenmistir. Monomere ait FTIR spektrumunda
karakteristik C=0, C=C ve C-O salmimlari ilgili frekans araliklarinda tespit edilmis, bu veriler

raporlar arasina eklenmistir.

Monomerlere ait LC-MS analiz sonuglar1 asagida verildikleri sekilde tespit edilmistir.
SIM-CI: MS (ESI*): m/z 223.201 (calcd. for [M]* 223.05) Saflik: 92.34 %

SIE-CI: MS (ESI*): m/z 251.38 (calcd. for [M]* 251.08) Saflik: 95.11 %

Sil-Cl: MS (ESI*): m/z 278.71 (calcd. for [M]* 278.11) Saflik: 90.45 %
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Sekil 4.4 SiM-C1 monomerinin yapisal karakterizasyonu a) *H NMR (CDCls icerisinde)
b) 13C NMR (CDCl; igerisinde) ve ¢) FTIR spektrumlari
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Sekil 4.5 SiE-C1 monomerinin yapisal karakterizasyonu a) *H NMR (CDCls icerisinde)
b) 13C NMR (CDCl; icerisinde) ve ¢) FTIR spektrumlari
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4.2 Reaktif P(PEGMEMA/SIR-CI) Kopolimerlerinin RAFT Ydntemiyle Sentezi

Bu ¢alismada ongoruldugu sekilde dialkil silil eter klorir bazli metakrilat monomerlerini %10

%20 %30 oranlarinda i¢eren kopolimerlerinin sentezi gerceklestirilmistir.

Bir onceki adimda sentezlenen reaktif monomerlerin ticari olarak temin edilen PEG bazli
metakrilat monomer (poly (ethylene glycol) methyl ether methacrylate (My: 300 g/mol)) ile
kopolimerizasyonu kontrollli bir polimerizasyon yontemi olan RAFT ile gergeklestirilmistir.
(Sekil 4.7) Baslatict olarak termal yolla parcalanarak radikal olusturan AIBN
(Azobisisobutyronitrile) kullanildi. Sicaklik 80 °C olarak uygulanmig ve ¢ozucu olarak dioksan
kullanilmistir. Zincir transfer ajani olarak (CT A) metakrilik monomerlere uygun benzodithioate
yapidaki molekul (2-Cyano- 2-propyl 4-cyanobenzodithioate) kullanildi. Her bir reaktif
monomer i¢in besleme oranlar1 %10, %20 ve %30 olarak degistirilerek, farkli kompozisyonda
kopolimerler elde etmeyi basarili bir sekilde yapilmistir. Bu, polimerik platforma istenen
miktarda hedef alkol grubu igeren molekulunun baglanabilmesi adina yapilmis ve bu
sentezlenen polimerlerin hem yeterli hidrofilisiteye sahip olmasi hem de polimer zincirleri
uzerinde uygun miktarda reaktif grup olmasinin saglanmasi amaciyla 15.000 — 25.000 g/mol
molekiil agirliginda olmast hedeflenmistir. Detayli deneysel prosediire asagida yer verilmistir.

Tablo 1°de elde edilen kopolimerlerin 6zelliklerine yer verilmistir.

Palip - S AR S
2 O (0] O (¢}

0 o
’§ R-§iR o o
g c T R—Sli—R
Nm SiR-Cl N Cl
PEGMEMA m

R: Metil, etil, isopropil P(PEGMEMA/SIR-C)

Sekil 4.7 Reaktif P(PEGMEMA/SIR-CI) kopolimerlerinin RAFT ydntemiyle sentezi
P(PEGMEMA/SIR-CI) kopolimerlerinin sentez proseduru:

Toplam monomer miktar1 10.0 mmol ve monomer derisimi 1 M olacak sekilde farkli oranlarda
PEGMEMA ve SiR-Cl monomerleri dioksan igerisinde ¢oziilmiistir. Bu karisima
[AIBN]o/[CTA]o: 1/10 ve [M]o/[CTA]: 80 sartlarinda AIBN ve CTA eklenmistir. Karisim

argon gazi ile muamele edilerek icerisindeki oksijen uzaklagtirilmistir.
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Tepkime 80 °C sicaklikta 16 saat boyunca siirdiiriilmiis ve bu sure sonunda polimerler soguk
susuz dietil eterde ¢okturulerek alinmis, vakum firinda 24 saat 40 °C’de bekletilerek kurutma

islemi tamamlanmistir. Polimerlere ait 6zellikler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1 P(PEGMEMA/SiR-Cl) Kopolimerlerinin Ozellikleri

i - Fieo® Fros®  Donilg. VnNMR g0 o cd .

(%) (%) @  (@mo) (gimol) "
1 P(PEGMEMA/SiM-CI)-10% 10:90 11.2:88.8 85 19600 18200 1.32
2 P(PEGMEMA/SiM-CI)-20% 20:80 18.7:81.3 74 14700 16400 1.34
3 P(PEGMEMA/SIM-CI)-30% 30:70 27.4:72.6 81 16300 15700 1.42
4 P(PEGMEMA/SIE-CI)-10% 10:90 10.4: 89.6 76 17700 18000 1.38
5 P(PEGMEMAV/SIE-CI)-20% 20:80 16.8:83.2 79 15200 16800 1.45
6 P(PEGMEMA/SIE-CI)-30% 30:70 25.9:74.1 83 16900 17900 1.49
7 P(PEGMEMA/SII-CI)-10% 10:90 9.1:90.9 69 15600 17100 1.36
8 P(PEGMEMA/SII-CI)-20% 20:80 17.3:82.7 74 17500 17400 1.39
9 P(PEGMEMA/SIl-CI)-30% 30:70 26.8:72.2 78 18200 20300 1.45

a[AIBN]o/[CTA]o: 1/10 ; [M]o: 1 M ; [M]o/[CTA] : 80 ; P Fieo.: [SIR-CI] : [PEGMEMA]; © Fearc: [SiR-CI]
: [PEGMEMA] 'H NMR ile; ¢ SEC ile dimetilasetamid (DMAC) ellient ve polimetil metakrilat
(PMMA) standart kalibrasyonu ile.

Tablo 1°de verilen polimer 0Ozelliklerine gore reaktif monomerlerin kopolimer yapisina
entegrasyonu hedeflenen degerlere yakin olarak basarili bir sonuca ulagilmistir. Monomer
donusumleri gorece yliksek olarak >70% seviyesinde basarili olmustur. Polimer dispersiteleri
kontrolll bir radikal polimerizasyon yontemi olan RAFT *a gore gorece iyi sayilabilecek <1,5
seviyesinde bulunmaktadir. Polimer molekiil agirliklar1 projede hedeflenen 15.000 — 25.000

g/mol araligindadir.

Sentezlenen kopolimerler 'H, NMR ve FT-IR analizleri ile karakterize edilerek yapisal
ozellikleri belirlenmistir. (Sekil 4.8-4.10). 'H, NMR spektrumlarinda zincir transfer ajanindan
gelen sinyaller 7.0-8.0 ppm aromatik bolge araliginda karakteristik iki pik olarak goralmustur.
Reaktif monomerlerdeki ve PEGMA monomerinde bulunan ester grubu yanindaki -CH»
protonlar1 ilgili rezonans degerlerinde tespit edilmistir. Kopolimer igerisindeki monomer
oranlariin belirlenmesinde kullanilmistir. Artan reaktif monomer beslemesine karsin ilgili
proton sinyallerinin artis1 spektrumlarda gozlenmistir. FTIR spektrumlarinda ise karakteristik

C-H, C=0 ve C-O gerilimleri ilgili frekanslarda tespit edilmistir.
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Sekil 4.8 a)P(PEGMEMA/SiM-CI)-10% b)P(PEGMEMA/SiM-CI)-20%
a)P(PEGMEMA/SiM-CI)-30% polimerlerine ait *H NMR ve FTIR spektrumlar1
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Sekil 4.9 a) P(PEGMEMAV/SIE-CI)-10% b) P(PEGMEMA/SIE-CI)-20% a)
P(PEGMEMA/SIE-CI)-30% polimerlerine ait 'H NMR ve FTIR spektrumlari
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Sekil 4.10 a) P(PEGMEMAV/Sil-CI)-10% b) P(PEGMEMA/Sil-CI)-20% a)
P(PEGMEMAV/Sil-CI)-30% polimerlerine ait *'H NMR ve FTIR spektrumlari

GPC analizleri ile polimerlerin molekiil agirliklar: ve dispersiteleri belirlenmistir. (Sekil 4.11).
Jel gecirgenlik kromatografisi sonuglar1 polimerlerin herhangi bir ¢apraz baglanma olmadan
monomodal tarzda molekiiler agirlik dagilimma sahip olduklarini gostermistir. Elde edilen

sonuclara gore reaktif kopolimerlerin basarili sekilde sentezlendigi degerlendirilmistir.
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Sekil 4.11 P(PEGMEMAV/SIR-CI) kopolimerleri GPC izleri
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4.3 Reaktif Kopolimerlere Alkol Grubu i¢eren Hedef Molekiillerin Baglanmasi

Tezin bu asamasinda elde edilen reaktif kopolimerlere alkol grubu igeren farkli hedef
molekuller baglanarak bu polimerlerin polimerizasyon sonrasi islevsellestirme kapasiteleri
aragtirtlmistir. (Sekil 4.12). Sentezlenmis olan bu kopolimerlerden dimetil silil klorir bazli
reaktif monomer igeren kopolimerlere (%10, %20 ve %30 oranlarinda) benzil alkol, furfuril
alkol ve fenoksi etanol olmak tizere u¢ farkli model alkol molekulu baglanmistir. Yapisinda
dietil silil klortr ve diisopropil silil etil klorur igeren kopolimerlerden ise %20 oraninda reaktif
monomer igeren kopolimerler segerek bunlar hedefler arasinda olan ug farkli alkol molekiil ile
baglanmistir. Hedef molekullerin polimerlere baglanmasi esnasinda alkol grubu trietilamin
organobazi yeterli hidroksil aktivasyonunu basaramadigindan daha gugli bir baz olan NaH ile
aktive edilmistir. Tepkimelerde ¢ozucu olarak THF igerisinde ve ortam sicakliginda
gerceklestirilmistir. Hazirlanan islevsellestirilmis polimerler 'H NMR, FT-IR ve SEC analiz
yontemleri ile karakterize edilmistir. Polimerlere alkol molekullerinin baglama yuzdeleri *H

NMR ile belirlenmistir.

CN CN
/ S\H/@ R-OH / SW/Q/
—
NC X s - NC X y g
’)O OHQ 0 baz, ¢dzlcl oo 0" o

(0] 0 0 0

T R—S{—R R-OH: Model alkol grubu igeren molekiller T R-Sif-R
‘ i
0 Cl 0 OR
m \l‘“m
P(PEGMEMA/SIR-CI) P(PEGMEMA/SIR-OR)

Sekil 4.13 Reaktif kopolimerlere silil eter bag ile alkol grubu igeren model
molekullerin baglanmasi

Kopolimer islevsellestirmesinde optimize edilen tepkime prosediiriine asagida yer verilmistir.
P(PEGMEMA/SIR-OR) islevsellestirme tepkimesi prosedurd :

Reaktif kopolimer (500 mg) 5 ml kurutulmus THF igerisinde ¢oziilmiistir. Hedef alkol
molekulu polimerde bulunan reaktif grup sayisina gore molce 3 kat olacak sekilde bir baska
balonda THF igerisinde NaH ile aktive edilmistir. Polimer karisimi diger karisima eklenerek

tepkimenin oda sicakliginda 24 saat suresi saglanmustir. Sure sonunda islevsellestirilmis
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polimer soguk dietil eter/izopropanol (9:1 v/v) igerisinde ¢okturulerek saflastiriimasi
saglanmistir. Coken polimer bir viale aktarilarak 70 °C sicaklikta 24 saat vakum altinda

kurutulmustur.

Elde edilen islevsellestirilmis polimerlere ait *H, NMR karakterizasyonu ile islevsellestirme
derecelerini hesaplanmis. Bunun i¢in, baglanan alkol molekiiliine ait karakteristik proton
sinyalleri ile ana polimere ait metoksi metil ve ester bitisigi metilen protonlarmnin sinyal

integrasyonundan faydalanilmistir.
Elde edilen islevsellestirme dereceleri Tablo 2’te sunulmustur.

Tablo 2 P(PEGMEMA/SiR-Cl) kopolimerlerinin hedef alkol molekulleri ile islevsellestirilme
dereceleri

Girdi Polimer Hedef molekiil / baglanma yluizdesi

P(PEGMEMA/SIM-CI)-10% benzil alkol / 87 ; furfuril alkol / 82 ; fenoksietanol / 92
P(PEGMEMA/SIM-CI)-20% benzil alkol / 82 ; furfuril alkol / 86 ; fenoksietanol / 83
P(PEGMEMA/SIM-CI)-30% benzil alkol / 92 ; furfuril alkol / 88 ; fenoksietanol / 81
P(PEGMEMA/SIE-CI)-20% benzil alkol / 74 ; furfuril alkol / 77 ; fenoksietanol / 80
P(PEGMEMA/SII-CI)-20%  benzil alkol / 66 ; furfuril alkol / 70 ; fenoksietanol / 74

a A W N =

Sonuglara bakildig1 zaman dietil silil eter klorur (P(PEGMEMA/SIE-CI) ve diizopropil silil eter
Klorur P(PEGMEMAV/SIil-CI) bazli polimerlerin hedef alkol molekiilleri ile islevsellestirme
derecelerinin dimetil silil eter klorur P(PEGMEMA/SiM-CI) polimerlerine gore bir miktar daha
az oldugu goriilmektedir ve buna bagl olarak silisyuma bagl etil ve izopropil gruplarinin metil
grubuna gore daha sterik yapida olmasindan kaynaklandigi degerlendirebiliriz. Kopolimerlerin
islevsellestirme dereceleri ¢alismada hedeflenen en dusuk 70% seviyesine uygun olarak elde

edilmistir.

Alkol grubu igeren molekllerle (Bn: benzil alkol, Fu: furfuril alkol, FOE: fenoksietanol)
islevsellestirilmis polimerlere ait yapisal 'H NMR (Sekil 4.14-4.18) ve FTIR (Sekil 4.19) analiz
sonuglarina asagida yer verilmistir. Bunlara gore islevsellestirme sonrasinda 'H NMR
spektrumlarinda hem baglanan alkol molekulune ait hem de polimer yapisinda bulunan ilgili
protonlarin pikleri ilgili rezonans degerlerinde tespit edilmistir. FTIR spektrumlarinda ise

karakteristik gerilim sinyalleri ilgili frekans degerlerinde gorulmustar.
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Sekil 4.14 Islevsellestirilmis P(PEGMEMA-SiM-0-Bn) kopolimerleri *H NMR
spektrumlari
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P(PEGMEMA-SiM-0-Fu)-10%
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Sekil 4.15 Islevsellestirilmis P(PEGMEMA-SiM-O-Fu) kopolimerleri *H NMR
spektrumlari
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P(PEGMEMA-SiM-O-FOE)-10%
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Sekil 4.16 Islevsellestirilmis P(PEGMEMA-SiM-O-FOE) kopolimerleri *H NMR
spektrumlari
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Sekil 4.17 Islevsellestirilmis P(PEGMEMA-SIE-O-Bn/Fu/FOE)-20% kopolimerleri H

NMR spektrumlari
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P(PEGMEMA-Sil-O-Bn)-20%
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Sekil 4.18 Islevsellestirilmis P(PEGMEMA-Sil-O-Bn/Fu/FOE)-20% kopolimerleri *H
NMR spektrumlari
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Sekil 4.19 Tslevsellestirilmis P(PEGMEMA-SiR-O-(Bn/Fu/FOE)) kopolimerleri FTIR
spektrumlari

Islevsellestirilmis polimerlere ait GPC sonuclari, Sekil 4.20°de gosterdigi sekillindedir. Hedef
alkol molekdllerinin reaktif kopolimerlere baglanmasi ile elde edilen yapilarda herhangi bir

yap1 bozunumu ya da ¢apraz baglanma gozlenmemistir.
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Sekil 4.20 Islevsellestirilmis kopolimerlere ait GPC izleri
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4.4 Tslevsellestirilmis Polimerlerden Hedef Molekiil Salimimnin Arastirilmasi

Hazirlanan model alkol grubu igeren molekiiller ile islevsellestirilmis polimerlerden bagh
molekillerin silil eter bagi hidrolizi ile salimi arastirilmasi yapilmustir. (Sekil 4.21). Salim
hizinin sulu ortam pH’s1, monomer yapisi ve polimer iizerindeki hedef molekiil yogunlugundan
nasil etkilendigi belirlenmis. In vivo sartlarda simule edebilmek amaciyla pH 5.0, 6.0 ve 7,4
olarak hazirlanan tampon ¢ozeltilerde ve 37 °C sicakliktaki molekiil salimi1 zamana bagl olarak
HPLC analizi ile takip edilmis. Inkiibasyon, diyaliz tiipii (10 kDa cut off) kullanilarak ve 100
rpm’de manyetik karigtirici ile karistirilarak gergeklestirilmistir. Belirlenen zaman noktalarinda
(0,5,1,2,4,6,8, 24,48, 72 sa) inkiibasyon ortamindan belli hacimde numune alinarak diyaliz
tipiinden disar1 salinan madde miktar1 tayini yapilmistir. Her numune alimindan sonra
inkubasyon ortamina esit hacimde tampon ¢6zelti eklenmis olup, salim ¢alismalari igin pH 5.0,
6.0 ve 7.4°te fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilmistir. Yiiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) analizleri hareketli faz olarak %30 asetonitril + %70 su karistmi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Polimerlerde bagl alkol madde miktar1 *H NMR analizi ile belirlenmis, ve

zamana bagli olarak bu miktar uzerinden salim grafikleri elde edilmistir.

CN CN
e AL e
oX bos Ne o ox 0 oy S
b

NC
HO HO ) o
o ,O pH (5.0, 6.0 ya da 7 4 sulu ortam) Q OH
j\ R-Si-R j\ .
o ! 37°C o OH
S R = ROH + R-sir
i " OH

P(PEGMEMA/SIR-O-R) R: metil, etil, isopropil

Sekil 4.21 Alkol grubu igeren molekuller baglanmis polimerlerden silil eter bag
hidrolizi sonucu hedef molekiil salimi
Zamana gore ylizde olarak salinan madde miktari deneyin yapildigi tiim islevsellestirilmis,

polimerlerde zamana bagli % salim olarak grafik tizerinde Sekil 4.22°de gosterilmistir.

Elde edilen hedef molekul salim ¢alismalarina gore genel trendin belli bir zaman araliginda
daha asidik ortamda daha fazla molekul salimi sekilinde oldugu gortilmiistiir. Silil eter
yapisinda silisyum atomuna bagl alkil gruplarimin sterik buyuklugu arttik¢a salim oraninin
azaldig1 tespit edilmis ve buna bagl olarak silisyum atomu uzerinde isopropil gruplarmnin
bulunmasi durumunda metil ve etil gruplarina gore daha yavas salim profilleri elde edilmistir.
Metil ve etil grubu igeren yapilar kiyaslandiginda ise metil grubu igeren yapilarin etil grubu

iceren yapilara gore daha hizli salim yaptig1 tespit edilmistir. Fakat bu fark isopropil gruplari
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kadar belirgin olmamaktadir. Kopolimere bagli hedef molektl miktari ile salim hizlari arasinda
dogrudan belirgin bir iligski goriilmemistir. Benzer sekilde reaktif kopolimerlere baglanan hedef

alkol molekulinun yapisi ile salim hizlar1 arasinda agik bir korelasyon gozlenmemistir.
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Sekil 4.22 Alkol grubu igeren molekiiller baglanmig polimerlerden silil eter bag: hidrolizi
sonucu hedef molekiil saliminin farkli asidik ortamlarda zamana bagl degisimi
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5. SONUCLAR

Silil eter grubu ile ilag molekiillerinin baglandig1 polimerik malzemelerin hazirlanmasiyla
ilgili oldukca az sayida c¢alisma yapilmistir ve bu calisma alanmi gelismeye miisait
durumdadir. Bu sinirli ¢alismalarda genel olarak ilag molekiillerinin silil eter bag ile bagl
oldugu monomerler sentezlenmis ve bu monomerlerden polimerler elde edilmistir. Bu
polimerlerden elde edilen misel yapilarinda asidik ortamda artirilmis ilag salimi
basarilmistir. Bu yaklasimdaki temel sorun ila¢ iceren monomerlerin oldukg¢a diisiik
verimlerle (~15-20 %) elde edilebilmesi, monomerin pahali ve uzun kromatografik
yontemlerle saflastirilabilmesi ve bu monomerlerin radikal polimerizasyonda sterik
sebeplerle kopolimer yapisina diisiik katilim saglamasidir. Yine bu sistem modiiler olmayip
istenen farkli ilag molekiillerinin baglanabildigi polimerik bir ilag tastyici platform degildir.
Alkol grubu i¢eren molekiillerin (6rnegin terap6tikler) moduler olarak polimer ana zincirine
istenen miktarlarda baglanabilmesine imkan verecek ve bu baglanan molekiillerin spesifik
olarak asidik sartlarda salinmasina olanak verecek polimerik platformlarin eldesine yonelik
olarak proje ¢alismalar1 devam ettirilmistir. Polimer eldesinden sonra alkol grubu igeren
molekiillerle tepkimeye girerek asidik ortamda kirilabilen silil eter bagi olusturabilecek,
radikal kopolimerizasyona miisait monomerlerin hazirlanmasi reaktif polimerlerin kullanim
alanlar1 g6z onilinde bulunduruldugunda onem arz edebilir. Bu projedeki hedeflerimizin
basinda bu kapasitede radikal polimerizasyonla polimerlestirilebilecek monomerleri
sentezlemek ve kopolimer hazirlamada kullanmak gelmekteydi. Proje ¢alismalarindan elde
edilen sonuglara gore bu tarz reaktif polimerik malzemelerin basarili bir sekilde elde
edilebilecegi gosterilmistir. Sentezlenen monomerlerin ve reaktif polimerlerin hassas
yapida olmalar1 ve su ile kolay hidrolize ugramalar1 énemli bir zorluk olmakla birlikte
hassas calisma sartlarinda bunun basarilabilmesi miimkiin olmaktadir. Reaktif polimerler
projede  Ongoriildiigii  lizere  hedef alkol  grubu  igceren  molekiillerle
islevsellestirilebilmektedir. Monomer yapilarindaki silisyum atomu {zerindeki alkil
gruplarinin hacimsel biiylikligl degistirilerek silil eter grubunun asidik ortamda hidroliz
hiz1 ayarlanabilmektedir. Bu reaktif polimerik yapilarin 6zellikle ilag baglanmasi ve

kontrollii ila¢ salimi ¢alismalarinda potansiyel vaat ettigi degerlendirilebilir.

Bu amaca yonelik olarak reaktif kopolimerlere alkol grubu igeren ve testis kanseri, meme
kanseri, rahim kanseri, akciger kanseri, pankreas kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilan gemsitabin ilact baglanarak polimer-ilag konjugatlar1 hazirlanmistir. Bu ilag,

hazirlanan reaktif polimerik platformlara baglanabilecek uygun fonksiyonel grubu tagimasi
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ve kemoterapide kullanilan 6nemli bir molekiiler yapt olmasindan dolayr model olarak
belirlenmistir. Sentezlenen farkli oranlarda (%10, %20 ve %30 oranlarinda) reaktif grup
iceren kopolimerlere gemsitabin silil eter bagi ile baglanmistir. Ug farkli yapida ve %10,
%20 ve %30 oranlarinda reaktif monomer igeren polimerler ile toplamda dokuz polimer-
ila¢ konjugat1 hazirlanmistir. Hazirlanan polimer-ila¢ konjugatlarindan ilag¢ salimu silil eter
bagimin kirilarak ilac1 serbest birakmasi esasina dayanmustir. ilag salim hizinin baslica
ortam pH’s1 olmak iizere, konjugat tizerindeki ila¢ yogunlugu ve silisyum atomu tizerindeki
alkil gruplarindan ne sekilde etkilendigi arastirilmustir. Elde edilen hedef molekiil salim
caligmalarina goére genel trendin projede 6n goriildigi sekilde belli bir zaman araliginda
daha asidik ortamda daha fazla molekiil salimi seklinde oldugu goriilmiistiir. Silil eter
yapisinda silisyum atomuna bagli alkil gruplarinin sterik biiyiikliigl arttik¢a salim oraninin
azaldig1 tespit edilmistir. Buna gore silisyum atomu {izerinde isopropil gruplarinin
bulunmasi durumunda metil ve etil gruplarina gore daha yavas salim profilleri elde
edilmistir. Metil ve etil grubu i¢eren yapilar kiyaslandiginda ise metil grubu i¢eren yapilarin
etil grubu igeren yapilara gore biraz daha hizli salim yaptig1 tespit edilmistir. Fakat bu fark
isopropil gruplar kadar belirgin degildir. Kopolimere bagh ila¢ miktar: ile salim hizlar

arasinda dogrudan belirgin bir iligski goriilmemistir.

Tez c¢alismasinda genel olarak wulasilmasi hedeflenen sonucglara ulasildigi
degerlendirilmistir. Bu tarz reaktif polimerik yapilarin farkli malzeme uygulamalarinda
potansiyel kullanim alanlar1 s6z konusu olabilir. Ozellikle biyomedikal uygulamalarda ve
kontrollii ila¢g salim sistemlerinin hazirlanmasinda projede Onerilen reaktif polimerler

potansiyel vaat etmektedir.
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