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SIMGE LIiSTESI

Mw Agirlikca ortalama molekiil agirlig
rpm Dakikadaki Dénme Sayisi
Da Dalton
LMw Diisiik agirlik¢a ortalama molekiil agirlig
g Gram
wiv Hacim i¢indeki agirlik
kDa Kilodalton
kV Kilovolt
Kiitle
L Litre
uL Mikrolitre
mg Miligram
mL Mililitre
mV Milivolt
ppm Milyonda bir birim
n Mol
M Molar
nm Nanometre
°C Santigrat
cm Santimetre
Mn Sayica ortalama molekiil agirligt
HMw Yiiksek agirlikca ortalama molekiil agirlig
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OZET

Poliazometin Esash ila¢ Tasiyic1 Sistem Gelistirilmesi ve

Sitotoksik Etkisinin Incelenmesi

Nermin Saliha TOPUZOGULLARI

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Banu MANSUROGLU

Biyobozunur polimerler, ilag salim sistemlerinin gelistirilmesinde kullanilan temel
bilesenlerden birisi haline gelmistir. Ozellikle poliester yapili biyobozunur
polimerler bu alanda en ¢ok kullanilan polimer sinifidir. Ancak, pH gibi ¢evresel
etmenlere bagli olarak ila¢ salimmin gerektigi durumlarda farkli polimerlerin
kullanim1 ve gelistirilmesi gerekmektedir. Poli(azometin) yapili polimerler,
omurgalarinda bulunan tekrarlayan Schiff bazi gruplarindan dolayr asidik pH
degerlerinde monomerlerine ayrisabilmektedir. Bu durum poliazometinleri pH’a
duyarl ilag salim sistemlerinin gelistirilmesinde kullanilabilecek bir polimer

haline getirmektedir.

Bu c¢alismada, antikarsinojenik, immiinomodiilator, antiinflamatuvar, antioksidan
ozellikleri olan kafeik asit fenetil ester (CAPE) salim1 i¢in poli(azometin) esaslt
miseller gelistirilmistir. Bir poliazometin-PEG blok kopolimerinden sentezlenen
bu miseller, pH'a duyarli biyolojik olarak pargalanabilir dogas1 nedeniyle ilag
salim sistemlerinde 6nemli bir potansiyel gostermektedir. SEM ile
karakterizasyon, ortalama ¢ap1 135,5 nm olan kiiresel miselleri ortaya ¢ikarmistir.

Misellerin ilag salim davranis1 fizyolojik (pH 7.2) ve lizozomal (pH 5.0) pH

Xiv



seviyelerinde incelenmistir. Bulgular CAPE'nin miselden pH'a duyarli olarak
salindigin1  gostermistir. 24 saatlik salim calismast gergeklestirildiginde,
CAPE’nin miselden pH 7.2'de sadece %2.14'0 salinirken, pH 5.0'de %38.8'1
salinmustir. Insan kaynakli fibroblast hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro hiicre
canliligr deneyleri, CAPE yiiklii misellerin 48 saat sonra serbest CAPE ve bos
misel ile karsilastirildiginda minimal toksisite sergiledigini gostermistir. Bu
sonuglar, poliazometin bazli misellerin terapotik amaclar i¢in hedeflenmis ilag

dagitimi i¢in etkili tastyicilar olarak potansiyelini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ilag tastyici, misel, pH-duyarli, poliazometin, poliimin

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Development of Polyazomethine-based Drug Delivery

Systems and Evaluation of Their Cytotoxic Effect

Nermin Saliha TOPUZOGULLARI

Department of Molecular Biology and Genetics
Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Banu MANSUROGLU

Biodegradable polymers have become fundamental components in the
development of drug delivery systems. Among these, biodegradable polyesters
represent the most commonly utilized class of polymers in this field. However, in
cases where drug release is required to respond to environmental factors such as
pH, the use and development of alternative polymers are essential. Polymers with
poly(azomethine) structures can dissociate into their monomers under acidic pH
conditions due to the repeating Schiff base groups in their backbone. This
characteristic makes polyazomethines promising candidates for the development

of pH-sensitive drug delivery systems.

In this study, poly(azomethine)-based micelles were developed for the release of
caffeic acid phenethyl ester (CAPE) with anticarcinogenic, immunomodulatory,
anti-inflammatory, antioxidant properties. These micelles, synthesized from a
polyazomethine-PEG block copolymer, demonstrate significant potential for drug
delivery systems due to their pH-sensitive and biodegradable nature.
Characterization by scanning electron microscopy (SEM) revealed spherical
micelles with an average diameter of 135.5 nm. The drug release behavior of the
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micelles was examined at physiological (pH 7.2) and lysosomal (pH 5.0) pH
levels. The findings indicated that CAPE release from the micelles was pH-
responsive. After 24 hours, only 2.14% of CAPE was released at pH 7.2, while
38.8% was released at pH 5.0. In vitro cell viability assays using human-derived
fibroblast cells showed that CAPE-loaded micelles exhibited minimal toxicity
after 48 hours compared to free CAPE and empty micelles. These results
demonstrate the potential of polyazomethine-based micelles as effective carriers

for targeted therapeutic drug delivery.

Keywords: drug carrier, micelle, pH-sensitive, polyazomethine, polyimine

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Biyobozunur polimerler, islevlerine hizmet ettikten sonra pargalanabilme ve
organizmadan atilabilme 6zelligine sahip polimerlerdir. Bu tip polimerler, ilag
tagtyict sistemleri cerrahi iplikler, implantlar, doku iskeleleri, yara Ortii
malzemeleri gibi tibbi olarak yiiksek 6neme sahip bir¢cok malzemenin iiretiminde
kullanilmaktadir. Genis bir aileye sahip biyobozunur polimerler dogal olabildigi
gibi sentetik olarak da iretilebilmektedir [1]. Polifosfazenler, polianhidridler,
poliasetal, poliamid, poli(orto ester), polifosfoesterler, poliester, poliiiretan ve

polikarbonatlar sentetik biyobozunur polimerlerin bir kismidir [2].

En yaygin olarak kullanilan biyobozunur sentetik polimerler ise, ABD Gida ve
[lag Dairesi (FDA) tarafindan da onayli olan poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik
asit) (PGA), poli(laktit-ko-glikolit) kopolimerleri (PLGA) ve
polikaprolaktonlardir (PCL) [3]. Bu polimerler hidrolitik ya da enzimatik olarak
bozunabilmektedir [4].

Hidrofobik 6zellikteki biyobozunur polimerlerin poli(etilenglikol) (PEG) ile blok
kopolimerleri yapilarak biyobozunur 6zellikli miseller elde edilebilmektedir [5].
Hidrofobik polimer miselin g¢ekirdegini olustururken, hidrofilik PEG blogu ise
miselin suyla etkilesen dis kabugunu olusturmaktadir ve her iki polimer blogu da

biyouyumludur. PEG de FDA tarafindan onaylanmis bir polimerdir [6].

PLA, PGA ve PCL igerikli biyomedikal malzemeler ¢ok genis kullanim alanlarina
karsilik 6zellikle belli doku veya hiicre i¢i kompartimanlarda etkiye duyarli olarak
ani ila¢ salimi yapma kabiliyetleri kisithdir. Bu sebeple, etkiye duyarli olarak
hedefli ilag salimina ihtiya¢ duyulan caligmalarda ilgili ¢evresel etmene duyarli

polimerlerin kullanilmasi gerekmektedir. Bu noktada pH ile bozunan polimerler
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ozellikle kanserli dokular ve hiicrelere ila¢ hedeflemede kullanilan Snemli bir
biyobozunur aile smifidir. Bir¢ok farkli pH duyarli olarak bozunabilen polimer
mevcut olsa da poliazometin yapili polimerlerin bu amagla ilag salim

sistemlerinde kullaniminin oldukga kisitli oldugu goriilmiistiir.

Ana zincirinde Schiff baz1 (-CH=N-) gruplar1 (Sekil 1.1a) bulunan polimerler
literatiirde poliazometinler (PAM) veya poli(imin)ler olarak adlandirilmaktadir
[7]. Bu polimerin ana zincirinde bulunan —CH=N- fonksiyonel grubunun [8] pH
degerine kars1 duyarli olmasi1 bu polimerlerin en énemli 6zelliklerinden birisidir
[9]. Schiff bazlar1 alkalilere karsi dayanikli olmalarina karsin disik pH
degerlerinde ¢ift bagin kirilmasi ile hidroliz olurlar ve kendilerini olusturan amin
ve karbonil bilesigine ayrilirlar (Sekil 1. 1). 6,5'in altindaki bir pH degerinde sulu
cozelti icinde gergeklesen bu ayrisma, poliazometinlerin biyolojik sistemlerde pH
duyarli uygulamalarda kullanimint miimkiin kilmaktadir [9]. Schiff baz1 gruplarim
iceren PAM polimerler de biyolojik sistemde ndtral pH degerlerinde
bozunmayarak asidik pH degerlerinde bozunmasi bir¢cok avantaji beraberinde
getirmektedir. En Onemli avantaj ise, pH’1n, ilag salimimin spesifik organlarda
(mide, bagirsak sistemi veya vajina) ya da hiicre i¢i organellerde (endozom veya

lizozom) kontrol edilmesine olanak saglamasidir [10].
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Sekil 1. 1 Aldehit ve aminin kondenzasyon reaksiyonu ile Schiff baz1 yapisim
olusturmasi (a) ve asidik ortamda ¢ift bagin kirilmasi ile geligen hidrolitik
bozunma reaksiyonu (b).

Poliazometinler genel olarak dialdehid ve diaminlerin kondenzasyon
reaksiyonuyla iiretilen polimerlerdir. Aldehit ve amin gruplarin1 ayni anda

yapisinda igeren monomerler de ayrica kullanilabilmektedir.

Poliazometinler tlizerine farkli alanlarda bir¢ok calisma bulunmaktadir. Mehmet
Sagak ve arkadaslar1 sentezledikleri fenol grubu iceren bir Schiff bazi polimeri

olan poli (3-[[4-(dimetilamino)benziliden]amino]fenol) P(3-DBAP) polimerinin



1200 °C’ye kadar termal dayamim gosterebildigini ve ayrica monomer ve

polimerin antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterdigini rapor etmislerdir [8].

Bir bagka calismada ise yine Schiff bazi temelli pH duyarli polispermin imidazol-
4,5-imin (PSI) polimeri sentezlenerek katyonik bir polimer elde edilmistir. Bu
polimerin siRNA ile kompleks olusturmasi saglanarak, polimerin pH duyarlilig1
sayesinde siRNA’nin endozomdan sitoplazmaya salinabilecegini gostermislerdir

[11].

Fruktoz tiirevi bir dialdehitle poliamin yapili molekiiliin reaksiyonuyla g¢apraz
bagli bir polimer elde edilmistir [12]. Ayr bir ¢aligmada ise fenolik bir dialdehit
ile poliamin yapili bir molekiilin Schiff bazi reaksiyonuyla gozenekli

nanopartikiiller tiretilmistir [13].

Dialdehitler, amin igeren polimerlerin ¢apraz baglanmasinda da kullanilmaktadir.
Omnegin kitosandaki amin gruplar1 glutaraldehitle ¢apraz baglanarak ilag tastyic
mikrojeller tretilmistir [14]. Ayr bir ¢alismada ise aljinatin aldehit tiirevi ile
jelatin Schiff bazi reaksiyonu ile capraz baglanarak doku miihendisliginde

kullanilacak mikrojeller elde edilmistir [15].

Schiff bazimin polimer zincirinin ana yapisinda bulunmasmin yaninda bu grup
molekiillerin konjugasyonu amaciyla da kullanilmaktadir. Polimer bloklarini
birbirine veya polimer zincirini kiiglik molekiillere baglamakta Schiff bazi grubu
sikca kullanilmaktadir. Ornegin He, Zhu ve arkadaslari, Schiff baziyla iki polimer
blogunun birbirine bagli oldugu ¢ift bloklu PS-r-PEG polimerini tiretmisler ve ilag
yiiklii misel haline getirerek ila¢ salim1 yapabilen, stabil ve pH'a duyarl bir ilag

tastyici sistem elde etmiglerdir [16].

Bir bagka calismada ise, doksorubisin (DOX) ve paklitaksel (PTX)'in birlikte
salimi icin aktif bir hedefleme ve pH'a duyarli polimerik misel sistemi
gelistirilmis, DOX ile polimerler ise pH'a duyarli Schiff bazi grubuyla konjuge
edilmistir. Hem DOX hem de PTX in salim hiz1 boylelikle zayif asidik kosullar
altinda hizlandirilmistir [17].

Ma, Zuang ve arkadaslar1 ise yaptiklar bir ¢caligmada, bir benzoil imin baglantisi
ile poli (2-etakrililoksietil fosforilkolin) (PMPC) blogu ve PLA blogu Schiff bazi
ile baglanarak biyouyumlu ve pH'a duyarli bir kopolimer sentezlemis, elde

ettikleri miselleri, PTX tasiyicisi olarak kullanmiglardir. Benzoil imin



baglantisinin asidik kosullar altinda hizli kirilmasi nedeniyle, misel yapisinin,

hizlandirilmig PTX salimi ile bozuldugunu gostermislerdir [18].

Schiff bazinin polimer ana zincirinin disinda kullanilmasi da bir¢ok agidan
incelenmistir. Luan, Wu ve arkadaslar1 hidrofobik modifiye edilmis konjak
glukomannan bazli pH duyarl ila¢ dagitim sistemi {izerine ¢aligmis, bunun i¢in
model ilag olarak kurkumini amfifilik alifatik aminler asilanmis konjak
glukomannan (KGM-g-AHS8) misellerine enkapsiile etmistir. pH 5,0'da kurkumin
yiiklii misellerin in vitro kurkumin salimi, ana polimerin yan zincirlerinde bulunan
pH'a duyarli Schiff bazinin hidrolizi nedeniyle pH 7,4'ten ¢ok daha hizli oldugunu

ve misel sisteminin pH duyarlilig1 oldugunu gostermistir [19].

Kisacasi, Schiff bazinin mevcut yapisi polimer yapisina pH’a duyarlilik 6zelligi
katmakta ve bircok farkli grubun biraraya getirilmesinde etkili olarak
kullanilabilmektedir. Bu dogrultuda c¢alismamizda PAM polimerinin PEG ile
kopolimerleri kullanilarak pH’a duyarl ilag tasiyici misel sistemleri iiretilmis ve
antikarsinojenik, immiinomodiilator, antiinflamatuvar, antioksidan 6zellikleri olan
kafeik asit fenetil ester (CAPE) [20, 21] tasinmasi amaciyla kullanimi

arastirilmagstir.

Uretilen bu misel sisteminin olas1 uygulamalarindan birisi de kanser hastaliklarimni
tedavisidir. Bunun en Onemli sebeplerinden birisi, kanser hiicrelerinin sahip
olduklar1 tiimoér mikro ortamidir. Kanser hiicreleri, hipoksi durumunda oksijen
varliginin azalmasma kars1 koymak iizere glikoliz siirecini giiclendirmektedir
[22]. Bu hiicrelerde glukoz alimiyla birlikte glikolizdeki artis, biiyiik miktarda
laktik asit olusumuna ve ardindan Warburg etkisi olarak adlandirilan
fermantasyona neden olmaktadir [23]. Dolayisi ile malignitenin farklilagsmis bu
metabolik profilinden dolayr normal dokulara goére Onemli farkliliklar
sergilemektedir. Ornegin, tiimdrijenez, yukari regile edilmis glikolitik
metabolizma, artan laktik asit liretimi ve daha sonra diisiik hiicresel pH degerleri
nedeniyle normal dokulardan daha asidiktir [24, 25]. Zayif perfiizyon nedeniyle
tiimorden tliretilen protonlar1 uzaklastirma kabiliyetinin azalmasi ile kombinasyon
halinde glikoliz yoluyla laktik asit olusumunun artmasi, pH<6,0'ya kadar belirgin
hiicre dis1 asidoza yol agar [26].



Tez galigmasinda iiretilen kopolimerden bir nanotasiyici tasarlanmasinin nedeni
ise cerrahi ve radyoterapi gibi kanser tedavisi i¢in etkili tedavi ydntemleri
olmasia karsin kanser metastaz yaptiginda bu yontemlerin yetersiz kalmasidir.
Boyle durumlarda tercih edilen tedavi yontemi olan kemoterapi ise kanserli hiicre
ve dokularin yaninda saglikli hiicrelere de zarar vermektedir [27]. Bunu &nlemek
amaci ile kullanilan nanotasiyicilar, kanser ilaglarinin belirli dokularda kontrollii
salimin1 yaparak, ilacin yan etkilerinin azaltilmasi ve ila¢ molekiillerinin suda
¢cOziinlirliglini arttirilmasi gibi ¢ok énemli iki etkisi sebebiyle tercih edilmektedir
[28]. Ayrica polimer nanopargaciklarin yiizeyinin iglevselligi, sadece parcaciklara
aktif hedefleme 6zellikleri saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda sitotoksik ilaglarin
terapdtik etkinligini arttirir ve ¢oklu ilag direncinin (MDR) tistesinden gelir [29,
30]. Nanotasiyicilar, hiicreye giris yaptiginda genellikle endozomlar tarafindan
kusatilirlar, boylece hiicrenin ilaca karsi olan direng mekanizmasi by-pass edilmis

olur [31].

Calismamizda sentezlenmis olan polimerik miseller, amfifilik blok kopolimerlerin
kendiliginden bir araya gelmesiyle olugsmus, dis kisminda hidrofilik bir kabuk ve
i¢ kisminda hidrofobik bir ¢ekirdek barindiran nano boyuttaki kiiresel yapilardir.
[32]. Yapilan birgok ¢alisma polimerik misel sisteminin, kanser kemoterapisi i¢in
umut verici bir platform oldugunu gostermektedir [17]. Polimerik miseller,
ilaglarin suda ¢oziliniirliigiinii arttirmakta, yliksek miktarda ilag tasiyabilmekte,
nano boyutta (20-80 nm) iretilebilmekte, tasidiklari kargo molekiilii immiin
sistemden koruyabilmektedir [33]. Polimerik misellerin bu 6zellikleri; kanda uzun
stire sirkiile olmalarini, EPR (arttirilmis gegirgenlik ve alikonma) etkisiyle
kanserli dokulara pasif hedeflenmelerini ve ilag molekiillerinin olumsuz yan
etkilerini azaltabilmelerini saglamaktadir [34]. Ayrica Tretilen misellerin
yiizeyinde bulunacak olan PEG zincirleri, yogun bir hidrofilik bariyer
olusturulmasini, sirkiilasyon siiresinin artmasini, retikiiler endotelyal sistem (RES)
ile etkilesimlerin azalmasini, ila¢ salim sistemlerinin hidrodinamik boyutunun

artirtlarak viicuttan atilmasinin azaltilmasini saglamaktadir [35].

Literatiirde bir¢ok biyobozunur ilag¢ tagiyici sistem olmasina karsin poliazometin-
PEG esasli polimerik misel tasiyici sistemler bulunmamaktadir. Tez caligmasinda,

bu amagla ve yukarida belirtilen avantajlarindan da faydalanmak iizere etilen



diamin ve glutardialdehit kullanilarak PAM-b-PEG blok kopolimerleri iiretilerek

ila¢ salim kapasiteleri ve sitotoksisiteleri incelenmistir.

1.2 Tezin Amaci

Tez calismasinda; etilen diamin ve glutardialdehit monomerleri kullanilarak PAM
ve PEG bloklar1 igeren pH’a duyarli olarak bozunabilir bir blok kopolimerin
sentezlenmesi, bu kopolimer kullanilarak CAPE yiiklii misellerin {iretilmesi ve bu

sistemlerin sitotoksisitelerinin incelenmesi amag¢lanmustir.

Onerilen sistem, tasidig1 etken maddeyi kanser hiicrelerinin asidik tiimor
mikrogevresinde kontrollii bir sekilde salimina olanak taniyacak sekilde

tasarlanmistir.

Bu kapsamda, ilk olarak, biyolojik sistemde asidik ortamlarda bozunabilme
ozelligine sahip Schiff bazi temelli poli(azometin)-PEG blok kopolimerinin etilen
diamin ve glutaraldehit monomerleri ile zincir ucunda amin grubu bulunan
COOH-PEG-NH; kullanilarak  sentezlenmesi  hedeflenmistir. Bu  blok
kopolimerden CAPE yiiklii polimerik misel eldesi ise tezin ikinci hedefidir. Bir
sonraki hedef ise yiiklii misellerin karakterizasyon c¢alismalarinin ardindan salim
davraniglarinin gézlemlenmesi ve bu bulgular 1518inda da sistemin hiicre kiiltiirii

testi ile sitotoksisitesinin incelenmesidir (Sekil 1.2).

1.3 Hipotez

Tez ¢alismasinda {iiretilen PAM-b-PEG blok kopolimerinin PAM blogunun
hidrofobik, PEG blogunun hidrofilik yapida olmasindan 6tiirii bu kopolimerin
sulu ¢ozelti icerisinde misel yapisi olusturabilecegi ve hidrofobik c¢ekirdegine yine
hidrofobik o6zellikli CAPE molekiiliiniin yiiklenebilecegi ongoriilmiistiir (Sekil
1.2).

Caligmamizda {iretilmis olan blokopolimerdeki PAM blogu nétr veya bazik pH
degerlerinde stabil olmasina karsin sahip oldugu Schiff baz1 gruplarindan otiirii
pH 6,5’ten diisiik degerlerde hidrolitik olarak bozunacagi ve bu sebeple de tiimor
mikro ortamin asidik kosullar1 i¢inde CAPE yiiklii miselin tasidigi ilac1 serbest

birakacagi, ayrica hiicresel diizeyde endozomlarin asidifikasyonu (pH ~ 5-6) ve



bunlarin lizozomlarla fiizyonu (pH ~ 4-5) sebebiyle etkili hiicre i¢i ilag salimi

gerceklestirebilecegi diistiniilmiustiir [10].

Misel sisteminin yapisinda bulunan PEG dolasimda sirkiilasyon siiresinin
artmasini, RES ile etkilesimlerin azalmasini, ila¢ salim sisteminin hidrodinamik

boyutunun artirilarak viicuttan atilmasini azaltacaktir.

Uretilecek miselin boyutunun 6zellikle 300 nm gibi bir degerden diisiik olmastyla
pasif hedefleme yaparak kanser dokularina ulasacagr ve olasi yan etkileri

azaltacagi ongorilmiistiir.
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Sekil 1. 2 Tez ¢calismasinda sentezlenen PAM-b-PEG blok kopolimerine CAPE
yiiklenmesiyle misel olusumunun sematik gosterimi.



2

GENEL BiLGILER

2.1 Biyobozunur Polimerler

Biyolojik yapilar veya sistemlerle uyum ic¢inde hareket eden ve viicudun herhangi
bir birimini tedavi eden, destekleyen veya degistiren polimerler, biyouyumlu
polimerler olarak adlandirilir. Biyouyumlu polimerler, uygun konak¢i cevabi
olusturan polimerler olarak da tanimlanabilir. Biyolojik olarak kabul edilebilir
molekiillere ayrisan polimerler ise biyolojik olarak parcalanabilir, biyobozunur
polimerler olarak siniflandirilir [36] ve bu polimerler, islevlerine hizmet ettikten
sonra pargalanabilme ve organizmadan atilabilme gibi dnemli bir avantaj saglar
[1].

Diinya genelinde birgok arastirmaci, biyolojik olarak pargalanabilir polimerik
malzemelerin genis bir terapotik uygulama yelpazesinde potansiyel kullanim
alanlarini incelemektedir. Son yirmi yil bize gdsteriyor ki, biyobozunur polimerik
malzemelerin biyomedikal ve farmasotik uygulamalarda gelistirilmesinde 6nemli
bir ilerleme kaydedilmistir. Bu polimerlerin biyouyumlu, kolayca modifiye
edilebilir ve biyobozunur olmalar1 bu sonucu dogurmaktadir. Bu polimer sinifi
kimya endiistrisinde 100 yildan fazla bir siiredir bilinmesine ragmen, normal
cevresel kosullar altinda bozulma egilimleri nedeniyle ¢ok fazla ilgi gormemistir.
llging bir sekilde, bu durumun, metalik implantlarda oldugu gibi, énceki bir
implantin kalintilarini ¢ikarmak icin gerekli olan ve ikinci bir cerrahi miidahaleyi
gerektirmeyen biyobozunur bir implant tasarimi i¢in bir avantaj oldugu sonradan
fark edilmistir. Ilk FDA onayli biyobozunur iiriin, 1970 yilinda Davis ve Geck
tarafindan tanitilan ve biyobozunur bir polimer olan poli(glikolik asit)ten (PGA)

tiretilen Dexon® isimli dikis ipligidir [37].



Gilintimiize kadar bir¢ok farkli monomer, sentetik ve dogal polimerler kullanilarak
tiretilen biyobozunur polimerlerin nanotastyicilardan doku iskelelerine,
implantlardan cerrahi ipliklere kadar genis bir kullanim alan1 bulunmaktadir [1].
Gegmisten bugiine kullanimina bakildiginda biyobozunur polimerlerin ambalaj
sanayisi, kozmetik, dikis materyalleri, yapay dis ve dolgu macunlar1 gibi dis
hekimligi uygulamalari, fotografcilik, malzeme tiretimi, gida ve igecek sanayileri
gibi cesitli ticaret ve sanayi alanlarinda koklii uygulama alanlar1 bulunmaktadir

(Sekil 2.1).

Nanagenes ator | @ Biomass transformation
Fresh heeping Od-water - g .__:":_" ® Functional materials . S ANRE SRS A
separation | . 2 A B o 48 g ¢
\5 o § Biomass transformation
TNyt - v a e ’ A
‘ '4’ . ’ Lithiurm Metal
— «.  Elektronik Seliloz ’ Battones

Packagng Agricultural Mulch b \

e \, 1 \ \ &
t ) R ool Cevresel K ‘

= =

OO vehaa omass ransformation
R — = L o e e
) : o A o 0 o °
: \S\\f\ SERdadiag e N el ()0 526
., . o o~ o N

’ " - » - B .
{ Stent-covenng g d Di‘“ “ S | |

X . llag Dagiom \ Carton iber
Canligo ¥
) “Drug loading Surges suture ) !
| ¢ Blomedical application !
gl . w ® Bio-based flame retardant :ﬂ
]

Sekil 2. 1 Biyobozunur malzemelerin uygulama alanlari [38]

Genis anlamda, biyobozunur polimerler dogal veya sentetik olarak
siiflandirilabilir (Sekil 2.2). Dogal kaynakli biyobozunur biyopolimerler, bitki,
hayvan, mikrobiyal ve deniz kaynaklari gibi yenilenebilir veya biyolojik
kaynaklardan elde edilen polisakkaritler, poliniikleotidler ve proteinler gibi
polimerlerdir. Biyobozunur sentetik polimerler ise, polyesterler ve alifatik
polimerler gibi kimyasal olarak sentezlenmis polimerlerdir ve insan viicudunda
kolayca hidroliz olan ester, amid, iire, liretan veya anhidrit gibi hidrolize edilebilir
baglar1 polimer omurgasinda icermektedirler. PLA, PGA, PLGA, PCL gibi
polyesterler, polianhidritler, poliamid, polihidroksi alkonat (PHA) tiirevleri gibi

polimerler biyobozunur sentetik polimerlere 6rnek olarak verilebilir [36, 37].



Biyobozunur

Polimerler
[ | I
Dogal Sentetik
Kitosan, aljinat, guar 2zamki, Poliortoesterler,
nigasta, karragenan, albldmin, polifosfoesterier, polianhidritier,
jelatin vb. poliester-amidler, poliamidlervb

Sekil 2. 2 Biyobozunur polimerlerin siniflandirilmasi [39].

Proteinler, bazi1 biyofiberler ve polisakaritler en ¢ok kullanilan biyobozunur dogal
polimerler olarak oOne c¢ikmaktadir. Bu polimerlerin kullanimi, safliklarinin
sorgulanabilirligi ve daha yiliksek maliyetleri nedeniyle sinirlt olsa da birgok farkl
alanda kullanima sunulmuslardir.  En ¢ok kullanilan dogal biyobozunur
polimerlerden birisi olan kitosan, toksik olmamasi ve immiin yanit olusturma
potansiyelinin bulunmamasi nedeniyle biyomedikal ve farmasoétik alanda dikkate
deger bir ilgi gormiistiir. Kitosanin kaderini biiyiik olglide etkileyen 6nemli bir
ozellik, asetilasyon derecesi ve cesitli yan zincirlerle tiirevlenme diizeyidir.
Ayrica, genis bir kullanim alanina sahip olmasi da bu yayginliginin nedenlerinden
biridir [40]. Bei ve ¢alisma arkadaslari, norcantharidini kitosan nanopartikiillerine
enkapsiile ederek bu ilacin oral biyoyararlanimini iyilestirmistir [41]. Ayrica,
kitosan nanopartikiillerinin yiizeyine galaktoz gruplar1 baglanarak karacigere
hedefli bir sistem gelistirilmesi amacglanmistir. Serbest ilacla karsilastirildiginda
norcantharidin yliklii nanopartikiillerin karacigerdeki konsantrasyonunun c¢alisma
amacima uygun olarak diger dokularla kiyaslandiginda daha yiliksek oldugu
gozlenmistir [40]. Nanopartikiillerin kitosan ile kaplanmasi sonrasinda timor
hiicrelerine alimi daha iyi olmakta ve ilacin dolasim yar1 Omriinii artirarak
makrofajlar tarafindan taninmasini azaltmaktadir [42]. Ayrica, pozitif yiizey yiiki
nedeniyle bir¢ok ilacin oral biyoyararlanimini artirmak amaciyla genis olgiide
aragtirtlmistir; bu, negatif yiiklii mukin ile baglanma yetenegi ile iliskilidir.
Kitosan igerikli ila¢g dagitim sistemlerinin farmasdtik ve biyolojik etkinligi,
polimerin fizikokimyasal Ozelliklerine (molekiiler agirlik, hidrofiliklik, yiizey

yiikii vb.) baghdir.

Biyobozunur sentetik polimerler arasinda ise polyesterler, polianhidritler,
poliamidler, poli(siyanoakrilatlar), poliiiretanlar gibi polimerler yer almaktadir.

Bunlar arasinda, termoplastik alifatik polyesterler, yani PCL, PLGA, PLA ve
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poli(butil siyanoakrilat) (PBCA) gibi polimerler en yaygin olarak incelenen

sentetik biyobozunur polimerlerdir. Tablo 2.1°de en yaygim kullanilan sentetik

biyobozunur polimerler 6zetlenmektedir.

Tablo 2. 1 En yaygin kullanilan sentetik biyobozunur polimerler ve uygulama

alanlari, avantajlari, dezavantajlar1 ve kimyasal yapilar1 [1].

Polimer

Uygulamalar

Avantajlar

Dezavantajlar

Yapr

Polifosfazenler

Doku
miihendisligi;
As1 adjuvani

Sentetik
esneklik;
Kontrol
edilebilir
mekanik
ozellikler

Karmasik sentez

Polianhidritler

Ilag tagima;
Doku
miihendisligi

Onemli
monomer
esnekligi;
Kontrol
edilebilir
bozunma
hizlar1

Diistik molekiiler
agirhk; Zayif
mekanik 6zellikler

O=0

Poliasetaller

Ilag tastma

Iliman pH
bozunma
urtinleri;
pH'ya duyarli
bozunma

Diistik molekiiler
agirlik; Karmasik
sentez

Poli(orto esterler)

Ilag tagima

Kontrol
edilebilir
bozunma
hizlari; pH'ya
duyarh
bozunma

Zay1f mekanik
ozellikler; Karmagik
sentez

Polifosfoesterler

Tlag tasima;
Doku
miihendisligi

Biyomolekiil
uyumlulugu;
Yiiksek
biyouyumlu
bozunma
uriinleri

Karmasik sentez

Polikaprolakton

Doku
miihendisligi

Yiiksek
islenebilirlik;
Birgok ticari
tedarikei
mevcut
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Tablo 2. 1 En yaygin kullanilan sentetik biyobozunur polimerler ve uygulama alanlari,
avantajlari, dezavantajlar1 ve kimyasal yapilari [1]. (devami)
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PLGA, yiiksek biyouyumlulugu, kolay iiretimi, ¢ok yonlii bozunma kinetigi, iyi
mekanik dayaniklili§1 ve insanlarda in vivo uygulamalar i¢in diizenleyici onay1
sayesinde biyomedikal alanda siirdiiriilebilir, kontrollii ve hedeflenmis ilag
dagitimi igin en iyi bilinen polimerlerden biridir [43]. PLGA, PLA ve PGA
polimerlerini olusturan monomerlerin kopolimeri oldugundan, 6zellikleri biiyiik

Olciide bilesen polimerlerinin dogasina ve mol oranina baglidir.

PLA, PGA’ya gore daha hidrofobik yapidadir. Boylelikle PLA igerigi arttirilarak
ya da PGA igerigi ile azaltilarak PLGA'nin hidrofobikligi artirilabilmektedir. Bu
durum, ila¢ dagitim sisteminin bozunma kinetigi ile salim profilini etkilemekte ve
ayrica sistemin bozunma hizina da yon vermektedir. Hidrofobikligin artmasi,
bozunma hizim1 diisiirmekte, azalmasi ise bozunma hizin1 artirmaktadir.
Gortildiigii izere, PLGA kopolimerinin davraniglar1 6nemli 6l¢iide bilesimine ve
molekiil agirligina bagli olarak degismektedir [44]. Bu baglamda, Panyam ve
calisma arkadaglari, kat1 halde ilag-polimer ¢oziiniirliigii {izerinde polimerlerin

fizikokimyasal 6zelliklerinin (molekiiler agirlik, % laktid, ve PLGA'nin u¢ grup

12



kimyast gibi) etkisini arastirmislardir; bu da nihayetinde dagitim sisteminin in
vitro ve in vivo Ozelliklerini degistirmektedir [45]. Bu nedenle, bir dagitim sistemi
tasarlarken kullanilan polimer veya kopolimerin fizikokimyasal o6zelliklerini
dikkate almak, in vitro ve in vivo verimliligini tahmin etmek agisindan son derece

Onemlidir.

Sentetik biyobozunur polimerlerin uygulamasi yalnizca 1960'larin sonlarina dogru
baglamistir [46] ve biyostabil malzemelerle karsilastirildiginda, uzun vadeli
biyouyumluluk avantajlari, teknik ve etik sorunlar gibi konular g6z Oniine
alindiginda, biyobozunur biyomalzemelerin, kalic1 protez cihazlar1 yerine doku
onarimi ve yenilenmesine yardimci olmak i¢in kullanilmasina yonelik arastirmalar
son zamanlarda 6nemli Ol¢lide artmistir [47]. Dogal polimerlerin yiiksek saflik
gereksinimi, mikrobiyal kontaminasyon riski ve agir metal icerigi gibi faktorler
nedeniyle saflastirma siirecinin zaman alici, zahmetli ve maliyetli olmasi1 sentetik
polimerlerin kullanim alanin1 genisletmektedir. Ayrica, sentetik polimerler
kolaylikla {iretilebilmekte ve istenilen Ozelliklerin elde edilmesi ig¢in genis bir

skaladaki fonksiyonel gruplarla modifiye edilebilmektedirler [40].

Tiim bunlar, polimerik biyomalzemelerin, ¢ok yonliiliikklerinden dolayr metaller,
alagimlar ve seramikler gibi diger malzeme smiflarinin yerini hizla almasina yol
agmigtir  [47].  Non-toksik dogalari, biyouyumluluklari, bozunurluklari,
stirdiiriilebilirlikleri ve yiiksek hidrofiliteye sahip olabilme potansiyelleri bu

polimerleri avantajli kilmaktadir [48].
2.1.1 Biyouyumluluk ve Biyobozunurluk

Biyomalzemeler, tibbi uygulamalarda kullanilmadan once belirli kriterleri ve
diizenleyici gereklilikleri karsilamalidir. Oncelikle, biyomalzemeler geleneksel
yontemlerle kolayca saflastirilabilir, islenebilir ve sterilize edilebilir olmalidir.
Biyomalzeme olarak kullanilacak malzemeler, sentez veya iiretim siire¢lerinden
sonra kalan, sizan safsizliklar, katki maddeleri ve bilesiklerden arindirilmisg
olmalhidir. Bu, polimerik biyomalzemelerde ozellikle 6nemli bir sorundur.
Baslaticilar, stabilize ediciler, emiilgatorler, tepkimeye girmemis monomerler
veya oligomerler gibi ekstraksiyon maddeleri, polimerik biyomalzemelerin

uygulanmasi sirasinda ortaya ¢ikabilir ve ciddi yan etkilere neden olabilir.

13



Biyomalzemeler, belirli uygulama igin gerekli biyomekanik o6zellikleri (gerilim,
sikistirma ve kayma) sergilemelidir. Bu nedenle, istenilen fiziksel yapilara
(6rnegin, kristalinlik, dolagim, denge sismesi) sahip olmalidir. Kullanima baglh
olarak, gecirgenlik, elastiklik, elektriksel 6zellikler gibi diger beklenen 6zelliklere

de sahip olmalidirlar.

Biyomalzemelerin ylizey 0Ozellikleri, dikkate alinmasi gereken en Onemli
konulardan biridir. Hidrofobiklik veya hidrofiliklik, 1slanabilirlik, ylizey yiikii,
polarite, reaktif kimyasal gruplarin dagilimindaki heterojenlik, yiizey enerjisi,
purtizsiizlik (piiriizsiiz, piiriizlii veya gozenekli) gibi 6zellikler, biyomalzemelerin

onemli ylizey Ozellikleri olarak kabul edilmektedir.

Tiim bu ozellikler zaman, sicaklik ve cevresel kosullara baghdir ve
biyomalzemein uygulanmasi sirasinda fizyolojik ortamda degisebilir. Zamanla
degisen ozellikler (Ornegin, hareket, ayrilma, bozulmalar,
adsorpsiyon/adsorpsiyon biyodegradasyonu, ¢oziinme, korozyon),
biyomalzemenin toplam basarisizligina yol agabilir. Biyomalzemenin, istenilen
siire boyunca (1 saat, 1 giin, 1 veya 10 yil vb.) in vivo ozelliklerini ve islevini

korumasi 6nemlidir.

Sonug olarak, biyomalzemeler biyouyumluluk gostermelidir. Diger bir deyisle,
kendileri ve bozulma {iriinleri istenmeyen ev sahibi reaksiyonlar1 (6rnegin,
tromboz, iltihapli reaksiyonlar, doku nekrozu, toksisite, alerjik reaksiyonlar,

kanserojenez) igermemelidir [49].

Biyouyumluluk: insan viicudunun cesitli yerlerinde protezler ve tibbi cihazlar
gibi ¢ok degisik amagclarla kullanilmakta olan biyomalzemelere baktigimizda,
polimerler, en genis biyomalzeme smnifidir ve tiim biyomalzemeler, tibbi
uygulamalar i¢in nitelikli hale gelmeden Once belirli kriterleri ve diizenleyici
gereklilikleri  kargilamalidir.  Biyouyumluluk, bu baglamda en 6nemli
gereksinimlerden biridir [49, 50] ve bir malzemenin viicuda zarar vermeden
islevini yerine getirme yetenegini ifade eder. Biyouyumluluk, malzemenin
fiziksel, mekanik ve kimyasal Ozelliklerinin yani sira, potansiyel sitotoksik,
mutajenik ve alerjenik etkiler gibi birgok unsuru kapsayan genis bir terimdir [51]
ve tiim bu unsurlar g¢ergevesinde sagladigi optimum uyumdur. Dolayisi ile

biyouyumluluk, malzemenin viicuda uygun cevap verebilme o6zelligidir. Daha
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genis bir tanimla, biyouyumluluk bir biyomalzemenin, s6z konusu tedavinin
alicis1 veya yararlanicisinda herhangi bir istenmeyen yerel veya sistemik etki
yaratmadan, s6z konusu 6zel duruma en uygun yararli hiicresel veya doku yanitini
olusturarak ve tedavinin klinik olarak ilgili performansini optimize ederek, tibbi
bir tedaviyle ilgili istenen islevini yerine getirme yetenegi seklinde tanimlanabilir
[52].

Biyouyumlulugun 6n kosullar1 asagidaki gibidir:
e Toksik olmamasi
e Kanserojen olmamasi
e Mutajenik olmamasi
e Alerjik olmamasi

e Kirletici igermemesi (6rnegin, katki maddeleri, c¢oziiciiler ve sentez

kalintilarr)
e Biyouyumlu bozunma firiinlerine sahip olmasi
e Biyorezorbe edilebilir olmasi
e Olumsuz immiinolojik yanit olusturmamasi

Materyalin  ylizey Ozellikleri, kimyasal yapis1 ve bozunma {irlinleri

biyouyumlulugunu etkileyen 6nemli faktorlerdir [52].

Viicudun biyomalzemelere karsi verdigi tepkiler oldukga farklilik gosterebilir.
Biyomalzemelerden beklenen baslica ozellikler; 1yt mekanik dayanim,
biyouyumluluk (viicutla uyumluluk), korozyon direnci, iistiin siirtiinme ve aginma
direnci olarak siralanabilir. Bunun yani sira, alerjik reaksiyonlara neden
olmamalar1, toksik triinler salgilamamalari, kolayca sekillendirilebilmeleri ve
sterilizasyon siireclerinde 6zelliklerini yitirmemeleri de biiylik 6nem tagimaktadir.
Biyomalzemelerin {istiin mekanik 6zelliklere ve biyouyumluluga sahip olmasi,
kullanilacaklar1 yere gore uygun ozelliklere sahip olmalarin1 gerektirmekte ve bu
dogrultuda dogru malzeme se¢imi kritik bir 6nem arz etmektedir [53].
Biyomalzemelerin biyouyumlu olmasi gerektiginden, implantlar ve protezlerin
tiretiminde kullanilacak malzemelerin se¢imi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Son

yillarda, biyomalzeme ve doku etkilesimleri iizerine 6nemli arastirmalar yapilmis
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olup ve viicudun dogal dokularinin yeniden yapilanmasini destekleyen, viicut
stvilariyla uyumlu biyomalzemeler gelistirilmistir [54]. Biyolojik uyumluluk,
viicudun biyomalzemeyi kabul edebilme kapasitesini ifade eder. Bu nedenle, hem
biyomalzemenin kendisi hem de biyomalzemenin yerlestirilece§i viicut ortami
titizlikle incelenmelidir.  Seramikler, metaller, polimerler ve kompozit
biyomalzemeler, biyomalzeme olarak kullanilmakta ve insan sagligina uyum
saglamaktadir. Biyomalzemelerin istenen mekanik 6zelliklere sahip olmalarinin
yani sira, biyouyumluluklar1 da viicut uzuvlar1 ve organlarinin tedavisi veya
degistirilmesinde hayati bir dneme sahiptir. Yeni gelistirilen biyomalzemeler,
piyasaya sunulmadan Once viicut i¢inde istenmeyen bir etki yaratmadiklarindan
emin olmak amaciyla detayli biyolojik testlere tabi tutulmaktadir. Bu testler,
oncelikle viicut diginda, ardindan viicut i¢inde gerceklestirilmekte ve son olarak
klinik denemelerle malzemenin biyolojik giivenilirlii ve performansi
degerlendirilmelidir. Biyomalzeme ¢evresinden alinan doku orneklerinin
morfolojik analizi, malzemenin biyolojik uyumlulugu hakkinda 6nemli ipuglari
sunabilir. Ozellikle ortopedi ve travmatoloji alaninda kullanilan biyomalzemeler,
kapsamli testlerden gectikten ve biyouyumluluklar1 onaylandiktan sonra klinik
kullanima girmektedir. Ancak, tim bu testlere ragmen biyomalzemeler, alerjik,
immiin, nonimmiin, mutajenik, kanserojenik veya inflamatuar reaksiyonlara neden
olabilmektedir. Bu nedenle, kullanilacak biyomalzemenin test sonuclart biiyiik

onem tagimaktadir [55].

Polimerik yapilar, dendrimerler ve polimerik miseller, ila¢ tasiyici sistemlerde,
doku miihendisligi ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok biyomedikal uygulamada
kullanilan ve oldukca genis bir uygulama alaninda {istiin 6zellikler sergilemekte
olan biyomalzemelerdir. Polimer bazli malzemeler ve nano o&lgekli yapilar,
biyolojik olarak uyumlu 6zellikler gostermedikce bu sistemlerde etkin bir sekilde
kullanilamaz. Ayrica, biyouyumlu bir polimerin ila¢ tasiyict sistemlerde
kullanilabilmesi i¢in genellikle biyobozunur olmasi1 da gerekmektedir. Bozunma
stirecinde toksik olmayan alkoller ve asitler gibi zararsiz bilesenler ortaya

cikarmalidir [56].

Bu kapsamda biyouyumlu malzemeler, hiicrelerin ve bireylerin biyolojik

islevlerini olumsuz yonde etkilemeden, ciddi yaralanmalara ya da toksik,
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immiinojenik, trombojenik veya kanserojen gibi etkilere yol agmadan giivenle
kullanilabilmektedir [51, 52].

Sonug¢ olarak; biyouyumluluk, kullanim siirecinde yani biyolojik bir ortamda
bulundugu siire boyunca malzemenin, viicut sistemine uygun cevap verebilme,
viicutla uyusabilir, kendini g¢evreleyen dokularin normal fonksiyonlarina engel
olmama ve iltihaplanma olusturmama yetenegi olarak tanimlanabilmektedir.
Biyouyumlu malzemeler, bagisiklik sistemini uyarmadan, toksik reaksiyonlara
neden olmadan ve doku ile etkilesime girerek viicut tarafindan kabul edilebilir
olmalidir. Bu 6zellik, 6zellikle ila¢ salim sistemlerinde ve tibbi cihazlarda Kritik

bir rol oynar [52].

Tiim bu siireclerin sonucu olarak biyouyumlulugun saglanmasi ve siirdiiriilmesi,
biyomalzeme biliminin uzun yillardir odak noktasi olmustur ve malzemeler ve
dokular arasindaki etkilesimlerin anlasilmasi, en iyi performansi saglayacak
biyomalzemelerin arastirilmasina yonlendirmistir. Uzun siireli implant cihazlari
tizerindeki deneyimlere dayanarak, bir tibbi cihazin biyouyumlulugu i¢in temel

gereksinimin, malzemenin dokuya zarar vermemesi oldugu gosterilmistir [52].

Biyobozunurluk: Polimer bozunmasi, ana zincir baglarinin kirilmasina neden
olan kimyasal reaksiyonlar sonucunda daha kisa oligomerler, monomerler ve/veya
diger diisiik molekiiler agirlikli bozunma {iriinlerinin olusumu olarak tanimlanir
[47]. Bozunma siireci ya biyokatalitik iglemlerle (bakteriler, mantarlar, enzimler
vb. aracilifiyla) ya da yalmzca kimyasal ve radikal islemlerle (hidroliz,
oksidasyon, UV 1sinlamasi) gerceklesir [48] ve polimerler canli tarafindan
sindirilebilen veya atilabilen asitler ve diger bilesenlere parcalanir [42]. Hem
dogal (6rnegin, kolajen) hem de sentetik (Ornegin, poli(a-hidroksi) asitler)

biyobozunur polimerler, biyomedikal uygulamalarda kullanilabilmektedir [49].

2.2 Biyobozunur Polimerlerin Bozunma Mekanizmalari

Biyobozunur polimerlerin bozunma mekanizmalari, polimerin kimyasal yapisina,
cevresel kosullara ve bozunma siireglerine etki eden faktorlere gore farklilik
gosterir [57]. Bununla birlikte polimerin kimyasal yapisi, molekiiler mimarisi,
molekiiler agirligi ve morfolojisi gibi ozellikler basta olmak {izere polimerin

biyobozunma hizim1 etkileyen birgok faktor bilinmektedir [58]. Ayrica
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malzemenin boyutu, geometrisi ve gozenekliligi de dnemli faktdrler arasinda yer
alirken, pH ve sicaklik gibi ¢evresel kosullar da bozunma hizini etkileyen unsurlar
arasindadir [59]. Bozunma siireciyle birlikte polimer 6zelliklerinde degisiklikler
meydana gelir. Bozunmay1 izlemek i¢in en 6nemli parametre, molekiiler agirlig
olmakla beraber mekanik dayanim kaybi, kristallesme, monomer olusumu ve pH
degisiklikleri de bozunma ile iligkili diger olaylardir [59]. Polimer zincirinde
bulunan genellikle ester baglar1 gibi kararsiz baglarin su ile reaksiyona girmesi
sonucu hidrolitik bozunma meydana gelir. Hidrofilik polimerler ¢ok miktarda su
tutar ve hidrofobik matrislere gore daha hizli bozunurlar. Dolayisi ile reaksiyon

hizi, polimerin suyu absorbe etme yetenegiyle de yakindan iliskilidir [60].

Cesitli gelismis analitik teknikler kullanilarak, polimer bozunma mekanizmalari
ayrintili olarak incelenebilmektedir. En basit ve etkili yontem olarak, polimerik
malzemenin bozunmasi1 sirasinda gerceklestirilen kiitle kaybi analizi One
cikmaktadir. Cogu durumda bozunmayi izlemek i¢in kullanilan ana parametreler,

molekiiler agirlik, kristallik, pH ve ¢ekirdek i¢indeki termal degisimlerdir.

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak, bozunabilir polimerik sistemlerin bozunma siirecinde dis ve i¢
morfolojisine dair degisimler takip edilirken jel gecirgenlik kromatografisi (GPC)
ile de molekiiler agirlik kaybi tespiti yapilabilmektedir. Bozunabilir polimerlerin
bozunma sirasinda termal Ozelliklerinde meydana gelen degisimler iginse
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ve termo gravimetrik analiz (TGA)

yontemleri kullanilabilmektedir.

Polimer bozunmasmin incelenmesinde kullanilan diger teknikler ise
kromatografik analiz ile monomer saliminin belirlenmesi ve FT-IR spektrokopisi
kullanilarak u¢ grup analizi siralanabilir. Raman sagilmasi ve niikleer manyetik
rezonans (NMR) spektroskopileri ile de polimerin kimyasal yapisindaki degisim
belirlenebilmektedir. Genis acili X-151n1 kirinimi (XRD) yontemi ile de polimerik

malzemenin kristalinitesindeki degisim saptanabilmektedir [61].

Biyobozunur polimerlerin bozunma mekanizmalar1 genel olarak hidrolitik,
enzimatik ve oksidatif bozunma seklinde olmak iizere iic ana mekanizma ile
aciklanabilir. Bununla birlikte pH, sicaklik ve su gecirgenligi gibi 6nemli faktorler

polimerlerin bozunma mekanizmasinda etkilidir.
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Hidrolitik Bozunma: Hidrolitik olarak bozunabilir polimerler, omurgalarinda
hidrolitik olarak zayif kimyasal baglar bulunduran ve dis bir etkiye gerek
kalmadan pargalanabilen malzemelerdir. Kirilan bag sonucunda, iiriinlerden biri
bir hidrojen atomu, digeri ise bir hidroksil grubu kazanir (Sekil 2.3). Esterler,
anhidritler, asetaller, karbonatlar, amidler, iiretanlar ve fosfatlar dahil olmak tizere
birgok bozunabilir polimer, hidrolize duyarli baglar igerir. Bu polimerik ailelerin
biyomalzeme olarak islev gorebilme kapasitesine énemli 6l¢iide etki eden temel
Ozelliklerden biri, bozunma hizlar1 ve erozyon mekanizmalaridir. Polifosfazenler
gibi bazi bozunabilir polimerler hidrolitik olarak ¢ok kararsizdir, poliamidler gibi
bazilari ise hidrolitik olarak son derece stabildir [2]. Bazi ailelerin (polifosfazenler
ve polianhidritler) bozunma hizi, bu aileler i¢in, malzeme 6zelliklerinde 6nemli
esneklik  saglayan polimer kimyasina bagli olarak, biiylik dlgiide
degistirilebilmektedir. Bozunma hizlari, su diflizyonu, monomer ¢oziiniirligi ve
difiizyonu, malzeme geometrisi ve boyutu gibi diger faktorlerle birlestirilerek,

bozunabilir  bir polimerik biyomalzemenin nasil erozyona ugrayacagi
belirlenmektedir [62].

X——Y
J\ H0
X——H HO——Y
Sekil 2. 3 Hidrolitik olarak hassas olan X-Y baginin su molekiilii tarafindan
kirtlmasi sonucu olusan X-H ve HO-Y iriinleri [1]
Bozunma genellikle polimerik malzemenin dis ylizeyinden baslayarak ic
kisimlarina dogru ilerleyen yiizey erozyonu (surface erosion), tiim kiitlede esit bir
dagilimla gergeklesen kiitle erozyonu (bulk erosion) seklinde gerceklesebildigi
gibi ikisinin bir kombinasyonu olarak da gergeklesebilir [2, 62] ki bu
kategorizasyon, istenen uygulama icin hangi malzemenin en iyi oldugunu
belirlemede son derece 6nemlidir [1]. Dolayisi ile biyolojik olarak pargalanabilir
polimerler, hiicre ortaminda kiitle erozyonu ve yiizey erozyonu ile hidrolize veya
enzimatik bozunmaya duyarli olan hidrolize edilebilir bir omurga igerir. Ilki, su

penetrasyonu nedeniyle tiim kesitte bozunmayr ve ardindan uzun polimer

zincirlerinin yavas kopmasini igerirken, ikincisi ise bir ylizey olayidir (Sekil 2.4).
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(1) Katle Erozyonu (I1) Yizey Erozyonu

= B
Bl =
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Sekil 2. 4 Biyolojik olarak pargalanabilir polimerin bozunma mekanizmasi [37]

Yiizey erozyonu orani, polimerin ylizeyinde meydana gelen erozyon, polimerin
hidrolitik (suyun etkisiyle meydana gelen kimyasal tepkimeler) bir ortama maruz
kalan yiizey alanina baglidir. Bagka bir deyisle, yiizey alani ne kadar genisse, suya
maruz kalan bdlge o kadar fazla olacak ve erozyon orani artacaktir. Kiitle erozyon
orani ise polimerin genel yapisindaki bozunma orani, kristal yap1 ve gozeneklilik
olmak iizere iki ana faktore baglanmistir. Kristal yapi, polimer matrisindeki
diizenlilik diizeyidir ve daha kristalize yapilar genellikle bozunmaya daha direngli
olurken, amorf yapilar daha hizli bozunabilir. Polimerin i¢inde bulunan bosluklar
veya gozenekler, suyun polimer i¢ine daha kolay niifuz etmesini saglayarak kiitle

erozyonunu hizlandirabilir.

Mikrokiireler ve implantlar gibi ila¢g salim sistemlerinde, ilacin polimer

matrisinden salinma mekanizmasi ii¢c adimda anlatilabilir:

Ik Ani Sahm: Polimer matrisinin yiizeyine yakin olan ilag molekiilleri, su ile
temas ettiginde hizla ¢oziiniir ve serbest kalir. Bu durum, ilacin baslangigta
yiiksek bir konsantrasyonda salinmasma neden olur ve genellikle "baslangig

salimi1" olarak adlandirilir.

Yavas Salim (Ag Gevsemesi ile Tliskili): Polimer matrisinin yapisi, bozunma
sirasinda gevsemeye baglar. Bu siireg, ilag molekiillerinin ¢éziinmesi i¢in matris
icinde daha fazla serbest hacim olusturur. Bu asamada ila¢ salimi1 daha kontrollii

ve yavas bir sekilde gerceklesir.

Hizlandirilmis Salhim: Polimer matrisi bozunarak oligomer ve monomerlerine
ayrilir ve bu siireg, polimerin i¢inde yer alan mikrogevrenin kimyasal 6zelliklerini

degistirir. Bu mikrogevre, kalan ilacin hizla salinmasini tetikleyebilir.

Salim profilini etkileyen en 6nemli faktorler sunlardir:
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e Ilacin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (6rnegin, suda ¢oziiniirliik).

e Polimerin bozunma hiz1 (yavas bozunan polimerler, daha uzun siire salim
saglar).

e Polimerin su gegirgenligi (su, polimere kolayca niifuz eder ve salim hizi
artar).

e Jlac¢ ile polimer matrisi arasindaki etkilesim (giiclii etkilesimler, salim

hizin1 yavaglatabilir).

Ornegin, kontrollii bir salim profili isteniyorsa, bu faktorlerin dikkatlice optimize

edilmesi gerekir.

Bir kez bozundugunda, olusan momerler/oligomerler bobrek tarafindan atilabilir
ya da son olarak trikarboksilik asit (Krebs) dongiisii gibi c¢esitli metabolik
yolaklara katilarak farkli metabolitlere doniisebilirler [59, 61, 63].

Polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA) gibi polimerler, kiitle erezyonuna
tipik orneklerdir [1]. Polilaktid/glikolid ailesinin tiyelerinin hidrolitik bozunmasi,
Sekil 2.5’te gosterildigi gibi dort asamada ilerler. Su difiizyonu ilk asamadir.
Bunu asidik u¢ gruplara sahip oligomerlerin hidroliz reaksiyonunu otokatalize
ettigi ikinci asama takip eder. Ugiincii asamada kritik bir molekiiler agirhga
ulagilir ve oligomerler polimerden disar1 dogru yayilmaya baslar. Su molekiilleri,
oligomerlerin uzaklagmasiyla olusan bosluga yayilir ve bu da oligomerlerin
diflizyonunu tesvik eder. Ilag gdzenekli bolgelerden yayilirken polimer kiitlesinde
belirgin bir azalma ve ilag salim oraninda keskin bir artis meydana gelir.
Dérdiincili agamada ise, polimerik matris oldukg¢a gézenekli hale gelir ve bozunma

homojen olarak daha yavas ilerler [64, 65].
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Sekil 2. 5 Polimerlerin hidrolitik bozunmasiyla gergeklesen ilag saliminin sematik

gosterimi [61]

Genel olarak baktigimizda polimerlerin hidrolitik bozunmasi iizerinde etkili

onemli faktorleri su sekilde siralayabiliriz [49]:

o

o

o

o

Su gecirgenligi

Kimyasal yap1

Molekiiler agirlik

Morfoloji

Cam gegcis sicaklig

Katki maddeleri

Cihaz boyutlari

Hidroliz mekanizmasi

Cevresel faktorler

Implantasyon veya enjeksiyon yeri

Bozulma ortaminin pH'", iyonik giicii ve sicaklig

Enzimatik Bozunma: Enzimatik olarak parcalanabilir polimerler, teknik olarak

hidrolitik olarak hassas olsa da, fizyolojik kosullar altinda anlamli bir bozunmaya

ugramak icin gercekte kataliz gerektiren baglara sahip polimerlerdir. Bu

polimerlerin ¢ogu, hidrolitik bozunmada bahsedilen polimerlerden ¢ok daha

diisiik hidrolitik bozunma oranlarina sahip olan eter veya amid baglarini igerir [1].

Enzimatik bozunma, enzimlerin polimer zincirlerini hedef alarak parcalamasiyla

ortaya cikar. Bu mekanizma genellikle dogada bulunan biyopolimerlerde ve

biyolojik olarak uyumlu sentetik polimerlerde goriiliir [60]. Mikroorganizmalar
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veya viicut iginde bulunan enzimler, bu tiir bozunmay: tetikleyebilir. Ornegin,

poliester bazli polimerlerin enzimler tarafindan parcalanmasi yaygimndir [1].

Cevresel faktorler veya biyolojik ajanlarin etkisiyle gergeklesebilen enzimatik
bozunma, organizmalarda bulunan enzimlerin polimer zincirlerini pargalayarak,
daha kii¢lik molekiiller ya da monomerler haline getirdigi bir siirectir. Bu siireg,
ozellikle biyomedikal uygulamalarda, 6rnegin ilag salim sistemlerinde, polimerin

kontrollii bir sekilde bozunmasini saglamak amaciyla énemlidir [66, 67].

Enzimatik bozunma mekanizmasi, polimerin kimyasal yapisina ve ortamda
bulunan enzim tiiriine bagl olarak degiskenlik gosterebilir. Ozellikle ester baglari
iceren polimerlerde, esteraz gibi enzimler ester baglarini hidroliz ederek polimer
zincirlerini pargalar. Bu durum, polimerlerin su i¢inde ¢oziiniirliigiinii arttirarak
daha hizli bozunmasma yol agar [68]. Ornegin, PLGA gibi yaygin kullanilan
biyobozunur polimerler, ester baglar1 igerdikleri i¢in enzimatik olarak hidroliz
edilebilirler [69]. Biyobozunur polimerlerin enzimatik bozunmasi, sicaklik, pH ve
enzim konsantrasyonu gibi ¢evresel kosullardan da etkilenir. Ozellikle pH degeri,
enzimlerin optimum aktivite gosterdigi aralikta olmalidir; Grnegin birgok

hidrolitik enzim, notr veya hafif asidik pH'da daha etkili ¢alisir [69].

Sonu¢ olarak, biyobozunur polimerlerin enzimatik bozunmasi, ilag salim
sistemlerinde ve doku miihendisliginde polimerlerin kontrollii bir sekilde
parcalanmasint saglamak ac¢isindan kritik Oneme sahiptir. Bu mekanizma
sayesinde ila¢ salim hizlar1 ve polimerin viicut i¢inde kalma siireleri ayarlanabilir

[70].

Oksidatif Bozunma: Oksijen, serbest radikaller veya peroksit gibi reaktif oksijen
tiirleri polimer yapisindaki baglar1 kirarak oksidatif bozunmaya neden olabilir. Bu

mekanizma, inflamatuar siireclerde polimerlerin bozunmasina katkida bulunabilir.

Polimerik biyomalzemeler viicut sivilarina ve dokularmma maruz kaldiginda
kimyasal ve enzimatik oksidasyonla pargalanabilir. Viicut, enfeksiyon, doku
hasar1 veya yabanci maddelere karsi savunma mekanizmasi olarak inflamatuar
yanit baslatir. Bu yanit sirasinda, l0kositler ve makrofajlar gibi bagisiklik
sisteminin bazi hiicreleri, iltihap bdlgesinde aktif hale gelir. Bu hiicreler, savunma
amacl olarak yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretir. Bu tiirler

sunlardir:
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o Siiperoksit (Oz): Oldukca reaktif bir molekiildiir, mikroorganizmalar1
oldiirmekte rol oynar.

o Hidrojen Peroksit (H,O;): Siiperoksitten tiireyen bir molekiildiir ve
antimikrobiyal etkiye sahiptir.

o Nitrik Oksit (NO): Hem mikroorganizma Oldiiriici hem de damar
genisletici etkileri olan bir gazdir.

o Hipokloréz Asit (HOCI): Ozellikle bakteri ve viriislerin yok edilmesinde
etkili bir bilesiktir [71].

Bu tiirlerin oksidatif etkisi polimer zincirinin kopmasina neden olarak polimerin

pargalanmasini saglayabilmektedir.

Diger Faktorler: pH, sicaklik, 151k, manyetik alan, redoks potansiyelleri,
enzimler, iyonik kuvvet, ultrason vb cevresel faktorler gibi kiigiik degisikliklere
kars1 yanit olarak onemli konformasyonel degisiklikler gecirebilen polimerler,
“Uyaranlara  duyarli”, “akilli” veya “gevresel duyarli” olarak da
adlandirilmaktadir. Bu yanit, genellikle polimerlerin fizikokimyasal ve biyolojik
Ozelliklerinde molekiiler, mikroskobik ve makroskobik olabilen Onemli

degisikliklerle sonuglanir [72].

Bu polimerler 6zellikle kontrollii ve kendiliginden diizenlenen ila¢ dagitiminda,

fizyolojik ihtiyaglara gore optimum ila¢g salimmi saglamak icin siklikla
kullanilmaktadir [73].

Sicakhik: Uyaranlara duyarli polimerler arasinda sicakliga duyarli olanlar en ¢ok
arastirilan siniftir ve ilag dagitim teknolojisinin nasil modiile edilebilecegini ve
akilli ilag dagitim sistemi kavramina nasil Onciiliik edilebilecegini gosteren

basarili bir model olarak énemli bir rol oynamustir [73].

Biyobozunur polimerlerin bozunma mekanizmalari, ozellikle sicaklik etkisi
altinda olduk¢a karmasik bir yapiya sahiptir. Bu polimerler, ortamin sicaklik
degisikliklerine bagl olarak yapisal bozulmalar gosterebilirler [74]. Yiksek
sicakliklar genellikle bozunma hizini artirir [59]. Sicakligin artigi, polimer
zincirlerinin kinetik enerjisini artirarak molekiiler hareketliligi hizlandirir, bu da

zincir kopmasina neden olabilir [75].

Sicaklik artisi ile biyobozunur polimerler, 6zellikle ester baglari igeren polimerler,

hizla hidrolize olabilir ve monomerlerine ayrilabilir. Hidroliz hizi, polimerin
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kristallik derecesi ve amorf yapisina bagli olarak da degisir; amorf bolgeler daha
hizli hidrolize ugrar ¢iinkii su molekiilleri bu bolgelere daha kolay niifuz eder
[61]. Ayrica, yiiksek sicakliklar oksidatif bozunmayir da hizlandirabilir, bu da

polimerlerin yapisinda radikal reaksiyonlarin baslamasina yol agar [76].

Bununla birlikte fizyolojik viicut sicakligi olan 37 °C'nin, ila¢ salimi i¢in uygun
bir tetikleyici olabilecegi diisiincesinden hareketle, terapotik ajanlarin viicut
sicakliginda salimini saglayabilen polimerik nanokapsiiller, etkili bir ilag tasiyici
ortam olarak degerlendirilmektedir. Bu tiir sicaklia duyarli yapilar, sicaklik
degisimiyle faz ge¢isi, su tutma kapasitesi gibi ozellikler sergilemektedir [77].
Ornegin, negatif sicaklik duyarli hidrojel yapilar, belirli bir limit sicakligin altinda
su tutma (sisme) Ozelligi gostermektedir. Ancak, bu limit sicakligin iizerine
cikildiginda, hidrofobik 6zellik kazanarak su molekiillerini itmeye baslar. Diger
bir ifadeyle, limit sicakligin altinda polimerik yapi su iginde ¢oziiniirken, limit
sicakligin tizerinde ¢oziinmez hale gelmektedir. Literatiirde, termal gecisin
gerceklestigi en diisiik limit sicaklik degeri "en diisiik kritik ¢ozelti sicakligi"
(lowest critical solution temperature, LCST) olarak tanimlanmaktadir. Daha
ayrintili incelemeler, LCST degerinin altinda polimer zincirleri ile su molekiilleri
arasinda hidrojen baglariin baskin oldugunu, LCST'nin iizerinde ise bu hidrojen
baglarinin bozuldugunu ve hidrofobik o6zelliklerin baskin hale geldigini ortaya

koymustur [78, 79].

Biyobozunur polimerlerin bozunma mekanizmasi, aynt zamanda polimerin
yapisina, ortamin pH'ina ve ¢evresel kosullara da baglidir [57]. Ornegin, polilaktik
asit (PLA) gibi polimerler, yiiksek sicakliklarda hizla bozulurken, diisiik
sicakliklarda daha stabil kalabilir [80]. Bununla birlikte, ortamda bulunan
enzimler de sicaklik etkisiyle aktif hale gelerek biyobozunma siirecini

hizlandirabilir [81].

Sonu¢ olarak, sicaklik etkisi biyobozunur polimerlerin bozunma hizim1 ve
mekanizmasin biiyiik 6lgiide etkiler ve bu mekanizmalarin anlagilmasi, 6zellikle

ilag salim1 gibi uygulamalarda oldukg¢a 6nemlidir.

Su Gegirgenligi: Polimerin su gegirgenligi, bozunma mekanizmasin1 dogrudan
etkiler. Hidrofobik polimerler yiizey erozyonuna, hidrofilik polimerler ise kiitle

erozyonuna egilim gosterir [60].
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pH: pH, oldukga ilging bir uyaran olup, patolojik ve anatomik farkliliklara bagl
olarak degisiklik gosterir. Bu durum, organlar, dokular, hiicreler ve hiicre ici
bolmelerde (Tablo 2.2) pH duyarl ilag tasima sistemlerinin gelistirilmesine yol

acmustir [82].

Tablo 2. 2 Viicut igerisindeki farkli bolgelerdeki pH degerleri [82].

Viicut Bolgesi pH Degeri
Kan 7,35-7,45
Mide 1,0-3,0
Duodenum 4,8-8,2

Kolon 70-75
Endozomal 6,0-6,5
Lizozomal 45-50

Fizyolojik pH degerlerindeki degisimlere bakildiginda (Tablo 2.2), pH'in
biyomedikal uygulamalarda 6nemli bir sinyal mekanizmasi olarak ele alinmasi

gerektigi agikca goriilmektedir.

Zayif asitler ve bazlar, pH’daki degisimlere bagli olarak farkli iyonlasma

durumlar1 gostermektedir.

Bu tir zayif polielektrolitler, pH degisikliklerine bagli olarak iyonlasma
durumlarinda farklilik gosterdiginden, konformasyonlarinda degisimler (sisme
veya biiziilme) meydana gelir ve bazi polimerlerde faz gecisleri gézlemlenebilir.
Zayif polielektrolitlerin bu 6zelligi, etkili bir sekilde kontrollii ilag salim1 ve gen

transferinin gergeklestirilmesine olanak tanimaktadir [83].

[k galismalarda gastrointestinal (GI) sistemdeki biiyiik pH dalgalanmalariyla (pH
1~8) ilgilenilmis ve oral uygulamalar i¢in kontrollii salim formiilasyonlari
tizerinde yogunlasilmistir [84]. Son zamanlarda, daha hassas pH duyarliligi ve
ayarlanabilirlige sahip yeni pH-duyarli polimerler gelistirilmis ve 6zellikle kanser
ilag tasiyicilar1 olarak dikkat ¢ekmistir. Bu polimerler, pH ile tetiklenen salim, yiik
koruma/agiga ¢ikarma, PEG atilim1 ve ligand/hiicre gecirgen peptitlerin sunulmasi
gibi ozellikleri sayesinde, pH duyarli ilag tagima sistemleri i¢in 6nemli avantajlara

sahiptirler [85].
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pH duyarli polimerler, ¢doziinebilirlikleri veya sulu ¢ozelti icindeki
konformasyonlar1 ¢evresel pH ile geri doniisiimlii ya da geri doniisiimsiiz olarak
degisebilen polimerlerdir. Ornegin tipik anyonik ve katyonik pH-duyarl
polimerler olan poli(akrilik asit) (PAA) ve poli(N,N'-dietil-aminoetil metakrilat)
(PDEAEM), pH'ya bagh faz gecis davraniglarini gosterir. PAA, bazik pH'da
¢ozliniirken, PDEAEM asidik pH'da iyonize olur ve ¢ozliniir hale gelir [86].

Polimerin pH duyarliligi, yapisinda bulunan iyonlasabilir gruplarin (6rnegin,
asidik veya bazik gruplar) ozelliklerine baghdir. Bu gruplar, belirli bir pH
seviyesinde protonlanabilir (H* alabilir) veya deprotonlanabilir (H" kaybedebilir).
pH duyarlilig1, hem polimerin yapisal 6zelliklerine hem de gevresel kosullara gore

optimize edilebilir. Bu faktorler:

o lyonlasabilir gruplarin yapisi: Asidik gruplar (8rnegin, karboksilik asit)
veya bazik gruplar (6rnegin, aminler) farkli pH araliklarinda duyarlilik
gosterir.

o Polimerin bilesimi: Polimerin bilesimindeki monomerlerin tiirii ve orani
duyarlilig: etkiler.

o lIyonik gii¢: Cevredeki ¢ozeltinin tuz konsantrasyonu polimerin iyonlasma
davranigini degistirebilir.

o Hidrofiliklik/hidrofobiklik: Polimerin ana zincirinin ve yan gruplarinin
hidrofiliklik veya hidrofobiklik 6zellikleri, pH duyarhiligina katkida

bulunur.

Kimyasal veya fiziksel olarak ¢apraz baglanmis pH-duyarli polimerlerin yapilari,
genellikle sisme/bliziisme davranigi gibi Ozellikler sergiler [85]. Eisenberg ve
arkadaslarinin  1950'de PAA bazli hidrojellerin pH duyarli sisme/biiziisme
davranigin1 raporlamasindan bu yana, ¢ok sayida pH duyarli polimerik sistem
gelistirilmis ve farmasotik uygulamalar (enterik kaplama malzemeleri, spesifik
hedefleme, tiimor spesifik dagitim), kendili§inden diizenlenen insiilin dagitim

sistemleri ve biyosensorler gibi biyomedikal alanlarda aragtirilmistir [87].

Geleneksel pH duyarlt polimerler, genis bir pH araliginda kademeli geg¢is
gosterirler ve hassasiyetleri genellikle fizyolojik pH seviyesinin disinda kalir. Bu
durum, biyomedikal uygulamalardaki kullanim alanlarini sinirlamaktadir. Bae ve

ekibi, siilfonamid gruplar1 kullanarak fizyolojik kosullara yakin dar bir pH
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araliginda gecis yapabilen yeni pH-duyarli polimer sistemleri gelistirmistir.
Siilfonamid bazli bu polimerler ilag tasiyici olarak ¢esitli yapilar icinde
uygulanmakta ve hedef bolgelerde terapotik etkinligi artirmak igin

kullanilmaktadir [88].

Ana zincirinde asit/baz-duyarli baglar bulunduran polimerler de pH’a duyarli
polimerler olarak adlandirilabilir. Bu polimerler de, ¢evresel pH degisikliklerine
yanit verme yetenegine sahiptir. Bu yanit, ilgili bagin kopmasi ve polimerin
bozunmasi yoluyla gerceklesmektedir. Ornegin, pH diisiisii, asit-duyarli kovalent
baglarin (hidrazon gibi) tersinir sekilde kopmasii tetikleyerek polimer
zincirlerinin hidrolizi/bozunmasi veya polimer agregatlarinin ayrismasina neden
olabilir. Asit-duyarli baglara sahip polimerler, genellikle kanser tedavisinde
kullanilan ilag¢ tasiyicilarinin tasariminda onerildikleri i¢in ila¢ saliminda en sik
kullanilan polimerlerdir. Bu amagla en yaygin kullanilan asit-duyarli baglar
arasinda hidrazon, asetal, ketal ve boronat ester bulunur. Bu baglarin yapisi,
bozunma mekanizmast ve kopma sonrasi olusan yan iirlinler Sekil 2.6’da

sunulmaktadir.
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Sekil 2. 6 Biyobozunur polimerlerin omurgalarinda en yaygin bulunan pH duyarl
baglar [89].
pHe (diisiik ekstraseliiler pH'1) duyarli polimerler ise, belirli pH seviyelerine tepki
veren ve Ozellikle tiimor bolgelerindeki diisiik ekstraseliiler pH" (pHe) hedef alan
kontrollii ila¢ salim sistemlerinde kullanilir. Bu polimerler, diisiik pH kosullarinda
fizikokimyasal 6zelliklerini degistirir ve bdylece ila¢ salimini tetikler. Bilindigi
tizere kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve yayilimi ile karakterize edilen bir hastalik
grubu olan kanser gibi hastaliklarin tedavisinde, o6zellikle pHe seviyesindeki
degisimlerden yararlanarak, hassas ila¢ tasima ve salim mekanizmalari

gelistirilmistir. Kanser hiicrelerindeki zayif perflizyon nedeniyle tiimdrden
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tiiretilen protonlar1 uzaklastirma kabiliyetinin azalmasi ile kombinasyon halinde
glikoliz yoluyla laktik asit olusumunun artmasi, pH<6,0'ya kadar belirgin hiicre
dis1 asidoza yol agar [26]. pHe duyarli sistemler, hedeflenen bdlgede ilag
etkinligini artirmay1r amagclar. Kanser tedavisinde birincil yontem olarak kabul
edilen kemoterapide ilaglarin normal hiicrelere zarar vermesi (yan etkiler) ve
coklu ilag direnci (MDR) gibi biiyiik zorluklar bulunmaktadir [90] ki MDR,
hiicrelerin birden fazla yapisal benzerligi olmayan ve farkli molekiiler hedeflere
sahip ilaglara kars1 direng gelistirdigi durumu tanimlar ve kanser tedavisindeki en
biiylik zorluklardan biridir [91].

Kanserli dokular, normal dokulara kiyasla fizyolojik olarak bazi farkliliklara
sahiptir ve bu farkliliklar hedeflenmis tedavi sistemleri gelistirme ¢abalarini
desteklemistir. Son on yillarda, “gelistirilmis gecirgenlik ve tutunma (EPR) etkisi”
ve “uzun siire dolasabilen nano-tasiyicilar” kanser ila¢ hedefleme stratejilerinde
onemli roller oynamistir [92]. Pasif doku hedeflemesi, tiimor damar yapisinin
gecirgenliginin artmast ve etkisiz lenfatik drenaj (EPR etkisi) yoluyla
nanopartikiillerin ekstravazasyonuyla elde edilir. Nanopartikiillerin yiizeyi,
hiicreye 6zgili tanima ve baglanmay1 destekleyen ligandlarla modifiye edilerek
aktif hiicresel hedefleme saglanabilir. Bu siiregte nanopartikiiller; (i) igeriklerini
hedef hiicreye yakin bir bolgede serbest birakabilir, (ii) hiicre zarma tutunarak
hiicre dis1 stirekli ilag salimi saglayan bir depo gibi davranabilir veya (iii) hiicre

i¢cine alinip dogrudan etki gosterebilir (Sekil 2.7).

Bu stratejilere dayali olarak, “pasif hedefleme” tiimor bolgelerinde segici ilag
birikimini hedefler, ancak ilag tastyicilarinin tiimor hiicrelerine sadece tasinmasi,
basarili bir hedefleme anlamina gelmez. Tedavi etkinligi i¢in ilaglarin hedef
hiicrelerin sitoplazmasi, mitokondrisi veya g¢ekirdegi gibi hiicre i¢i bdlgelere
ulastirilmast  gerekebilir. Ayrica, damarin yakininda kalan bu tasiyicilar,

tiimordeki tasiyicilarin ek birikimini sinirlandirabilir (yol tikanma etkisi) [93].
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Sekil 2. 7 Pasif ve aktif timor hedeflemesi [94]

Nanopartikiiller kan dolagiminda yiizey 6zelliklerine baglh olarak birka¢ dakika
icinde opsonize edilip dolasimdan uzaklastirillarak karaciger, dalak gibi
retikiiloendotelyal organlarda tutulur. Yiizey ozelliklerini iyilestirme amaci ile
yapilan kaplama i¢in en ¢ok tercih edilen strateji, protein adsorpsiyonunu dnleyen
ve dolasimdaki istenmeyen etkilesimleri azaltan PEG kullanimidir. Ancak PEG,
sterik bir engel gorevi gorebilir ve nanopartikiillerin hedef hiicrelere girmesini
engelleyebilir, hatta endositozdan sonra endozomal kagisa neden olabilmektedir
[95]. PEG'in nanopartikiilden ayrilabilir olarak tasarlanmasi, dolagim siiresi

tamamlandiginda PEG'nin negatif etkilerini 6nlemek amaciyla yapilabilmektedir
[96].

PEG ayrilmasi, genellikle bozunabilir kimyasal baglarin kirilmasi ve iyonik
etkilesimlerin ¢ozlilmesi seklinde olmak iizere iki mekanizma ile saglanabilir.
PEG'nin ayrilabilirligi i¢in yaygin olarak kullanilan pH-duyarli kimyasal baglar
arasinda hidrazon, asetal, maleik asit ve siiksinat baglari bulunur [85]. Gao ve
arkadaslari, hedeflenmis bir PLGA-PEG nanopartikiil model sistemine uygulanan
disiilfit bazli FRET (Floresan Rezonans Enerji Transferi) tasiyan bir PEG
molekiilii sentezleyerek endositoz sirasinda endozomal PEG atimimi dogrudan

gozlemlemislerdir (Sekil 2.8) [97]. Gergeklestirmis oldugumuz bu ¢alismamizda
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da ileride bahsedilecegi iizere PEG, sisteme Schiff bazi ile adapte edilmis olup

asidik ortamda sistemden ayrilmakta ve bu tip bir sisteme 6rnek teskil etmektedir.

AN
pHY v\ ?1 @ Bozunabilirbaglar
PEG
Bozunma NNV
IL NN

(a)

(b)

Sekil 2. 8 pH duyarli PEG ayrilma mekanizmasi [97]

Endozomal pH'a bagli salim mekanizmasi, o6zellikle ilaglarin istenmeyen
bolgelerde salimin1 dnlemek igin biiyiik 6nem tasir. Erken endozomal pH'a (pH
6,0) duyarli bircok pH-duyarli polimer, sitozolik yiiksek dozlu ilag salimi
saglamak amaciyla gelistirilmistir [85]. Bae ve ekibi, pH 6,0’da optimize edilmis,
sitozolde yiiksek doz DOX salimi1 yapan ve MDR durumuna karsi etkili olan
polimerik miseller gelistirmistir. Gelistirilen bu miseller, poli(His-co-Phe)-b-PEG
ve PLLA-b-PEG karisimi olup, pH 6,0’da hizlandirilmis DOX salimi gostermis ve
folat reseptor aracili endositoz ile birlestiginde hem duyarli hem de ¢oklu ilag

direngli hiicre hatlarini etkili bir sekilde 6ldiirmiistiir [98].

Cevresel pH degeri, 6zellikle hidrolitik bozunmay1 hizlandirabilir. Asidik veya

bazik ortamlar polimerin daha hizli bozunmasina neden olabilir [59].

Bununla birlikte, bu polimerlerin mekanik, kimyasal ve termal 6zelliklerinin
ekstraksiyon, sentez veya modifikasyon yOntemleri sirasinda kolayca

sekillendirilebilmesi ek bir avantajdir [36].

2.3 Biyobozunur Polimerlerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin

Nano Boyutlu Ila¢ Dagitim Sistemleri Uzerindeki Etkisi
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Biyobozunur polimerler; proteinler, peptitler, makromolekiiller, genler,
hormonlar, goriintileme ajanlari ve diger biyoaktif molekiiller i¢in potansiyel
tastyic1 olarak kapsamli bir sekilde arastirllmistir. Bu kapsamda, nano boyutlu
farkli partikiiler tasiyici sistemler gelistirilmistir. Sekil 2.9°da boyle bir sistem
gelistirilmesi i¢in géz Onilinde bulundurulmasi gereken faktorler 6zetlenmistir.
Biyobozunur polimerler kullanilarak {iretilen bu tip tasiyicilar ile plazmadaki ilag
konsantrasyonunu sabit tutarak doz, doz sikligi ve ilaglarin yan etkileri

azaltilabilmektedir [99].

Dogal Polimer

Organik Sentez

Kimyasal modifikasyonlar Fiziksel Modifikasyonlar
(6r:hidroliz, capraz baglanma, polimerizasyon) (&r: termodinamik)

e

Kararh
Nanopartikiller

Sekil 2. 9 Nano boyutlu ilag dagitimi i¢in kullanilan polimerler [40]

Biyobozunur polimerlerin fizikokimyasal 6zellikleri, polimerik tasiyicilarda
terapotik bilesenin farmasotik ve farmakokinetik 6zelliklerini degistirerek in vitro
ve in vivo biyolojik aktivitesini onemli Olclide etkilemektedir. Bu ozellikler
arasinda molekiil agirligi, hidrofobik yapi, ylizey yiikii, kristalinlik diizeyi,
polimerin  bilesimindeki farkliliklar, camsi gecis sicakligi ve yiizey

karakteristikleri gibi faktorler 6ne ¢gikmaktadir [40].
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Molekiil agirhg (Mw), bozunma davranisini etkileyen onemli bir faktordiir ve
dolayis1 ile ila¢ salim kinetigini 6nemli Olclide etkiler. Polimerin yiliksek
molekiiler agirhgn  (HMw), daha wuzun zincir uzunluguna sahip
monomerler/oligomerlerle iliskilendirilir; bu durum, baslangigtaki ani salim
etkisini ve bozunma hizin1 azaltarak ilacin siirdiiriilebilir salimint saglar. HMw
polimerler, biyoyararlanimi ve ila¢ yiiklemesini artirabilmektedir. Ancak, salim
sistemi boyutu ve enkapsiilleme verimliligi (EE) {izerinde ters orantili etki
gosterebilmektedir [100]. Diisiik molekiiler agirliga sahip polimerler, daha kiigiik
boyutlu parcaciklar ile birlikte kapsiilleme verimliliginde bir azalmaya yol
agmaktadir [101]. Bununla birlikte, bu durum her polimer igin gegerli degildir.
Cok yliksek molekiiler agirliga sahip polimerlerin biiylik pargaciklar olusturmast
ve dolayisiyla emilimi azaltan goézenekli parcaciklar olusturmasi nedeniyle

olabildigi de 6ne siiriilmektedir [102].

Polimerin hidrofobikligi, polimerik sistemin in vitro ve in vivo davranisini
etkileyen en Onemli ikinci 6zellik olup, organik faza ve su fazina karsi olan
afinitesini temsil etmektedir. Hidrofobiklik, polimer zincirinin uzunlugunun ve
polimeri olusturan monomerlerin kimyasal yapisinin bir gostergesidir [42] ve
salim sisteminin emilim profilini ve bozunma kinetigini biiyiik o6lclide
belirlemektedir [103]. Bozunma kinetigi, ilag saliminin hizin1 ve siiresini belirler;
yani, bozunma daha yavas ise, salim da daha uzun siireli olacaktir. Bu da
hidrofobik bir polimerin daha yavas bozundugu sonucuna ortaya cikarmaktadir
[42].

Yiizey kaplama, polimerik tasiyici sistemin in vivo davranigini belirlemede kritik
bir Oneme sahiptir. Dagitim sisteminin uygulanabilirligi, ilgili ila¢ salim
sisteminin yiizeyini belirli ligandlarla kaplama veya baglanma yoluyla
degistirilerek modifiye edilebilir. Bu, ila¢g dagitim sisteminin karaciger, kanserli
hiicreler gibi belirli patolojik alanlara hedeflenmesine yardimci olur. Kaplama
islemi, ila¢ dagitim sistemlerinin etkinligini artirmak i¢in kullanilan bir stratejidir.
Hem ilacin dogru hedefe yonlendirilmesini saglar hem de viicutta daha uzun siire
dolagmasina yardimci olur. Bu 6zellikler, tedavi etkinligini artirirken yan etkileri
azaltabilir. Hidrofobik polimerler kullanilarak hazirlanan geleneksel tasiyici
sistemler, retikiilo-endotelyal sistem (RES) tarafindan kolayca taninarak kandan

hizla temizlenmektedir. Ayrica, kandaki opsonin proteini bu yapilara baglanarak
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makrofajlar tarafindan fagositoza ugramalarina yol agmaktadir. Tiim bu siiregler,
hidrofobik parcaciklarin sistemik dolagimdan karaciger ve dalak yoluyla
uzaklastirilmasina neden olarak, viicutta kalma siirelerini kisaltmaktadir. Yiizey
modifikasyonu, mononiikleer fagosit sistemi (MPS) tarafindan ilgili salim
sisteminin viicuttan atilimasini Onlemenin en kolay yoludur. Hidrofobik
pargaciklarin yiizey Ozelliklerini degistirmek amaciyla, asilama (grafting),
konjugasyon ve adsorpsiyon gibi ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Kullanilan
hidrofilik malzemeler, PEG, kitosan veya poli(etilenimin) gibi polimerler veya
cesitli yiizey aktif maddeler olabilir [102, 104, 105]. PEG, yiiksek
biyouyumluluga sahip olmasindan dolay: yiizey modifikasyonu i¢in siklikla tercih
edilen bir polimerdir ve non-iyonik ve hidrofilik ozellikleri MPS tarafindan
taninmasint engelleyerek dolasim yar1 Omriinii uzatmaktadir. MPS agisindan
zengin organlarin  disinda bulunan kanserli hiicrelere terapdtik ajanlarin

hedeflenmesinde yiiksek derecede onerilmektedir [106].

Pargaciklarin yiizeyindeki hidrofilik kaplama, hedeflenen bolgelere ilag
yonlendirilmesi, kan dolasimindaki yar1 omriiniin uzatilmasi, siirdiiriilebilir ve
kontrollii salim, biyoyararlanimin artirilmasi ve toksisitenin azaltilmasi gibi
birden fazla islevi yerine getirebilir. Bu etkiler, hidrofilik bilesenin karaciger
makrofajlar tarafindan taninmamasi sonucu azaltilmis alim ve polimerik dagitim
sisteminin karaciger hiicrelerinde diisiik birikim saglamasiyla iligkilidir; boylece
daha uzun dolagim yar1 Omrii ve azaltilmis toksisite elde edilmektedir.
Iyilestirilmis biyoyararlanim, hidrofilik bilesiklerle (6rnegin: galaktoz, PEG)
kaplanmis parcaciklarin bagirsaklardan daha etkin bir sekilde emilmesiyle
baglantilidir. Tiim bu etkiler ayrica, dagitim sisteminin yiizey yiik dagilimindan da
etkilenmektedir [40].

Polimerik bir tasiyic1 sistemin yiizey yiikii, yilizey modifikasyonu i¢in
etkinligini belirlemede 6nemli bir parametredir [107]. Birincil amin gruplari ile
kaplanmis nanopartikiiller, siilfat, hidroksil veya karboksil gruplariyla kaplanmis
nanopartikiillere gore daha yiiksek fagositik alim gostermektedir. Pozitif yiiklii
nanopartikiiller, zit yiiklii hiicre zan ile etkilesim kurarak, hiicre icsellestirme
hizin1 artirmakta ve nihayetinde ilacin farmakokinetik profilini iyilestirmektedir
[108]. Giiniimiizde, esas olarak RES'in (karaciger, dalak, akcigerler vb.)

makrofajlarina saldiran bir¢ok hiicresel hastalik yaygindir. Nanopartikiillerin,
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asidik endolizozom bdlmesine endositoz yoluyla hizli alim1 sonucu aktif bilesenin
bozulmasina neden olan erken ila¢ salimi dikkate alindiginda, yiizey yiikd, ilag
yiiklii nanopartikiillerin sitozole hedeflenmesinde kritik bir rol oynayabilmekte ve

endolizozomlardan hizli bir sekilde kagis saglamaktadir [109].

Polimer bilesimi, malzemenin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini belirlemede
kritik bir rol oynamaktadir. Bilesimin igerigi, polimerin mekanik dayanikliligini,
hidrofobikligini, bozunma hizin1 ve biyouyumlulugunu etkileyebilir. Ornegin,
laktid ve glikolid oranlari, PLGA kopolimerinin 6zelliklerini dogrudan
etkileyerek, salim profili ve biyolojik etkinligi lizerinde 6nemli degisikliklere yol
acabilir. Diislik glikolid icerigi, nanopartikiillerin hidrofobikligini artirarak, suya
kars1 direnglerini artirabilir ve bu da ilag salim profilini degistirebilir [110].

Camsi gecis sicakhig (Tg), bir polimerin camst (kati, sert) halden amorf (esnek,
diizensiz) hale gegmeye basladigi sicaklik ya da sicaklik araligidir. Bu gecis,
polimerin fiziksel 6zelliklerini degistirir. Tg, polimerin yapisal 6zelliklerine ve
stereokimyasina (molekiiler diizen ve konfiglirasyon) baglidir. Esnek zincirler,
daha kolay hareket edebildikleri i¢in daha diisiikk Tg degerine sahip olurken, sert
zincirler daha zor hareket ettikleri i¢in daha yliksek Tg degerine sahip olurlar. Tg,

amorf polimerlerin islenmesi i¢in minimum sicakligi da belirtir [40, 111].

Tg degeri bir polimerin biyolojik etkinligi ve ila¢g salim profili gibi bircok
ozelligine etki edebilir. Ornegin, PLGA'nin Tg degeri fizyolojik sicaklik olan 37
°C'den daha yiiksek oldugundan bu sicaklikta camsi yapida oldugu kabul edilir.
Bu da, PLGA kullanilarak elde edilen dagitim sistemlerinin 6zellikle bozunma
davranigin1 etkilemektedir. Tg, polimerin molekiiler agirligina ve bilesimine
baghidir [64]. Diisiik molekiiler agirliga sahip hidrofobik polimerler, daha hizli
hidrate olarak polimer zincir segmentlerinin hareketini artirarak bozunmaya yol
acar [42]. Benzer sekilde, PLGA'nin laktid igerigi ve molekiiler agirhgindaki
azalma ya da PLGA ko-polimerindeki yiiksek glikolid icerigi nedeniyle Tg'sinin

diismesine neden olmaktadir [40].

Polimerin kristalin yapisi, dagitim sisteminin enkapsiilasyon etkinligini (EE) ve
bozunma davranigini biiyiilk oranda etkileyen bir faktordiir. Yiiksek derecede
kristalin bir polimer kullanildiginda, dagitim sisteminin EE'si 6nemli Olglide

azalir; ¢iinkii terapdtik bilesen esasen polimerin amorf bolgesinde hapsolurken,
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kristalin yap1 ilacin girigini engelleyen bir bariyer 6zelligine sahip oldugundan
suya gecirgen degildir. Bir maddenin kristalinlik derecesi, DSC ve XRD gibi
tekniklerle dlgiilebilir. Bu yontemler, maddenin ne kadar diizenli bir kristal yapiya
sahip oldugunu belirler. Ila¢ dagitim sistemlerinin bozunma hizi, kristalinlik
derecesiyle iliskilidir. Yiiksek kristalinlik, polimerin daha diizenli bir yapiya sahip
oldugu anlamina gelir ve bu da bozunma siirecini yavaslatir. Polimerin daha az
diizenli (amorf) olmasi, molekiillerin daha serbest hareket etmesine olanak tanir.
Bu durumda, polimer daha hizli bozunur ve ilag salimi daha hizli gergeklesir.
Kristalin yapiya sahip polimerler, daha yavas bozunur ve dolayisiyla ilag salim1 da
daha yavas olur. Polimerin molekiiler agirligi, kristalinlik derecesini etkiler.
Genellikle daha yiiksek molekiiler agirliga sahip polimerler daha kristalin yapida
olabilir. Genellikle diisiikk molekiiler agirliga sahip polimerler en yiiksek kristallik
derecesine sahipken, yiiksek molekiiler agirliga sahip polimerler (HMw) diisiik
kristalinlik gostermektedir. HMw polimerde amorf fazin genis bir alan1 bulunmasi
nedeniyle, EE daha iyi olur ve salim daha hizli gerceklesir. Diisiik agirlikca
ortalama molekiil agirhigit (LMw) polimerde ise kristalinlik ¢ok yliksek
oldugundan 1ilac1 enkapsiilasyon yetenegi azalir. Bu durum, optimum
enkapsiilasyon saglamak icin her iki faktor arasinda uygun bir dengenin

korunmasi gerektigini gostermektedir [112].

2.4 Blok Kopolimer Miseller

Blok kopolimerler, iki veya daha fazla polimerik bloktan olusan ve farkl
monomer birimlerinin lineer, graft veya dairesel yapilar seklinde birlesmesiyle
meydana gelen polimerlerdir. Bu kopolimerlere yonelik artan ilginin temel
nedeni, ¢oOzelti icerisinde kendiliginden organize olarak supramolekiiler yapi
olusturmalaridir. Blok kopolimerlerin bu kendiliginden birlesme davranisi, farkls,
hatta zit ozellikler sergileyen kisimlara sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir.
Blok kopolimerler, segmentlerinden biri ¢dziicii, digeri ise ¢Oktiirlicii 6zellik
gosteren bir ortamda ¢6ziildiiglinde, tersinir bir sekilde bir araya gelirler. Olusan
misel, ¢Ozlinmeyen bloklarin meydana getirdigi bir “gekirdek” ve c¢oziinen
bloklarin meydana getirdigi bir “kabuk” yapisina sahiptir. Genellikle kiiresel
yapida olan miseller, ¢ozelti veya polimer ozelliklerindeki degisikliklere bagl

olarak farkli sekiller alabilmektedir. Blok kopolimer miseller, ilag veya gen
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tasiyict olarak kullanildiginda, olusan yapinin ¢ok sayida parametreye bagli olarak
degisebilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle, ¢aligma amacina uygun
olarak Oncelikle hangi tiir kopolimerin (lineer, graft, dairesel, vb.) tercih
edilecegine karar verilmesi, sentez i¢in yontem belirlenmesi ve ardindan
kopolimerin ¢ozelti igindeki davramiglarinin (misel olusumu, misel boyutu,

dagilimi, sekli, yiikii gibi) detayl bir sekilde incelenmesi gerekmektedir.

Blok kopolimerler anyonik, katyonik, hidrofobik ve noniyonik hidrofilik olmak
tizere dort farkli temel Ozellikteki polimerik  bloklar  kullanilarak
olusturulabilmektedir. Bu polimerik bloklarin farkli sekillerde ve farkh
bilesimlerle birbirlerine baglanmasi saglanarak iki veya daha fazla bloga sahip
blok kopolimerler sentezlenebilmektedir [113]. Sekil 2.10’da A ve B bloklarina

sahip olan farkli mimarideki blok kopolimerler gosterilmektedir.
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Sekil 2. 10 Farkli mimarilere sahip blok kopolimerler
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2.4.1 Blok Kopolimerler ile Misel Olusumu ve Ozellikleri

Blok kopolimerlerden ilag veya gen tasima amaciyla kullanilacak bir tasiyici

misel sistemi elde edebilmek i¢in, taginacak olan kargo molekiiliine uygun sekilde
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tasarlanmas1 gerekmektedir. Dolayisi ile, blok kopolimer miseller, tasimis oldugu
kargo molekiil ile ¢ekirdegi arasindaki etkilesim tiiriine bagli olarak ¢apraz bagh
miseller, hidrofobik etkilesim ile olusan miseller, hidrojen bagi ile olusan
miseller, metal koordinasyon bagi ile ve elektrostatik etkilesim ile olusan miseller

olarak siniflandirabilir:

Her misel tipi, tasiyacak oldugu kargo molekiilleri acisindan farklilik gosterirken,
misel olusum mekanizmalar1 da birbirinden farklidir. Farkli yapidaki blok
kopolimerlerin ilag veya gen tasima isleviyle misel olusturma siirecleri, Sekil

2.11°de sematik olarak gosterilmistir [114].
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Sekil 2. 11 ilag ve gen tasiyici olarak blok kopolimer misel olusumu [114]

Hidrofobik etkilesimler sonucu bir araya gelen blok kopolimer miseller, en bilinen
polimerik misel yapilardir. Bu miseller, amfifilik yani hidrofilik ve hidrofobik
bloklardan olusan blok kopolimerlerden olusur ve genel olarak hidrofobik
yapidaki molekiillerin tasimasinda kullanilir. Hidrofobik bloklar suda ¢oziinmez
ve bir araya gelerek misel ¢ekirdegini olustururlar. Hidrofilik bloklar ise dig
kabugu meydana getirirler ve miselin su iginde ¢oziinmesini saglarlar. Misel
olusumu, kritik misel konsantrasyonunun (cmc) iizerinde gerceklesir. Olusan
miseller ile misel yapisina dahil olmayan polimerler (unimerler) arasinda bir

denge mevcuttur. Misel karakterizasyonundaki kriterler sunlardir [113]:

e cmc ve kritik misel sicakligi,
e Misel morfolojisi,
e Miseller ile unimerler arasindaki denge,

e Misel molekiil agirligi,
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e Misel agregasyon sayisi veya yapidaki polimer zincirinin sayist,
e Misel boyutu,

e Misel ¢ekirdek boyutu,

e Misel kabuk kalinlig1.

flac molekiilleri miselin cekirdegine yiiklenebildigi gibi kabuguna da
yiiklenebilmektedir. Ancak, kabuga ila¢ yiiklemek bazi dezavantajlar1 beraberinde
getirmektedir. ilk olarak, kabuga yiiklenen ilag¢ misellerin birbirleriyle etkileserek
agregasyonuna neden olabilir. lkinci olarak, miselin viicut icindeki
biyomolekiillerle etkilesime girerek hedef dokuya ulagsmasini engelleme riski

vardir [113].

Sekil 2. 12 Yaygin olarak kullanilan ilag yiiklii polimerik misel {iretim
prosediirleri [115]
Yaygin olarak kullanilan ve hidrofobik etkilesimlerle elde edilen ilag ytklii blok
kopolimer misellerin eldesi i¢in kullanilan yontemler Sekil 2.12°de goriilebilir.
Ilag yiikleme islemi, temel olarak iki farkli yontemle gergeklestirilir [115]. Birinci
yontemde, suda c¢oziinebilen kopolimer, ila¢ molekiilleriyle birlikte suda
coziilerek ilag yiiklii misel olusumu saglanir (Sekil 2.12A). Ikinci ydéntem ise suda

¢Oziinmeyen kopolimerler ve ilag molekiilleri organik ¢oziicii icinde ¢Oziilmesi
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saglanir. Ardindan organik ¢oziicii uzaklastirilir ve ilag yiiklii misellerin su iginde
olugmasi saglanir. Diyaliz yontemi (Sekil 2.12B), yag-su emiilsiyonu yontemi
(Sekil 2.12C), organik ¢6ziiciiniin buharlastirilarak uzaklastirilmasi ve film haline
getirilmis polimer ile ilacin su i¢inde c¢oziilerek (Sekil 2.12D), ya da
liyofilizasyonla (Sekil 2.12E) ilag yiiklii miseller elde edilebilmektedir.

Blok kopolimer misellerin ilag tagima sistemlerinde kullanilmasimin baglica
avantajlar, 10-100 nm ¢ap araliginda olmalari, yiikksek yapisal kararlilik, suda
¢Oziinlir olabilmeleri, diisilk toksisite ve c¢esitli fonksiyonel yapilar
barindirabilmeleridir. [114]. Bu avantajlar, diger tiir etkilesimlerle olusan blok
kopolimer miseller i¢in de gegerli olabilmektedir. Blok kopolimer misellerinin 10-
100 nm capinda olmasi, pasif hedefleme amaciyla kullanilmalarina olanak tanir.
Ayrica, misellerin boyutu, blok kopolimerlerin blok uzunluklarina ve molekiil
agirh@ina bagl olarak ayarlanabilir [116]. Bununla birlikte, bazi durumlarda
bimodal boyut dagilimi gdzlenebilir, bu durum genellikle ikincil agregasyonlar,
yani misellerin birbirleriyle bir araya gelmesi sonucu ortaya c¢ikar. Eger kan
dolasiminda biiyiik misel agregatlari, seyreltilmis ortamda kiigiik misellere
ayrigiyorsa bu durum sorun yaratmaz. Ancak agregatlar ayrilmiyorsa, viicutta
olusturduklar etkiler tek basina misellere gore oldukea farkli olabilir ve bu durum

potansiyel istenmeyen etkilere yol agabilir.

Blok kopolimer misellerin ilag tastyict olarak sagladig: bir diger avantaj, statik ve
dinamik yapisal kararliliga sahip olmalaridir [114]. Blok kopolimer misellerinin
statik kararliligi, kritik misel konsantrasyonlariyla belirlenir ve yiizey aktif
maddeler tarafindan olusturulan misellere kiyasla daha diisiiktiir. Bu da misellerin
kan dolasiminda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda olsa bile yapilarinin bozulmadan
kalmasimi saglar. Dinamik kararlilik ise diisiik dissosiyasyon hizlariyla iligkilidir.
Misel cekirdegindeki hidrofobik blogun biiyiikliigii arttikca miselin kararlilig1 da
artar. Ustelik blogun fiziksel durumu, miselin kararliligi iizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Eger ¢ekirdegi olusturan blogun Tg degeri 37 °C’den yiiksek ise,
"donmus" bir ¢ekirdek yapisi olusur ve bu da miselin kararliligin1 6nemli 6l¢iide
artirtr. Tg degerinin altindaki sicakliklarda kristal yapida bulunan polimerler,
misel ¢ekirdeginde daha siki bir diizen olusturarak kararliligi artirir. Ayrica, misel

cekirdegine hidrofobik ilaglarin yiiklenmesi de miselin kararliligini artiran 6nemli

bir faktordiir [116].
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Hidrofobik bir ilacin, suda ¢6ziiniir bir polimere baglanarak yani konjiige edilerek
taginmast durumunda, olusan yapi suda c¢oziinmeyebilir. Bu durum, ilacin
biyoyararlanabilirligini (viicuttaki etkin kullanilabilirlik diizeyi) ve etkinligini
azaltabilir. Blok kopolimer misellerde, hidrofilik kabuk suda ¢ozlniirlik
saglayarak miselin stabil kalmasina yardimci olurken, hidrofobik ilaglarin
cekirdekte tasiniyor olmasi ve boylelikle sudan izole hale getirilmis olmasi1 6nemli
bir avantaj saglar. Bu yapi, hidrofobik ilaglarin sulu ortamda kararli bir sekilde
tasinmasini saglayarak biyoyararlanabilirligi artirir. Boylece, ilaglarin etkinligi ve
viicutta kullanimu iyilestirilmis olur. Ozetle, miseller, hidrofobik ilaglar1 sudan
ayrt tutarken cevrelerinde suda ¢oziinen bir kabuk olusturarak bu ilaglarin

biyoyararlanabilirlik sorunlarini asmalarina yardime1 olur [117, 118].

Blok kopolimer miseller toksisite, biyouyumluluk ve biyolojik siire¢lerdeki
davraniglar1 agisindan degerlendirildiginde, blok kopolimer misellerin, yilizey aktif
misellere kiyasla daha az toksik oldugu goriilmektedir. Ozellikle PEG kapli
miseller, viicutla uyumlu bir yap1 sunarak biyouyumlulugu artirir. Ayrica bu
misellerin molekiil agirliginin uygun sekilde secilmesiyle, miseller unimerlerine
yani tekil polimer zincirlerine ayrildiginda, bu unimerler bobrekler araciligiyla
kolayca viicuttan atilabilmektedir. Bu 0zellik, biyolojik giivenlik agisindan
onemlidir. Blok kopolimer misellerin dolagim siiresinin uzun olmasi, ilag veya
gen tasima gibi gorevlerde kargo molekiillerini hedeflenen dokuya ulastirmalarina
olanak tanir. Miseller hedeflerine ulastiktan sonra unimerlerine ayrilarak, bu
unimerler viicuttan kolayca uzaklastirilabilir. Sonug¢ olarak, blok kopolimer
misellerin diigiik toksisite, yliksek biyouyumluluk, uzun dolasim siiresi ve
bobrekten atilabilirlik gibi 6zellikler ilag ve gen tagima uygulamalarinda bu tip

miselleri neden ideal bir sistem haline getirdigini gostermektedir [114, 115].

Blok kopolimerlerden elde edilen misellerin en biiylik avantaji, her bir blogun
bagimsiz bir sekilde modifiye edilebilmesidir. Gerekli 6zellikler, bu bloklara

dagitilarak ila¢ tasinmasina uygun yapi elde edilebilir.

Blok kopolimer misellerin en 6nemli avantajlarindan biri de, ilag hedefleme ve
kontrollii salim saglamalaridir. Bu, ilacin dogrudan hedef dokuya ulagmasini ve
istenen dozda salinmasini miimkiin kilar. Misellerin genellikle 200 nm’den kiiclik
boyutlarda olmasi, EPR etkisinden yararlanarak pasif hedefleme saglamalarina

olanak tanir. Bu etki, Ozellikle tiimor gibi anormal damar yapisina sahip
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dokularda, misellerin hedef dokuya birikmesini kolaylastirir. Misellerin dis
kabugunda hidrofilik bir blok (6rnegin, PEG) kullanildiginda, kan proteinleri ve
hedef dis1 hiicrelerle etkilesim minimum seviyeye indirilir. Bu, misellerin kan
dolasiminda daha uzun siire kalmasini saglayarak hedefleme ve tasima etkinligini

artirir.

Misel c¢ekirdegindeki ilaglarin salim hizi, hem ilacin kimyasal o6zelliklerine
(diftizyon ve partisyon Kkatsayisi) hem de polimer c¢ekirdeginin fiziksel
Ozelliklerine (viskozite ve hidrofobluk) bagli olarak degisir. Bu faktorler, ilacin
kontrollii salimi i¢in tasarim yapilirken dikkate alimir [114]. Tasiyict blok
kopolimer misel sistemi ilaci hedef dokuya ulastirma ve kontrollii ilag salimi
acisindan optimize edilebilmelidir. flag molekiillerinin hedefe ulasmadan 6nce
salinmasi, etkinligini azaltabilir ve yan etkilere yol acabilir. Bu nedenle,
misellerin ilaglar1 glivenle tasimasi ve yalnizca hedef dokuya ulastiginda serbest
birakmas1 &nemlidir. Ila¢ tasimada basarili bir sonug¢ elde etmek igin, dogru
ozelliklere sahip miseller tasarlanmalidir. Miselin yapisi, ilacin stabil bir sekilde
tasinmasint ve kontrollii bir sekilde salinmasini saglayacak sekilde optimize
edilmelidir. "Stimuli-responsive" (etkiye duyarli) polimerlerin blok kopolimer
yapisina eklenmesiyle, cevresel faktorlere (pH, sicaklik, enzimler gibi) duyarh
miseller tasarlanabilmekte ve hedef dokunun 6zel kosullarinda (6rnegin, timor

dokusundaki diisiik pH veya yliksek sicaklik gibi) ilag salimi1 yapabilmektedir.

Hidrofobik ilaglar, ozellikle kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilanlar,
dogrudan kan dolasimina verilemez. Bunun nedeni, diisik ¢oziiniirliiklerinin
biyoyararlanabilirliklerini sinirlamas: ve toksisite gibi yan etkilere yol
acabilmesidir. Blok kopolimer miseller, hidrofobik ilaglar i¢in bir ¢6ziim sunar.
Misellerin ¢ekirdegi hidrofobik bir mikrogevre olusturur ve bu ortam, hidrofobik
ilaglarin stabilize edilmesini ve ¢oziinilir hale gelmesini saglar. Bu, ilaglarin daha
etkili bir sekilde tasinmasina ve kullanilmasina olanak tanir. Bu miseller,

farmasotik uygulamalarda ozellikle bu amagla kullanilmaya baslanmistir [114,
115, 119].

Miselin ¢ekirdegi ile ilag¢ arasindaki etkilesim, ilacin salim kinetigini, kapsiilasyon

verimini ve misel kararliligin1 dogrudan etkiler [115].
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2.4.2 Blok Kopolimer Misellerin Nitelikleri ve Karakterizasyonu

Kritik Misel Konsantrasyonu (cmc): Yiizey aktif maddelerin (amfifilik
molekiillerin) veya blok kopolimerlerin belirli bir ¢oziiciide misel olusturmaya

basladig1 minimum konsantrasyonu ifade eder.

Tasiyict misel, kana verildiginde, misel konsantrasyonu oOnemli Olciide
diismektedir. Miselin hedef dokuya ulasabilmesi i¢in, diisiik konsantrasyonlarda
dahi kararli kalmas1 gerekmektedir ve bu da blok kopolimer misellerinin genel

ozelliklerinden biridir.

Cmc, misellerin termodinamik kararliliginin bir 6l¢isiidiir. Hidrofobik-hidrofilik
blok orani, hidrofobik blogun T degeri ve yiiklenmis ilag miktari cmc degerini
etkilemektedir [116]. Blok kopolimerin hidrofobik blogu uzadikga, miselin
cekirdegi daha kararli hale gelir, molekiillerin misel olusturmaya olan egilimini
artirtr ve cme degerinin diigmesine neden olur. Daha diisiik cmc degeri, misellerin
daha az miktarda kopolimerle dahi olusabilecegi anlamina gelir. Blok kopolimerin
hidrofilik blogu uzadikca, miselin dis kabugundaki hidrofilik bélge genisler, cmc
degerini artirir, ¢iinkii daha fazla molekiil, misel olusturmak yerine ¢oziiciide
kalmayi tercih eder [120]. Hidrofobik blok, Tg degerinin altindaki sicakliklarda
kristalin bir yap1 kazanir ve daha siki bir sekilde organize olur. Bu siki yerlesim,
misel cekirdeginin kararliligini artirir ve cmc degerini daha da diisiirtir. Misel
cekirdegine hidrofobik ila¢ yiiklenmesi, ¢ekirdekteki hidrofobik etkilesimleri ve
miselin kararlili@int artirir, cmc degerini diisiirerek misellerin daha diisiik

konsantrasyonlarda bile olusabilmesini saglar.

cmc degerinin belirlenmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan yontem, floresans
spektrofotometrisidir ve misel ¢ekirdegi ve su ortaminda farkli floresans
ozellikleri gosteren bir molekiil kullanilarak cmc Olgiiliir. Ayrica dinamik 151k
sacgilmasi (DLS) [121], yiizey gerilimi 6l¢timleri ve iletkenlik 6l¢iimleriyle de cmce
degeri tayin edilebilmektedir [122].

Morfoloji: Blok kopolimer miseller kiiresel, ¢ubuk, vesikiil gibi birgok farkli
sekilde tiretilebilmektedir. Kopolimer bilesimi ve konsantrasyonu, organik ¢oziicii
miktari, pH ve iyonik siddet gibi faktorler degistirilerek misel sekli kontrol
edilebilmektedir:
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Boyut: Misel boyutu, misel sisteminin kargo molekiilii tasima etkinligini
dogrudan etkiler. Genel olarak, 20-100 nm boyut araligindaki miseller, en iyi
etkinligi gostermektedir. Daha kiiciik miseller bobrekten atilabilmekte, daha
biiyiik olanlarin ise makrofajlarca tutulabilmektedir [123]. Misellerin boyutu, her
iki blogu olusturan polimerlerin uzunluguna bagl olarak degistirilebilmektedir.
Tasmacak olan kargo molekiiliin (6rnegin genetik materyal) boyutu ve sekli de

miselin boyutu {izerinde etki gostermektedir [124].

Blok kopolimer miseller, ikincil agregasyonlardan kaynakli bimodal boyut
dagilimi gostermektedirler [116] ve misel ¢ekirdeklerinin hidrofobik olarak
birbirleri ile etkilesmesi sonucu bir araya gelmesi ile bu durum gergeklesebilir. Bu
olusum sistemin etkinligini olumsuz yonde etkileyebileceginden istenmeyen bir
durumdur ve bu durumun dnlenmesi amaciyla, misel kabugu PEG gibi bir iyonik

olmayan hidrofilik blokla kaplanabilmektedir.

Blok kopolimer misellerin boyutu, dinamik 131k sagilmasi (DLS), taramali
elektron mikroskobu (TEM), atomik kuvvet mikroskobu (AFM), boyut eleme
kromatografisi (GPC) ve viskozimetri yontemleri kullanilarak
belirlenebilmektedir [113]. Boyut dagilimi ise dinamik 1s1k sagilmasi yontemiyle
saptanabilmektedir.

2.5 Schiff Baz1 ve Poliazometinler

Schiff bazi bilesikleri (Sekil 2.13), kararli ve kolay sentezlenebilir olmalariyla
dikkat c¢eken bilesiklerdir. Kimyanin pek cok alaninda, endiistride, tip ve
eczacilikta genis kullanim alanlarina sahip olmalari, bu bilesiklere olan ilgiyi
artirmis ve farkli disiplinlerde yaygin bir sekilde kullanilmalarini saglamistir
[125]. Schiff bazlar, ilk olarak 1864 yilinda Nobel 6diilliit Alman kimyager Hugo
Schiff tarafindan sentezlenmistir. Bu bilesikler, aldehit veya ketonlarin aminlerle
gerceklestirdigi niikleofilik katilma tepkimesi sonucunda olusur (Sekil 2.14) ve
karakteristik olarak karbon-azot cift bagi (-CH=N-) igerirler [126]. Aminlerin
aldehit ile reaksiyonu sonucu olusan bag "azometin" ya da "aldimin" olarak
adlandirilirken, keton ile reaksiyonu sonucu "imin" veya "ketimin" adi verilir.
Kararli yapilart ve kolay sentezlenebilir olmalari nedeniyle Schiff bazlar
(iminler), ilgi duyulan bilesikler arasina girmistir. Bu bilesiklere duyulan ilgi,

bircok biyolojik sistemde, kimyasal kataliz siireclerinde, tip ve eczacilik
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alanlarinda, kimyasal analizlerde ve yeni teknolojilerdeki kullanim olanaklartyla
aciklanabilir [125]. Azometin bag1 (C=N), antifungal, antibakteriyel, antimalaryal,
antienflamatuvar, antiviral, antioksidan, pestisit ve deneysel timor hiicrelerine
karst in vitro inhibitor etki de dahil olmak iizere farkli biyolojik 6zelliklere
sahiptir [127].

R

Ne=N-R?
Rz/

R',R? ,R3= alkil ya da aril
Sekil 2. 13 Schiff bazlarinin genel gosterimi [125]

Schiff bazi olusumu reaksiyonunda, eger aldehit veya keton alifatik karbonil
bilesikleri ise, yan iirlin olan suyun siirekli olarak uzaklastirilmas: gerekmektedir,
clinkii termodinamik denge ters yonde egilim gosterir. Aksine, reaktanlar
aromatik karbonil bilesikleri oldugunda, termodinamik denge ileri reaksiyon
yoniinde egilim gosterir. Bu durumlarda, yalnizca iki reaktanin karistirilmasi ve
karistirilarak ¢alkalanmasi kolay bir reaksiyon meydana getirir ve hedef iiriin ¢ok
yiiksek verimle elde edilebilir. Ayrica, bir aldehit karbonil grubu, bir keton
karbonil grubuna gore ¢cok daha yiiksek bir aktiviteye sahiptir [9].

O N'R

+ RNH, —/—> |
R')LH(R“) : R')\

Sekil 2. 14 Schiff bazi reaksiyonu

H(R")

Schiff baz reaksiyonlari, kimya alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Iliman
reaksiyon kosullar1 ve yliksek reaksiyon hizlar1 gibi bircok avantaji ile c¢esitli
fonksiyonel gruplarin korunmasinda ve bir dizi organik ligandin sentezinde
kullanilmistir. Polimer kimyasinda, pH degerindeki degisikliklere hassas tepkileri
nedeniyle, polimer zincirlerinde potansiyel pH-duyarli baglayicilar olarak hizmet
edebilirler. Baz1 6zel tasarimlarla, Schiff baz yapisi diger tersinir kovalent baglar
veya supramolekiiler etkilesimlerle is birligi yaparak c¢esitli islevler ve

uygulamalar saglayan yapilar (assemblies) veya jeller olusturabilir [9].
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Sulu ¢ozeltide, pH degeri, Schiff bazinin reaktivitesini 6nemli Olgiide etkiler.
Genel olarak, yiiksek asidite Schiff bazin1 yok eder. Schiff bazi, alkali ¢ozeltide
ise nispeten kararli hale gelir. Bu ozellikleriyle Schiff bazi yapisi, polimer
kimyasinda iyi bir etkiye duyarli baglayici olarak kullanilabilir. Basit primer
aminler, hidroksi ile siibstitiie edilmis hidroksilaminler ve hidrazitler, yaygin
olarak kullanilan amin grubu iceren reaktanlardir. Primer amin ile bir aldehit
grubu arasinda olusan imin daha az kararhidir. Sulu ¢ozeltide pH degeri 6,5'in
altina distiigiinde, bu imin yapisinin tamamen pargalandigi kabul edilir. Bu geri
dontisim 6zelligi, biyolojik sistemlerde kullanim i¢in uygundur. Ancak, diger
aminlerle olusan imin C=N c¢ift baglar1 daha kararlidir. Bu C=N baglar1 yalnizca
pH degeri 3'in altina distiigiinde bozulur. Yiiksek kararliligin gerekli oldugu
sistemlerde, hidroksi ile substitiie edilmis hidroksilaminler ve hidrazitler tercih

edilen aminlerdir.

Imin baginm pH degerine olan duyarliligi, bu yapmin en énemli etkiye duyarh
ozelligidir. Buna ek olarak, imin grubunun daha karmasik bir yapi haline
getirilmesiyle  bu  baglayict  grubun  etkiye olan  duyarhiligit da
genisletilebilmektedir. pH degerine olan duyarlilik, etkiye duyarli malzemelerde

yaygin olarak kullanilmaktadir [9].

Baglayici kimyasi, genis bir uygulama yelpazesinde kullanilmaktadir. "click
kimyas1" [128] gibi diger baglayicilara kiyasla, Schiff bazi reaksiyonu ¢ok daha

geri doniisiimliidiir ve hatta 1liman kosullarda bile gerceklesebilir.

Schiff baz reaksiyonu, dinamik kovalent reaksiyonlar olarak adlandirilan
reaksiyon ailesine aittir. Geleneksel baglayicilara kiyasla, Schiff bazinin yapisi,
pH degeri degistiginde olaganiistii bir tersinirlik sunarak kovalent baglarin kontrol
edilmesi icin etkili bir yol saglar ve supramolekiiler sistemlerin ayarlanmasina

benzer bir etki gosterir, bu da onu bir¢ok alanda kullanigh hale getirir.

Ancak, polimer ana zincirinde baglayici tasarlamanin kendine 6zgii zayifliklar:
vardir. Fiziksel veya kimyasal uyaranlar, ne tiir olursa olsun, baglayici ile kolayca
etkilesime giremezler. Bu tiir zayifliklar1 6nlemek icin, polimerin en az bir
blogunun reaktifin gegisine elverisli olmasi gereklidir. Neyse ki, Schiff bazinin
baglayic1 olarak kullanildigi ¢ogu blok kopolimerler amfifiliktir; c¢ozeltideki
hidrofilik blok, H" ve OH ™ reaktiflerinin kolayca gecisine olanak saglar [9, 129].
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Polimerler, kovalent baglarla birbirine baglanan tekrarlayan monomerik
birimlerden olusan yiiksek molekiiler agirlikli molekiiller olarak tanimlanir [130].
Konjuge polimerler olarak bilinen Schiff baz polimerleri poli(imin)ler, ayni
zamanda poli(azometin)ler (PAM) olarak da adlandirilirlar [131]. Farkli diaminler
ve dialdehitlerden tiiretilerek elde edilebilmektedir [132]. Yapilarinda bulunan
azot atomu, bu polimerlerin ¢evresel agidan kararli olmasini saglamaktadir [133].
Birgok ligand arasinda, poli(azometin) polimerler, konjuge iskelet yapisi, iyi
termal kararlilik, imin bolgeleri, metal selatlar1 olusturma yetenegi ve mekanik
dayaniklilik gibi ¢esitli 6zelliklerinden dolayir biiyiik ilgi gormektedir [130].
Ayrica, dogrusal olmayan optik 6zellikler, yar iletken 6zellikler ve lif olugturma
Ozellikleri gibi 6nemli avantajlar1 da beraberinde getirmektedir [134]. Zaman
icinde birg¢ok arastirma grubu poli(azometin)ler lizerine ¢alismalar yapmistir ve bu
tiir materyallere olan ilgi, onlarin 1s1l, iletkenlik, lif olusturma, sivi kristal ve
dogrusal olmayan optik gibi kimyasal yapilarindan kaynaklanan 6zelliklerinden

dolayidir [135].

Ote yandan, poliazometinler cogu yaygin organik ¢dziiciide diisiik ¢oziiniirliik ve
yiiksek erime noktasi gibi zorluklara sahiptir. Bu da ¢esitli alanlardaki pratik
uygulamalarini kisitlamaktadir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in, poliazometin yapilarina
cesitli kimyasal modifikasyonlar yapilabilmektedir. Bu modifikasyonlar arasinda;
ana zincirde esnek baglayicilarin eklenmesi, non-planar veya asimetrik
monomerlerin kullanimi ya da polimer iskeletine bagli gruplarin dahil edilmesi
gibi yontemler bulunmaktadir. Ayrica, tiyofen, oksadiazol, tiadiazol, piridin gibi
heterosiklik birimler igeren monomerlerin kullanim1 ile poliazometinlerin

¢ozinlrligl artirilabilmektedir [130, 134, 135].

Sadece aromatik monomerlerden {retilmis poliazometinlerin yiliksek 1s1l
kararlilig1, aromatik halkalarin ¢cok sayida olmasi ve tiim molekiil tizerindeki genis
elektronik konjugasyon ile saglanmaktadir, bu da yiiksek iletkenlige sahip
polimerler olugmasina yol agmaktadir. Gegis sicakliklarini diislirmek ve
¢Oziiniirliiklerini artirmak i¢in birka¢ yontem kullanilmaktadir. Bunlar aromatik
halkada orto-konumuna alkil veya alkoksi gruplarmmin  eklenmesi,
polikondensasyonda ¢oziicli karisimi kullanilmasi veya ana zincirdeki aromatik

halkalar arasinda alifatik esnek baglayicilarin dahil edilmesidir [136].
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Imin (Schiff bazi) baglarmin olusturulmasi yoluyla azometin polimerinin eldesine
yonelik bir¢ok yontem bulunmaktadir. Ancak genel olarak bakildiginda sunlari
sOyleyebiliriz ki; reaksiyon aldehit ve amin arasinda niikleofilik katilma tepkimesi
olup kondenzasyon reaksiyonudur. Bu islem, genellikle 1s1 altinda veya katalizor

varliginda yapilir.
R—CHO + R'-NH; — (R—CH=N-R’), + H,O

Bu genel reaksiyon, poliazometin sentezinin temelini olusturur. Ancak, spesifik
uygulamalarda kullanilan reaktanlarin tiirleri, sicaklik, pH ve diger kosullar sentez
verimliligini etkileyebilir.

Poliazometin eldesi amaci ile yapilan genel sentez yontemlerden birini adimlar

halinde su sekilde 6zetleyebiliriz [135].

» Tepkime Maddeleri: Diamin ve dialdehitin esmolar alinarak uygun bir
coziiciide (6rnegin DMF (Dimetilformamid)) ¢oziilmesi.

» Reaksiyon Diizenegi: Karisim, bir kondansator, toplayici tiip ve manyetik
karistirici ile donatilmis li¢ agizh bir siseye yerlestirilmesi.

» Azeotropik Distilasyon: Azeotrop olarak suyu uzaklastirmak amaciyla
toluen eklenmesi. Suyu uzaklastirmak igin azeotrop olarak toluen eklenir.

» Katalizér: Katalizor kullanilmasi (6rnegin p-Toluen siilfonik asit)

» Reaksiyon Kosullari: Reaksiyon karigimi, argon atmosferi altinda (6r: 6
saat boyunca) reflux (geri distilasyon) diizenegi kullanilarak karistirilmasi

> Uriin Izolasyonu: Uriiniin su i¢inde ¢oktiiriilmesi, siiziilmesi ve ardindan

kurutularak eldesi.

Burada p-Toluen siilfonik asidin kullanimi, asit katalizli imin olusumunu isaret
ederken, argon atmosferi yan reaksiyonlar1 6nlemek i¢in inert bir ortamin gerekli

oldugunu gosterir.

Bir bagka sentez yontemi kullanarak poliazometin eldesi i¢in takip edilen adimlar

ise su sekildedir [137]:

» Reaktanlarin Hazirlanmasi: LiCl argon atmosferinde korunarak, kuru bir
yuvarlak dipli balona yerlestirilmesi. Dialdehit ve diamin uygun bir

¢Oziiclide ¢oziilerek balona eklenmesi.
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» Reaksiyonun Baslatilmasi: Katalizor olarak p-toluensiilfonik asit
eklenmesi ve karistmin 150 °C’ye 1sitilmasi. Bu asamada reaksiyon
karigimi derin kirmizi bir renge dontistir.

» Polimerin  Sonlandirilmasi: 24  saat  sonra, polimerizasyonun
sonlandirilmasi amaci ile agir1t miktarda amin bilesigi eklenerek reaksiyon
sonlandirilmast.

» Sogutma ve Coktiirme: 48 saat sonra, viskoz ve yogun kirmizi renkteki
reaksiyon karisimi oda sicakligina sogumaya birakilmasi ve soguduktan
sonra karigimin uygun bir ¢dziiciide (6r:metanol-su (50:50)) ¢ozeltisinde
¢oktiiriilmesi.

» Filtrasyon ve Yikama: Elde edilen polimerin filtrasyon ile toplanarak
¢oktiirme soliisyonu ile yikanmasi (6r:metanol-su (50:50))

» Oligomerlerin Yikanmasi: 1000 g/mol (1K) oligomerin metanol ile
yikanmasi ve 9000 g/mol (9K) oligomerin ise diisiik molekiiler agirlikli
bilesenlerin ve reaktifi tamamlamamis son {riinlerin giderilmesi amaciyla
refluxtaki aseton ile yikanmasi.

» Son Uriinlerin Kurutulmasi: Elde edilen nihai iiriinler, vakumlu etiivde

kurutularak, yogun kirmizi kati haldeki polimerin elde edilmesi.

Yine bir baska poliazometin sentezinde takip edilen adimlar ise su sekildedir
[134]:

» Reaktanlarin Hazirlanmasi Eklenmesi: Azot girisi ile ¢ikisi ile donatilmis
iki boyunlu, yuvarlak dipli bir balona uygun bir ¢6ziicii ile beraber esmolar
diamin ve dialdehit eklenir.

» Karistirma ve Reaksiyon: Karigim, 25 °C'de 12 saat boyunca siirekli olarak
karigtirllir. Bu asamada, diamin ile dialdehit arasinda poliazomethin
olusumu baslar.

» C(Coktiirme: 12 saat sonra, reaksiyon karigimi siirekli karistirilirak suya
eklenir ve boylelikle polimerin ¢okmesi saglanir.

> Son Uriinlerin Kurutulmasi: Olusan ¢okelti su ile yikanir ve bir filtre
lizerine toplanir. Toplanan polimer, 60 °C'de vakum altinda 12 saat

boyunca kurutulur.
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Verilen 6rnek sentez yontemlerindeki bu adimlar, poliazomethinlerin sentezini
aciklamakta ve diamin ile dialdehit arasindaki polikondensasyon reaksiyonunun

nasil gerceklestirildigini basitge gostermektedir.

Poliazometinler {izerine yapilan arastirmalar, bu yapilarin genis bir kullanim
alanina sahip oldugunu gostermektedir. Biyolojik uygulamaya yonelik olarak
bugiine kadar lretilmis poliazometin tiirevlerinin bir kismi asagidaki sekilde

listelenebilir:

Poli(3-[[4-(dimetilamino)benziliden]amino]fenol) (P(3-DBAP)) [8]: 1200 °C’ye
kadar termal dayanim gosteren bu polimerin antibakteriyel ve antifungal etki
gosterdigi bildirilmistir.

Polispermin imidazol-4,5-imin (PSI) [11]: pH duyarli bu polimer siRNA ile
kompleks olusturabilme 0Ozelligi sayesinde, siRNA’nin oncelikle hiicre icine

ardindan da endozomdan sitoplazmaya salimini kolaylastiran bir etki géstermistir.

2,5-furandikarboksaldehit ile dimerik ve trimerik aminlerin polimeri [12]: Bu
polimerin en 6nemli 6zelligi biyo-esash kaynaklardan elde edilen monomerlerden

iretilmesinden dolayi1 ¢evreci bir malzeme olarak 6ne ¢ikmasidir.

4,4'4" 4"-(eten-1,1,2,2-tetrail)-tetraanilin ve tereftalaldehit esasli mikrokiireler
[13]: Coklu sayida aldehit ve amin gruplarini igeren iki monomer kullanilarak ilag

tasimada da kullanilabilecek mezo-gozenekli mikrokiireler elde edilmistir.

Schiff bazi grubu poliazometin yapilarinin omurgalarinda bulunan ve bu
polimerlerin 6zgiinliigiinii veren gruplardir. Ancak Schiff bazi biyouygulamalarda
kullanilan bir¢ok polimerik malzemenin iiretiminde kullanilan temel bir gruptur.
Schiff baz1 grubu; iki polimerin zincir uglarindan baglanmasi, bir protein/peptidin
bir polimere baglanmasi, bir polimere kiiciik bir ilag/antijen/igaretleyici molekiil
baglanmasi gibi bircok farkli amagla kullanilmistir. Tiim bu uygulamalarda Schiff
bazi grubunun pH’a duyarlilik 6zelligi ve i1liman sartlarda sentezlenebiliyor

olmas1 en 6nemli avantajlari olarak 6ne ¢ikmustir.

Tiim bu veriler 1518inda literatiir incelemesi yapildiginda bugiine kadar bir
poliazometin bloguyla PEG blogunda olusan bir blok kopolimerin daha 6nce
sentezlenmedigi ve benzeri bir polimerik yapimin da ila¢g salimi amaciyla
kullanilmadig1 goriilmiistiir. Bu kapsamda, ¢alismamizda PAM polimerinin PEG

ile kopolimerlerinden {iretilen pH’a duyarli ilag tasiyict misel sistemleri
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gelistirilmis ve  bu  sistemlerin, antikarsinojenik, immiinomodiilator,
antiinflamatuvar ve antioksidan Ozellikleriyle bilinen kafeik asit fenetil ester

(CAPE) tasima potansiyeli incelenmistir.

2.6 Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), flavonoid benzeri bir bilesik olup (Sekil 2.15),
bal aris1 propolisinin en aktif bilesenlerinden biridir [138]. Yapilan g¢alismalar
molekiiler seklinin, sitotoksik yapis1 i¢in 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir ve
normal hiicreler iizerinde potansiyel olarak zararli bir etkisi yoktur [139]. CAPE,
bir katekol halkasi i¢indeki iki hidroksil grubundan olusan bir polifenolik esterdir
ve fenetil alkol ile kafeik asidin reaksiyonu sonucu olusur. Propolisin bu etkin
bileseni antiviral [140], antioksidan [141], antialerjik [142], anti-inflamatuar
[143], antimikrobiyal [144], immiinomodiilator [145] ve antikanserojenik [146,
147] gibi bircok biyolojik ve farmakolojik aktivite gostermektedir. CAPE’in
fenetil yapisi nedeniyle lipofilik 6zelligi ve membran gegirgenligi yiiksektir [148].
Fonksiyonel iki -OH grubuna sahip olan CAPE, yiikseltgeyici ve indirgeyici
ozellik gostermektedir. CAPE, lipoksijenaz, siklooksijenaz, glutatyon S-transferaz
ve ksantin oksidaz gibi bazi enzim aktivitelerini inhibe etme 6zelligine sahiptir
[149, 150]. Ayrica transkripsiyon faktorii niikleer faktor-kappa B (NF-kB)'yi
inhibe etme potansiyeli nedeniyle, CAPE'nin kanser hiicrelerinde gii¢lii bir
antitimor aktivitesi vardir. Cesitli ¢alismalar, CAPE’nin NF-xB inhibe edici
potansiyelini farkli kanser hiicre hatlarinda gostermistir; bunlar arasinda meme
kanseri MCF-7, malign periferal sinir kilifi tiimoérleri, astrositoma GRT-MG,
insan B-limfoma, prostat kanseri PC-3, miyeloid 16semi U-937 ve kolon kanseri
HT-29, 26-L5 hiicreleri yer almaktadir [151].
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Sekil 2. 15 CAPE molekiiliiniin kimyasal yapisi

Anti-inflamatuvar ajan olarak, prostoglandinlerin sentezini inhibe eden, timus

bezini aktive eden, fagositik aktiviteyi tetikleyerek savunma sistemine yardimci

52



olan, hiicresel bagisiklig1 stimiile eden ve epitelyal dokularda iyilesmeyi olumlu
etkileyen ozelliklere sahiptir. Akut ve kronik durumlarda antiinflamatuvar etki

gosterebilmektedir [152].

Bu tez ¢alismamizda tastyici sisstemimizin 6zgiin olmasinin yani sira CAPE’nin

enkapsiilasyonu da incelenerek biyolojik etkinligi aragtirilmistir.
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3

GEREC ve YONTEMLER

3.1 Kimyasallar ve Hiicre Hatlar

Calismada kullanilan kimyasallar; etilendiamin (Merck), glutardialdehit (%25)
(Merck), amin ve karboksilik asitle fonksiyonlandirilmis PEG (NH2-PEG-COOH)
(Mw: 2 kDa) (Creative PEGworks), etanol (Tekkim), dietil eter (Merck),
dimetilsiilfoksit (DMSO, Merck), dimetilformamid (DMF, Merck), 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) (BioBasic), Dulbecco's
modifiye Eagle medyumu (DMEM) (Gibco), fetal sigir serumu (FBS) (Gibco),
streptomisin  (Gibco), penisilin  (Gibco) ve L-glutamindir (Gibco). Tim
kimyasallar alindiklar1 sekilde kullanilmis, herhangi bir 6n saflastirma islemine

tabi tutulmamustir.

Calismada kullanilan hiicre hatti1 insan kaynakli fibroblast (HDF) hiicreleridir
(American Type Culture Collection, ATCC).

3.2 Cihazlar

Sicaklik kontrollii UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi (Shimadzu UV-1700),
ATR aparatli FTIR spektrofotometresi (Perkin Elmer Spectrum One), NMR
spektroskopisi (Bruker Avance III 500 MHz), dinamik ve elektroforetik 1s1k
sagilmasi spektroskopisi (Malvern Zetasizer Nano ZS), taramali gecirimli elektron
mikroskobu (STEM) dedektorlii taramali elektron mikroskobu (Thermoscientific
Quattro S, Bogazi¢i Universiesi), sogutmali santrifiij (Niive NF 800), 1siticil1 ve
sicaklik kontrollii manyetik karistirict (Heidolph Hei-Tec), 1siticili ¢alkalayicr (N-
BIOTEK/GFL), vakumlu etiiv (Binder VD 115), CO; etiivii (Binder CB 60),
laminer akighi kabin (N-BIOTEK Leading Biotechnology).
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3.3 PAM-b-PEG Kopolimerinin Sentezi

PAM-b-PEG blok kopolimerinin sentezi Sekil 3.1°de belirtilen reaksiyonla
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonunda ABA ya da AB tipi blok kopolimer
olabilecegi diisiiniilmektedir. Reaksiyon i¢in 4 mL etanol igerisine 2x10™ mol
(134 pL) etilendiamin (ED) ve 2x10° mol (800 pL) glutardialdehit (GA)
eklenmistir. Daha sonra ¢dzeltiye 2x10° mol (40 mg) NH,-PEG-COOH
eklenmistir. Ortam sicakliginda 24 saat siirekli karistirildiktan sonra, olusan
polimerlerin ¢oktiiriilmesi i¢in ¢ozeltiye asirt miktarda (en az 20 kat hacimde)
dietil eter eklenmis ve 8000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Elde edilen kahverengi-
turuncu renkli c¢okelti halindeki polimer 24 saat boyunca vakum altinda

kurutulmustur.

~ H»
H:N'/ \\‘/,N 2 + M §o HQN\E/\ONOH
0

O 0
Etilendiamin Glutardialdehit NH ,-PEG-COOH

O 0
Ho)l\/[o\/gN [\/\/ NN~ NJ R N‘I:\/o]‘)LOH

PEG-b-poliazometin-b-PEG

HO/LO'\’{O\/}N[\/\/ N~

PEG-b-poliazometin

Sekil 3. 1 PAM-b-PEG blok kopolimerinin sentez reaksiyonu

PAM-b-PEG blok kopolimeri ayni yontem kullanilarak, ancak bilesenlerin
oranlart degistirilerek farkli oranlarda sentezlenmistir. Tablo 3.1°de PAM-b-PEG
blok kopolimer sentezinde kullanilan bilesen oranlari ve ilgili 6rnek kodlar
verilmektedir. Tablo 3.1°de ngp, Nga Ve Npeg sirasiyla ED, GA ve PEG’in mol

sayilarini temsil etmektedir.

Tablo 3. 1 PAM-b-PEG blok kopolimer sentezinde kullanilan bilesen oranlar1 ve

Ornek kodlari

Ornek Kodu N1 N2 N3 N4

(neptnea/Neec) | 200/1 | 200/2 | 200/4 | 200/7

55



3.4 Misellerin Hazirlanmasi

3.4.1 PAM-b-PEG Misellerinin Hazirlanmasi

PAM-b-PEG kopolimer miselleri diyaliz yontemi kullanilarak hazirlanmistir
[153]. Yontem, Sekil 3.2°de sematik olarak gosterilmektedir.

Bu yontemde o6ncelikle 25 mg PAM-b-PEG kopolimeri 100 mL DMF iginde
¢Oziilmiistiir. Bu ¢6zelti daha sonra molekiiler agirligi smir degeri 14.000 g/mol
olan bir diyaliz membranina aktarilmis ve 24 saat boyunca manyetik karistirma
altinda 1200 mL ultra saf suya kars1 diyaliz edilmistir. Diyalizat her 6 saatte bir
yenilenmistir. Diyaliz membrani i¢inde kalan berrak ¢ozeltinin bir kism1 +4°C’de,

bir kismi da liyofilize edilerek saklanmustir.

YUksiz Miseller

Sekil 3. 2 PAM-b-PEG blok kopolimer misellerinin diyaliz yontemiyle
hazirlanmasinin sematik gosterimi.

3.4.2 CAPE Yiikli PAM-b-PEG Misellerinin Hazirlanmasi

CAPE vyiiklii PAM-b-PEG miselleri, PAM-b-PEG misellerinin hazirlanmasinda
kullanilan yontem ile hazirlanmistir. Sekil 3.3’de CAPE yiikli PAM-b-PEG
misellerinin hazirlanmasi sematik olarak gosterilmektedir. Bu yontemde mpam-b-
pec/Mcape kiitle oran1 1/0,2; 1/0,4; 1/1 ve 1/2 olarak belirlenmis ve bu miseller
hazirlanmistir. mcape V& Mpam-b-pec Sirastyla CAPE ve PAM-b-PEG’in kiitlelerini

temsil etmektedir.

Mpam-b-PEc/Mcape=1/0,2 kiitle orani i¢in misel hazirlama yontemi su sekildedir: 25
mg PAM-b-PEG kopolimeri ve 5 mg CAPE 100 mL DMF i¢inde ¢oziilmiistiir. Bu
¢ozelti daha sonra molekiiler agirligi smir degeri 14.000 g/mol olan bir diyaliz
membranina aktarilmis ve 24 saat boyunca manyetik karistirma altinda 1200 mL

ultra saf suya karsi diyaliz edilmistir. Diyalizat her 6 saatte bir yenilenmistir.
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Diyaliz membrani i¢inde kalan berrak ¢6zeltinin bir kism1 +4°C’de, bir kismi1 da

liyofilize edilerek saklanmustir.

| | o - Yiki0 Miselier
£ /

& - = ‘
PAM-PEG ‘ ¥ ‘
CAPE 5
DMF

Sekil 3. 3 CAPE yiiklii PAM-b-PEG blok kopolimer misellerin diyaliz yontemiyle
hazirlanmasinin sematik gosterimi.

3.5 Karakterizasyonlar

Polimer ve misellerin FTIR spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum One FTIR (ATR
aparatll) spektrofotometresinden elde edilmistir. Spektrumlar 4000-650 cm™

araliginda elde edilmistir.

CAPE molekiiliiniin enkapsiilasyonu ve misellerden salimi ¢aligmalarinda
absorbans Ol¢iimleri i¢in Shimadzu UV-1700 UV-Vis spektrofotometresi
kullanilmigtir. Olgiimler 200-500 nmm araliginda alinmustir. Bu ¢alismalarda
CAPE miktar tayini yapilabilmesi i¢in etanolde farkli konsantrasyonlarda

¢Oziilmiis CAPE’ nin absorbans degeri 325 nm’de okunmustur.

NMR spektrumlar1 Bruker Ascend 500 ile kaydedilmistir. Coziicii olarak détero

kloroform kullanilmistir.

Partikiil boyutu, zeta potansiyel ve polidispersite indeksi degerleri Malvern
Zetasizer NanoZS dinamik ve elektroforetik 151k sacgilmasi spektroskopisinden

elde edilmistir. Olgiimler oda sicakliginda yapilmistir.

Misellerin morfolojik o6zellikleri, yiiksek vakum altinda 25-30 kV'de calisan
taramali gecirimli elektron mikroskobu (STEM) dedektorlii Thermo Scientific
Quattro S taramal1 elektron mikroskobu kullanilarak incelenmistir. Gorilintiilleme
icin numuneler karbon film kapli bir bakir 1zgara iizerine yerlestirilmis ve

kurutulmustur.
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3.5.1 CAPE Kalibrasyon Egrisi

CAPE molekiiliiniin misellere enkapsiilasyon etkinligi, misellerin yiikleme
kapasitesi ve misellerden CAPE salimi1 ¢alismalarinda bu molekiiliin miktar tayini
UV spektroskopisi kullanarak gergeklestirilmistir. Bu sebeple CAPE molekiiliiniin
0,00025-0,025 mg/mL konsantrasyon araliginda etanolde hazirlanan ¢6zeltilerinin
325 nm’deki absorbans degerleri saptanmis ve Sekil 3.4’teki konsantrasyon-

absorbans grafigi elde edilmistir.

0.8 4

Absorbans

0.4+

00 T T T T T
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3. 4 Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan CAPE ¢ozeltilerinin 323 nm’deki
absorbans degerlerinden elde edilen konsantrasyon-absorbans grafigi

Sekil 3.4’te konsantrasyon-absorbans degisimi arasinda lineer bir iliski kurulmus

ve formiil y = 69,97053x olarak, bu lineer iligkinin R? degeri de 0,9986 olarak

belirlenmistir.
3.5.2 Enkapsiilasyon Etkinligi ve Yiikleme Kapasitesi

Misellerin enkapsiilasyon etkinligi ve yilikleme kapasitesi indirekt yontemle
belirlenmistir [154]. Bu amagla, misel hazirlanmasi sirasinda diyaliz membraninin
disindaki ¢ozeltide kalan enkapsiile olmamis CAPE miktart 6l¢ililmiistiir. Serbest
CAPE konsantrasyonu, 325 nm'deki absorbans degerinin Sekil 3.4’teki

kalibrasyon egrisi lizerinden konsantrasyona ¢evrilmesiyle elde edilmistir.

Misellerin enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve ilag yiikleme kapasitesi (YK) Esitlik 1
ve 2'ye gore belirlenmistir; burada mcape-en V€ Mcape-i strastyla kapsiillenmis ve
baslangic CAPE miktaridir, my ise liyofilize CAPE yiiklii miselin toplam

miktaridir.
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EE%= (Mcape-en /Mcape-1) X 100 1)
YK%= (Mcape-en /M7) % 100 2)
3.5.3 In Vitro Salim Calismalari

CAPE vyiiklii miseller i¢in in vitro salim ¢alismalar1 hem pH 7,2 hem de pH 5,0'da
gerceklestirilmistir. Spesifik olarak, hazirlanan misellerin 1,0 mg'1 pH 7,2'de 1 mL
tuzlu fosfat tamponu (PBS; 0,15 M NaCl, 0,01 M NaH,PQO,4, 0,01 M Na;HPO,)
icinde dagitilmis ve 100 rpm'de calkalanarak 37°C'de inkiibasyon altinda pH
7,2'de 5 mL PBS'ye kars1 diyaliz edilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda 1 mL
diyalizat toplanmis ve esit hacimde taze PBS diyalizata eklenmistir. UV
spektroskopisi kullanilarak toplanan orneklerin 325 nm'de absorbans degerleri
belirlenerek Sekil 3.4’teki kalibrasyon egrisiyle CAPE konsantrasyonlari

bulunmustrur.

In vitro salim c¢alismasi, ayrica tuzlu asetat tamponu (0,15 M NaCl; 0,01 M

NaCH3COO; 0,01 M CH3COOH) kullanilarak pH 5.0'da gergeklestirilmistir.
3.5.4 Biyobozunurluk Testi

CAPE yiiklii miseller, hem PBS (pH 7.2) hem de asetat tamponu (pH 5.0) i¢inde 1
mg/mL konsantrasyonda disperse edilmistir. Bu c¢ozeltiler, 37 °C'de 100 rpm
hizinda calkalanarak inkiibe edilmistir. Belirlenen zaman araliklarinda ¢ozeltiler
dinamik 151k sagilmasi spektroskopisi 37 °C'de analiz edilerek 151k sacilmasi

siddetleri belirlenmistir.

3.6 In vitro Biyolojik Calismalar

3.6.1 Hiicre Kiiltiirii Kosullar:

Insan kaynakli fibroblast (HDF) hiicreleri ATCC y&nergelerine uygun olarak
kiltirlenmistir. Hiicreler %10 fetal sigir serumu (FBS), 100 pg/mL streptomisin,
100 birim/mL penisilin ve 0,2 mM L-glutamin ile desteklenmis Dulbecco
modifiye Eagle medyumunda (DMEM) muhafaza edilmistir. Kiiltiirler 37 °C'de
%5 CO; igeren nemlendirilmis bir atmosferde inkiibe edilmistir. Kiiltiir ortam1 her

2-3 giinde bir degistirilmistir.

59



3.6.2 Hiicre Canlih@1 Deneyi

Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in MTT testi kullanilmistir [155]. HDF hiicreleri
96 kuyucuklu plakalara 1x10* hiicre/mL olacak sekilde ekilmistir. inkiibasyonun
ardindan, kuyucuklardaki medyum ¢ekilerek 0-1 mg/mL araligindaki
konsantrasyonlardaki CAPE, CAPE yiiklii PAM-b-PEG miseli ve PAM-b-PEG
miseli igeren taze medyumlar eklenmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra
her bir kuyucuktan besiyeri ¢ekilmis ve MTT reaktifi eklenerek 37 °C'de 3 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra, MTT c¢ozeltisi toplanmis ve mitokondriyal
dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesiyle iiretilen formazan kristalleri 0,1 mL
DMSO i¢inde ¢oziilmiistiir. Daha sonra absorbans bir mikroplaka okuyucu
kullanilarak 570 nm'de Ol¢lilmiistiir. Higcbir islem gormeyen hiicreler kontrol
olarak kullanilmistir. Metabolik aktivite degerleri en az ii¢ tekrarin ortalamasi
+SD olarak sunulmustur. Hiicre canliligi, Esitlik 3 kullanilarak belirlenmistir.
Esitlik 3’te ODt ve ODyr sirastyla ilgili 6rnekle muamele edilmis hiicreleri ve

kontrol hiicrelerin absorbans degerlerini temsil etmektedir.

Hiicre Canliligi %= (OD+ /ODyt ) x 100 (3)
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A

BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez c¢alismasi, biyolojik olarak parcalanabilen polimerler olarak
poliazometinlerin ilag salim sistemi olarak potansiyelini ortaya koymayi

amagclamaktadir. Bu kapsamda,

e PEG ile poliazometinin bir blok kopolimeri sentezlenmis,
e Uretilen blok kopolimeri kullanarak CAPE vyiiklii miseller hazirlanmus
e Hazirlanan misellerin bozunma ve ilag salim 6zellikleri incelenmis

e Tiim 6rneklerin sitotoksisiteleri incelenmistir.

4.1 PAM-b-PEG Kopolimeri Sentezi ve Karakterizasyonu

Calismanin ilk adiminda, hedeflenen kopolimer yapisina ulasabilmek i¢in NHp-
PEG-COOH polimeri ile monomer olarak glutaraldidehit (GA) ve etilen diamin
(ED) kullanilarak blok kopolimer sentezlenmistir. PAM-b-PEG blok kopolimeri,
ED ve PEG’de bulanan amin gruplarinin GA’da bulunan aldehit gruplartyla Schiff

bazi grubu olusturmasi tizerinden kondenzasyonu reaksiyonu olarak ilerlemektedir.

Calismada, misel olusturabilecek 6zellikte hidrofobik/hidrofilik dengeye sahip blok
kopolimeri tretebilmek i¢cin degisen monomer/PEG kiitle oranlarinda sentezler
gerceklestirilmistir. Bu amacla, PEG miktar1 degistirilirken polizmerizasyon
¢oOzeltisindeki monomerlerin miktar1 sabit tutulmustur. ED ve GA monomerleri
polimerizasyon sonrasinda hidrofobik blogu olustururken PEG blogu ise hidrofilik
kismi olusturmaktadir. Optimum polimer yapisini elde edebilmek i¢in 4 farkh

polimer tretilmistir (N1, N2, N3, N4).

Elde edilen kopolimerlerin kimyasal yapisin1 aydinlatabilmek i¢in 6ncelikle FTIR
ve NMR spektroskopileri kullanilmistir.
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Sekil 4. 1 Sentezlenen PAM-b-PEG blok kopolimerleri ve PEG’e ait FTIR
spektrumlari.
Sekil 4.1°de  PEG ve iretilen blok kopolimerlerin FTIR spektrumlari
verilmektedir. Bu spektrumlarda, hem PEG hem de sentezlenen kopolimerlerde
bulunan alifatik eterlerin C-O-C gerilmesine ve alifatik CH; gruplarinin CH
gerilmesine karsilik gelen benzer bantlar sirastyla 1110 cm™ (yesil bolge) ve 2883
cm™de (mavi bdlge) gdzlemlenmistir. 1640 cm™ ile 1520 cm™ arasindaki genis
bir bant (pembe bolge), 1615 em™ ve 1568 cm™’de minimum noktalari olan iki
bandin kesisimini temsil etmektedir. 1615 cm™ deki bant, -N=CH- grubunun
gerilmesine karsilik gelmekte olup, onceki bir¢cok calismada da gosterilmistir
[156, 157]. Kamact ve arkadaslar1 [156] ayrica 1568 cm ™ deki bantin da -N=CH-

grubuna ait oldugunu gostermislerdir.

1640 cm™ ile 1520 cm™ arasindaki genis bir bantin siddetinin N1’den N4 6rnegine
dogru azaldig1 goriilmektedir. Bu durumun, sentez ortamindaki PEG miktarinin
artmast ve dolayisiyla olusan kopolimerdeki -N=CH- gruplarinin sayisinin

azalmasindan kaynaklandig: diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.2°de PEG ve iiretilen blok kopolimerlerin ‘H-NMR spektrumlari
verilmektedir. Oncelikle PEG’in *H-NMR spektrumunda (-CH,CH,0-) protonlari
3,64 ppm'de (Sekil 4.2, yesil bolge) gozlemlenmistir. 7,93 ppm’de PEG’in NH,
grubuna ait protonlar goézlenirken, 3,51 ppm’de ise -CH,COOH ucundaki

protonlar gézlenmektedir.

Blok kopolimerlerinin H-NMR spektrumlarinda ise, PEG’in (-CH,CH,0-)
protonlar1 3,64 ppm'de (Sekil 4.2, yesil bolge) gozlemlenmistir. 6.06 ile 5.81 ppm
(Sekil 4.2, pembe bolge) arasinda gozlemlenen pikler, imin (Schiff bazi)
protonlarina (-CH=N-) ait olabilecegi diisiinilmistiir. Azometin gruplarinin
protonlari, 6zellikle imin gruplarinin dogrudan aromatik halkalara bagli oldugu
aromatik poliazometinler i¢in genellikle 8 ppm'in lizerinde gozlemlenmektedir
[158]. Uretilen kopolimerde, azometin gruplar: alifatik gruplarla baglantilidir ve
bu durum, azometin gruplarinin 'H-NMR spektrumunda biraz daha diisiik ppm
degerlerinde gozlemlenmesinin sebebi olabilir. 3,2 ppm'in altindaki pikler ise

(Sekil 4.2, mavi bolge), imin gruplar arasindaki alifatik karbonlarin protonlarina

karsilik gelmektedir.
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Sekil 4. 2 Sentezlenen PAM-b-PEG blok kopolimerleri ve PEG’e ait *H-NMR
spektrumlari.

Ozellikle lineer polimer iiretilmesinden sonra kimyasal yapimin analizinin yani

sira polimerin molekiil agirliginin belirlenmesi de polimerlerin tiim 6zelliklerini
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etkilediginden 6nemli bir karakterizasyon basamagidir. Bu amagla jel gecirgenlik
kromatografisi (GPC) kullanim1 hem molekiil agirligt hem de molekiil agirlig
sonuglar1 vermesi agisindan en sik kullanilan onemli bir yontemdir. Ancak
iiretilen polimerlerin su ve tetrahidrofuran gibi GPC’de kullanilan ¢oziiciilerde
¢oziinmemesinden dolayt bu  yontemle PAM-b-PEG  kopolimerleri
incelenememistir. Bu sebeple, elde edilen 'H-NMR spektrumlari kullanilarak blok

kopolimerlerin sayica oratalama molekiil agirliklar1 (Mn) (Tablo 4.1) saptanmuistir.

Tablo 4. 1 Uretilen PAM-b-PEG kopolimerlerinin *H-NMR spektrumlar
kullanilarak elde edilen molekiil agirligi (Mn) degerleri.

Ornek Kodu Mn (g/mol)
N1 3.955
N2 3.125
N3 2.248
N4 2.095

Tablo 4.1 incelendiginde Mn degerinin N1’den N4 Ornegine dogru azaldigi
goriilmektedir. Bu durumun, N1’den N4 6rnegine dogru PEG miktarinin giderek
artmast ve bu sebeple PEG basina diisen monomer sayisinin azalmasindan
kaynaklandig1 distiniilmistiir. Sekil 3.1°de blok kopolimerlerin ABA veya AB
tipi olabilecegi belirtilmistir. Saptanan molekiil agirliklart incelendiginde elde
edilen kopolimerlerin agirlikli olarak PEG-PAM diblok kopolimer yapisinda
olabilecegi disiiniilmiistir. "H-NMR spektrumlarinda 6.06 ile 5.81 ppm (pembe
bolge) arasinda gozlemlenen piklerin siddetinin de N1’den N4 6rnegine dogru
azalmasi azometin gruplarinin sayisinin azaldigini net olarak gostermektedir. Mn
degerlerin iizerinde durulmasi gereken diger bir nokta ise her bir kopolimerdeki
azometin gruplarinin sayisidir. PEG’in Mn degeri 2000 g/mol oldugundan N4
orneginde toplamda yaklasik 1’er adet ED ve GA’nin bulundugu goriilmektedir.
Ancak N1 orneginde ise yaklasik 15°er adet ED ve GA bulunmaktadir.

FTIR ve NMR spektrokopileri ile gerceklestirilen analizler sonrasinda iiretilen
kopolimerlerin hem kimyasal yapilart hem de molekiil agirligt degerleri

bulunmustur ve sentez ¢alismalarinin basariyla tamamlandigi diistiniilmiistiir.
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4.2 PAM-b-PEG Kopolimer Misellerin Uretimi ve

Karakterizasyonu

Tez g¢aligmasinin sonraki asamasinda iiretilen blok kopolimerlerden misellerin
iretilmesidir. Bu amagla diyaliz teknigi kullanilarak PAM-b-PEG kopolimer
miselleri tretilmistir. Bu yontemde kopolimerler oncelikle DMF’te ¢6ziilmiis
sonrasinda ise suf suya kars1 diyaliz edilmistir. Diyaliz yonteminin se¢ilmesindeki
en Onemli sebep kopolimerlerin birgok ¢oziicliide ¢oziinmemesidir. DMF ig¢inde
bile kopolimer ¢ozeltileri berrak ¢ozelti olusturmamis biraz bulanik ¢ozeltiler
olusturmustur. Diyaliz sonrasinda ise membran i¢inde olusan ¢ozeltiler tamamen

berrak ¢ozeltilerdir.

PAM-b-PEG kopolimerlerinden iiretilen misellerin dinamik 151k sagilmasi
spektroskopisi kullanilarak elde edilen hidrodinamik boyut dagilimlar1 Sekil
4.3°te gosterilmektedir. Boyut dagilimlart incelendiginde tiim misellerin unimodal
bir boyut dagilimi gosterdigi ve ikincil agregasyona yonelik hicbir pikin

bulunmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 4. 3 PAM-b-PEG kopolimer misellerin siddete bagli hidrodinamik boyut
dagilimlari.

Misellerin boyut dagilim grafiklerinden elde edilen hidrodinamik ¢ap (z-ortalama)
ve polidispersite indeks degerleri Tablo 4.2°de verilmektedir. Misellerin boyutlari
264,6-564,0 nm arasinda degisirken PDI degerleri ise 0,202-0,629 arasinda
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degismektedir. Ila¢ tasiyict nano-boyutlu partikiillerin EPR etkisiyle kanserli
dokularda birikebilmesi icin 10-200 nm araliginda olmasi gerektigi bircok
calismada belirtilmistir [159]. Uretilecek CAPE vyiiklii PAM-b-PEG misellerinin
de bu boyut araliginda olmasi etkinliginin daha yiiksek olmasini saglayacaktir. N2
kodlu miselin boyutunun bu boyut araligina en yakin deger oldugu goriilmektedir.
Ayrica, N2 kodlu miselin PDI degeri de 0,3’ten kiigiik olan tek degerdir. PDI
degerinin 0,3’ten kiiclik olmasi1 1ilgili nanoboyutlu partikiilin monodispers
Ozellikte oldugunu veya homojen bir boyut dagilimma sahip oldugunu
gostermektedir. Sonug olarak, N2 kodlu 6rnegin boyutu ve PDI degeri bu miselin
ilag tastyici bir misel sistemi olarak kullanilabilecegini gdstermistir. Bu sebeple de
CAPE yiikli misel tiretimi i¢in tezin bundan sonraki kisminda N2 kodlu PAM-b-
PEG kodlu blok kopolimerle devam edilmistir.

Tablo 4. 2 PAM-b-PEG blok kopolimerlerden iiretilen misellerin hidrodinamik
cap (siddet) ve polidispersite indeks (PDI) degerleri.

Ornek Kodu | Hidrodinamik Cap (nm) | PDI
N1 321,9 0,522
N2 264,6 0,202
N3 337,4 0,546
N4 564,0 0,629

4.3 CAPE Yiiklii PAM-b-PEG Kopolimer Misellerin Uretimi ve
Karakterizasyonu

CAPE yiiklii misel iiretimi de yine diyaliz yontemiyle gergeklestirilmis, CAPE ve
N2 kodlu PAM-b-PEG kopolimeri DMF’de ¢oziilerek saf suya karsi diyaliz
edilmistir. Calismada Oncelikle enkapsiile edilecek CAPE miktarinin misel
yapisina etkisini arastirmak ig¢in farkli mpam-p-pec/Mcape Oranlarinda miseller
hazirlanmistir. Hazirlanan bu misellerin 151k sagilmasi spektroskopisinden elde
edilmis boyut dagilimlart Sekil 4.4’te gosterilmektedir. Boyut dagilim grafikleri
incelendiginde tim CAPE yiiklii misellerin unimodal boyut dagilimina sahip

oldugu ve ikincil agregasyona yonelik hi¢bir pikin bulunmadigi goriilmektedir.
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Sekil 4. 4 N2 kodlu PAM-b-PEG kopolimeriyle iiretilen ve farkli mpam-b-
pec/Mcape oranlarinda tiretilmis CAPE yiiklii misellerin hidrodinamik boyut
dagilim grafikleri.

Misellerin boyut dagilim grafiklerinden elde edilen hidrodinamik ¢ap (z-ortalama)
ve polidispersite indeks degerleri Sekil 4.5’te verilmektedir. mpam-b-pEc/Mcape
orani arttik¢a, yani yiiklenen CAPE miktar1 azaldik¢a misellerin hidrodinamik
boyutunun azaldigi goriilmektedir. Bu durumun miselin c¢ekirdegindeki ilag
miktarinin azalmasindan ve dolayli olarak misel ¢ekirdeginin boyutunun daha
kiiglik olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bunun yaninda, PDI degeri
0,3’den kiiciik olup, en diisik hidrodinamik c¢ap en yilksek Mpam-b-
pec/Mcape=1/0,2 oraninda CAPE kullanilmast ile elde edilen misellerde
goriilmiistiir. Mpam-p-pec/Mcape=1/0,2 oranindaki miselin boyutu ise 629 nm’dir.
Tiim oranlar i¢inde en diisiikk boyuta ve 0,3’den kiigiik PDI degerine mpam-p-
pec/Mcape=1/0,2 6rnegi sahip oldugundan bundan sonraki ¢aligmalara bu 6rnekle

devam edilmistir.
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Sekil 4. 5 Mpanm-b-pEc/Mcape Oranina bagli olarak CAPE yiiklii PAM-b-PEG
misellerinin hidrodinamik boyut ve PDI degisimi.
Calismanin sonraki asamasinda N2 kopolimeri Ve Mpam-p-pec/Mcape=1/0,2 orani
kullanilarak CAPE yiiklii ve bos PAM-b-PEG miselleri yiiksek miktarda tiretilmis

ve bundan sonraki tiim ¢alismalar bu miseller kullanilarak gergeklestirilmisir.

Sekil 4.6’da CAPE yiiklii ve bos misellerin hidrodinamik boyut dagilim grafikleri
verilmektedir. Boyut dagilim grafikleri incelendiginde hem CAPE yiiklii hem de

bos miselin unimodal boyut dagilimina sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. 6 Bos ve CAPE yiiklii PAM-b-PEG misellerinin siddete bagl
hidrodinamik boyut dagilimlari.

Bos ve CAPE yiiklii misellerin z-ortalama hidrodinamik caplari ve PDI degerleri
Tablo 4.3’te verilmektedir. Bos ve CAPE vyiikli misellerin z-ortalama
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hidrodinamik caplar1 sirasiyla 259.6 nm ve 233.8 nm olarak 6l¢iilmiistiir; her iki
misel i¢in PDI degerleri de 0,25'in altindadir. Bu boyut degerleri incelendiginde
en Onemli noktanin burada elde edilen CAPE yiiklii misel boyutunun Sekil
4.5’tekinden ¢ok daha kii¢iik olmasidir. Bu durumun yiliksek miktarda misel
iiretiminden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ozellikle hacim miktar1 ve diyaliz
membran1 ylizey alan1 gibi molekiillerin difiizyonunu etkileyen parametrelerin
misel olusumuna etkisi bulunacagi asikardir [160]. Bu sebeple de yiiksek miktarda

gergeklestirilen bu misellerin boyutlarinin farkli oldugu diisiiniilmiistiir.

Misel boyutlarinda dikkat c¢eken diger bir nokta ise CAPE yikli miselin
boyutunun da daha kii¢iik olmasidir. PAM blogu ile CAPE molekiilleri arasindaki
artan hidrofobik etkilesimlere bagl olarak daha kompakt bir misel ¢ekirdeginin

olugmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Tablo 4. 3 Bos ve CAPE yiiklii PAM-b-PEG misellerinin hidrodinamik boyut,

PDI ve zeta potansiyel degerleri.

Ornek Hidrodinamik Cap (nm) PDI Zeta Potansiyel (mV)
Bos Misel 259,6 0,219 -5,11
CAPE Yiikli Misel 233,8 0,151 -7,49

Misellerin zeta potansiyeli elektroforetik 1s1ik sagilmasi yontemi ile ol¢lilmiistiir.
Sonuglar, misellerin pH 7.2'de yiizey yikiiniin hafifge negatif oldugunu
gostermistir. Bos misel icin zeta potansiyel degeri -5.11 mV iken CAPE yiikli
misel icin ise -7.49 mV olarak belirlenmistir. Bu negatif yiizey yiikii, kopolimerin
sentezinde kullanilan PEG’in zincir sonundaki COOH grubuna atfedilmektedir.
Sentez sirasinda, PEG’in NH; u¢ grubu -CH=N- baginin olusumuna katilirken,
COOH grubu baglanmamis halde kalmaktadir. Ayrica, bu COOH grubu miselin
sulu faza maruz kalan tarafinda yer almakta oldugundan gbzlemlenen negatif yiike

sebep olmaktadir.

Misellerin morfolojileri STEM dedektorlii SEM yontemi ile goriintiilenmistir.
Sekil 4.7°de CAPE yiiklii PAM-b-PEG miselinin SEM goriintiileri verilmektedir.
SEM goriintiilerinde CAPE yiiklii miselin kiiresel bir sekle sahip oldugu
goriilmektedir. Misellerin ortalama c¢apinin ise 135,5 nm oldugu belirlenmistir.

Isik sacilmasi yonteminde elde edilen ¢aptan daha kiiciik olan bir ortalama cap
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SEM yonteminde goézlenmistir. SEM analizinde DLS sonuclarina kiyasla
gbzlenen boyut kiiciilmesi, SEM numunesi hazirlama islemi sirasinda misel

partikiillerinin ¢ekirdek ve kabugunun ¢okmesi ve dehidrasyonuna baglanabilir
[161].

Sekil 4. 7 CAPE yiikli PAM-b-PEG miselinin farkli biiyiitmelerde STEM
goriintiileri.
Misel olusumu 151k sacilmasi spektroskopisi ve SEM ile tespit edildikten sonra,
misel yiizeyine adsorbe olan CAPE molekiillerini degerlendirmek i¢in FTIR
spektroskopisi kullanilarak miseller karakterize edilmistir. Sekil 4.8, CAPE
molekiilii ile bos ve CAPE yiiklii misellerin FTIR spektrumlarini géstermektedir.
CAPE molekiilii, sirastyla C=0 ve C=C baglarina karsilik gelen 1679 ve 1601 cm’
“de karakteristik bantlar ve ester bagindaki C-O-C grubuna karsilik gelen 1275
cm™’de bir bant sergilemektedir [154]. Hem bos hem de CAPE yiiklii misellerin
FTIR spektrumlarinda ise -CH=N- grubu 1650 cm™’de ve eter (C-O-C) grubu
1077 cm™*de PAM-b-PEG polimerine benzer bantlar gozlenmektedir. Ayrica,
2901 ve 2987 cm™deki bantlar ise CH, gruplarinin alifatik CH gerilmesine isaret
etmektedir. CAPE yiikli miselin spektrumuna dikkat edildiginde CAPE
molekiiliiniin karakteristik bantlar1 gozlenmemektedir. Bu durum da CAPE
molekiillerinin yilizeyde adsorbe edilmek yerine misellerin ¢ekirdegi iginde
enkapsiile edildigini gostermektedir. Ayrica, spektrumlar CAPE ve polimer

arasinda kimyasal etkilesim olduguna dair hi¢bir kanit géstermemektedir.
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Sekil 4. 8 CAPE, bos PAM-b-PEG miiseli ve CAPE yiiklii PAM-b-PEG miselinin
FTIR spektrumlari.
Kimyasal ve fizikokimyasal yapisi karakterize edilen misellerin Schiff bazi
gruplarina bagh olarak bozunma davranislar1 incelemek i¢in CAPE yiiklii miselin
pH 5,0 ve 7.2°de miselleri hazirlanmistir. Hazirlanan bu misel ¢6zeltilerinin,
zamana bagli olarak 1s1k sacgilmasi spektroskopisiyle 151k sacilmasi siddetleri
incelenerek bozunma hizi degerlendirilmistir. Elde edilen 1s1k sacilmasi siddeti
degerleri, baslangic ve son veriler normalize edilerek bagil 151k sagilmast siddeti
orani degerlerine dondstirilmistir [162, 163]. Sekil 4.9, pH 5,0 ve 7,2’deki
CAPE yiklii misellerin zamana baglh 151tk sagilimi siddeti oranlarini
gostermektedir. Genel olarak, bu degerler ¢ozelti i¢indeki nanopartikiillerin

boyutu ve konsantrasyonu ile dogrudan iliskilidir [164].
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Sekil 4. 9 pH 5,0 ve 7,2’deki CAPE yiiklii misellerin zamana bagli bagil 1s1k
sacilimi1 siddeti oranlarinin degisimi.
Sekil 4.9’da goriilecegi iizere, pH 5,0’deki misellerin ilk 10 saat i¢inde hizli bir
sekilde 151k sagilmasi siddeti oranlarinda azalma gozlenmekte, ardindan daha
yavas bir azalisla 120 saat sonunda %2’ye ulasmistir. Bu egilim, misel boyutunda

ve/veya miktarinda bir azalmayi, dolayisiyla biyobozunmayi gostermektedir.

Notral pH kosullar altinda yaklasik %50 oraninda bir bagil 151k sagilmasi siddeti
orani azalmasi gozlemlenmistir. Bu azalma, —-CH=N- bagindaki sinirli bozunma
ile daha biiylik misel agregatlarinin daha kiiciik yapilara pargalanmasindan
kaynaklandig1 diislinilmustiir. Misellerdeki bu ayrigma, ¢ozeltide bulunan tuz
iyonlarmin stabilize edici etkilerine atfedilebilir; bu durum, belirgin bir
biyobozunmadan ziyade, agregatlarin pargalanmasini ifade etmektedir. Ozetle,
misellerin zamana baglh olarak 1s1k sacilmasi siddetleri incelendiginde asidik

ortamin misellerin hizli bozunmasini biiyiik 6l¢iide tetikledigi goriilmektedir.

Tez c¢alismasimin sonraki asamasinda misellerden CAPE salimi incelenmistir.
Oncelikle, misellere yiiklenen CAPE miktar1 belirlenmistir. Bu amacla, indirekt
yontem kullanilmistir. CAPE yiiklii misellerin ilag ylikleme kapasitesi (YK%) %3
olarak bulunmustur. Bu deger oldukga diisiik bir degerdir ancak misellere diigiik

oranda ilag yiiklenebildigi bu malzemelerin bilinen bir dezavantajidir [165].

Sonrasinda, CAPE yiiklii misellerin, pH 7,2 ve 5,0’deki in vitro salim davranislar

incelenmistir. Notr pH degeri fizyolojik kosullar1 simiile etmek i¢in segilirken,
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asidik pH degeri ise lizozomal ortamlar1 ve kanserli dokular1 taklit etmek igin
secilmistir [166, 167]. CAPE molekiillerinin salim miktar1 diyaliz teknigi
kullanilarak  belirlenmis ve salinan CAPE'yi tespit etmek i¢in UV

spektrometresinden elde edilen kalibrasyon egrisi (Sekil 3.4) kullanilmistir.

Sekil 4.10, CAPE'min 5 giin boyunca asidik ve notr pH'da miselden kiimiilatif
salimii gostermektedir. Goriildigi lizere, fizyolojik pH degerinde miselden
CAPE salim1 ¢ok diisiiktiir. ilk 24 saatte enkapsiile CAPE'nin %2,14’ii salmirken
5 gilin sonra ilacin sadece %5,04’1 salinmistir. Diisiik kiimiilatif salim CAPE'nin
yiksek  hidrofobikligi ve misel g¢ekirdeginin siki  paketlenmesiyle
iligkilendirilebilir.

pH, 5,0’a diisiirtildiigiinde belirgin sekilde farkli bir kiimiilatif salim profili elde
edilmistir. Kiimiilatif CAPE salim1 pH 5,0’da 24 saat sonra %38,8’¢ ulasirken, 5
giin sonra %79,7 kiimiilatif salim elde edilmistir. Asidik pH’da salimdaki kayda
deger artis dogrudan PAM blogundaki Schiff bazi (imin) gruplarmin (-CH=N-)
pH’a duyarli olarak aldehit ve amin gruplarina ayrisarak bozunmasini
gostermektedir [8]. CAPE molekiilii pH 5,0’te 6nemli 6lgiide hidrofobik PAM
blogunun bozunmasiyla ortama salinmaktadir. Notr pH degerinde CAPE'nin ¢ok
diisiik salimi, hidrofobik kargo molekiiliinii lizozoma veya kanserli dokuya

ulasana kadar koruyabilecegini gostermektedir.

Bu salim profilinin Sekil 4.9’da verilen biyobozunma egilimiyle
karsilastirildiginda, CAPE salim zamanlari ile misel bozunma zamanlar1 arasinda

giiclii bir uyum oldugunu ortaya koymaktadir.

73



Kimulatif Salim (%)

. 0 o—=0 O ]

0 20 40 60 80 100 120
Zaman (sa)

Sekil 4. 10 pH 5,0 ve 7,2'de PAM-b-PEG kopolimer miselinden CAPE
molekiiliiniin kiimtlatif salim profili.

4.4 Hiicre Canlihg: Testi

Uretilen malzemelerin HDF hiicrelerine karsi sitotoksisitesi MTT yontemi ile
incelenmistir. Sekil 4.11, 24 ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra HDF hiicrelerinin
CAPE, bos misel ve CAPE vyiiklii misele kars1 canliliklarini géstermektedir. MTT
deneyinde, CAPE vyiiklii misel i¢in kullanilan konsantrasyon, verilen zamanda
miselden saliman CAPE konsantrasyonudur. 24 saatlik inkiibasyondan sonraki
canlilik degerleri incelendiginde, CAPE yiiklii miselin uygulandigi hiicrelerde
canliligin higbir konsantrasyonda %70’in altina diismedigi goriillmektedir. Ancak,
CAPE ve bos misel uygulanan hiicrelerde canlilik degerlerinin 6zellikle en yiiksek

konsantrasyonda %70’in altina diistiigii goriilmektedir.

48 saat siiren inkiibasyon sonrasinda hiicre canliliklar1 incelendiginde ise, CAPE
yiiklii misellerin sadece 0,75 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda %70’in altina
distigi ve 1 mg/mL konsantrasyonda hiicrelerin  %46’sin1  dldiirdiigii
goriilmektedir. CAPE ve bos misel ise 48 saat inkiibasyon sonrasinda sonra
hiicrelerin %65’inden fazlasin1 6ldiirmistiir. Bu li¢ malzeme toksisite agisindan
karsilastirildiginda CAPE>bos miseller>CAPE yiiklii miseller olarak bir siralama
yapilabilcegi agiktir.
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Sekil 4. 11 HDF hiicrelerinin CAPE, bos misel ve CAPE yiiklii misellerle 24 (A)

ve 48 (B) saatlik inkiibasyon sonrasi canlilik oranlari.

Sitotoksisite ¢alismasinda 6nemli bir nokta da, CAPE yiikli miselin 48 saatlik
inkiibasyondan sonra neredeyse tiim konsantrasyonlarda CAPE ve serbest
miselden daha biyouyumlu olmasidir. Bu durum, CAPE ve kopolimerin siki bir
sekilde bir arada tutularak CAPE'nin salimin1 engelledigi ve sonug olarak polimer

ile CAPE ve miselin hiicreyle etkilesimini azalttig1 seklinde yorumlanabilir.
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Dolayisiyla misel, CAPE ve polimerin saglikli hiicrelere olan toksisitesini
azaltmaktadir ki bu da kargo molekiiliinii saglikli hiicrelere degil sadece beklenen

hiicrelere iletebilecek bir misel icin istenen bir 6zelliktir.
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5

SONUC

Kanser dokular1 ve inflamasyon boélgeleri gibi hastalikli dokulara kontrollii ve

hedeflemeli ilag salimi; ilag etkinligini arttirmak, kullanilan ilacin dozaj ve

kullanim sikligin1 azaltmak, hastalarda gozlenen yan etkileri indirgemek ve hasta

konforunu arttirmak icin gerceklestirilen 6nemli bir arastirma ve calisma alanidir.

Tez calismasinda da bu amaca yonelik olarak pH’a duyarli olarak ilag salim

potansiyeline sahip 6zgiin bir polimerik misel sistemi lretilmesi amaglanmistir.

Uretilen PAM-b-PEG blok kopolimeri bu amaca uygun olarak pH’a duyarl olarak

bozunabilen 6zgiin bir blok kopolimerdir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasi sonucunda;

PAM-b-PEG blok kopolimeri farkli molekiil agirliklarinda sentezlenmis
ve kimyasal yapilar1t FTIR ve NMR spektroskopileriyle dogrulanmus,
PAM-b-PEG blok kopolimeri kullanilarak boyutu 200 nm’ye yakin
miseller sentezlenebilmis,

CAPE molekiilii PAM-b-PEG polimerine yiiklenerek hidrodinamik ¢ap1
233,8 nm olan negatif yiizey yiikiine sahip miseller iretilmis,

Uretilen misellerin kiiresel yapida oldugu SEM goriintiileri ile gosterilmis,
CAPE yiiklii misellerinin pH 5,0’te bagil 151k sagilmasi siddeti oranini
%2’ye diisiirecek kadar yiiksek oranda bozunurken, pH 7,2’deki misellerin
sadece %50 bagil 1sik sacilmasi siddeti oranina bozunabildigi, yani
tiretilen misellerin pH’a duyarl olarak bozunabildigi gosterilmis,

CAPE yiiklii misellerden pH 7,0’de ilk 24 saatte enkapsiile CAPE'nin
%2,14’1 salinirken, 5 giin sonra ilacin sadece %5,04’°1 salinmis; pH 5,0’te
ise kiimiilatif CAPE salimi1 24 saat sonra %38,8’¢ ulasirken, 5 giin sonra

%79,7 kiimiilatif salim elde edilmis,
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e CAPE yikli PAM-b-PEG misellerinin asidik pH’da nétral pH’a gore
belirgin bir sekilde yiliksek bozunma ve ilag salim davranisi gosterdigi
ispatlanmus,

e HDF hiicrelerine uygulandiklarinda CAPE yiikli misellerin, CAPE
molekiilii ve bos misele gore daha yiiksek biyouyumluluga sahip oldugu

gosterilmistir.

Sonug olarak, bu c¢alisma PAM-b-PEG misellerinin CAPE i¢in uygun bir ilag
dagitim sistemi olarak potansiyelini vurgulamaktadir. Uretilen bu misel sisteminin
pH-duyarl1 olarak kontrollii salim 0Ozelligine ve fizikokimyasal o6zellikleri
sayesinde de pasif hedefli olarak ila¢ dagitim yetenegine sahip oldugu elde edilen

basarili sonuclarla gosterilmistir.

Diisiik ila¢ yiikleme kapasitesi iiretilen miselin en Onemli eksikligi olarak
goriilmektedir. Bu nokta, sadece PAM-b-PEG miselleri degil birgok diger misel
icin de gelecekteki aragtirmalarda ele alinmasi gereken bir zorluk olmaya devam

etmektedir.

Bu aragtirma, PAM-b-PEG bazli 6zgin ve etkin misel tabanli ilag salim
sistemlerinin  gelistirilmesi i¢in  bir temel olusturmaktadir. Gelecekteki
calismalarda; bu sisteme hedefleyici molekiiller takilarak, farkli amin ve aldehit
monomerleri kullanilarak farkli fonksiyonel ozellikler (capraz baglama, vb.)
yapiya kazandirilarak ve biyouyumlulugu arttirilarak etkinligi ¢ok daha yiiksek

ilag tasiyici sistemlerin gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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