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OZET
SICAKLIK ve pH DUYARLI POLIMERZOMLARIN HAZIRLANMASI
Seyithan KANSIZ
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Onder TOPEL
Haziran 2021; 66 sayfa

Polimerzomlar ila¢ tasima sistemleri, nano reaktorler, nano motorlar gibi
biyomedikal alanlarda kullanilabilen polimerik vezikiillerdir. Son yillarda ozellikle
uyarict duyarlt polimerzomlar aragtirmacilar i¢in oldukga ilgi ¢ekici hale gelmistir.
Bunlar arasinda sicaklik ve pH duyarli polimerzomlar ilag tasima sitemlerinde en yaygin
olarak ¢alisilan polimerzom tiirtidiir. Bu tez kapsaminda ilk kez PEG-b-PDMAEMA blok
kopolimeri kullanilarak hem sicakliga hem de pH’a duyarli polimerzomlar
olusturulmustur. Bu amagla farkli molekiil agirliklarinda PEG-b-PDMAEMA blok
kopolimerleri ATRP yontemiyle sentezlenmis ve yapilari FTIR ve 'H NMR
spektroskopisi 6l¢iimleriyle karakterize edilmistir. Sulu ¢6zeltideki PEG-b-PDMAEMA
blok kopolimerlerinin sicaklik (LCST) ve pH duyarliliklart UV-Vis spektrofotometresi
ve dinamik 151k sagilim1 (DLS) 6l¢iimleriyle belirlenmistir. Polimerzom olusumu iizerine,
polimer zincir uzunlugu, sicaklik, pH ve derisimin etkisi arastirilmistir. Polimer
cozeltilerindeki polimerzom olusumu DLS, optik mikroskopi ve transmission elektron
mikroskopi (TEM) ol¢iimleriyle aydimlatilmigtir. Sentezlenen iki diblok kopolimerin
(PEG4s-b-PDMAEMA77 ve PEGuss-b-PDMAEMA125) %]1(a/h) sulu ¢ozeltilerinde iyi
tanimlanmis polimerzomlarin olustugu belirlenmistir. Olusan polimerzomlar TEM
Ol¢timleriyle karakterize edilmis ve boyutlari, sirasiyla, 362+69 ve 165+7 nm olarak
belirlenmistir. PEGasg-b-PDMAEMA77 kopolimerinin polimerzom olusturma kabiliyetine
pH’1n etkisi incelenmis ve pH=9’da kararli polimerzomlarin olustugu boyutlarinin da
235483 nm oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Polimerzom, PEG-b-PDMAEMA, pH duyarli polimerler,
sicaklik duyarli polimerler, polimer vezikiiller, kendiliginden diizenlenme
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ABSTRACT

PREPARATION OF TEMPERATURE AND pH RESPONSIVE
POLYMERSOMES

Seyithan KANSIZ
MSc in Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Onder TOPEL
June 2021; 66 pages

Polymersomes are polymeric vesicles that can be used in biomedical fields such
as drug delivery, nanoreactors, nanomotors etc. Recent years especially stimuli
responsive polymersomes have been of great attention for the researchers. Among them,
temperature and pH sensitive polymersomes are the most extensively studied drug
delivery systems. In this thesis for the first time, temperature and pH sensitive
polymersomes were developed by using PEG-b-PDMAEMA block copolymers. For this
purpose, PEG-b-PDMAEMA block copolymers with different molecular weights were
synthesized by ATRP method and their structures were characterized by FTIR and ‘H
NMR spectroscopy measurements. Temperature and pH sensitivities of PEG-b-
PDMAEMA block copolymers in aqueous solution were determined by UV-Vis
spectrophotometer and dynamic light scattering (DLS) measurements. The effects of
polymer chain length, temperature, pH and concentration on the polymersome formation
were investigated. The formation of polymersomes in polymer solutions was elucidated
by DLS, optical microscopy and transmission electron microscopy (TEM) measurements
It was determined that well-defined polymersomes were formed in 1% (w/v) aqueous
solutions of the two synthesized diblock copolymers (PEG4s-b-PDMAEMA77 and PEGag-
b-PDMAEMA1s). The resulting polymersomes were characterized by TEM
measurements and their sizes were determined as 362+69 and 165+7 nm, respectively.
The effect of pH on the ability of the PEGss-b-PDMAEMA77 copolymer to form
polymersomes was investigated and it was determined that their sizes of stable
polymersomes at pH=9 were 235+£83 nm.

KEYWORDS: PEG-b-PDMAEMA, pH responsive polymers, polymeric vesicles,
polymersomes, self-assembly, temperature responsive polymers
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ONSOZ

Bu ¢alismada PEG-b-PDMAEMA blok kopolimerlerini kullanarak biyomedikal
uygulamalar icin kullanilabilecek sicakliga ve pH’a duyarli polimerzom sistemleri
gelistirilmistir. PEG-b-PDMAEMA blok kopolimerlerinin polimerzom olusturma
ozellikleri polimer zincir uzunluguna, sicakliga, pH’a ve derisime bagl olarak ayrintili
olarak arastirllmistir. Calisma sonucunda hem sicakliga hem de pH’a duyarli olan
polimerzomlar gelistirilmistir.

Yiiksek lisansa basladigim ilk giinden itibaren maddi ve manevi destegini
esirgemeyen, tez konumun belirlenmesinden yazimina kadar olan tiim siiregte daima
yanimda olan, egitimci yoniinii her alanda gosteren, daima benim i¢in en iyisini isteyen
ve bu amagcla bana kilavuzluk eden, zor anlarda her zaman motive eden, emeklerinin
karsiigimi 6deyemeyecegim danismanim hocam Saym Dog. Dr. Onder TOPEL e,

Gerek bolim imkanlarin1 gerek kendi laboratuvar imkanlarint her ihtiyag
duydugumuzda kullanabilmemizi saglayan hocam Sayin Prof. Dr. Ertugrul ARPAC’a ve
ekibine, Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Malzeme Bilim ve Miihendisligi
Boliimii’nde bazi numune analizlerini yapmami saglayan hocam Prof. Dr. Meltem
ASILTURK’e (Akdeniz Universitesi, Miihendislik ~Fakiiltesi) ve laboratuvar
imkanlarindan faydalanmami saglayan hocam Prof. Dr. Osman DUMAN’a,

Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde lisans ve yiiksek lisans
O6grenimim boyunca bana katki saglayan saymn 6gretim iiyelerine, Kimya Boliimii’ndeki
arkadaslarima ve ayni laboratuvari paylastigim degerli arkadasim Vahit GOK’e, her
zaman destegini ve tecriibesini benimle paylasan sevgili arkadagim Eyliil ODABAS’a,
karakterizasyon c¢alismalarinda biiyiik emegi gecen degerli arkadaslarim Gizem Biisra
KELLER’e ve Merve TUNC a tek tek tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak da bugiinlere kadar gelmemde en biiyiik emege sahip olan, her zaman

yanimda olan, maddi ve manevi desteklerini higbir zaman esirgemeyen anneme, babama,
abime ve kiz kardesime yiirekten tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Son yillarda lipid bazli dogal hiicre zarinin sentetik analoglarini olusturmak igin
kapsamli arastirmalar yapilmigtir. Canli hiicrelerin ve organellerin zar yapilarini taklit
etmek igin yapilan arastirmalarin sayis1 zamanla giderek artis gdstermistir. Ornegin, baz1
yag asitleri kendiliginden biiyiiyebilen ve boliinebilen dinamik cift tabaka zarlar meydana
getirebilmektedirler. Bu 6zellikleri nedeniyle protocell ¢alismalari igin ideal aday
molekiiller olarak dikkate alinmaktadirlar (Mansy vd. 2008; Zhu vd. 2009; Budin vd.
2012). Diger yandan, fosfolipitler de amfifilik 6zellige sahip olmalarindan dolay: gesitli
yontemlerle farkli vezikiiler yapilar olusturabilmekte ve protocell aragtirmalari i¢in umut
vaat etmektedirler (Subramaniam vd. 2011; Mashaghi vd. 2013; Brea vd. 2015). Yag
asitleri ve fosfolipitler kullanilarak basarili bir sekilde vezikiiller olusturulabilmesine
ragmen, ¢ift tabaka yapilarinin ince olmasindan dolay1 olusturduklar vezikiiller yeterli
zar dayanikliligina sahip degildir. Bu durum, yapmin diisiik mekanik kararliliga sahip
olmasina ve zar yapisindan sizmalara neden olmakta dolayisiyla bazi biyomedikal
uygulamalarda istenilen performansi gosterememelerine neden olmaktadir. Bu nedenle,
arastirmacilar yapay hiicre zar1 yapisina sahip vezikiilleri gelistirmek i¢in kendiliginden
diizenlenebilen polimer temelli yapilara yonelmislerdir (Discher vd. 2002). Amfifilik
blok kopolimerler sulu ortamda lipitlere benzemektedirler; ancak, lipitlerden ¢ok daha
kararl1 yapilar olusturabilmektedir. Atom transfer radikal polimerizasyon (ATRP) ve
tersinir ekleme—pargalama zincir transfer (RAFT) gibi kontrollii polimerizasyon
yontemlerindeki gelismeler sayesinde belirli molekiil agirligina ve diisiik polidispersite
indeksine (PDI’ya) sahip ¢ok cesitli amfifilik blok kopolimerlerin sentezlenmesi bu
alandaki ¢aligmalarda si¢ramaya neden olmustur.

Amfifilik blok kopolimerler ¢bzelti ortaminda kiiresel miseller, solucan tipi
miseller, vezikiiller ve hatta tiibiiler vezikiiller gibi yapilar olusturabilmektedir (Li vd.
2004; Cui vd. 2007; Wang vd. 2007; Christian vd. 2009; van Oers vd. 2013). Bu polimerik
agregatlar arasinda en biiyiik gelisme polimerzom olarak da adlandirilan polimerik
vezikiiller tizerine gergeklestirilmistir (Tanner vd. 2011). Tanim olarak polimerzomlar,
amfifilik blok kopolimerlerden olusan sentetik vezikiilleridir. Tipik polimerzomlar, ¢ift
tabaka bir zar tarafindan sarilan, sulu ve akigskan bir ¢ekirdek (liimen) igeren bos
kiireciklerdir. Cift tabaka zar hidrofobik ozellikte iken zarin i¢ yilizeyi ve dis yiizeyi
hidrofilik 6zelliktedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Polimerzomlarin iki boyutlu (solda) ve ii¢ boyutlu (sagda) yapist (kirmizi :
hidrofilik blok, mavi : hidrofobik blok) (Rideau vd. 2018)

Polimerzomlar son yilarda 6zellikle biyomedikal alaninda giderek daha ¢ok ilgi
¢ekmeye basglamistir. Bunun en biiyiik nedeni, misellerin aksine hem hidrofilik hem de
hidrofobik 6zellikteki molekiilleri sirasiyla liimen ve zar yapisina kapsiilleyebilmeleridir
(Palivan vd. 2016). Ayrica, polimerzomlarin igerisine enzimler kapsiillenerek yapay
organeller dahi hazirlanabilmektedir (Tanner vd. 2011). Polimerzomlarin biitiin
uygulama alanlan igin zar gecirgenligini en dnemli parametredir. ilag salimi veya
substratin zar boyunca diflizyonu i¢in, zar gecirgenliginin uygun yontemlerle kontrol
edilmesi gerekmektedir. Bu yontemler arasinda en ilgi ¢ekici olanlar pH, 1s1k, sicaklik,
enzim ve redoks ajanlari gibi fiziksel ve kimyasal uyaricilara duyarli polimerzom
sistemleri gelistirerek bu uyaricilar ile zar gegirgenligini kontrol etmektir (de Las Heras
Alarcon vd. 2005; Dai vd. 2008; Smith vd. 2010; Hu vd. 2012; Gohy vd. 2013; Huo vd.
2014; Yan vd. 2014). Son yillarda, fiziksel veya kimyasal uyaricilara duyarl
polimerzomlar1 iiretmek icin biiyiikk bir ¢aba sarf edilmistir. Ozellikle ila¢ tasima
sistemleri, nanoreaktdrler, teshis, hiicre taklidi ¢aligmalar1 en ¢ok one ¢ikan uygulama
alanlaridir. Akilli polimerzomlar olarak da nitelendirilebilen bu polimerzomlar ile
gerceklestirilen ilag tasima islemlerinin en biiylik avantaji, sitotoksik 6zellige sahip
ilaglar1 yalnizca hastalikli doku bolgesinde uyarici araciligi ile salmalaridir. Ayrica,
biyolojik olarak aktif protein, polipeptid, niikleik asit gibi hassas molekiilleri cesitli
enzimatik reaksiyonlardan koruyarak bu molekiillerin canli dokulardaki stabilitesini
arttirabilmektedir.

1.1. Polimer Vezikiillerinin Kendiliginden Yonlendirilmis Olusumu

Dogal amfifillerin kendi kendine diizenlenmesinin altinda yatan ilkeler aslinda
oldukga genel ve basittir. Lipitler ve ¢ogu kiiglik amfifilik molekiiller “bas grup” olarak
da adlandirilan hidrofilik kisim agisindan énemli 6l¢tide farklilik gosterirler. Ancak, bu
molekiiller ¢ogunlukla tekrarlayan etilen gruplarindan (~CH2>—CH2—)n (n=5-18) olusan bir
veya birden fazla hidrofobik kisim igerirler. Bu amfifil molekiillerin olusturdugu
agregatlarin termodinamik olarak kararlilig: kritik misel derisimi (Ccmc) ile belirlenir.
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Cope = e *8T (1.1)

Bu denklemde, ks Boltzman sabiti, T termodinamik sicaklik, &n monomer ile
¢oOzelti arasindaki efektif etkilesim enerjisini, n ise hidrofobik kisimdaki tekrarlayan birim
sayisini gostermektedir. Sadece kritik misel derisimi iizerindeki siirfektant derisimlerinde
vezikiil bigiminde agregatlar olusabilir. Etilen grubu ve biyolojik sicakliklar i¢in ep~1-2
keT (~4-8 pN nm) civarindadir. Bu aralikta, dogal lipitler ve ilgili amfifiller i¢in sulu
cozeltideki kritik misel derisimi, mikromolarite ile pikomolarite araligindadir. Esitlik
1.1°deki n’ye veya hidrofobik kismin molekiil agirliiyla olan iistel iliskisi nedeniyle daha
biiyiik hidrofobik molekiil agirligina sahip olan polimer temelli amfifiller lipitlere kiyasla
sulu ¢ozeltide daha kararl agregatlar olustururlar.

Lipitlerle ayn1 amfifilik karaktere sahip olan blok kopolimerler iki veya daha fazla
polimer blogunun kovalent baglar ile birbirine baglanmasiyla meydana gelmis
makromolekiillerdir. Ortamda herhangi bir ¢6ziicii olmadiginda blok kopolimerlerin
lamelar fazlardan (kagit diizlemiyle ayni simetride) olusan diizenli yapilar sergiledigi
bilinmektedir. Sulu ¢ozelti ortamindaki hidrasyon, kuru lamelar yapilar1 sisirir ve
tabakalar akiskanlastirir. Bu durum belli bir hacimde vezikiil olusumuyla sonuglanir
(Discher vd. 2006). Amfifilik bilesim, blok kopolimerlerin farkli yapilar olusturmak
tizere kendi kendine diizenlenmesine neden olan itici giigtiir (Mai vd. 2012). Birbirine
kovalent baglarla bagli hidrofilik ve hidrofobik kisimlar kimyasal olarak uyumsuz
olmasina ragmen ¢ozelti iginde higbir zaman mikrofaz ayrimma neden olmaz (Zhang vd.
2012). Bununla birlikte, sulu ortamda amfifilik molekiillerin hidrofobik kisimlart polar
¢oziicliden uzak duracak bigimde kendi kendine diizenlenerek istenmeyen etkilesimleri
azaltir. Boylece, entropik olarak istemli vezikiil yapilar1 olusur. Bu yapilar sayesinde
amfifilik molekiillerin mikrofaz ayrimi ger¢eklesmis olur (Kita-Tokarczyk vd. 2005).
Kopolimerin dogast ve amfifildeki hidrofilik/hidrofobik orani, ¢o6zelti ortaminda
polimerzomlar1 (cift tabakali), kiiresel miseller (tek tabakali), silindirik miseller,
cubuklar, lamelin (¢ift tabakali) ve altigen silindirik yapilar gibi yapilarin olusup
olugsmadigini belirleyen ana degiskenlerdir (Che vd. 2016).

Bir amfifilik molekiilde mikrofaz ayrim: 3 parametreye baglidir: i) bloklarin
hacim fraksiyonlari (f), ii) polimerizasyon derecesi (N) ve iii) Flory—Huggins parametresi
x (blok uyumsuzluk derecesi) (Mai vd. 2012). Ortalama alan teorisi kullanilarak f, N ve y
arasinda olusturulan teorik faz diyagrami hangi blok oranlar1 ve parametrelerin istenen
morfolojiyi verecegini belirlemek icin kullanilir. Bununla birlikte, kendiliginden
diizenlenen polimer agregatlarin olusturacagi en olast morfolojiyi tahmin etmek igin
kritik paketleme parametresi, Pc, diye bilinen bir parametre tanimlanir ve,

P.=vi(al) (1.2)

esitligiyle verilir. Burada; v, hidrofobik blogun hacmi; @, hidrofilik blogun alani ve | ise
blok kopolimerin uzunlugunu tanimlar. Pc < 1/3 i¢in kiiresel miseller, 1/3 < P¢<1/2 i¢in
silindirik miseller, 1/2 < P < 1 igin vezikiller, Pc=1 icin diizlemsel ¢ift tabakalar ve
Pc>1 i¢in ise ters ¢evrilmis yapilar olusur (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Farkli p degerlerinde agregat morfolojileri (Doncom vd. 2017)

Sentezlenen blok kopolimerlerin mikrofaz ayrimini tahmin etmek i¢in kullanilan
ve daha az kesin sonuglar veren bir diger parametre hidrofilik kiitle kesri (fw)’dir ve,

fw = Mn(nidrofilik blok) / Mn(polimer) (1.3)

esitligiyle tanimlanir (Che vd. 2016). Cozelti ortaminda hangi agregatlarin olustugu,
biiylik 0Olgiide bloklarin dogasina (hidrofiliklik veya hidrofobiklik, sterik etkiler,
serbestlik dereceleri, polimer polidispersitesi, sertlik, vb. faktorlere) baglidir. Ancak,
genellikle 0,25 > f, > 0,40 kosullarinda vezikiil yapilarin olusumu baskindir (Discher
vd. 2006). Bununla birlikte, termodinamik ve kinetik &zelliklerden dolayi kullanilan
yonteme bagli olarak ayni polimer farkli morfolojiler olusturabilir. Bu nedenle,
polimerlerde kendi kendine diizenlenme sonucu olusacak morfolojileri tahmin etmek
oldukc¢a karmasiktir.

1.2. Polimerzom Uretim Yontemleri

Polimerzom iiretmek i¢in pek c¢ok farkli yontemler mevcuttur. Bu yontemler
kabaca iki gruba ayrilabilir: “yukaridan—asagiya” ve “asagidan—yukariya” yontemler.
Yukaridan—asagiya yontemlerde polimerzomlar, sentezlenmis amfifilik blok kopolimerin
y1gin halinden yola ¢ikarak tek bir blogu secici olarak ¢dzebilen bir ¢oziicli kullanilarak
hazirlanirken; asagidan—yukariya yontemlerde ise unimerlerden yola ¢ikarak blok
kopolimerin tek bir blogu i¢in se¢i¢i olan ¢oziicii icerisinde polimerzomlar hazirlanir.
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1.1.1. Yukaridan asagiya yontemler
1.1.1.1. Direkt hidrasyon yontemi

Direkt hidrasyon yontemi, en basit polimerzom iiretme yontemidir. Blok kopolimerin
direkt olarak sulu ortamda hidratlanmasiyla gergeklestirilir (Balasubramanian vd. 2016).
Bu yontem, blok kopolimerin hidrofobik blogunun diisiik bir cams1 gegis sicakligina (Tg)
sahip olmasi durumunda &zellikle tercih edilir. Ornek olarak literatiirde bu ydntem,
sirastyla, —45°C, —90°C, —60°C ve —73°C Tjy sicakliklarina sahip poli(etil etilen) (PEE),
poli(biitadien) (PBD), poli(biitilen oksit) (PBO) ve poli(propilen oksit) (PPO) blok
kopolimerleri i¢in kullanilmistir (Discher vd. 1999; Jain vd. 2003; Bryskhe vd. 2004;
Battaglia vd. 2005). Bu yontem, ayrica biyobozunur bir polimer olan poli(kaprolakton)
(PCL) igin de bildirilmistir. Direkt hidrasyon yontemi tiretim esnasinda herhangi bir
¢oziicii gerektirmedigi i¢in Ozellikle enzim, protein, DNA ve RNA gibi biyoaktif
molekiillerin yiiklenmesi i¢in ¢ok uygun bir yontemdir. Ancak, bu yontem suda
coziinmeyen maddelerin yiiklenmesi i¢in pek uygun degildir. Ayrica, boyut kontrolii
mimkiin olmadig1 i¢in iiretim sonrasi ilave bir ekstriizyon islemi gerektirmektedir
(Tanner vd. 2011).

1.1.1.2. Film rehidrasyon yontemi

Film rehidrasyon yontemi polimerzom iiretmek i¢in en sik kullanilan yontemler
arasindadir (Sekil 1.3). Bu yontem blok kopolimerin 5—10 mg/mL derisim araliginda
uygun bir ¢dziiciide ¢dziinmesini gerektirir. Ideal olarak secilen ¢dziiciilerin kaynama
noktasinin miimkiin oldugu kadar diisiik olmasi beklenir. Coziicii ugurulduktan sonra cam
balon ylizeyinde ince polimer filmi meydana gelir. Ardindan bu polimer filmi, su veya
tampon sistemi ile hidratlanir. Bu asamada ultrasonikasyon ve karistirma islemi polimer
filmi ile su faz1 arasindaki etkilesimi arttirmak i¢in kullanilabilir (Battaglia vd. 2006). Bu
yontemle polimerzomlarin iiretim siiresi polimerin tiiriine ve kullanilan kosullara bagh
olarak oldukca degiskenlik gosterir (birkac saatten haftalara kadar). Ortalama olarak
nanometre biiyiikliiglinde kiiresel kesecikler elde edilebilecegi gibi yar1 kararli tiibiiler
kesecikler de elde edilebilir (Battaglia vd. 2006). Kullanilan organik ¢oziiciilerden gelen
herhangi bir kalint1 beklenmez. Ancak, gercek ¢alismalarda eser miktarda ¢oziicii polimer
filmi igerisine gémiilebilir (Photos vd. 2003). Belirli bir polimerzom igin gerekli kosullar
olusturulduktan sonra (kullanilan kabin sekli, karistirma mekanizmasit ve hizi, film
kalinligi, derisim ve sicaklik) belirlenen kosullar altinda polimerzom yapilar etkili bir
sekilde tekrar tiretilebilir. Ayrica, film rehidrasyon yonteminin tamamen steril kosullar
altinda da gergeklestirilmesi miimkiindiir (Rizzello vd. 2017). Bununla birlikte, biiyiik
miktarlarda {iretim i¢in uygun bir yontem degildir (Parnell vd. 2009). Eser miktarda
organik ¢6ziicli icermesi hem elde edilecek morfolojiyi olumsuz etkileyebilir hem de
sitotoksik etkiye neden olup biyolojik uygulamalarda olumsuz yonde etkiye neden
olabilir.
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Sekil 1.3. Film rehidrasyon yontemi ile polimerzom olusumu (Rideau vd. 2018)
1.1.1.3. Elektroformasyon

Lipozomlara benzer bir sekilde, polimerzomlari iiretmek i¢in bir diger yontem de
elektroformasyondur. iletken (indiyum, kalay katkili cam) yiizey iizerine bir polimer filmi
dokiiliir ve dokiilen bu film hidratlandiktan sonra bir elektrik akimi uygulanir. Bu akim
sisteme enerji saglayarak polimer filminin iletken ylizey iizerinden ayrilarak sulu faz
icerisinde polimerzom olusumunu tetikler. Bu yontem, bircok nedenden dolay1 oldukca
ilgi ¢ekicidir. En 6nemlisi, bu yontem ile hiicre ve organel benzeri mikro boyutlarda
polimerzomlar elde edilebilir (Battaglia vd. 2006). Bu, vezikiil olusum kinetiginin
floresan/konfokal mikroskopi yoluyla gercek zamanli olarak degerlendirilmesine ve
izlenmesine olanak tanir (Lomas vd. 2008). Elektroformasyon islemindeki degisen akim,
kullanilan polimere de bagli olarak, polimerzom olusum hizim1 ve vezikiil boyutunu
etkilemektedir (Battaglia vd. 2006). Ancak, bu yontemle simdiye kadar nano boyutta
polimerzomlarin olusturulabildigine dair herhangi bir yayin bildirilmemistir. Ayrica, bu
yontemle polimerzom iiretmek igin gereken elektrot yilizeylerinin smirl olmasi dikkate
alindiginda yontemin sadece polimerzomlarla ilgili analitik ¢aligmalar i¢in daha uygun
oldugu soylenebilir.

1.1.2. Asagidan yukariya yontemler
1.1.2.1. Coziicii degistirme yontemi

Coziicli degistirme yontemi asagidan yukariya yontemler arasinda klasik olan ve
halen en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu yontemi kullanarak polimerzomlart {iretmek igin
THF, DMSO, DMF, dioksan, aseton veya kisa zincirli alkoller gibi hem hidrofobik hem
de hidrofilik blogu ¢ozebilen uygun organik ¢oziiciiler kullanilir (Balasubramanian vd.
2016). Coziinme isleminin ardindan blok kopolimerin sadece tek bir blogu igin se¢ici olan
¢oziicii damla damla yavasg¢a kopolimer ¢ozeltisine ilave edilir. Bu segici ¢oziicli
cogunlukla su veya uygun bir tampon ¢6zeltisidir. Dolayisiyla kullanilacak olan organik
¢oziicii suyla karisabilir 6zellikte olmalidir (Gaitzsch vd. 2016). Sistemin su igerigi
arttitkga, kopolimerin hidrofobik kismi desolvasyona ugramaya baslar ve bunun
sonucunda polimerzom yapilart meydana gelir. islemin sonunda, kalan organik ¢oziicii
diyaliz veya evaporasyonla uzaklastirilir.
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Sekil 1.4. Coziicii degistirme yontemi ile polimerzom olusumu (Rideau vd. 2018)

Coziicli degistirme yontemi i¢in ii¢ parametre ¢ok onemlidir. Bunlar, organik
¢oziiciiniin se¢imi, sistemdeki toplam su igerigi ve su ekleme hizidir. Ozellikle, organik
coziicii elde edilecek yapi iizerinde carpici etkilere sahiptir. Ornegin, yapilan bir
caligmada ayni1 kopolimer i¢in (PS—b—PAA) organik ¢o6ziicii olarak THF kullanildiginda
polimerzom, DMF kullanildiginda ise kiiresel miseller olustugu bildirilmistir (Yu vd.
1997). Sistemdeki su yiizdesi ise, kopolimerlerin misellesmeye basladigi su miktari
olarak tanimlanan kritik su igeriginin iizerinde olmalidir. Bu degerin iizerinde, kopolimer
unimerleri kiiresel miseller olusturmaya baslar. Su igerigi daha da arttikca kiiresel
miseller silindirik misellere, gubuk yapilara ve en nihayetinde polimerzomlara doniisiir
(Discher vd. 2002). Diger yandan, kendiliginden diizenlenebilen polimerik yapilar yavas
unimer degisim kinetigine sahip olduklarindan dolay1 su ekleme hiz1 olabildigince yavas
olmalidir. Sistemi polimerzom olusturacak kosullara getirmek igin ¢ozeltide olusan
polimerzomlara katilabilecek miktarda unimer bulunmalidir. Bu sayede, yapi
termodinamik olarak en kararli hal olan polimerzom haline doniisiir. Eger su ekleme hizi
¢ok hizli olursa 0 zaman biitiin unimerler aniden desolvasyona ugrar, bunun sonucunda
kinetik olarak donmus (statik) yapilar elde edilir. Belirli bir kopolimer i¢in gerekli
parametreleri belirlemek deneme—yanilma gerektirdiginden olduk¢a uzun zaman alsa da
bu parametreler bir kere belirlendikten sonra polimerzomlar: tekrar tekrar tiretmek
oldukca kolaydir.

1.1.2.2. Bir fiziksel uyariya duyarh yontemler

Son yillarda pH, sicaklik, 151k ve redoks potansiyeli gibi fiziksel uyaricilara
duyarli pek ¢ok polimerzom sistemi ¢aligilmistir. Kullanilan fiziksel veya kimyasal
uyariciya bagli olarak gergeklesen hidrofobik—hidrofilik gecis hem polimerzomun
olusumunu hem de olusan diizenli yapilarin dagilmasini tetikleyebilir. Ornegin pH
degisimine cevap veren, kolayca protonasyona ve/veya deprotonasyona ugrayabilen
fonksiyonel gruplar tasiyan bir dizi blok kopolimerler sentezlenmistir. Bunlar arasinda,
poli[2—(metakriloil)etil fosforilkolin)]-blok—poli[2—(diizopropilamino)etil metakrilat]
(PMPC-b—PDPA) blok kopolimeri iyi karakterize edilmis ve yogun olarak ¢alisilmis bir
polimerdir (Du vd. 2005). Zayif bir polielektrolit olan PDPA blogu (pKa=6,3), pH degeri
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pKa’nin altinda oldugu ortamlarda protonasyona ugrar. Bu durumda, PDPA blogu pozitif
yiikle yiiklendigi icin PMPC—b—PDPA blok kopolimeri amfifilik 6zelligini kaybederek
suda oldukga iyi ¢oziiniir. Diger yandan, ortamin pH degeri pKa degerinin iistiine ¢iktig
zaman, gercgeklesen deprotonasyon sonucu PDPA blogunun hidrofobik karakteri artar.
PDPA blogunun polaritesinde ortamin pH’ina bagli olarak meydana gelen bu degisim
sayesinde amfifilik PMPC-b-PDPA blok kopolimeri fizyolojik pH’da kararli ve
dayanikli polimerzomlar olusturabilmesine karsin, diisik pH degerlerinde olusan
polimerzomlar unimerlerine ayrilir. Bu davranis biyomedikal uygulamalar i¢in oldukg¢a
elverigli ve istenilen bir durumdur. Benzer davranisi farkli pKa degerlerine sahip poli[2—
(dietilamino)etil metakrikat] (PDEAMA, pKas~7) (Du vd. 2005), poli[2—-
(dimetilamino)etil metakrilat] (PDMAEMA, pKa~7,5) (Du vd. 2012) kopolimerler de
sergilemektedir. Fizyolojik pH civarindaki degisimlere yanit veren “akilli”
polimerzomlara diger 6rnekler ise fonksiyonel grup olarak imidazol halkasi i¢eren akrilik
polimer blogu iceren kopolimerler ve ayrica polipeptid zincirinde histidin tasiyan
sistemler de verilebilir (Gallon vd. 2015; Johnson vd. 2015).

PMPC

NaOH

o HNlel =
o_§=o \K‘T/ " PDPA
®

—

I
PMPC-b-PDPA suda (pH 2) pH-duyarh polimerzom (pH>6)

Sekil 1.5. PMPC-b-PDPA blok kopolimerlerinin pH’a bagl olarak polimerzom olusumu
(Du vd. 2005)

Polimerzom olusumunu tetiklemek amaciyla kullanilabilen bir diger uyarici da
sicakliktir. Sicakliga duyarli polimerzomlar, sicaklik degisimine karsilik olarak
kopolimeri olusturan bloklardan birinde hacim faz gecisi sergilerler. Eger sicakliga
duyarli olan bu blok, sulu ortamda belirli bir sicakligin iizerinde ¢oziiniirse, st kritik
¢ozelti sicakligi (UCST); buna karsin, belirli bir sicakligin altinda suda ¢oziiniirse alt
kritik ¢ozelti sicakligi (LCST) davranisi sergiler. Bu etki polimerin hidrasyon durumundan
kaynaklanmaktadir. Bilinen polimerlerin c¢ogu alt kritik ¢ozelti sicakligi (LCST)
sergilemektedir. Bunlar iginde en yogun arastirilanlara 6rnek olarak poli(N—izopropil
akrilamit) (PNIPAM) verilebilir (Wei vd. 2007). Son yillarda, polifN—(3—aminopropil)
metakrilamit  hidrokloriir][-b—poli(N—izopropil akrilamit) (PAMPA-b-PNIPAM),
poli(laktik asit)—b—poli(N-izopropil akrilamit) (PLA-b—PNIPAM), poli(2—sinanometil
metakrilat)-b—poli(N—izopropil akrilamit) (PCEMA-b—PNIPAM) ve poli(etilen glikol)—
b—poli(N—izopropil akrilamit) (PEG-b—PNIPAM) blok kopolimerleri ile sicaklik
kontrollii polimerzomlar gelistirilmistir. Sicaklik giidiimlii gelistirilen bu sistemlerin
icerisine hapsedilen aktif i¢erikleri kopolimerin bilesimine bagli olarak 30—40 °C sicaklik



GIRIS S. KANSIZ

araliklarinda salabildikleri bildirilmistir (Hales vd. 2004; Chen vd. 2006; Li vd. 2006; Qin
vd. 2006).

Benzer bicimde, azobenzen ve spirobenzopiran tiirevi igeren foto duyarli
molekiiller iceren blok kopolimerler ile bu molekiillerin tersinir foto izomerizasyon
ozellikleri sayesinde goriiniir ve/veya mor Otesi 1s18a duyarli olarak polimerzom
olusturabilen ve yine 151k etkisiyle agilabilen blok kopolimerler de hazirlanabilmektedir.
Bu tip 1s18a duyarli sistemlere 6rnek olarak, poli(spirobenzopiran)-b—poli[(N—(2—
hidroksipropil) metakrilamit)] ve poli(azobenzen metakrilat)—b—poli(ter—biiril akrilat)
blok kopolimerleri verilebilir (Konak vd. 1997; Wang vd. 2004).

Bir fiziksel veya kimyasal uyariciya duyarli olarak olusan ve/veya bozulan(agilan)
polimerzom sistemleri, hassas ve onemli molekiillerin kapsiillenmesi i¢in 6nemli bir
alternatif yol onermektedir. Fiziksel veya kimyasal uyariciyla polimerzom olusturulmasi
temelde iki Onemli avantaj sunar; i) polimerzomlar daha kolay iiretilebilir ve ii)
polimerzom iiretim agsamasinda herhangi bir organik ¢6ziicti kullanilmaz.

1.1.2.3. Mikroakiskan yontemi

Polimerzom olusturma teknikleri icerisinde mikroakiskan teknolojisi ile liretim
nispeten yeni bir yontemdir. Bu yontemde blok kopolimer bir organik ¢6ziicii igerisinde
coziilir. Blok kopolimer c¢ozeltisi mikroakiskan cihazi yardimiyla c¢ift emdiilsiyona
(W/O/W) doniistiiriilir ve organik ¢6ziicii buharlastirilarak uzaklastirilir (Shum vd.
2008). Bu yontemle polimerzom olusturmak igin, ¢oziiciiniin buharlasma hizina ve
emiilsiyon adimi sirasinda su fazinin ozmolaritesine dikkat etmek gerekir. Eger ¢oziicii
cok hizli buharlasirsa, emiilsiyon kararsizlagir ve damlacik birlesmesi gergeklesebilir
(Perro vd. 2011). Diger yandan, ozmolarite farkliligi s6z konusu oldugu zaman
yapiya/yapidan su diflizyonunu kontrol etmek miimkiin olmaz ve bunun sonucunda
polimerzom olusumu esnasinda boyut kontrolii giiclesir ve yapisal bozukluklar meydana
gelir. Bu yodntem kopolimer zincirlerinin kendiliginden diizenlenmesine dayali
olmadigindan oldukga yiiksek kapsiilasyon verimi elde edilebilir. Ancak, bu yontem ile
yalnizca mikro boyutlu vezikiiller iiretilebilmektedir (Thiele vd. 2010).

i. Kesisim 100 pm

1. Kesisim OF
2 i

Sekil 1.6. Mikro akigkan yontemi ile polimerzom {iretimi, IF (i¢ akigskan) su, MF (ara
akigkan) organik ¢oziicii ve polimer karisimi, OF (dis akigkan) su

1.1.2.4. Polimerizasyonla kendiliginden diizenlenme (PISA)

Son donemlerde popiiler olan bir diger yontem ise “polimerizasyonla
kendiliginden diizenlenme” (PISA:polymerization—induced self assembly)’dir. Bu
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yontem, su igerisindeki monomer ile uzayan polimer zinciri arasindaki ¢oziiniirliik
farkina dayanir (Warren vd. 2014). Hidrofilik monomer, hidrofilik makro baslatici
tizerinde polimerlestik¢e polimer artan bir sekilde hidrofobik karakter kazanmaya baglar
ve entropik olarak kendiliginden dilizenlenme meydana gelir. Baslangic kritik
polimerizasyon derecesine ulasildiktan sonra miseler ¢ekirdeklenme olusur.
Polimerzasyon derecesi arttikga, sirasiyla, kiiresel, cubuk, ara yapilar ve son olarak da
vezikiiller gozlenir. Hedeflenen yapi polimerizasyon derecesi veya amfifil derisimi
ayarlanarak kontrol edilebilir (Rideau vd. 2018). Ancak, PISA yonteminin uygulama
alan1 kisithdir, sadece sinirlt monomerler i¢in kullanilabilmektedir.

1.3. Uyariciya Duyarh Polimerzomalar
1.3.1. pH’a duyarh polimerzomlar

pH'a duyarli polimerzomlar, viicutta fizyolojik pH gradyanlarinin varlig
nedeniyle en ¢ok calisilan sistemler arasindadir. Ornegin, timér ve inflamatuar dokularin
hiicre dis1 pH"1 (pH~6,5-7,2) normal dokulardan ve kandan (pH~7,4) daha diistiktiir.
[laveten lizozomlarla endozomlardaki pH ise normal doku ve kana gére daha diisiiktiir
(pH 5,5-5,0) (Meng vd. 2009). Canlilarda var olan bu fizyolojik pH gradyani hedeflenen
bolgelere ilaci tasimak ve yerinde tedavi etmek i¢in pH’a duyarli ilag tasima sistemlerinin
Onemini ortaya koymaktadir. Bu agidan pH’a duyarli polimerzomlar bu tip sistemler i¢in
ideal adaylar haline gelmektedir. Genellikle, pH’a duyarli polimerzomlar asitle hidroliz
olabilen ve/veya iyonlasabilen bir bloga sahip blok kopolimerler kullanilarak elde edilir.
Ozellikle, asitle iyonlasabilen gruplara sahip blok kopolimerler pH duyarli polimerzom
sistemleri i¢in en yaygin olarak c¢aligilan polimer ¢esitleridir. Bu tip kopolimerlerin
hidrofobik kisimlari farkli pH degerlerinde iyonlasarak suda daha iyi ¢oziiniir hale gelir
ve bdylece polimerzom yapisi dagilir (Hu vd. 2017).

Polimerzomlarin pH’a duyarliligi poli(etilenoksit)—b—poli(stiren)—b—
poli(dietilaminoetil metakrilat) (PEO-b-PS-b—PDEA) triblok kopolimeri incelenerek
ortaya konulmustur (Du vd. 2005). pH’a duyarli olan PDEA blogu sayesinde, pH
diistiikce vezikiil boyutunun (250 nm’den 480 nm’ye) ve zar kalinliginin (25 nm’den 80
nm’ye) arttig1 bu sayede yapinin daha gecirgen bir hal aldig1 gézlenmistir (Sekil 1.7). Bu
tip yapilar “nefes alan vezikiiller”” olarak tanimlanmigtir.
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Sekil 1.7. Farkli pH’larda PEO-b—PS-b-PDEA blok kopolimerinin zar yapisindaki
degisimler (Du vd. 2005)

ove nd

Blok kopolimerlere c¢apraz baglayicilar eklenerek sisme sonrasi polimerzom
yapisinin dagilmas: engellenebilmektedir. Boylece yapi unimerlerine dagilmadan
kontrollii gegirgenlik saglanir. Ornegin, PEG-b-PDMAEMA blok kopolimerinden
olusan polimerzom sistemine UV 1sik altinda capraz baglanabilen 3,4—dimetil
maleikimidobutil metakrilat monomerlerinin eklenmesiyle asidik pH’ta (pH<6)
dagilmayan ve morfolojisini koruyan yapilar elde edilmistir (Sekil 1.8) (Gréfe vd. 2014).
Uretilen bu polimerzom sistemin igerisine glikoz oksidaz ve myoglobin enzimleri
kapsiillenerek farkli pH’larda sistemin zar yapisinda meydana gelen sigsme-biiziilme
davraniglar1 sayesinde substrat gecisi kontrol edilerek enzim aktivitesi takip edilmistir.

pHS

02 _o
Br
99
oO” "0
® Substrat Ara iiriin @ Uriin N~
&7 Enzim1 ¢ Enzim 2 r

Sekil 1.8. Enzim tasiyan bir pH duyarli polimerzom sisteminde enzim aktivasyonu
(pH=6"da polimerzomlar substrata karsi gecirgen bir hal alir ve bdylece enzimatik
tepkime gercgeklesebilir) (Gréfe vd. 2014)

Polipeptidlerden olusan blok kopolimerler de pH’a duyarli polimerzom
olusturmak i¢in yaygin sekilde kullanilmistir. Genel anlamda iki farkli tipte polipeptid
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iceren blok kopolimerler pH’a duyarli polimerzomlar olusturmak igin kullanilmaktadir.
Birinci tip polipeptid igeren kopolimerlerde hidrofobik kisim polipeptidlerden hidrofilik
kisim ise sentetik polimerlerden olusmaktadir. ikinci tip kopolimerlerde her iki blokta da
polipeptid zincirleri bulunur (Che vd. 2016). Li vd. (2006), poli(L—glutamik asit)-b—
poli(L—lizin) (PGlu—b—PLys) blok kopolimeri kullanarak pH’a duyarli polimerzomlar
olusturmuslardir. PGlu—b—PLys kopolimerinde asidik pH’ta poli(L—glutamik asit) blogu
ndtiirlesir ve bdylece polimerin ikincil yapis1 yliklii zincir yapisindan ndtiir ve daha
kompakt olan R-heliks yapisina doniiserek hidrofobik karakter kazanir. Diger yandan,
bazik kosullar altinda ise protonlanmis olan poli(L—lizin) blogu protonunu kaybederek
notral duruma geger ve dolayisiyla bu blok da bazik pH’ta hidrofobik karakter kazanmis
olur. Bu iki blogun da farkli pH degerlerinde hidrofilik—hidrofobik karakterlerinin
degismesi ayni blok kopolimerin hem asidik hem de bazik ortamda polimerzom
olusturmasina olanak saglamistir.

1.3.2. Sicakhiga duyarh polimerzomlar

Sicaklik, polimerzom olusturmak igin kullanilabilecek bagka bir fiziksel
uyaricidir. Bu amagla en ¢ok kullanilan polimer PNIPAM’dir. PNIPAM, diisiik kritik
¢ozelti sicakligr (LCST) olarak adlandirilan sicakligin (PNIPAM i¢in LCST=32°C)
altinda hidrofilik karakterdeyken bu sicakligin tizerinde hidrofobik karakter
kazanmaktadir. PNIPAM igeren amfifilik blok kopolimerlerin LCST degeri genellikle
fizyolojik sicakligin (36,5°C) altinda oldugu igin fizyolojik kosullarda polimerzom
sistemleri olusturulabilir. Sicaklik, 32°C veya altina disiirildiigiinde ise yapr dagilir.
PEO-b—PNIPAM blok kopolimeri kullanilarak olusturulan polimerzom sistemi hidrofilik
molekiilleri liimeni igerisine hidrofobik molekiilleri ise zar1 icerisine kapsiilleyerek akilli
nano tastyici olarak kullanilmistir (Li vd. 2006).

Bir diger calismada ise poli[N—(3—aminopropil metakrilamit) hidrokloriir]-b—
poli(N—izopropil akrilamit) (PAMPA-b—PNIPAM) ve poli[2—(dimetilaminoetil)
metakrilat]-b—poli(N—izopropil akrilamit) (PDMAEMA-b-PNIPAM) blok
kopolimerleri ile sicakliga duyarli polimerzom sistemleri olusturulmustur (Li vd. 2007).
PDMAEMA-b-PNIPAM polimerzom sisteminin zarinda NaAuCls indirgenerek Au
nanopartikiillerine doniistiirilmiis ve zarin daha da kararli hale gelmesi saglanmistir.
Hazirlanan polimerzom sistemlerinin 6zellikle pDNA, siRNA, protein ve farmositik
peptidleri tasimak i¢in olduk¢a umut vaat ettigi rapor edilmistir.

Yakin bir donemde poli(N-vinil kaprolaktam)—b—polidimetilsiloksan—b—poli(N—
vinil kaprolaktam) triblok kopolimerden olusan polimerzom sistemi bildirilmistir (Liu vd.
2015). Bu sistemde, sicaklik arttik¢a polimerzom yapisina zarar vermeden zar yapisinda
gegici gozenekler olusmakta ve kapsiillenmis doksorubisinin bu gézeneklerden kolayca
gecisi saglanmaktadir. Bu sistem, fizyolojik sicakliklarda (37-42°C) sicaklik kontrollii
membran gegirgenligi vasitasiyla anti—kanser ilaglarin tasinmasina iyi bir 6rnektir.

Cok nadir olsa da yiiksek kritik ¢ozelti sicakligina (UCST) sahip olan polimerler
kullanilarak olusturulan polimerzomlar da mevcuttur. Bu polimerler UCST sicakliginin
tizerine 1s1tildiginda hidrofobik karakterden hidrofilik karaktere gecis yaparlar. UCST tipi
poli(2—metoksietil vinil eter)—-b—poli[1—-(2—viniloksietil)-3—etilimidazonyum
tetrafloroborat] (PMOVE—b—P[(EtIM][BF4]) blok kopolimerinin UCST degerinin
altinda polimerzom olusturdugu bildirilmistir (Yoshimitsu vd. 2016).
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1.3.3. Redoks potansiyeline duyarh polimerzomlar

Redoks potansiyeli, bir hiicrenin i¢i ile dis1 arasinda ve tiimorlii dokularla saglikl
dokular arasinda biiyiik oranda degisiklik gosterir. Onemli bir indirgeyici ajan olan
glutatyon (GSH) miktar1, Sitozolde ve gekirdekte 10 mM civarindayken hiicre disi
ortamda bu derisim 2-20 uM araligindadir (Cheng vd. 2011). Dolayisiyla, bolgesel
redoks potansiyeli farkliliklarindan faydalanarak redoks potansiyeline duyarli polimerler
ile polimerzomlar olusturulabilir. Literatiirde bildirilen pek ¢ok calismada disiilfit bagi
indirgenmeye duyarli polimerzom sistemlerin gelistirilmesi i¢in kullanilmistir (Yan vd.
2011; Aleksanian vd. 2012; Yu vd. 2012). Boyle sistemlere 6rnek olarak bir ¢alismada
polietilenglikol-SS—poli(fenil siilfit) (PEG-SS—-PPS) kopolimeri endozomlar igerisindeki
redoks potansiyeline duyarli nano tasiyicilar olarak tasarlanmistir. Gergeklestirilen in vivo
gozlemler PEG-SS-PPS blok kopolimerinden olusan redoks duyarli (indirgenme
duyarli) polimerzom ile distilfit bagi icermeyen PEG—b—PPS blok kopolimerinden olusan
polimerzom igerisine yiiklenen florosein araciligiyla endozom igerisindeki difiizyon
kiyaslanmistir (Sekil 1.9). indirgenme duyarli PEG-SS-PPS blok kopolimerlerinden
olusan polimerzomlarin kapsiillenen floresein molekiillerini indirgenme duyarliligi
olmayan PEG—b—PPS’dan elde edilen polimerzomlarla kiyaslandiginda 2 saat icerisinde
saldig1 gozlenmistir (Cerritelli vd. 2007). Bir diger ¢alismada ise, amfifilik triblok
kopolimer temelli poli(etilen glikol) metakrilat—b—polikaprolacton-SS—polikaprolakton
(PEGMA-b—PCL-SS-PCL) nanotasiyict polimerzom sistemi tasarlamistir (Kumar vd.
2015). Hiicre i¢i bir tripeptid olan glutatyon (GSH), polimer omurgasindaki PCL bloklari
arasinda bulunan disiilfit bagini1 kirarak polimerzom yapisinin dagilmasina sebep olur.
Redoks duyarli ve biyouyumlu polimerzomlar gelismis anti—timor etkinligi sergilemekte
olup, kanser tedavisi i¢in umut vadeden sistemlerdendir.

indirgenme duyarh indirgenme duyarsiz Indirgenme duyarh indirgenme duyarsiz
10 dakika 10 dakika 2 saat 2 saat

Sekil 1.9. Indirgenmeye duyarli PEG-SS-PPS blok kopolimerinden elde edilen
polimerzom sistemlerine yiiklenmis florosein molekiillerinin endozom igerisindeki
diftizyonlarmin indirgenmeye duyarli olmayan PEG-b—PPS blok kopolimerinden elde
edilen polimerzom sistemleriyle karsilagtiriimasi (Cerritelli vd. 2007)

Indergenme  duyarli  polimerzomlara  kiyasla  yiikseltgenme  duyarli
polimerzomlarla ilgili caligmalar daha azdir ve bunlarda ¢ogunlukla hidrojen peroksit gibi
(H202) reaktif oksijen tiirlerine (ROS) duyarlidirlar. Oksidasyon duyarli polimerzomlarda
hidrofobik blok olarak kullanilan ilk polimer poli(propilen siilfit)’tir (Napoli vd. 2004).
H202’nin eklenmesiyle hidrofobik karakterdeki poli(propilen siilfit) hidrofilik
karakterdeki poli(propilen siilfoksit) haline doniisiir. Bu doniistim blok kopolimer i¢in
mevcut hidrofilik karakteri arttirarak daha 6nce var olan hidrofobik—hidrofilik dengeyi
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bozar ve yapinin vezikiil halinden misel haline doniismesine neden olur. Bu ¢alisma esas
aliarak dendritik hiicre endozomlarina antijen ve adjuvan iletimi gergeklestirilmistir
(Scott vd. 2012). Toll benzeri reseptdr agonisti olan gardiquimod ve R848, polimerzom
igerisine kapsiillendigi zaman, IL-12 ve IL-16 sitokin ekpresyonunu 10 kat kadar
arttirdi@1 bildirilmistir. Dolayisiyla, oksidasyon duyarli polimerzomlarin immunoterapi
ajanlar i¢in kullanish bir tagiyici oldugu gosterilmistir.

1.3.4. Isiga duyarh (fotoduyarh) polimerzomlar

Fotoduyarli polimerzomlar, istenilen zamanda, istenilen bolgede hizli bir sekilde
belirli dalga boyundaki 1sinlarla kontrol edilebildikleri i¢in oldukea ilgi ¢ekmektedirler.
Bu tarz sistemler ¢ogunlukla polimer omurgasina kovalent bag ile baglanmis fotoduyarl
molekiillerin 151k etkisi ile polimer omurgasindan ayrilmas: veya bu molekiillerin
konformasyonlarinin degigsmesini temel alir.

PEO-b—PNBOC (PNBOC: poli(nitrobenziloksi karbonil aminoetil metakrilat)
blok kopolimeri UV 1s18a duyarh ¢apraz bagh polimerzom sistemi olarak gelistirilmistir
(Wang vd. 2014). UV 1s1ga maruz kaldiginda 2—nitrobenzaldehit ve COz yapidan ayrilir
ve serbest kalan primer amin grubu sayesinde daha 6nce hidrofobik karakterde olan zar
hidrofilik karakter kazanir. Ilaveten serbest kalan primer amin gruplari, ester gruplar ile
amitlesme reaksiyonuna girerek ¢apraz baglanma saglar ve yapmin unimerlerine
ayrilarak dagilmasini engeller. Bir diger 1518a duyarli polimerzom sistemi ise PBC—b—
PDMA (PBC: poli(benzilkarbamat), PDMA:poli(N,N—dimetil akrilamit) blok kopolimeri
kullanilarak, goriiniir veya UV 1s1ga duyarli bir sekilde polimer zincirinin kuyruk
kismindan kafa kismimma dogru asamali olarak depolimerizasyona ugramasina
dayanmaktadir. Bu polimerzom sistemi, suda ¢dziinen 4—amino benzilalkol (ABO), CO-
ve PDMA molekiillerine dagilarak icerisine kapsiillenmis olan biyoaktif molekiillerin
iletilmesini saglar. Isiga duyarli polimerzom sistemleri arasinda 6zellikle spiropiran
igeren blok kopolimerlerden olusan polimerzom sistemleri oldukga ilgi ¢ekici bir diger
gruptur. Spiropiran (SP) molekiilii UV 1s1ga maruz kaldiginda zwitter iyonik formu olan
merosiyanin (MC) izomer yapisina doniiserek hidrofobik karakterden hidrofilik karaktere
doniislir ve bu doniisiim tersinir bir sekilde (goriiniir 151k altinda veya karanlikta)
gerceklesir. Bir caligmada, poli(etilen oksit)—blok—poli(spiropiran) (PEO-b—PSPA)
kopolimeri kullanarak polimerzomlar hazirlanmis ve igerisine bir anti—kanser ila¢ olan
2—deoksi-5—florouridin yiiklenmistir. PSPA blogundaki 1518a bagh olarak gergeklesen
SP—MC izomerizasyonu sonucu hazirlanan polimerzomlarm A < 420 nm’de agilip, A >
450 nm’de kapanarak bir agma—kapama dongiisii gerceklestirebildigi ve boylece
polimerzom zarinin gegirgenliginin kontrol edilebildigi belirlenmistir (Sekil 1.10) (Wang
vd. 2015). Calisma sonucunda sistemin 5 etkili a¢ma—kapama dongiisii
gerceklestirebildigi gozlemlenmistir. Bu calisma polimerzomlarin tersinir bir sekilde
gecirgenliklerinin kontrolil i¢in iy1 bir 6rnektir.
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Sekil 1.10. PEG-h-PSPA blok kopolimerinden elde edilen 1s1ga duyarli polimerzom
sisteminin sematik gosterimi (Wang vd. 2015)

1.3.5. Gaza duyarh polimerzomlar

Son donemlerde, biyoaktif molekiillere veya hiicre i¢i sinyal molekiillerine
duyarli polimerzomlar ilgi odagi olmustur. NO, CO2, H2S ve O gibi hiicre i¢i biyosinyal
molekiillerinden uyarici olarak biyogdriintiileme, tan1 ve ilag/gen tagima amaglari i¢in
faydalanilmigtir (Che vd. 2016). CO2’e duyarli amidino grubu igeren PEO—b—PAD (PAD:
poli[(N—amidino) dodesil akrilamit]) polimerzom sistemi basarili bir sekilde elde
edilmistir. Olusturulan polimerzomun boyutu ve hacmi, CO2 ve Ar gaz miktarlarinin
degisimiyle gerceklesen protonasyon ve deprotonasyon araciligiyla ayarlanmistir (Yan
vd. 2011). Bu sistemin gaza duyarlilig: tersinir bir sekilde sigsme ve biiziilme seklinde olup
ilag¢ tasima uygulamalar1 i¢in umut vadetmektedir. PDMAEMA ve PDEAEMA diger CO>
duyarli polimerlerdir. PDMAEMA ve PDEAEMA polimerlerindeki tersiyer amin grubu
su icerisinde COz2 ile reaksiyona girerek hidrofilik karakter kazanir ve sonrasinda N2 ile
muamele edildiklerinde ise tekrar eski hidrofobik karakterlerini kazanirlar. Dolayisiyla,
tersinir bir sekilde sisme ve bliziisme davranisi sergilerler (Han vd. 2012; Han vd. 2012;
Yan vd. 2013; Liu vd. 2014).

Sistatiyonin y—liyaz (CSE) enzimi ile gergeklesen L-sisteinin H2S’e bozulmasi
hiicre sinyallesmesinde ¢ok énemli bir néromodiilatordiir (Che vd. 2016). H>S’e duyarh
olan azidometilbenzoat (AzMB) iceren blok kopolimeri kullanarak H.S’e duyarli
polimerzom sistemi basariyla olusturulmustur (Yan vd. 2016). AzMB i¢eren PEO—b—
PAGMA (PAGMA: poli(o—azidometil benzoil gliserol metakrilat) polimeri ile
olusturulan polimerzom sistemi artan H2S derisimiyle kontrollii bir sekilde dagilmaktadir.
[laveten, polimerzomun zar yapisina CSE enziminin kapsiillenmesiyle dolayli bir sekilde
sistemin L—sisteine de duyarli olmasi saglanmistir (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11. PEO-b—PAGMA blok kopolimeri ile elde edilen H.S’e duyarli polimerzom
sisteminin sematik gosterimi (Yan vd. 2016)

1.3.6. Enzime duyarh polimerzomlar

Enzime duyarli polimerler, enzimatik doniisiimlerin eslik ettigi yiiksek diizeyde
secicilik ve verimlilige sahip benzersiz sistemlerdir (Zelzer vd. 2013). Buradaki akilli
supramolekiiler sistemleri gelistirmek igin spesifik enzimatik reaksiyonlardan
faydalanilmistir. Caligmalarin  ¢ogu misel sistemleri {izerine yogunlasirken,
polimerzomlar hakkindaki ¢aligmalar nispeten sinirli kalmigtir. Enzime duyarh
polimerzomlar, 6zellikle tiimorlii ve enfeksiyonlu bolgelerde bazi enzimlerin olmasi
gerekenden daha fazla bulunmalarini temel alarak gelistirilen sistemlerdir. Dekstran
temelli polimerzomlar kullanilarak suda ¢6zenen Rodamin B (Rh—B) ve poliaromatik
antikanser ilag olan kamptotesin (CPT), polimerzomun sirasiyla liimen ve zar yapisi
icerisine kapsiillenmistir (Pramod vd. 2012). Esteraz enzimi vasitasiyla dekstan ve alifatik
grup arasindaki ester bagi kirilir ve yap1 dagilir. Bu mekanizmaya gore CPT yiikli
polimerzomlardan salinan ilaglarin serbest CPT'ye kiyasla ¢ok daha iyi hiicresel alim
gosterdigi gozlenmistir.

1.3.7. Manyetik alana duyarh polimerzomlar

Manyetik alana duyarl sistemler; noninvazif yapilari, yliksek penetrasyonlari ve
kontrol kolaylig1 gibi benzersiz 6zelliklerinden dolayi tedavi, goriintiileme ve teshis gibi
alanlarda genis uygulamalara sahiptir. Paramanyetik veya siliperparamanyetik
malzemelerin kendiliginden birlesen yapilara dahil edilmesi ozellikle ilag tasima
sistemlerine yeni bir yaklagim saglamaktadir.
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Poli(trimetilen  karbonat)-b—poli(L—glutamik asit) (PTMC-b-PGA) blok
kopolimeri kullanarak, anti—kanser ilag olan DOX.HCI ve siiper paramanyetik demir
oksit nanopartikiilleri (y—Fe203) sirastyla polimerzomun liimen ve zar yapisina basariyla
yiiklenmistir (Oliveira vd. 2013). Polimerzom zar1 degisen manyetik alanla birlikte artan
isidan dolayr gecirgen Ozellik kazanip yiiklenmis olan anti—kanser ilaci saldigi
gozlenmistir.

1.3. Kapsiilasyon Yontemleri

Polimerzomlarin en biiyiik avantaji hem hidrofilik hem de hidrofobik 6zellikteki
teropatik molekiilleri kapstilleyebilmesidir. Basarili bir kapsiilasyon i¢in, kapsiillenecek
molekiiliin kimyasal yapisi, stabilitesi ve ¢6zlniirliigii olduk¢a 6nemlidir. Polimerzom
elde etmek i¢in kullanilan yontemlere gore kapsiilasyon teknikleri farklilik
gostermektedir. Kapsiilasyon yontemleri genellikle polimerzom firetimi esnasinda ve
sonrasinda olmak tizere iki gruba ayrilabilir.

1.3.1. Polimerzom iiretimi esnasinda kapsiilasyon

Burada kapsiilasyon islemi, blok kopolimerlerin kendiliginden diizenlenerek
polimerzomlari olusturdugu asamada ger¢eklesmektedir. Yukaridan asagiya polimerzom
tiretim yontemleri kullanildiginda kapstillenecek molekiil, ¢ozliniirliigiine de bagli olarak,
polimerzom fiiretimi esnasinda ya sulu faz igerisinde ¢o6ziilerek ya da organik ¢oziicii
igerisinde kopolimer ile ¢oziilerek gergeklestirilir.

Suda ¢oziinlir anti—kanser ila¢ olan doksorubisin hidrokloriiriin (DOX-HCI),
PMPC-b-PDPA polimerzom sistemine, su fazi igerisinde film rehidrasyon yontemi ile
oldukea yiiksek bir kapsiilasyon verimi ile (~ %50) kapsiillendigi bildirilmistir (Colley
vd. 2014). Benzer bir prensiple, enzim ve proteinler herhangi bir aktivite kayb1 olmadan
yaklasik %40°lik bir verimlilikle kapsiillenmistir (O’Neil vd. 2009; Liu vd. 2010).
Burada, ila¢ veya biyoaktif molekiiller i¢in uzun siirelerde karigtirma veya
ultrasonikasyon islemi tavsiye edilmemektedir. Bu nedenle, eger hizli rehidrasyon adimi
(direkt rehidrasyon, ince film rehidrasyonu) polimer formiilasyonu ile uyumlu degilse
polimerzom {iretimi sonrasi kapsiilasyon yontemleri tercih edilir. Ayrica, daha dnce de
bahsedildigi gibi film rehidrasyon yonteminde eser miktarda filmde kalan organik
¢oziiciiler proteinlerin istenmeyen denatiirasyonuna neden olabilir.

Diger yandan, hidrofobik ilaglar kopolimer ile birlikte organik ¢oziicii igerisinde
¢oziiliip ince film igerisine gomiilebilir. Ardindan rehidrasyon islemi ile kapsiilasyon
gerceklestirilir. Bu yontemle, hidrofilik ve hidrofobik molekiillerin basarili bir sekilde
birlikte kapsiilasyonu miimkiindiir (Colley vd. 2014). Hidrofobik ilaglar organik
coziiciilere suda ¢ozilinen biyoaktif molekiillere kiyasla daha dayaniklidir. Buna ragmen,
enzim ve diger biyomolekiiller i¢in tavsiye edildigi bu tarz molekiiller i¢in de uzun siire
su fazi ile etkilesim halinde olmalari tavsiye edilmemektedir. Bu nedenle uygulanacak
kapsiilasyon islemine gore molekiilin kararliigimi gbéz Oniinde bulundurmak
gerekmektedir.

Eger ¢oziicii degistirme gibi asagindan yukarrya yontemler kullanilirsa, biyoaktif

molekiil su fazinda veya alternatif olarak kopolimer ile organik faz igerisinde ¢oziilebilir
(Meng vd. 2005; van Dongen vd. 2009; Du vd. 2012). Kiigiik interferans RNA (SiRNA)
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ve antisens oligoniikleotidlerin PEG-b—PLA polimerzom sistemi igerisine kapsiilasyonu
bu yontemle basarili bir sekilde gergeklestirilmistir (Kim vd. 2009).

Mikro akiskan yontemlerin kullanilmasi polimerzomlarin heterojen boyut
dagilimi problemini ortadan kaldirdig1 gibi, kapsiilasyon verimini de arttirmaktadir.
Cesitli molekiiller ve hatta bazi kiigiik vezikiiler yapilar dahi bu yontem kullanilarak

kapsiillenebilmektedir (Thiele vd. 2010; Thiele vd. 2010; Kim vd. 2011). Ancak, daha
once de bahsedildigi gibi organik fazin varligi uygulama alanlarini kisitlamaktadir.

Eger polimerzom iiretimi i¢in pH ve sicaklik gibi uyar1 duyarli yontemlerden
faydalaniliyorsa, herhangi bir organik ¢oziicli sistemde olmadig1 i¢in biyomolekiillerin
kapstilasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilebilir. Literatiirdeki cogu biyoaktif
molekiil bu yontem kullanilarak kapsiillenmistir (Lomas vd. 2007; Lomas vd. 2010;
Matini vd. 2014). Ornek olarak plasmid DNA’s1 pH duyarli PMPC—b-PDPA polimerzom
sistemi igerisine, ilk olarak blok kopolimeri ve plasmid DNA’sin1 asidik bir tampon
icerisinde ¢Oziip daha sonra pH’1 yavasca PDPA’nin pKa degerinin {izerine ¢ikarilmasiyla
gergeklestirilmistir. Bu islem sirasinda asidik bolgede protonlanmis olan tersiyer amin
grubu pKa degerinin lizerine ¢iktiktan sonra deprotasyona ugrayarak hidrofobik karakter
kazanir ve plasmid DNA’s1 olusan polimerzom igerisine kapsiillenir (Lomas vd. 2007;
Lomas vd. 2010).

1.3.2. Polimerzom iiretimi sonrasi kapsiilasyon

Biyoaktif maddeleri kapsiillemenin bir diger yolu da polimerzom {iretimi sonrasi
kapsiilasyon islemi gergeklestirmektir. Bu strateji, kapsiillenecek molekiiliin ¢6zeltisinin
direkt olarak polimerzom siispansiyonuna enjekte edilerek ilacin polimerzom igerisine
difiizyonu araciligiyla gergeklestirilir (Ahmed vd. 2004; Ahmed vd. 2006; Ahmed vd.
2006). Bu yontem oldukga basarilidir ve yaklasik %60°lik bir kapsiilasyon verimi elde
edilmistir. Ancak, yontem oldukc¢a yavastir ve ayrica difiizyonu kolaylastirmak amaciyla
ekstra katkilar gerektirebildigi icin islem sonrasi ekstra saflagtirmaya ihtiyac
duyulmaktadir (Choucair vd. 2005). Ayrica, eklenen katkilarin derisiminin yiiksek olusu
vezikiiliin i¢inde ve disinda ozmotik basing farkliligina neden olarak polimerzom yapisini
bozabilir.

Daha 1limli ve ¢ok daha yonlii bir yontem ise elektroporasyon yontemidir. Bu
yontem polimerzomun yapisint ve boyutunu bozmadan cesitli biyomakromolekiillerin
(protein, DNA, RNA ve ilag gibi) kapsiillenmesine olanak saglar (Choucair vd. 2005).
Yontem, bir polimerzom sistemine kapsiillenecek molekiiliin uygun tampon igerisinde
disaridan bir elektrik alan uygulanarak ger¢eklesmektedir. Uygulanan elektrik alan
sistemin iletkenligini arttirir ve bu durum zar yapisinda artan gegirgenlikle sonuglanir.
Olusan gozenekler vasitasiyla kargo molekiiliiniin liimen igerisine kapsiilasyonu
gerceklesir. Belirli bir siirenin sonunda gozenekler kendiliginden kapanir ve membran
eski biitiinliigline tekrar kavusur. Cok yonlii ve pek ¢cok biyomolekiil kapsiilasyonu i¢in
uygun olan bu yontem oldukga yeni oldugu igin halen bilimsel olarak gelistirilmesi ve
farkli sistemler icin optimize edilmesi gerekmektedir.
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1.4. Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu

Binlerce farkli bilesimde, yilda yaklasik 100 milyon ton polimer iiretmek ig¢in
geleneksel radikalik polimerizasyon (RP) kullanilmaktadir. Ancak, bu teknikle polimer
mimarisini kontrol etmek cok zordur. Bununla birlikte, dinamik denge kavrami RP
tekniklerine dahil edildigi zaman zincir topolojisi bakimindan istenilen mimaride (yildiz
tipi, tarak tipi, firca tipi), bilesimde (blok, asi, ardisik), ozellikte ve nispeten diisiik
molekiil agirligi dagiliminda polimerlerin sentezlenmesine olanak saglamistir. Bu
teknikler, reaksiyon ortaminda az miktarda bulunan ve biiylimekte olan serbest radikaller
ile bliyilk miktarlarda pasif halde bulunan tiirler arasinda kurulan hizli bir dengeye
dayanmaktadir. Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP), tersinir ekleme—
par¢alama zincir transferi (RAFT) ve nitroksit aracili polimerizasyon (NMP) bu
tekniklerden bazilardir.

ATRP, atom transfer radikal katilma (ATRA) olarak adlandirilan,  alkil
halojentirlerle alkenlerin gegis metal Katalizi ile ger¢eklesen katilma reaksiyonuna
dayanmaktadir (Matyjaszewski 2012). Cok bilesenli bir polimerizasyon tepkimesi olan
ATRP; monomer, baslatici olarak alkil halojeniir ve kataliz olarak uygun ligand ile
birlikte gecis metallerinden olusmaktadir. Asagida bir ATRP tepkimesindeki
mekanizmalar 6zetlenmistir (Sekil 1.12):

Po-X+MELY _ st p - +XMt=”LnY

Kdeact @ . Kt
A\P.,-P,, (P / Py )

Monomer

Sekil 1.12. Bir ATRP tepkimesini genel goriiniimii (Esitlikte polimerizasyon dengesine
tim katkilar gosterilmistir) (Tang vd. 2006)

Basarili bir ATRP reaksiyonu, bir gecis metal kompleksi katalizorliigiinde, pasif
halde bulunan alkil halojeniiriin, halojeniir grubunun tersinir bir sekilde ¢ikarilmasiyla
aktiflesmesini temel alir. Denge durumunda, aktivasyon basamaginda (kact hiz sabitiyle)
diisiik oksidasyon halindeki gegis metal katalizorii (Cu™) ile alkil halojeniir baginin (Pm—
X) homolitik kirtlmasi sonucu bir alkil radikali (Pm) olusturulu Es zamanli olarak,
olusturulan alkil radikali (Pm’), yiiksek oksidasyon halindeki gecis metal iyonu (Cu?")
tarafindan deaktive (kdeact h1z sabiti ile) edilmeden 6nce kp hiz sabiti ile monomere eklenir.
Bu tersinir ve tekrarlanan dongiiler ile artan molekiil agirligiyla birlikte diisiik
polidispersif indekse sahip polimerler olusturulur. Kalici radikal etkiden dolayi da
sonlanma hiz1 6nemsiz kalir. Bir ATRP reaksiyonu i¢in hiz denklemi Esitlik (1.4)’te
verilmistir (Tang vd. 2006).

[M], k kact[P X][Cu™]
Ln) =Crticmo ! a4

ATRP teknigiyle gergeklestirilen polimerizasyonda elde edilen polimerin yapisi
ve molekiil agirlig1 lizerine etki eden faktorler, sirasiyla, monomerin cinsi, baslaticinin
tiirii, katalizériin cinsi, kullanilan ¢éziicii sistemi, sicaklik ve tepkime siiresi olarak
siralanabilir. Asagida, bu faktorlerin etkisi kisaca agiklanmistir.
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a) Monomerin etkisi: ATRP ile ¢esitli monomerler kullanilarak polimerizasyon
reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Tipik monomerler, (met)akrilatlar, (met)akrilamitler,
stirenler ve akrilonitrillerdir. Ayni kosullar altinda dahi her monomerin, aktif ve uyku
durumundaki tiirleri i¢in kendi atom transfer denge sabiti mevcuttur. Sonlanma basamagi
haricinde herhangi bir yan reaksiyon olmadigi durumda denge sabitinin buytkligii
(Kd=Kact/Kgeact) polimerizasyon hizini belirler. Denge sabiti eger ¢ok kiigiik olursa ya
tepkime gerceklesmez ya da ¢ok yavas gergeklesir. Bununlar birlikte, denge sabiti ¢ok
bliyiik ise, yiiksek radikal derisiminden dolay1 polimerzasyonun heniiz baglangicinda
sonlanma tepkimesinin gergeklesmesine neden olur. Bu durum, deaktivatdr gorevi goren
yiiksek oksidasyon haline sahip gegis metal iyonu miktarini arttirarak tepkime dengesinin
uyku durumundaki tiirler yoniine kaymasina neden olur. Bu durumda tepkime hizini yine
diisiiriir. Ilaveten her monomerin bir radikal uzama hiz1 mevcuttur. Dolayisiyla, her bir
spesifik monomer i¢in uzayan radikallerin derisimi ve radikal deaktivasyon hizi
polimerizasyon kontroliinii saglamak icin ayarlanmalidir. Ancak, ATRP katalitik bir
proses oldugu i¢in tiim denge sadece radikale (monomere) ve uyku halindeki tiire degil
ayn1 zamanda eklenen gecis metaline de baglidir (Matyjaszewski vd. 2001).

b) Bagslaticilarin etkisi: Bir ATRP reaksiyonunda baslaticinin ana gorevi biiyiiyen
polimer zinciri sayisini belirlemektir. Eger baglama basamagi hizli, transfer ve sonlanma
basamaklar1 ithmal edilebilir bir diizeyde ise biiyliyen zincir sayisi1 sabittir ve baglangigtaki
baslatic1 derisimine esittir. Teorik molekiil agirlig1 ya da polimerizasyon derecesi (PD)
baslaticinin baslangigtaki derisimiyle birlikte artar. ATRP’de alkil halojeniirler (RX’ler)
baslatict olarak kullanilirlar. Polimerizasyon hizi RX derisimine gore birinci
mertebedendir. Dar bir molekiil agirhigi dagilimina sahip bir polimerizasyon igin
halojeniir grubu hizli ve segici bigimde gecis metal iyonu ile biiyiiyen zincir arasinda
siirekli olarak degismelidir. Ozellikle, halojeniir grubu olarak bromiirler ya da kloriirler
kullanildiginda ¢ok iyi bir molekiil agirligi dagilimi elde edilir. Genellikle a—karbonu
tizerinde aril, karbonil, allil gibi aktive edici gruplar bulunduran alkil halojeniirler ATRP
baslaticisi olarak kullanilabilmektedir. Polihalojenlenmis bilesikler (CCls, CHCl3Vv.b.) ve
zayif R—X bagma sahip bilesikler de (N-X, S—X, O-X gibi) ATRP baslaticisi olarak
kullanilabilmektedir. Baslatic1 bilesik makromolekiiler bir tiire baglandig1 zaman makro
baslaticilar elde edilmis olur ve blok/asi kopolimerlerin sentezi igin kullanilabilir.
Bununla birlikte, R—X baginin sadece homolitik olarak degil heterolitik olarak da
kirilabilecegi dikkate alinmalidir. Bu durum ¢ogunlukla sec¢ilen baslaticiya ve gegis metal
kompleksine baglhdir. Ornegin, bakir katalizli stiren polimerizasyonunda C—X baginin
heterolitik kirilmasindan veya radikalin karsilik gelen karbokatyona yiikseltgenmesinden
dolay1 p—metoksistiren yan reaksiyonu meydana gelir (Matyjaszewski vd. 2001).

C) Katalizorler: Katalizor, aktif tiirler ile pasif tiirler arasindaki dinamik degisimi ve atom
transfer dengesinin seviyesini belirledigi i¢in ATRP’deki en 6nemli bilesendir. Etkili bir
gecis metal katalizorii igin bazi gereksinimler vardir. ilk olarak metalik merkez iki farkli
oksidasyon durumuna kolayca gecis yapabilmelidir. ikinci olarak, metal merkezin
halojenlere karsi belirli bir afinitesi olmasi gerekmektedir. Ugiincii gereksinim, metal
etrafindaki koordinasyon kiiresi oksidasyon ile genisleyerek secici olarak halojeni
koordinasyon kiiresine alabilmelidir. Son olarak, ligand metal iyonu kuvvetli bir
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kompleks olusturabilmelidir. Pek ¢ok gegis metali ATRP yontemi igin denenmistir.
Ancak, bunlar arasinda en yaygin sekilde kullanilan bakir iyonlaridir.

d) Coziicii tirii: ATRP, ¢ozelti fazinda veya heterojen (emiilsiyon, siispansiyon)
ortamlarda gergeklestirilebilmektedir. ATRP yonteminde benzen, toluen, anisol, difenil
eter, etil asetat, aseton, dimetil formamit, etilen karbonat, karbon dioksit, su ve daha pek
cok farkli ¢oziicii kullamlmaktadir. Ozellikle, sentezlenen polimer kendi monomeri
igerisinde ¢6ziinmedigi durumlarda mutlaka bir ¢oziicii kullanilmaktadir. Bu asamada
¢Oziicii se¢imini etkileyen ¢ok cesitli faktorler vardir. Bunlardan en 6nemlisi ¢oziiciiniin
zincire transferinin minimum seviyede olmasidir. Ayrica, katalizor ve ¢oziicii arasindaki
etkilesimler, ¢oziicii tarafindan katalizor zehirlenmesi ve ¢oziicliniin neden oldugu yan
reaksiyonlar da ihtimal dahilinde tutulmalidir. Ornegin, n-biitil akrilatin CuBr(bpy)s
(bpy:2-2’ bipridin) katalizorii ile ¢oziicii olarak etilen karbonat kullanildiginda, bulk
haline goére ATRP reaksiyonunun daha hizli ilerledigi bulunmustur. Bulk sistemde
katalizor yapis1 halojen kopriilii dimerik Cu(l) yapida bulunurken, etilen karbonat
icerisinde monomerik Cu(I) halinde bulunmasi bu hiz farkliliginin nedeni olarak
belirtilmistir (Matyjaszewski vd. 2001).

e) Sicaklik ve tepkime siiresi: Sicaklik artisiyla birlikte atom transfer denge sabiti ve
zincir uzama hiz sabiti arttigi i¢in ATRP tepkimesinin hizi da artmaktadir. Radikalik
uzamanin radikalik sonlanmaya gdre daha yiiksek aktivasyon enerjisine sahip olmasinin
sonucu olarak yiiksek sicakliklarda daha yiiksek kp/ktorani ve daha iyi kontrol saglanir.
Bununla birlikte zincir transferlerinin ve yan reaksiyonlarin da yiiksek sicakliklarda
gerceklesme olasiligi artar. Bu ylizden monomere ve istenilen molekiil agirligina da bagh
olarak optimum sicakliklarda calisilmast  gerekmektedir. Yiiksek monomer
dontisiimlerinde, zincirin biiyiime hiz1 dikkat ¢ekici bir sekilde diiser; bununla birlikte
yan tepkimelerin hizi monomer derisimine bagli olmadigi i¢in dikkate deger herhangi bir
degisim gozlenmez. Tam bir monomer doniisiimiine neden olan uzun tepkime siireleri
sentezlenen polimerin polidispersitesini arttirmaz; bunun yerine fonksiyonel u¢ grubun
(R-X) kaybedilmesine neden olur. Ozellikle, blok kopolimer sentezi i¢in u¢ grup
fonksiyonelitesinin yiiksek oldugu polimerler elde edebilmek i¢in monomer doniisiimii
%95’1 asmamalhidir (Matyjaszewski vd. 2001).

1.5. Tezin Amaci

Bu tezde, atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ile farkli molekiil
agirliklarinda  polietileglikol-blok—poli(N,N—dimetilaminoetil metakrilat) (PEG-b-
PDMAEMA) diblok kopolimerini sentezlemek ve bu kopolimerlerin sulu ¢ozeltide
sicaklik ve pH degisimine bagli olarak polimerzom olusturma davraniglarini arastirmak
amaclanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Cevresel sicakliga bagli olarak ¢oziiniirliigii degisen polimerler sicaklik duyarh
polimerler olarak adlandirilmaktadir. Bu ¢oziliniirliik degisimi polimerin yapisindaki
konformasyonel degisimlerden kaynaklanmaktadir. Polimerin ¢oziinlirliigliniin ya da
konformasyonunun degistigi sicakliga kritik ¢ozelti sicakligi (CST) denilmektedir. Ist
duyarli polimerler iki kategoriye ayrilirlar: i) yiiksek kritik ¢ozelti sicakligina (UCST)
sahip olan polimerler ve ii) diisiik kritik ¢ozelti sicakligina (LCST) sahip olan polimerler.
UCST’ye sahip olan polimerler belirli bir sicaklifin altinda suda ¢6zlinmezken, ayni
sicakligin tizerinde suda ¢dziinmeye baslarlar. Ancak, UCST 6zelligine sahip polimerler
oldukca kisithdir ve literatiirdeki ¢alismalar da dolayisiyla azinliktadir. Diger taraftan,
LCST’ye sahip polimerler gecis sicakliginin altinda suda ¢oziiniirken, bu sicakligin
tizerinde ise suda ¢oziinmezler. Gegis sicakliginin lizerine ¢ikildiginda konformasyonlari
suda ¢ozlinilir zincir konformasyonundan suda ¢dziinmeyen kiiresel konformasyona
dontisiir. LCST degerinin altinda polimer zinciri kendi i¢inde veya baska bir polimer
zinciri ile hidrojen bag1 yapmaktan ziyade, su molekiilleri ile hidrojen bag1 yapmay1 tercih
eder. Bununla birlikte, bir polimerin LCST geg¢isi gézlemlenebilir bir durumdur. LCST
degerinin altindaki bir polimerik ¢ozelti seffaf ve homojenken, LCST'nin iizerinde
bulanik hale gelir. Bu nedenle, LCST, bulutlanma noktasi (CP) olarak da adlandirilir.
Sicakliga duyarli polimerlerin LCST'si, polimer zincirindeki substiitiye gruplarin
dogasindan, zincir uzunlugundan ve molekiil agirligindan etkilenir. Ayrica, LCST nin,
polimerde hidrojen bagi olusumunu etkileyen tuz derigimi, siirfektant ve yardimei ¢oziicii
gibi katkilarla da etkilendigi gosterilmistir (Doberenz vd. 2020).

Literatiirde mevcut olan 1siya duyarli polimerler incelendiginde en yaygin olarak
kullanilan polimer PNIPAM’dir. 32°C’de faz gegisi gozlenen PNIPAM ile ilgili
literatiirde pek ¢ok uygulama ve arastirma mevcuttur. Ozellikle sicakliga duyarli
polimerzom sistemlerinde PNIPAM diisiik LCST degeri nedeniyle sicakliga duyarli
hidrofobik blok olarak en ¢ok goze carpan polimerdir. Chen vd. (2006), PCEMA-b-
PNIPAM blok kopolimerleri ile 32°C’de faz gecisi gosteren polimerzom tiretmislerdir.
PCEMA blogunun UV g1k altinda c¢apraz baglanmasiyla yapmin kararliligini
arttirmislardir. Olusturulan polimerzom sisteminde, LCST degerinin altinda PNIPAM
blogu zincir morfolojisinde olup madde gecisine izin verirken, LCST degerinin iizerinde
kiiresel morfolojiye gecerek PCEMA zar yapisi tizerinde toplanir ve madde gegisine izin
vermez.

Quin vd. (2006), PEO—b-PNIPAM blok kopolimerini kullanarak farkli bir
sicakliga duyarli polimerzom sistemi gelistirmistir. Gelistirdikleri sistemde fizyolojik
sicaklik olan 37°C’de blok kopolimerlerin polimerzom yapilarini meydana getirdigini
gostermislerdir. Polimerzom igerisine kapsiilledikleri DOX.HCI’nin salim davranislarini
27°C (LCST degerinin altinda) ve 37°C’de incelemislerdir. Huang vd. (2013), PNIPAM
blogunu s1g1r serum albiimin, myoglobin ve hemoglobin gibi proteinlere baglayarak elde
ettikleri hibrit yapilar ile “proteinzom” olarak da adlandirilan mikron boyutlarinda
vezikiil yapilarin1 olusturmuslardir. Bu yapilarin sicaklik degisimiyle gecirgenliklerini
kontrol ederek protocell o6zelliklerini arastirmiglardir. Li vd. (2006), PAMPA-b-
PNIPAM blok kopolimerlerinin oda sicakliginda unimerleri halinde bulundugunu ve
sicaklik artistyla birlikte polimerzomlarin olustugunu gostermistir. Yapilan ¢alismada
blok kopolimerin derisiminin ve 1sitma hizinin polimerzomlarin boyutunu ve boyut
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dagilimint etkiledigi belirlenmistir. Ayrica, hazirlanan polimerzomun zit yiiklii bir
polielektrolit ile capraz baglarla baglanabildigi de gosterilmistir.

Bazi1 pH’a duyarli olan tersiyer amin gruplarini iceren polimerlerin sicakliga bagl
olarak asitlik sabitleri (pKa) degismektedir. Bu polimerler arasinda poli(N,N—
dimetilaminoetil metakrilat) (PDMAEMA) en c¢ok gbze carpan polimerdir. Oda
sicakliginda PDMAEMA, biitiin pH degerlerinde suda ¢oziinmektedir. Bununla birlikte
ndtral ve bazik pH’larda molekiil agirhigina da bagh olarak sicakliga duyarli hale
gelmektedir. Agut vd. (2010), PDMAEMA-b-PGA blok kopolimerleri ile hem sicakliga
hem de pH’a duyarli poimerzomlar iiretmistir. Blok kopolimerin izoelektrik noktasina
yakin pH degerlerinde vezikiil yapilar1 olusturdugunu, 40°C LCST degerine sahip
oldugunu ve blok kopolimerin kompozisyonuna bagli olarak olusturulan agregatlarin
yapilarinin degistigini gostermislerdir. Pietsch vd. (2012), PDEGMA-b-PDMAEMA
blok kopolimerinde PDEGMA blogunu hidrofilik blok olarak sabit tutarak farkli molekiil
agirliklarmda PDEGMA-b-PDMAEMA blok kopolimeri sentezlemistir. ~ Yaplan
Olcimler sonucunda molekiil agirligr arttikca artttkca LCST degerinin de arttig
bulunmustur. Bununla birlikte, sicaklik artisiyla birlikte polimerzomlarin multi—lamelar
yapidan unilamelar yapiya gecisi gozlenmistir. Li vd. (2007), PDMAEMA-b—PNIPAM
blok kopolimeri ile sicakliga duyarli polimerzom tiretmistir. Blok kopolimerler 25°C’de
unimerleri halinde bulunurken 50°C’de polimerzom yapilari gbzlenmistir. NaAuCla
tuzunun polimerzom zar1 igerisinde nanoaltin’a indirgenmesiyle zar biitiinliigli saglanmis
ve bu sayede 25°C’de dahi polimerzom yapilarinin kararliligint korudugu gézlenmistir.
Zou vd. (2015), PADS-b—PDMAEMA blok kopolimerlerini kullanarak hem sicakliga
hem de CO2’¢ duyarli polimerzomlar olusturmuslardir. Amidin ve DMAEMA
birimlerinin her ikisi de CO2’e¢ duyarli iken yalnizca PDMAEMA blogu sicakliga
duyarlidir. Yapilan c¢alismada gelistirilen polimerzomun LCST degeri 42,8°C olarak
Olclilmiis ve bu sicaklikta misel/vezikiil gecisinin gerceklestigi gosterilmistir. Model ilag
olarak da DOX.HCI sistem igerisine kapsiillenmistir.

Biyouyumlu olusu nedeniyle PEG polimerzom iiretmek icin amfifilik blok
kopolimerlerde hidrofilik blok olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan kaynak
taramalar1 sonucunda PEO-b—PDMAEMA blok kopolimerinin sicakliga ve pH’a duyarl
davranigtyla ilgili ¢galismalar bulunmaktadir. Qiao vd. (2010), sentezledikleri PEG113-b—
PDMAEMAgs blok kopolimerini DNA tasiyici vektor olarak kullanmistir. Yapilan
calisgmada PEG113-b—PDMAEMAGg; blok kopolimerinin PDMAEMAgs homopolimerine
gore sitotoksisitesinin azaldigint ve daha yiiksek adjuvant etkinligi gosterdigini
bildirmisleridir. Ancak, sentezlenen blok kopolimer ile misel sistemleri olusturulmustur.
Housni vd. (2010), PEO-b—PDMAEMA blok kopolimerini kullanarak nanoaltin
parcaciklarinin su igindeki dispersiyonu esnasindaki agregasyonlarini onlemislerdir.
Sentezlenen blok kopolimerin LCST degeri piren molekiilii kullanilarak floresans
spektrofotometresi ve tlirbidimetre 6l¢iimleriyle belirlenmistir. Wei (2015), kemosensor
calismalarinda CO: tayini i¢in PEO-b-PDMAEMA blok kopolimerlerini ve
NagDyW1003s (polioksimetalat) liiminesans bilesigini kullanmislardir. Yapilan ¢alismada
PDMAEMA blogunun COg. duyarliligindan faydalanilarak, NagDyW10O3e liiminesans
malzemesindeki floresans siddeti takip edilerek COz tayini gergeklestirilmistir.

Yapilan literatiir taramasi1 gostermektedir ki PEG-b-PDMAEMA blok
kopolimerinin sicakliga ve pH’a duyarliligindan ¢esitli uygulamalarda faydalanilmasina
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ragmen bu blok kopolimerin sicakliga, pH’a ve PDMAEMA blogunun uzunluguna baglh
olarak polimerzom olusumuyla ile ilgili herhangi bir ¢alisma mevcut degildir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu ¢aligmada, sicaklik ve pH duyarli blok kopolimerleri sentezlemek amactyla
polietilen glikol monometil eter (PEG-2000, TCI Chemicals), a—bromo izobiitil bromiir
(Aldrich), trietilamin (EtsN, Merck), toluen (Merck), sodyum kloriir (NaCl, Riedel),
sodyum bikarbonat (NaHCOs3, Merck), magnezyum siilfat (MgSOa, Merck), diklorometan
(DCM, Merck), bakir (I) bromiir (CuBr, Sigma—Aldrich), N,N,N'N".N"-
pentametildietilentriamin ~ (PMDETA, Aldrich), 2-dimetilaminoetil = metakrilat
(DMAEMA, ABCR), tetrahidrofuran (THF, Merck), 2-biitanon (Merck), aseton
(Tekkim) ve notral aliimina (Al203, Merck) kullanilmistr.

Polimerlerin sentezi esnasindaki 1sitma ve karistirma islemlerinde ICA RTC
Classic marka manyetik karistirict ve 2 Mag Magnetic Motion marka ¢oklu karistirici,
pH olgiimlerinde Mettler Toledo T50 model pH metre kullanilmistir. Kurutma
islemlerinde etiivler, tartimlar i¢in £0,0001 g hassasiyete sahip Chyco Balance marka JL—
200 model hassas terazi kullanilmstir.

Sentezlenen polimerlerin yapisindaki fonksiyonel gruplar Fourier transform
infrared (FTIR) spektrometresi ile yapilan Slgtimlerle belirlenmistir. FTIR analizleri,
Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Malzeme Bilimi ve Miihendisligi
Béliimii’nde bulunan Perkin Elmer TWO model FTIR spektrometresiyle 400-4000 cm!
dalga sayist araliginda ATR teknigiyle gergeklestirilmistir. Polimerzomlarin
hidrodinamik c¢aplari, Malvern Zetasizer ZS cihazi ile dinamik 1s1k sac¢ilimi (DLS)
teknigine gore Sl¢lilmiistiir. Olusturulan polimerzomlarin boyutlar: transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) 6l¢iimleri ile belirlenmistir. TEM 6l¢iimleri igin Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji Boliimii’'nde bulunan Zeiss Leo 906E marka TEM cihazi
kullanilmistir.  Olgiimler, karbon kapli bakir gridler iizerine kaplanmis &rnekler
kullanilarak 80 kV’da gerceklestirilmistir. Elde edilen TEM goriintiileri ImageJ programi
ile degerlendirilerek polimerzomlarin ortalama boyutlari belirlenmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Amfifilik blok kopolimerlerin sentezi ve karakterizasyonu
3.2.1.1. Makro baslatic1 (PEG-Br) sentezi

Polietilenglikol metil eter (Mn:2000) ve 2-bromo—izobiitiril bromiir
molekiillerinin EtsN katalizorliigiinde esterlesme reaksiyonuyla gergeklestirilmistir (Yu
vd. 2009). 100 mL’lik 3 boyunlu tepkime balonuna 5 g polietilen glikol monometil eter
(PEG-OH) tartilmis ve sistem kapatilarak vakum altinda 60°C’de 1 saat boyunca
isitilmistir. Boylece PEG-OH igerisinde mevcut olabilecek nemin uzaklasmasi
saglanmistir. Ardindan sistem icerisine N2 akisi saglanarak inert bir atmosfer elde
edilmistir ve i¢ine bir damlatma hunisi yardimiyla 60 mL kuru toluen ilave edilmistir.
Karigim oda sicakligina geldikten sonra, sisteme 1,4 mL Et3N ilave edilmis ve 1 saat oda
sicakliginda manyetik karistirict ile karistirilmistir. Bu siirenin sonunda buz banyosuna
alinan karisim 0°C’ye sogutulmustur. Bu sicakliktaki ¢ozeltiye, 5 mL kuru toluen
igerisinde ¢oziinmiis 1,25 mL 2—bromoizobiitil bromiir ¢ozeltisi sicaklik devamli kontrol
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edilerek yavas yavas 1 saatte ilave edilmistir. Daha sonra, karisim 2 saat boyunca inert
atmosfer altinda buz banyosunda karistirildiktan sonra oda sicakli§ina alinmis ve burada
24 saat boyunca N2 gaz akisi altinda karismaya birakilmistir. Tepkime sonucunda sari
renkli bulanik bir karisim elde edilmistir. Ele gecen sarimsi bulanik karisim siizgeg
kagidindan siizlildikten sonra igindeki ¢Oziici bir evaporatdr yardimiyla
uzaklastirilmistir. Evaporasyondan sonra elde edilen tepkime {iirtini 50 mL CH2Cl»
icerisinde ¢Oziilmiis ve sirasiyla, ikiser kez 15 mL doygun NaHCO3z ve NaCl sulu
cozeltileri ile yikanmistir. Yikama islemenin ardindan polimer ¢ézeltisi MgSOs ile
kurutulmugtur. Elde edilen PEG-Br, sicak izopropil alkol igerisinde ¢oziiliip 3 giin
boyunca kristallenmeye birakilarak saflastirilmistir. Kristallenen beyaz PEG-Br
stiziilerek ayrilmis ve vakum altinda 1 giin boyunca kurutulmustur. Sentezlenen PEG—
Br’nin yapisi FTIR ve 'H NMR 6l¢iimleriyle aydinlatiimustir.

3.2.1.2. PEG-b—PDMAEMA blok kopolimerlerinin sentezi

PEG-b-PDMAEMA blok kopolimeri ATRP yontemiyle sentezlenmistir. Sentez
akis semasi Sekil 3.1°de verilmisgtir.

Et3N
Toluen 0°C
0
0 Br CuBr, PMDETA
o + 2-Biitanon, i()"C
44 02

N
VAR

/\

Sekil 3.1. PEG-b—PDMAEMA blok kopolimerinin sentez akis semasi

220 mg (0,1 mmol) PEG-Br, 17 mg CuBr (0,1 mmol), Nnpmaema:NpeG-Br Orant
sirastyla 70, 95 ve 150 olacak bigimde DMAEMA, 0,0210 mL PMDETA (0,1 mmol) ve
3 mL 2-biitanon 50 mL’lik bir Schlenk balonuna ilave edilmistir. Tepkime balonunun
agz1 septum ile kapatilarak hizli bir sekilde s1v1 azot igerisinde 3 dakika boyunca tutularak
dondurulmustur. Dondurma islemini takiben 3 dakika boyunca vakumlama ve sonrasinda
3 dakika boyunca su banyosunda oda sicakliginda eritme islemi gerceklestirilerek
tepkime karisimindaki ¢oziinmiis gazlar uzaklastirilmistir. Freeze—Pump-Thaw teknigi
olarak adlandirilan bu isleme (Sekil 3.2), tepkime balonunda eritme basamag: sirasinda
gaz kabarcig1 ¢ikmayinca kadar devam edilmistir.
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Sekil 3.2. Frezee—Pump-Thaw yontemiyle gaz uzaklastirma iglemi. Siv1 N2 igerisinde
dondurma (A), vakumlama (B) ve eritme (C) islemleri

Sekil 3.3. PEG-b-PDMAEMA blok kopolimerinin sentezi. Kapali sistem tepkime
diizenegi (A), tepkime sonrasi iiriin (B), lirliniin saflagtirma i¢in ndtral aliimina kolondan
gecirilisi (C)

PEG-b-PDMAEMA blok kopolimerinin sentez adimlar1 Sekil 3.2 ve 3.3’teki
resimlerde goriilmektedir. Gaz uzaklastirma iglemi tamamlandiktan sonra tepkime balonu
N2 gaz1 ile doldurulmus ve geri sogutucu altinda (veya kapali sistemde) 19 saat boyunca
yag banyosunda karismaya birakilmistir. Tepkimeyi sonlandirmak i¢in N2 gaz akisi
kesilerek tepkime balonuna 3 mL THF eklenmistir. Polimer karisimindaki bakir
tiirevlerini ayirmak i¢in ¢dzelti nétral aliimina kolondan gegirilmistir. Saflagtirma islemi
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sirasinda hareketli faza (THF) karisan kolon dolgu maddesi 0,2 mikron filtre ile
filtrelenmistir. Elde edilen polimer ¢ozeltisi, evaporatorde deristirilerek soguk n—hekzan
ile ¢oktirtlmistiir. Coken polimer siizge¢ kagidi ile ayrilip vakum etiiviinde 35°C’de
vakum altinda 18 saat boyunca kurutulmustur. Sentezlenen blok kopolimerler FTIR, 'H
NMR ve GPC analizleriyle karakterize edilmistir.

3.2.1.3. PEG-b-PDMAEMA blok kopolimerlerinin sayica molekiil agirhklarinin
belirlenmesi

Sentezlenen PEG-b—-PDMAEMA blok kopolimerlerinin  polimerizasyon
dereceleri ve sayica molekiil agirliklari *H NMR spektrumundaki pik integrallerinden
belirlenmistir. ilk olarak makro baslaticida (PEG-Br) bulunan etilen gruplarmin
polimerizasyon derecesi ve molekiil agirligi, u¢ grup analizi olarak bilinen bir yontemle
hesaplanmistir (Dong vd. 2010; Stubbs vd. 2017). Bunun i¢in, PEG-Br zincirindeki metil
(-CHa) protonlar1 (6=3,37 ppm) ile etilen (-CH2CH2-) (@) protonlarina (6=3,65 ppm) ait
NMR piklerinin integralleri oranlanmistir. PEG blogunun polimerizasyon derecesi
belirlendikten sonra PEG-b—PDMAEMA blok kopolimerinin polimerizasyon derecesi
PDMAEMA bloguna ait 0,89 ve 4,05 ppm kimyasal kayma degerlerinde ortaya ¢ikan,
sirasiyla, metil (-CHzs) (b) ve metilen (-CH2-) (c) protonlarina ait piklerin integrallerinin
PEG blogundaki etilen (-CH2CH2-) protonlarina (a) (6=3,65 ppm) karsilik gelen pik
integraline oranlanmasi ile belirlenmistir. Burada, oncelikle bir integral orani (1O)
belirlenmis, daha sonra bu oran PEG blogunun polimerizasyon derecesi ile ¢arpilarak
(PDpomaema=IOxDpmaema) PDMAEMA  blogunun  polimerizasyon  derecesi
hesaplanmistir. (Dong vd. 2010; Stubbs vd. 2017).

b

Br

a X o)

/ N\
Sekil 3.4. Sentezlenen amfifilik blok kopolimerin yapisi ve NMR spektrumunda

polimerizasyon derecesi belirlenmesi islemlerinde kullanilan protonlar: (a) -CH2CH2—,
(b) —CHz3 ve (¢) —CH2— protonlar1

Sentezlenen kopolimerlerin molekiil agirliklart ayrica Jel Gegirgenlik
Kromatografisi (GPC) ile de belirlenmistir. THF’da ¢oziilen 6rnekler Agilent Marka 1260
Infinity model GPC ile 6l¢iilmiistiir.
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3.2.2. Sicaklik ve pH Duyarh Polimerzom Olusumlarinin incelenmesi

Sicaklik ve pH duyarli polimerzomlar, asagidan yukariya yontemler basligi
altinda bulunan bir fiziksel uyariciya duyarli yontemlerden biri olan sicaklik araciligiyla
elde edilmistir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi sicakliga duyarli olan polimerzomlar,
sicakliga duyarl amfifilik blok kopolimerlerin, LCST degerlerinin iizerine 1sitilmasiyla
olusmaktadir. Bu amagla, polimerzom olusumu {izerine derisimin, pH’in ve blok
kopolimerinin molekiil agirliginin etkisini ¢aligmak i¢in ilk olarak polimer ¢6zeltilerinin
LCST degerleri belirlenmistir. LCST degerlerini belirlemek i¢in hazirlanan polimer
¢ozeltilerinin UV-Vis spektrofotometresi kullanilarak 500 nm’de, 20—70°C araliginda,
0,5°C/dk 1sitma hiziyla, 1°C’lik sicaklik araliklariyla yilizde gegirgenlik degerleri
Olciilmiistiir. Yiizde gegirgenligin sicakliga karsi ¢izilen grafiginde gegirgenligin %50’ye
diistiigii sicaklik LCST degeri kabul edilmistir (Sidoli vd. 2019). Sicaklik degisiminin
polimerzom olusumu iizerine etkisi ayrica sicakliga bagl olarak gerceklestirilen dinamik
151k sacilimi (DLS) &lgiimleriyle de incelenmistir. Olgiimler, Malvern Zetasizer ZS
cihaziyla gergeklestirilmistir. Belirli derisimde hazirlanan polimer ¢ozeltileri uygun
miktarda bir quartz kiivete konulmus polimer ¢ozeltisinde varolan pargaciklarin boyut
degisimi 20-70°C araliginda iki derecelik artiglarla gerceklestirilen hidrodinamik ¢ap
(RH) olgtimleriyle takip edilmistir.

Her bir kopolimerin LCST degeri belirlendikten sonra bu sicakligin iizerine
¢ikilarak hazirlanan polimerzom dispersiyonlar1 optik mikroskop ve transmission
elektron mikroskopu (TEM) ile incelenmistir. Optik mikroskop Slgimleri Leica marka
DMI8 model mikroskopa takili Basler Aca 1920-155u kamera ile gergeklestirilmis ve
hazirlanan hiicre ile sivi formda gorintiler alinmistir. Polimerzomlarin TEM
gortntiilerini almak i¢in kopolimer ¢ozeltileri LCST degerlerinin 10°C {izerine
sitilmistir. Bulanik halde hidrodinamik boyutu 6l¢iilmiis bu karisimlardan 10 pL alinarak
hizlica karbon kapl gridlere damlatilarak kaplanmustir. Olgiimler, 80 kV’da
gerceklestirilmis ve alinan goriintiiler ImageJ programu ile degerlendirilerek pargaciklarin
boyut dagilimlar1 belirlenmistir.

3.2.2.1 Molekiil agirh@inin polimerzom olusumu iizerine etkisinin incelenmesi

Molekiil agirligimin polimerzom olusumu iizerine etkisini belirlemek icin
sentezlenen farkli molekiil agirliklarindaki PEG-b—PDMAEMA blok kopolimerlerinin
ultrasaf su igerisinde %1 (a/h)’lik karigimlar1 hazirlanmis ve oda sicakliginda 1000
rpm’de 2 saat boyunca manyetik karistirict ile karigtirmaya birakilmistir. Hazirlanan bu
kopolimer ¢ozeltilerinin LCST degerleri, UV—Vis spektrofotometresi kullanilarak 500
nm’de, 20-70°C araliginda, 0,5°C/dk 1sitma hiziyla, 1°C araliklarla, absorbans (A)
olgiimleri gerceklestirilerek belirlenmistir. Olgiilen absorbans degerleri denklem 3.1
kullanilarak yiizde gegirgenlik (%T) degerlerine donistiiriilmiis ve ardindan %T’in
sicakliga (°C) gore grafigi ¢izilerek farkli molekiil agirligina sahip PEG-b—PDMAEMA
blok kopolimerlerinin LCST degerleri belirlenmistir. Sulu PEG-b-PDMAEMA
cozeltilerindeki parcaciklarinin molekiil agirligina bagl olarak boyut ve morfolojisi DLS
ve TEM olgiimleriyle belirlenmistir.
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3.2.2.2. Derisimin polimerzom olusumu iizerine etkisinin incelenmesi

Derigimin polimerzom olusumu {izerine etkisini incelemek i¢in, sentezlenen
PEG-b-PDMAEMA blok kopolimerinin ultrasaf su icerisinde farkli derisimlerde [%0,1
(a/h), %0,2 (a/h), %0,4 (a/h), %0,6 (a/h), %0,8 (a/h) ve %1,0 (a/h)] karigimlari
hazirlanmistir. Hazirlanan  kopolimer karigimlarindaki — polimer parcaciklarinin
polimerzom olusturma davranislar1 sicakliga bagli olarak gergeklestirilen boyut
dagilimlarinin 6l¢iilmesiyle incelenmistir. Ayrica, kopolimerlerin farkli derisimlerdeki
LCST degerlerindeki degisim UV—Vis spektrofotometresi kullanilarak 500 nm’de, 20—
70°C sicaklik araliginda ve 0,5°C/dk 1sitma hizi ve 1°C’lik sicaklik araliklariyla
gerceklestirilen yiizde gecirgenlik Olglimleriyle belirlenmistir. Elde edilen yiizde
gegcirgenlik degerinin sicakliga bagl degisimi farkli derisimlerdeki kopolimer ¢ozeltileri
i¢in karsilastirilarak derisimin LCST degeri tizerine etkisi belirlenmistir.

3.2.2.3 pH’1n polimerzom olusumu iizerine etkKisinin incelenmesi

pH’in polimerzom olusumu iizerine etkisini incelemek i¢in, belirlenen farkli
molekiil agirliklarindaki PEG-b—PDMAEMA blok kopolimerinin ultra saf su, pH 4, pH
7,4 ve pH 9 tamponlar1 igerisinde %1 (a/h)’lik ¢ozeltileri hazirlanmis ve oda sicakliginda
1000 rpm’de 2 saat karistirilmaya birakilmistir. Hazirlanan kopolimer ¢ozeltilerindeki
polimerzom olusumlari sicakliga bagli olarak gergeklestirilen DLS ve UV-Vis
spektrofotometresi l¢iimleriyle incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sicakhik ve pH Duyarh Amfifilik Blok Kopolimerlerin Sentezi

4.1.1. PEG-Br makro baslatici sentezi

Sentezlenecek kopolimerler PEG (Mx=2000) blogunun iizerine ikinci blogun
ATRP yontemine gore uzatilmasi bigiminde planlanmigtir. Bu nedenle 6ncelikle PEG
(Mn=2000) polimerinin ug grubu EtsN katalizérliigiinde o—bromo izobiitil bromiir ile bir
esterlestirme tepkimesine gore bromlanmis ve bdylece ATRP yonteminde gerekli olan
makro baslatici, PEG-Br, sentezlenmistir (Yu vd. 2009). Gergeklestirilen bromlama
tepkimesi sonucunda %55 verimle beyaz renkli, kati PEG-Br sentezlenmistir.
Sentezlenen PEG-Br FTIR ve NMR o6l¢iimleriyle karakterize edilmistir. Sentezlenen
PEG-Br ve ¢ikis maddesi olan PEG (Mn=2000) FTIR spektrumlar1 Sekil 4.1’de
goriilmektedir. Sekil 4.1°deki spektrumlar incelendiginde PEG (My=2000)’e ait 3460 cm™
1*deki —OH pikinin kayboldugu goriilmektedir. Bu durum, PEG’deki —OH grubu ile o—
bromo izobiitil bromiiriin HBr kondenzasyonu esliginde ester bagi olusturdugunu
gostermektedir. Ayrica, o—bromo izobiitil grubundan kaynaklanan 1735 cm’deki ester
grubuna ait karbonil piki ile 646 cm°deki tersiyer C-Br piki makro baslatict PEG—
Br’nin basarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.
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Sekil 4.1. Sentezlenen PEG—Br’nin ve PEG-OH (Mn:2000)’in FTIR spektrumlari
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FTIR analizinin ardindan gergeklestirilen 'H NMR analiziyle PEG-Br’nin
ayrmtili yapisi kesinlestirilmistir. Yapilan *H NMR analizi sonucunda PEG (Mx=2000)
zincirindeki (CHsO-) grubundaki metil protonlarina ait 6=3,37 ppm’deki kimyasal
kayma degerleri ve (-CH2CH20-) grubundaki etilen protonlarina ait 6=3,63 ppm’de
gelen piklere ilaveten (—C(CHs).) grubuna ait metil protonlart i¢in 6=1,93 ppm’deki pik
polimere o—bromo izobiitil’in baglandigin1 gostermektedir (Sekil 4.2). Ayrica, NMR
verileri u¢ grup analiz yontemiyle degerlendirilerek polimerin molekil agirlig
hesaplanmistir. Burada, 6=3,37 ppm’deki CH3O— protonlarina ait pik integrali 6=3,63
ppm’deki (-CH2CH20-) grubuna ait protonlara karsilik gelen pik integrallerinin
oranlanmasiyla PEG—Br’nin polimerizasyon derecesi 48 ve sayica molekiil agirligi, Mn,
2293 g/mol olarak hesaplanmistir. Hesaplanan polimerizasyon derecesi ATRP yontemi
ile sentezlenecek olan PEG-b-PDMAEMA blogunun polimerizasyon derecesinin
hesaplanmasinda kullanilmistir.
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4.1.2. PEG-b—PDMAEMA blok kopolimerlerin sentezi

Sentezlenen makro baslatict PEG-Br kullanilarak PEG-b—PDMAEMA blok
kopolimerleri ATRP ydntemiyle sentezlenmistir (Grafe vd. 2014). Sentez sonucunda
%50-60 verimle renksiz, yapiskan halde olan kopolimerler elde edilmistir. Sentez
isleminin ardindan sentezlenen her bir blok kopolimer i¢in FTIR analizi
gerceklestirilmistir. Sekil 4.3’te o6rnek olarak sentezlenen PEGis—b—PDMAEMA 19
kopolimerinin FTIR spektrumu makro baslatict PEG—Br’nin FTIR spektrumu ile birlikte
verilmistir. Sentezlenen tiim diger kopolimerlere ait FTIR spektrumlari EK’te verilmistir.
Sekil 4.3’teki spektrumlar karsilastirildiginda PEG zincirine PDMAEMA blogunun
eklenmesi sonucunda spektrumda ortaya ¢ikan yeni pikler, PDMAEMA blogundaki
N(CHzs)2 grubuna ait 1144 cm™’de C-N gerimesine ve 2945 cm™, 2765 cm™°de, C-H
gerilmelerine karsilik gelmektedir. Ayrica 1725 cmY’deki C=O pikinin siddetinin
DMAEMA monomerinden gelen esterik C=0 grubu nedeniyle arttig1 agikga
goriilmektedir. Dolayisiyla, bu veriler polimerizasyonun basarili bir sekilde
gergeklestirildigini gostermektedir.
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Sekil 4.3. PEG-Br ve PEG4s—b—-PDMAEMA19’un FTIR spektrumlari

Sentezlenen PEG-b—-PDMAEMA blok kopolimerlerinin ayrintili yapisi ve sayica
molekiil agirhg (Mn) 'H NMR analiziyle de kanitlanmistir. Sentezlenen tiim
kopolimerlerin *H NMR él¢iimlerinden elde edilen NMR spektrumlar Sekil 4.4, 4.5, 4.6,
4.7, 4.8 ve 4.9°da verilmistir. Makro baglatict PEG-Br’nin NMR spektrumlariyla
kiyaslandiginda 6=3,63-3,62 ppm (—CH>CH20-), 6=3,37-3,36 ppm (CH30-), 6=1,91-
1,90 ppm (-CCH: -), 6=0,89-0,85 ppm (-C(CHa)), 6=1,04-1,03 ppm (—C(CH?3)z2), 6=4,05-
4,04 ppm (-COOCH3-), 8=2,56-2,55 ppm (-CH2N-) ve 6=2,28-2,26 ppm (-N(CHs)2)
kimyasal kayma degerlerindeki pikler blok kopolimerin basariyla sentezlendigini
gostermektedir.
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NMR spektrumu
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Sekil 4.8. (A) PEG-Br’nin *H NMR spektrumu, (B) PEGs-b-PDMAEMA77’nin *H
NMR spektrumu
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NMR spektrumu
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Sentezlenen tiim PEG-b—PDMAEMA blok kopolimerleri igin Sekil 4.4, 4.5, 4.6,
4.7, 4.8 ve 4.9°daki 'H NMR spektrumlarina dayanarak sayica molekiil agirliklar1 (M),
belirlenmistir. Bunun i¢in, PDMAEMA blogundaki metil (-C(CHs)) grubunun 3
protonuna (b) ait 6=0,89 ppm’deki tekli pikin ve metilen (-COOCH.-)grubunun 2
protonuna (c) ait 6=4,05 ppm’deki tekli pikin integralleri belirlenmis ve referans alinan
0=3,65 ppm’deki PEG’in etilen (-CH2CH20-) grubuna ait (a) tekli pikin integraline
oranlanmistir. Boliim 3.2.1.3°de ayrintili olarak agiklanan yoOnteme gore yapilan
hesaplama sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Sentezlenen blok kopolimerlerin sayica molekiil agirliklarinin yaninda agirlikga
molekiil agirliklar1 ve PDI degerleri GPC olglimleriyle ile belirlenmistir. Ancak, GPC
analizinden elde edilen sonuglarin giivenilirliginin standart olarak polistiren kullanilmasi
sebebiyle diisiik oldugundan blok kopolimerlerin polimerizasyon derecesi ve sayica
molekiil agirliklari *H NMR &lgiimleri dikkate alinarak verilmistir. GPC sonuglari
yalnizca PDI degerleri i¢in kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Sentezlenen blok kopolimerlerin molekiil agirliklar: (PDpmaema=10x48)?

Polimer Integral DMAEMA blogunun | Sayica molekiil agirhg:
oram (i0) polimerizasyon (Myy (g/mol)
derecesi®
PEGss—b-PDMAEMA 19 0,40 19 5362
PEGss—b-PDMAEMASs; 1,08 52 10550
PEGss—b-PDMAEMASss 1,16 56 11179
PEGss—b-PDMAEMAs 1,56 75 14165
PEGss—b-PDMAEMA7; 1,60 77 14480
PEGss—b-PDMAEMA 125 2,60 125 22026

4.2. Sicaklik ve pH duyarh polimerzomlarin olusturulmasi ve incelenmesi

Sicaklik duyarli polimerzomlar LCST degerlerinin iizerinde olusturulabildigi i¢in
ilk olarak sentezlenen blok kopolimerlerin LCST degerleri belirlenmistir. Bunun i¢in blok
kopolimerlerin %1 (a/h)’lik ultra saf su icerisinde hazirlanan ¢ozeltileri ile UV-Vis
spektrofotometresi yardimiyla yilizde gegirgenliginin %50’ye diistiigii sicakliklar LCST
degeri olarak alinmustir. Yiizde gegirgenligin sicakliga bagli olarak cizilen grafigi
yardimiyla elde edilen sonuglara gore, PEGs—b-PDMAEMAL, PEGss—b-
PDMAEMA:s;,  PEGss—b-PDMAEMAss,  PEGss—b—PDMAEMA7,  PEGass—h—
PDMAEMA7; ve PEGss—b-PDMAEMA12s igin LCST degerleri, sirasiyla, 47,5°C,
43,2°C, 52,4°C, 37,2°C, 41,5°C ve 38,6°C olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.2. PEG4s—b—-PDMAEMA 19, PEG4s—b—-PDMAEMASs, PEGas—h—
PDMAEMAss, PEGss-b-PDMAEMA7s, PEGss—b-PDMAEMA7;  ve PEGas—b-
PDMAEMA125 kopolimerleri i¢in belirlenen LCST degerleri

Polimer Sayica Molekiil LCST (°C) Agregat
Agirhig (M) (g/mol) Morfolojisi

PEGss—b-PDMAEMA1g 5362 47,5 Misel
PEGss—b-PDMAEMA:s; 10550 43,2 Misel
PEGss—b-PDMAEMASss 11179 (52,4) Misel
PEGss—b-PDMAEMAs5 14165 37,2 Misel
PEGss—b-PDMAEMA," 14480 41,5 Vezikiil
PEGss—b—PDMAEMA 25 22026 38,6 Vezikiil

*En iyi sonucu veren blok kopolimer

Sekil 4.10’da LCST degerlerinin kopolimer molekiil agirligma gore degisimi
goriilmektedir. Molekiil agirlig: arttik¢a blok kopolimerlerin LCST degerlerinin dogrusal
olarak diistiigii goriilmektedir. Bu sonuglar, literatiirdeki veriler ile uyum igerisindedir
(Dong vd. 2010).
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Sekil 4.10. Molekiil agirligina karsilik LCST degerlerinin degisimi
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LCST degerleri belirlendikten sonra blok kopolimerlerin DLS teknigiyle
hidrodinamik caplar1 6l¢lilmiistiir. Bunun igin hazirlanan %1 (a/h)’lik sulu ¢6zeltilerinin
20°C’de (LCST degerlerinin altinda) ve tespit edilen LCST degerlerinin 10°C tizerinde
Olgtimler gerceklestirilmistir. Yapilan Olgimler neticesinde PEGss—b—PDMAEMA77,
PEGss—b-PDMAEMA5, PEGss—b-PDMAEMA12s ve PEGis—b—-PDMAEMAss blok
kopolimerleri i¢in 20°C’de gergeklestirilen DLS analizinde yorumlanabilir sonuglar elde
edilememistir. Bunun nedeni, LCST degerinin altinda polimer zincirlerinin serbest halde
bulunmasina baglanmistir. Buna karsin, PEGisb-PDMAEMA19 ve PEGss—b-
PDMAEMAs, numuneleri igin sirasiyla 78 nm ve 122 nm hidrodinamik ¢ap dl¢lilmiistiir.
PEGss—b-PDMAEMA1s ve PEGss-b—PDMAEMAs; numuneleri igin gozlenen bu
durumun  polimerlerin  yeterince  saflastirllamamasindan  kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir.  Ancak, LCST degerlerinin iizerinde gergeklestirilen Ol¢timlerde
kopolimerlerin agregasyonu sonucu polimerik pargaciklarin olustugu belirlenmistir. Sulu
PEGss—b-PDMAEMA19, PEGss—b—-PDMAEMAs,, PEG4s—b—PDMAEMAss, PEG4s—b—
PDMAEMA7s, PEGss—b-PDMAEMA77 ve PEGss—b-PDMAEMA12s ¢ozeltilerindeki
pargaciklar i¢in hidrodinamik ¢ap degerleri, sirastyla, 142 nm, 164 nm, 98 nm, 100 nm,
334,2 nm ve 190 nm olarak olgtilmiistiir.

Kopolimerlerin LCST {izerindeki hidrodinamik g¢aplar1 6l¢iildiikten sonra ayni
orneklerdeki pargaciklarin boyut ve morfolojisi TEM ol¢iimleriyle de incelenmistir. Elde
edile TEM goriintiileri Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13°de verilmistir. Sekil 4.11°deki goriintiiler
incelendiginde PEGss—b-PDMAEMA77 ve PEGss—b-PDMAEMA12s ile basarili bir
sekilde polimerzomlarin olusturuldugu goriilmektedir. LCST degerinin altinda PEG4s—b—
PDMAEMA77 igin 40£9 nm, PEG4s—b—PDMAEMA 125 icin 95+7 nm boyutunda misel
yapilar1 gozlenmistir. Bununla birlikte, LCST degerinin iizerinde hazirlanan TEM
numuneleri incelendiginde PEGss—b-PDMAEMA77 igin 362469 nm ve PEGss—b—
PDMAEMA12si¢in 165+7 nm boyutunda polimerzom yapilar1 dikkat gekmektedir. LCST
degerinin iizerinde gozlenen misel yapilarinin homojen molekiil agirligina sahip olmayan
polimer zincirlerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. PEGss—b—PDMAEMA;7 ile
elde edilen polimerzomun zar yapist Sekil 4.12°deki TEM goriintiisiinde ayrintili olarak
goriilmektedir. Burada, polimerzomun zar kalinlig1 17 nm olarak 6lgiilmiistiir.
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Sekil 4.11. %1 (a/h)’lik PEGss—bh-PDMAEMA77 ve PEG4s—b-PDMAEMA125’in (A)
LCST degerinin altinda (B) LCST degerinin iizerindeki TEM goriintiileri
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Sekil 4.12. %1 (a/h)’lik PEGss—b-PDMAEMA77 ile elde edilen polimerzomun zar
yapisinin odaklanmis goriintiisii

PEG4s—b—PDMAEMA19, PEG4s—h—-PDMAEMAs;, PEGss—b-PDMAEMAss ve
PEGss—b-PDMAEMA7s igin elde edilen TEM goriintiileri Sekil 4.13’te verilmistir. Sekil
4.13’teki goriintiiler hem LCST degerinin altinda hem de iistiinde yalnizca misel yapilari
gozlenmistir. PEGss—b—PDMAEMAs, ve PEGss—b-PDMAEMA7s kopolimerleri igin
LCST degerinin altinda daha kiigiik misel yapilar1 gozlenirken LCST degerinin tizerinde
misel yapilariin biiytidiigii agikga goriilmektedir. Buna karsin, PEGss—b—PDMAEMAse
ve PEG4s—b-PDMAEMAs kopolimerlerinde LCST degerinin altinda veya istiinde
dikkat cekici herhangi bir degisim gozlenmemistir
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200 nm 200 nm
I I

Sekil 4.13 PEGss—b-PDMAEMA19, PEG4s—b-PDMAEMAs,, PEG4s—b-PDMAEMAss
ve PEGss—b—PDMAEMA7s i¢in sirasiyla LCST degerinin altinda (A, C, E, D) ve LCST
degerinin iizerinde alinan (B, D, F, H) TEM goriintiileri
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Gergeklestirilen TEM analizi sonucunda polimerzom olusumunu daha ayrintili
calismak i¢in PEGss—b-PDMAEMA77 kopolimeri se¢ilmistir. Bu se¢im yapildiktan
sonra, ilgili kopolimerin %1 (a/h) derisimdeki sulu ¢6zeltisi tizerine DLS teknigi ile 20—
70°C araliginda sicakliga bagh pargacik boyutu dlgiimleri gerceklestirilmistir. Olgiimler
sonucu PEG4s—b—PDMAEMAZ77 sulu ¢ozeltisi i¢in elde edilen sicakliga bagli parcacik
boyutu degisimi Sekil 4.14°te verilmistir. Burada daha oOnce ylizde gecirgenlik
sonuclarinda da verildigi gibi PEGss—b—-PDMAEMA7; kopolimeri LCST degerinin
altinda beklendigi gibi serbest zincirler olarak davranmaktadir. Ancak, sicakligin 40°C’ye
ulasmasiyla polimer zincirlerinde kendi kendine diizenlenerek agregasyona basladigi
acikca goriilmektedir. Bununla birlikte, DLS sonuglari ile TEM sonuglar1 kiyaslandiginda
DLS’ten elde edilen parcacik boyutlarinin TEM sonuglarina kiyasla oldukga biiytlik
(28454845 nm) oldugu goriilmektedir. Bu durum, ¢ozelti fazinda daha kararli ve iyi
tanimlanmig polimerzom yapilarmin TEM Olglimii icin  kurutulmasi esnasinda
dehidrasyondan dolayr kiiciilmesi, biiziilmesi ve/veya dagilmasi sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Bu nedenle, DLS 6l¢iimleri ile belirlenen ¢ozelti fazindaki vezikiiller yap1
ve varligii kanitlamak icin polimer c¢ozeltilerinin goriintiileri sivi fazda hazirlanan
hiicreler Ttzerine optik mikroskopi olgiimleri gergeklestirilmistir. Sulu ortamda
%1 (a/h)’lik PEGss—b-PDMAEMA77 i¢in elde edilen optik mikroskop goriintiisii Sekil
4.15°de goriilmektedir. Sekil 4.15 incelendiginde sulu ortamda 841+360 nm boyutunda
kiiresel yapilar goriilmektedir. Ayrica, bu pargaciklarla birlikte 1855+442 nm
boyutlarinda kiiresel olmayan daha biiylik agregatlar da goriilmektedir. Bu durum DLS
Olctimlerinde belirlenen hidrodinamik ¢apin neden daha biiyiik oldugunu ac¢iklamaktadir.
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Sekil 4.14. Sulu %1(a/h) PEGss—b—PDMAEMA77 kopolimer ¢ozeltisinin sicakliga bagl
parcacik boyutu degisimi
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Sekil 4.15. Sulu ortamda %1 (a/h) (A) ve %0,1 (a/h)’lik (B) PEGss—b—-PDMAEMA;
¢ozeltilerinin optik mikroskop goriintiisii
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4.3. PEG-b-PDMAEMA blok kopolimerinden polimerzomlarin olusmasi iizerine
pH’1n etkisi

PEG4s—b-PDMAEMA77 blok kopolimerinin sulu ¢ozelti polimerzom olusumu
tizerine pH’1n etkisini incelemek i¢in pH’14,0, 7,4 ve 9 tampon ¢ozeltileri ile %1 (a/h)’lik
cozeltiler hazirlanmistir. Daha sonra farkli pH’larda hazirlanan ¢ozeltilerin yiizde
gecirgenliklerinin sicakliga bagl degisimleri UV-Vis spektrofotometresi ile 6lgiilmiistiir.
Yapilan deneyler sonucunda elde edilen ylizde gegirgenligin pH ve sicakliga baglh grafigi
Sekil 4.16°da goriilmektedir. Bu Slgiimler analiz edildiginde her bir pH degerindeki
LCST degeri belirlenmistir. Sonuglar, Cizelge 4.4’de 6zetlenmistir. pH=9’da LCST
degeri 29,3 °C olarak bulunmustur. Bu deger pH=7.4 i¢in 57,4°C olarak belirlenmistir.
Bununla birlikte, pH=4 tamponu igerisinde ¢alisilan sicaklik araliginda herhangi bir
LCST degeri belirlenememistir. Bu aslinda beklenen bir durumdur. Ciinkii, pH=4 degeri
PDMAEMA blogunun pKj degerinin altinda oldugu icin bloktaki tersiyer amin gruplari
protonlanmis halde bulunur. Dolayisiyla, bu durumda diblok kopolimerin amfifilik
karakteri ortadan kaybolmaktadir. LCST degerlerinin 10°C iizerine ¢ikilarak
gerceklestirilen DLS olclimleri sonucunda pH=7,4 ve pH=9’da olgiilen polimer
pargaciklarinin hidrodinamik c¢aplari, sirasiyla, 2669 ve 4145 nm olarak belirlenmistir.
pH=4 tamponu ile hazirlanan numunede beklendigi {lizere herhangi bir sonu¢ elde

edilememistir. %1 (a/h) PEGss—b—PDMAEMA77’in sulu ¢ozeltileri igin farkli pH’larda
elde edilen LCST ve hidrodinamik ¢ap degerleri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.16. %1 (a/h) PEGss—b-PDMAEMA77’in farkli pH’larda sicakliga bagli olarak
Ol¢iilmiis yiizde gecirgenlik degerleri
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Cizelge 4.3. %1 (a/h) PEG4s—b—PDMAEMA?77’in sulu ¢ozeltileri igin farkli pH’larda elde

edilen LCST ve hidrodinamik ¢ap degerleri

Polimer pH LCST (°C) Hidrodinamik
Cap (nm)
PEG4s-b-PDMAEMA; 4.0 - -
PEGss—b-PDMAEMA7; 74 57,4 2669
PEGss—b-PDMAEMA7; 9,0 29,3 4145

%1 (a/h)’lik PEG4s—b—PDMAEMA77 sulu ¢ozeltisinin pH=9,0’daki polimerzom
davranisi LCST degerinin {izerinde hazirlanan Ornekler tiizerinde TEM Olglimii
gerceklestirilerek belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.18’de goriilmektedir. TEM

goriintiileri incelendiginde pH arttig1 zaman olusan polimerzom yapilarinin daha kararh
oldugu, polimerzomun zar yapisinin daha da kalinlastig1 acik¢a goriilmektedir. Ayrica,
pargacik morfolojisi acisindan incelendiginde her ne kadar kiiresel vezikiiller daha baskin
olsa da bunlarin yaninda silindirik vezikiillerin de olustugu agikca goziikmektedir. TEM
goriintiileri Imagel] programi ile degerlendirildiginde polimerzomlarin boyutlarinin

235483 nm, zar kalinliginin ise 19 nm oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.17. Farkli pH tamponlarinda %1(a/h)’lik PEGss—b—PDMAEMA77’nin sayica

boyut dagilimi grafigi
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Sekil 4.18. PEG4s—b—PDMAEMA77’nin pH=9 tamponunda LCST degerinin iizerinde
alinan TEM goriintiileri

4.4. PEG-b-PDMAEMA blok kopolimerinden polimerzomlarin olusmasi iizerine
derisimin etkisi

Derigimin polimerzom olusumu {izerine etkisini incelemek i¢in PEGas—b—
PDMAEMA77 kopolimerinin sulu ortamda farkli derisimlerde [%0,1 (a/h), %0,2 (a/h),
%0,4 (a/h), %0,6 (a/h), %0,8 (a/h), %1 (a/h) ve %2 (a/h)] PEGss—b—PDMAEMA7;
¢ozeltileri hazirlanmis  ve hazirlanan  polimer ¢ozeltilerinin - bir UV-Vis
spektrofotometresi yardimiyla 500 nm dalga boyunda sicakliga bagl yiizde gegirgenlik
degerleri Olgiilmiistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.19°de karsilastirmali olarak
verilmistir.
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Sekil 4.19. Farkli derisimlerdeki PEGss—b-PDMAEMA77 ¢ozeltilerinin  yiizde
gecirgenlik degerlerinin sicakliga baglh olarak degisimi
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Sonuglar degerlendirildiginde PEG4s—b—PDMAEMA77 kopolimerinin %0,1 (a/h),
%0,2 (a/h), %0,4 (a/h), %0,6 (a/h), %0,8 (a/h), %1 (a/h) ve %2 (a/h) derisimlerindeki
LCST degerleri, sirasiyla, 49,6, 46,4, 43,3, 42,1, 41,8, 41,5 ve 40,5 °C olarak
hesaplanmistir. Farkli derisimlerde elde edilen LCST degerleri ve LCST degerlerinin
derisime bagli grafigi sirasiyla Cizelge 4.4 ve Sekil 4.20°de verilmistir. Sekil 4.20
incelendiginde PEGss—b—PDMAEMA:77 kopolimerinin sulu ¢6zeltide derisiminin artisi
ile birlikte LCST degerlerinin diistiigii agikga goriilmektedir. LCST degerindeki bu azalis
paraboliktir ve LCST degerinde gézlenen bu azalis diisiik derisimlerde olduk¢a hizli
olmasina ragmen, yiiksek derisimlerde yavaglamaktadir. Muhtemelen belirli bir derisim
degerinden sonra LCST derisimden bagimsiz hale gelecektir. Sekil 4.20°de bu deger
ozellikle derisim %1 (a/h) civarina gelince ¢ok az degismeye neredeyse sabitlenmeye
baslamistir. Bu nedenle, ¢alisma boyunca diger parametreler ¢alisirken derisim %1 (a/h)
olarak segilmistir. Belirlenen bu davranis literatiirdeki verilerle de uyumludur (Dong vd.
2010).
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Sekil 4.20. PEG4s—b—PDMAEMA77 kopolimerinin LCST degerinin derisime bagli olarak
degisimi
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Cizelge 4.4. PEGss—b-PDMAEMA77; kopolimerinin farkli derisimlerde o6lgiilen
LCST (°C) ve hidrodinamik ¢ap degerleri

Polimer %Derisim (a/h) | LCST (°C) Hidrodinamik Cap (nm)
PEGss—b-PDMAEMA7; 0,1 49,6 120
PEGss—b-PDMAEMA7; 0,2 46,4 190
PEGss—b-PDMAEMA7; 0,4 43,3 281
PEGss—b-PDMAEMA7; 0,6 42,1 294
PEGss—b-PDMAEMA7; 0,8 41,8 366
PEGs—b—PDMAEMA7; 1,0 41,5 334
PEGss—b-PDMAEMA7; 2,0 40,5 615

Farkli derisimlerde hazirlanan PEGss—b—PDMAEMA77 kopolimeri i¢in LCST
degerleri belirlendikten sonra, her bir derisimde c¢ozeltide bulunan polimer
parcaciklarinin hidrodinamik ¢aplar1 DLS &lgiimleriyle belirlenmistir. Ol¢iimler her
derisim i¢in belirlenen LCST degerinin 10°C iizerinde alinmistir. PEGas—b—
PDMAEMAZ77 kopolimerinin %0,1 (a/h), %0,2 (a/h), %0,4 (a/h), %0,6 (a/h), %0,8 (a/h),
%1 (a/h) ve %2 (a/h) derisimlerdeki sulu ¢6zeltilerinde bulunan polimer pargaciklarinin
hidrodinamik caplari, sirasiyla, 120 nm, 198,73 nm, 280,9 nm, 293,73 nm, 366,4 nm,
334,2 nm ve 615,1 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Derisim artistyla birlikte ¢ozeltideki polimer
parcaciklarinin hidrodinamik capinin da arttign acgikga goriilmektedir. Ozellikle %1
(a/h)’lik numune i¢in 51,8 °C’de gozlenen 334,2 nm’lik hidrodinamik c¢ap ve ayni
numunede sicaklik taramasi yapilarak oOlgiilen 52°C’de Olgiilen hidrodinamik ¢ap
arasindaki fark dikkat ¢ekmektedir. Bu farkliligin, numunenin direkt olarak LCST
sicakhigmnin  10°C {izerine 1sitilmasinin, sicaklik taramasi ile gergeklestirilen DLS
analizine nazaran ¢ok daha hizli olmasi nedeniyle olabilecegi diistiniilmiistiir.
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