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LOKAL ILAC SALIM SISTEMLERI ICIN YENI ISIYA HASSAS POLI
(IZzOBUTIL METIL GLIKOLID)-PEG BLOK KOPOLIMERLERININ
SENTEZi VE OZELLIKLERI

OZET

Bu ¢alismada lokal ilag salim sistemleri i¢in yeni, biyobozunur ve biyouyumlu PEG
bazli asimetrik alkil siibstitiiye glikolid blok kopolimerleri sentezlenerek cesitli
yontemlerle karakterizasyonlar1 yapildi ve 1siya hassaslik 6zellikleri incelendi.

Calisma 4 bolimde gergeklestirildi.

Calismanin ilk bolimiinde 3-izobiitil-6-metil-1,4-diokzan-2,5-dion (izobiitil metil
glikolid) monomerinin sentezi gergeklestirildi. Bunun i¢in oncelikle L-2-amino-4-
metilpentanoik asit baslangic maddesi kullanilarak NaNO> ve H2SO4 varliginda L-2-
hidroksi-4-metilpentanoik asitin sentezi gerceklestirildi ve Kkarakterizasyonu
spektroskopik (FTIR, NMR) teknikler kullanilarak yapildi. Ardindan L-2-hidroksi-4-
metilpentanoik asitin 2-bromopropiyonil bromiirle kondenzasyon tepkimesiyle ara
tirtin esteri olusturulup, DMF ve NaHCO3 varliginda halka kapatilarak 3-izobiitil-6-
metil-1,4-diokzan-2,5-dion monomerinin sentezi gergeklestirildi. Ara iriin ve
monomerin karakterizasyonu spektroskopik (FTIR, NMR) teknikler kullanilarak
yapildi.

Calismanin ikinci boliimiinde Sn(Oct), katalizorii varhiginda halka agilmasi
polimerlesmesi yontemi ile yeni, her bir bileseninin uzunlugu 6zenle ayarlanmis poli
(izobiitil metil glikolid)-MePEG diblok ve poli (izobiitil metil glikolid)-PEG-poli
(izobiitil metil glikolid) triblok kopolimerleri eriyik polimerlesme ile sentezlendi ve
karakterizasyonlar1 spektroskopik (ATR-FTIR, NMR), kromatografik (GPC) ve
termal (DSC, TGA) metotlar kullanilarak yapildi.

Calismanin {i¢iincii boliimiinde kopolimerlerin 1s1ya hassaslik 6zellikleri incelenerek
uygun molekil agirh@ ve konsantrasyonda olanlar belirlendi. Kopolimerler;
enjeksiyon i¢in gerekli olan sicaklikta (40-41°C) sol (akiskan) formundadir ve viicuda
enjekte edildiginde fizyolojik kosullar altinda (37°C) hizla hedef dokuda jel
olusturabilmektedir.

Calismanin son boliimiinde ise kopolimerlerin biyobozunurluk ve biyoyumluluk
testleri yapildi.

Anahtar Kelimeler: Asimetrik Alkil Siibstitiye Glikolid, Biyobozunurluk,
Biyouyumluluk, Istya Hassaslik, Lokal Tlag Salim Sistemleri.



SYNTHESIS AND PROPERTIES OF NOVEL THERMOSENSITIVE POLY
(ISOBUTYL METHYL GLYCOLIDE)-PEG BLOCK COPOLYMERS FOR
LOCAL DRUG DELIVERY SYSTEMS

ABSTRACT

In this study, novel, biodegradable and biocompatible PEG-based asymmetric alkyl-
substituted glycolide block copolymers for local drug release systems were
synthesized and characterized by various methods and their heat sensitivity properties
were investigated.

The study was performed in 4 steps.

Firstly, synthesis of 3-isobutyl-6-methyl-1,4-dioxane-2,5-dione (isobutyl methyl
glycolide) monomer was performed. For this purpose, firstly the synthesis of L-2-
hydroxy-4-methylpentanoic acid was performed in the presence of NaNO_ and H2SO4
by using L-2-amino-4-methylpentanoic acid as starting material and its
characterization was carried out by using spectroscopic (FTIR, NMR) techniques.
Then intermediate ester was formed with the condensation of L-2-hydroxy-4-
methylpentanoic acid with 2-bromopropionyl bromide at first and the ring was closed
in presence of DMF and NaHCOg3 to give 3-isobutyl-6-methyl-1,4-dioxane-2,5-
glycolide monomer. Characterization of the intermediate and the monomer was
performed by using spectroscopic (FTIR, NMR) techniques.

Secondly, new poly (isobutyl methyl glycolide)-MePEG diblock and poly (isobutyl
methyl glycolide)-PEG-poly (isobutyl methyl glycolide) triblock copolymers with the
carefully adjusted length for each component were synthesized by ring opening
polymerization method with melt polymerization in the presence of Sn(Oct) and their
characterization was performed by spectroscopic (ATR-FTIR, NMR),
chromatographic (GPC), and thermal (DSC, TGA) methods.

Thirdly, the thermosensitivity properties of the copolymers were investigated and
appropriate molecular weight and concentration of copolymers were determined. They
are in sol (fluid) form at required temperature (40-41°C) for injection and when
injected to the body, they are rapidly gelated under physiological conditions (37°C) at
the target tissue.

Lastly, tests of biodegradability and biocompatibility for the copolymers were
performed.

Keywords:  Asymmetric  Alkyl  Substituent  Glycolide, Biodegradability,
Biocompatibility, Thermosensitivity, Local Drug Delivery Systems.



GIRIS

Etkili kanser terapisi i¢in en yaygin stratejiler kemoterapi, radyoterapi gibi ¢oklu
kemoterapétik ajanlarin birlikte uygulanmasidir [1, 2, 3]. Fakat kanser tedavisindeki
en biiyiik problemlerden biri kemoterapotiklerin saglikli dokulara da giderek sistemik
toksisiteye neden olmasi ve tedavinin etkin olabilmesi i¢in yiiksek dozda ilag alimin
gerektirmesidir [1, 2]. Bu sorunun iistesinden gelebilmek i¢in son zamanlarda ilgi lokal
ila¢ salim sistemleri lizerine yogunlagsmstir. Lokal ila¢ salim sistemleri, ilacin 6nceden
belirlenebilen bir zaman periyodu igerisinde sadece istenen bdlgeye kontrollii salimini
saglamaktadir. BoOylece geleneksel ilag formiilasyonlarmin sistemik toksisitesini
azaltarak ilacin terapotik etkisini ve hastanin yasam kalitesini gelistirmektedir [4, 5,
6]. Ayrica lokal ilag salim sistemleriyle beyin-kan bariyerinden dolay1 tedavi edilmesi
zor olan Dbeyindeki kati timorlerin de tedavisi etkili bir sekilde

gerceklestirilebilmektedir [7, 8, 9].

Son zamanlarda sicaklik, pH, elektromanyetik alan gibi dis uyarilara yanit olarak
aninda jel olusturan enjekte edilebilir polimerik hidrojeller {izerine genis Olciide
aragtirmalar yapilmistir [10]. Bu hidrojeller arasindan 1siya hassas hidrojellerin
kullanim1 ise ekstra higbir kimyasal islem gerektirmeden viicut sicakligi gibi bir
uyartya bagl olarak kendiliginden jellesebildiginden ozellikle 6nemlidir [11]. Bu
sistemlerde kullanilan polimerlerin sulu ¢ozeltileri sol(akiskan) fazda ilag, protein gibi
terapotik ajanlarla karistirilarak basit bir siringa yardimiyla ilag salim deposu
olusturmak iizere viicuda enjekte edilebilir [12]. Cesitli biyobozunur ve biyobozunur
olmayan 1s1ya hassas polimerler bu sistemlerde siklikla kullanilmaktadir [ 13]. Pluronik
veya polokzamer olarak adlandirilan poli(etilen oksit)-poli(propilen oksit)-poli(etilen
oksit)’in sulu ¢ozeltileri %20-%30 konsantrasyon araliginda 5-30 °C arasinda sol-jel
gecisi ve 35-50°C arasinda jel-sol gecisi gostermektedir [13, 14]. Sol-jel gecisi
polokzamer’i ilag salim uygulamalarinda aninda jel olusturabilirligi agisindan ¢ekici
kilmaktadir. Fakat miseller arasindaki fiziksel ¢apraz baglanma c¢ok zayiftir ve bu
nedenle polokzamerin jel biitiinliigii enjekte edilen bolgede birkag saatten fazla

siirmez. In vitro deneyler %25 polokzamer 407 jelinin PBS ortaminda 4 saatte



tamamen ¢ozilindiigiinii ve %35 polokzamer 407 jelinin ise 4 saatte %50 ¢oziindiglini
gostermistir [13, 15]. Bu nedenle daha uzun salim i¢in daha direngli hidrojeller
gereklidir [13]. Ayrica in vivo deneyler sulu polokzamer 407 ¢6zeltisinin
intraperitoneal enjeksiyonundan sonra kolesterol ve trigliserit seviyesinde artis
oldugunu gostermistir [16, 17]. Polokzamerin biyobozunur olmamasi da ilag salim
sistemlerinde kullanimint problemli kilan bir nedendir [18]. Bu nedenle jellerin
dayanikliligin1 ve biyouyumlulugunu gelistirmek i¢in poli (L-laktik asit) (PLLA), poli
(DL-laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi biyobozunur poliesterlerin PEG ile
olusturdugu blok kopolimerlerin kullanildig1 6zgiin enjekte edilebilir depo sistemleri
gelistirilmistir [12, 13]. Ornegin poli(etilen glikol)-poli(DL-laktik asit-ko-glikolik
asit)-poli(etilen glikol) (PEG-PLGA-PEG) triblok kopolimerlerinin sulu ¢ozeltileri
oda sicakliginda sol fazinda serbestce akabilir ve viicut sicakliginda jel olusturur [13,
19]. In vivo deneylerle bu triblok kopolimer sulu ¢ozeltilerinin (%33 konsantrasyonda)
deri alt1 enjeksiyonu ile jel olusturdugu kanitlanmistir. Olusturulan seffaf jel iyi bir
mekanik giice sahiptir ve biitlinliiglinii sicanlar iizerinde 1 aydan daha uzun bir siire
korumustur [20]. Bu 6zellikler PEG-PLGA-PEG triblok kopolimerlerinin enjekte
edilebilen ilag¢ salim sistemleri olarak uzun siireli kullanimina olanak saglamaktadir

[13].

Cevresel ve biyomedikal uygulamalarda bozunur materyaller olarak poli (laktid)’lerde
genis Olclide kullanilmaktadir. Fakat aslinda poli (laktid)’ler yiiksek kristalinite,
hidrofobisite ve fonsiyonel grup eksikliginden dolay1 pek ¢ok uygulamada kullanilmak
icin uygun degillerdir [21]. Ozellikle bozunma hizin1 azaltan hidrofobisiteleri
biyomedikal uygulamalarda kullanimlarini1 sinirlandirmaktadir. Bu nedenle poliester
iskeletini bozmadan poli(laktid) yapisim1 degistirerek istenen biyobozunurlugu
saglayan poli(laktid) tiirevleri elde edilebilir [22]. Ayrica literatiirde poli (laktid)’le
ilgili genis kapsamli galismalar olmasina ragmen, poli (laktid)’deki metil grubunun
basit bir alkil ya da aril grubu ile yer degistirmesi ile elde edilen analoglari tizerine ¢ok
az ¢aligma vardir [23-27]. Bu nedenle biyomedikal ve farmasoétik endiistrinin gelecegi

icin siibstitiiye laktik asitten tiiretilen polimerlerin sentezi 6nemlidir.

Beyindeki katt timdrlerin  ve lokal bdlgelerdeki tiimorlerin  tedavisinde
kullanilabilecek, literatiirde sik¢a ¢alisilan PLGA-PEG, PLLA-PEG gibi biyobozunur

malzemelere iyi bir alternatif olusturabilecek, uygulamadan once (40-44°C’de) sol
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fazinda fakat viicuda enjekte edildiginde fizyolojik kosullar altinda (37°C’de) hedef
dokuda aninda jel olusturabilen 1s1ya hassas, yeni poli (izobiitil metil glikolid)-PEG

blok kopolimerlerinin hazirlanmasi bu tezin kapsamini olusturmaktadir.

Tezin ilk boliimiinde PLLA ve PEG bazli kopolimerleri ile PLGA ve PEG bazh
kopolimerlerinden ve asimetrik alkil siibstitiiye glikolidlerle ilgili genel bilgilerden
bahsedilmektedir. Ikinci boliimde deneysel calismalarda kullanilan malzemeler,
cihazlar ve yontem anlatilmaktadir. Uciincii boliimde elde edilen bulgular ve bunlarin
sonuglart literatiir bilgileri ile birlikte verilmektedir. Son béliimde ise ulasilan

sonuclarin degerlendirilmesi ve ¢alisma ile ilgili 6neriler sunulmaktadir.

Tezin amaci bir asimetrik alkil siibstitiiye glikolid olan izobiitil metil glikolid
monomerinden PEG ile halka agilma reaksiyonu ile her bir bileseninin uzunlugu
O0zenle ayarlanmis g¢esitli diblok ve triblok kopolimerler sentezleyerek
karakterizasyonlarin1  spektroskopik (NMR, FTIR), termal (DSC, TGA) ve
kromatografik (GPC) metotlar1 kullanarak gerceklestirmek, 1siya hassaslik
ozelliklerini detayli bir sekilde incelemek ve kopolimerlerin biyobozunurluk ve
biyouyumluluk testlerini ger¢eklestirmektir. Bu ama¢ dogrultusunda gerceklestirmek
istenen hedef ise genel kemoterapinin eksikliklerini kapatan lokal ila¢ salim
sistemlerine fiziksel 6zellikleri genis yeni, biyobozunur ve biyouyumlu malzemeler

kazandirmaktir.



1. GENEL BIiLGILER
1.1. PLLA Homopolimerleri ve PLLA-PEG Kopolimerleri

Poli(laktid) misir ve seker kamisi gibi yenilenebilir kaynaklardan iiretilen biyobozunur
bir poliesterdir [28-31]. Laktik asit klasik stereokimyasal terimlerde D veya L formu
olarak tanimlanan asimetrik bir o karbonu i¢erir. Homopolimerleri i¢in enantiyometrik
formlar1 poli (L-Laktik asit) (PLLA) ve poli (D-Laktik asit) (PDLA)’dir. Optikge aktif
PDLA ve PLLA nin fizikokimyasal 6zellikleri neredeyse aynidir. Fakat rasemik PLA
cok farkli 6zelliklere sahiptir [32, 33]. Poli(L-laktid) 76°C cams1 gecis sicakligi ve
180°C erime sicakligi ile yari kristalin bir polimerken, poli(DL-laktid) 58°C camsi
gecis sicakligr ile amorf bir polimerdir [34, 35]. DL-PLA ilaglarin kontrollii salimina
yonelik formiilasyonlarda oldugu gibi aktif tiirlerin tek fazli matrikste homojen bir
sekilde dagilmasinin 6nemli oldugu durumlarda kullanilir. L-PLA, dikisler ve

ortopedik aletler gibi mekanik gii¢ ve sertligin gerekli oldugu uygulamalar i¢in tercih
edilir [34].
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Yiiksek molekiil agirlikli poli(laktik asit) elde etmenin en genel yolu laktid
monomerinin halka a¢ilma polimerizasyonudur. Halkal1 laktik asit dimeri olan ara
iirlin laktid ilk adimda oligomerizasyon sirasinda buharlasma ile kondenzasyon iirtinii
olan su uzaklastirildiginda olusturulur. L-laktik asit, D-laktik asit veya karigimlari
sonrasinda i¢ transesterifikasyon sayesinde katalitik olarak depolimerize edilebilen
diisiik molekiil agirlikli poli(laktik asit) oligomerlerine polimerize edilebilir. Laktid
monomerinin L-laktid, D-laktid ve mezo laktid olmak tizere 3 stereoformu mevcuttur
(Sekil 1.1). Ikinci adimda saflastirilmis L-laktid, D-laktid, DL-laktid (L ve D
izomerlerinin 50:50 karisimi) veya mezo-laktid monomeri katalitik halka agilma
polimerizasyonu yoluyla yiiksek molekiil agirlikli poliesterlere dontstiiriiliir. Halka
acilmast polimerizasyonunda kullanilan katalizorler genellikle kalay oktoat ve
kalay(IT) Kkloriirdir [36]. L-laktid, D-laktid ve mezo-laktid’in halka agilma

polimerizasyonu Sekil 1.2°de gosterilmistir.

o]

HaC ¢
3 \H’LO
O JeH —
CHs
o

L-laktid

D-laktid

Sekil 1.2. L-laktid, d-laktid ve mezo-laktid’in halka agilma
polimerizasyonu



Diger biyopolimerlerle kiyaslandiginda PLA nin sahip oldugu avantajlardan bazilari
su sekilde siralanabilir: Yenilenebilir kaynaklardan (misir gibi) iiretildigi i¢in ¢evre
dostudur. Biyobozunur, geri doniisiimlii, biyolojik olarak tamamen bozunabilen bir
polimerdir [37-39]. Biyouyumlu oldugu i¢in lokal dokuda toksik etki yaratmaz. Ayni
zamanda bozunma {irlinleri de doku iyilesmesine miidahale etmez [37, 40]. PLA
viicuda implant edildiginde kendisini olusturan a-hidroksi asitlere hidroliz olur. Daha
sonra trikarboksilik asit dongiisiine katilarak viicuttan disar1 atilir [37, 40]. Ayrica

biyolojik sivilarla dogrudan temasi konusunda FDA onayl1 bir polimerdir [37, 41].

Yukarida bahsedilen tiim bu olumlu 06zelliklerine ragmen o6zellikle biyomedikal
uygulamalarda kullanimini sinirlandiran en biiylik neden yavas bozunmasidir. PLA
ester grubu iskeletinin hidrolizi ile bozunur ve bozunma hiz1 PLA nin kristalinitesine,
molekiiler agirligt dagilimima, morfolojisine, polimere suyun difiizyon hizina ve
stereoizomerik icerige baghdir [37, 42]. Yavas bozunmasi bazi durumlarda yillarca
stirebilen (¢ogunlukla 3-5 yil) uzun bir in vivo yasam siiresine neden olur [37, 40]. Bu

da uzun vadede sistemik toksisiteye neden olabilir.

PLA’nin yiiksek derecedeki hidrofobik karakteri de biyomateryal olarak
uygulamalarini 6nemli derecede sinirlandirmaktadir. Bu nedenle poliester zincirine
poli (etilen glikol) (PEG) gibi hidrofilik polieter bloklarinin girisi saglanir. Blok
kopolimerin hazirlanmasinda PEG makro-baglatict olarak kullanilmaktadir [43, 44].
PEG biyouyumluluk, diisiik immunojenesite, suda ¢oziiniirlik gibi essiz
fizikokimyasal ve biyolojik Ozellikler sunmaktadir [43, 45]. Ayrica biyomedikal
kullanim i¢in bazi1 PEG bazli malzemeler FDA onaylidir [43].

PEG-PLLA diblok kopolimerleri ile gergeklestirilen bir c¢aligmada bu blok
kopolimerlerin ayni1 molekiil agirligindaki PLLA homopolimerlerinden daha hizli

bozundugu gozlemlenmistir [46].

Ik 1s1ya hassas PLA-PEG hidrojeli (PEG-PLLA-PEG) 1997°de hazirlanmstir [18,
47]. Bu ¢alismada PEG-PLLA-PEG triblok kopolimerleri iki adimda sentezlenmistir.
[Ik adimda MePEG ve PLLA’dan olusan diblok kopolimerler MePEG iizerinden L-
laktidin halka agilma polimerizasyonu yontemiyle sentezlenmistir. Ardindan triblok
PEG-PLLA-PEG kopolimerleri, MePEG-PLLA diblok kopolimerlerinin hekza
metilen diizosiyanat (HMDI) ile baglanmasiyla elde edilmistir. Sulu fazdaki genis

6



hidrodinamik ¢apindan dolay1 10.000 molekiil agirliginin iizerindeki PEG’lerin insan
bobreginden filtrasyonu uygun olmadigr i¢in ¢alismada 5000 molekiil agirligindaki
PEG’ler kullanilmistir. Konsantre PEG-PLLA-PEG ¢6zeltileri sicaklik arttikga jel-sol
gecisi gostermistir. Bu ¢alismada floresin izotiyosiyanat etiketli dekstran ilacinin in
vitro salimi arastirilmistir. Bu ilag polimer ¢ozeltisi ile 45°C’de karistirilip, ardindan
sicaklik 37°C’ye diisiiriilerek ilag yiiklii hidrojel olusturulmustur. Dekstranin suda
¢Oziiniirliigl yiiksek oldugundan 12 giinde %23’liik jelden %70, %35’lik jelden %40
salmmustir [18, 48].

Yine bagka bir calismada PEG-PLA-PEG triblok kopolimerlerinin sentezi ve jellesme
Ozellikleri incelenmistir. Bu c¢aligmada oncelikle ¢inko tozunun katalizoér olarak
kullanilmasiyla MePEG {izerinden D, L-laktidin halka agilma polimerizasyonu ile
cesitli diblok kopolimerler sentezlenmistir. Sonrasinda adipoil kloriiriin baglanma
ajan1 olarak ve DMAP’nin katalizor olarak kullanilmasiyla MePEG-PLA diblok
kopolimerlerinden PEG-PLA-PEG triblok kopolimerleri sentezlenmistir. Literatiirde
genellikle baglanma ajani olarak hekza metilen diizosiyanat (HMDI) kullanilmasina
ragmen bu triblok kopolimerlerin sentezinde adipoil kloriiriin tercih edilmesinin sebebi
PLA ve PEG bloklar1 arasinda ester baglarinin olusumuna yol agmasidir. Ciinkii ester
baglart HMDI kullanilarak olusturulan iiretan baglarindan hidrolize daha hassastir.
Sentezlenen biitiin kopolimerlerin PEG tipi kristal yapisi ile yari kristalin oldugu
gozlemlenmistir. PLA blok uzunlugunun artigina bagli olarak PEG’in kristalinitesi ve
erime sicakligi azalmistir. Sicakligin artig1 ile jel-sol gegisi gozlemlenmistir ve
jellesme tersinirdir. Kopolimer ¢dzeltisi jel noktasinin {izerinde viskoelastik bir sivi
gibi davranirken jel noktasinin altinda viskoelastik bir kati gibi davranir. Kritik
jellesme konsantrasyonu, verilen konsantrasyondaki jel-sol gecis sicakligi ve karsilik
gelen modiil hem etilen oksit/laktid oranina hem de kopolimerin molekiil agirligina
baghdir. Jellesmenin diisiik sicaklikta PEG bloklar1 arasindaki etkilesimlerden
kaynaklandigt ve sicakligin  ylikselmesiyle bu etkilesimlerin  bozuldugu
diisiiniilmektedir. Artan sicaklik ile PEG bloklarmin kiiclilmesi, jel sol gecis

sicakliklarinin degisimi ile uyumlu gériinmektedir [49].

Son zamanlarda PEG-PLLA diblok kopolimerlerinin termojellesme davranisi {izerine
zincir uzunlugun etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada daha uzun PLLA parcalarinin

diisiik polimer konsantrasyonunda termojellesme etkisi gosterdigi gézlemlenmistir.
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Tersine PEG bloklarinin uzunlugu arttik¢a daha yiiksek polimer konsantrasyonuna

ihtiyag duyulur [47, 50].
1.2. PLGA Homopolimerleri ve PLGA-PEG Kopolimerleri

PLGA genellikle laktid ve glikolid monomerlerinin halka ag¢ilma polimerizasyonu ile
sentezlenen bir kopolimeridir [51]. Bu kopolimerin hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilan katalizorler kalay(Il) 2-etilhekzanoat, kalay(II) alkoksit ve aliiminyum
izopropoksit’tir [52]. Polimerizasyon boyunca ardisik monomer birimleri ester baglari
ile baglanir ve boylece dogrusal, amorf, alifatik poliester {iriinii olan PLGA’y1 verir

(Sekil 1.3) [52, 53].
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Sekil 1.3. PLGA’in sentezi

Polimerizasyonda kullanilan laktidin glikolide oranina gore farkli formda PLGA’ler
elde edilebilir. (Ornegin; PLGA 75:25 %75 laktik asit ve %25 glikolik asitten olusan

bir kopolimeri tanimlar) [54].

PLGA polimeri laktik asit ve glikolik asite bozunur. Laktik asit trikarboksilik asit
dongiisiine girerek metabolize olup viicuttan CO2 ve H>O olarak elimine edilir.
Glikolik asit ise ya degismeden bobrekte atilir ya da trikarboksilik asit dongiisiine
girerek viicuttan CO2 ve H2O olarak elimine edilir (Sekil 1.4) [55].
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Sekil 1.4. PLGA’in hidrolizi




PLGA’in bozunma hiz1 biiyiik dl¢iide molekiiler agirlik, hidrofobisite, stereokimya
gibi faktorlere baghdir. Molekiiler agirliginin artisina bagli olarak bozunma hizinin
birka¢ haftadan aya degistigi gozlemlenmistir. Ayrica metil yan gruplarinin
mevcudiyetinden dolayr laktidce zengin PLGA kopolimerinin hidrofilikligi daha
diisiiktiir, suyu daha az absorplar ve daha yavas bozunur. D ve L laktik asit
monomerlerinin ~ karistmi ise  PLGA  kopolimerinin  sentezinde  siklikla
kullanilmaktadir. Ciinkii su amorf D, L bolgelerine daha hizli niifuz eder ve bu da
kopolimerin bozunmasini hizlandirir [54, 56]. Ayrica 50:50 oraninda laktik asit ve

glikolik asit iceren PLGA polimerinin yarilanma omrii digerlerinden kisadir. Bu

nedenle en hizli sekilde bozunur [57].

PLGA kopolimerlerinin camsi gecis sicakliginin (Tq) fizyolojik sicakligin (37°C)
tizerinde oldugu raporlanmistir. Bu nedenle dogada camsi halde bulunur ve oldukca
sert bir zincir yapist sergiler. Ayrica PLGA’nin Tg’si kopolimer kompozisyonundaki

laktid igeriginin azalmasi ve molekiiler agirligin azalmasi ile azalmaktadir [58, 59].

Ilag salim sistemleri tasarlanirken sol-jel gecis sicakliginin dikkatli bir sekilde kontrolii
onemlidir. Gegis sicakligi sistemin uygulanabilirligini, formiilasyon sicakligini ve
enjekte edilebilirligini belirler. PEG-PLGA-PEG triblok kopolimerlerinin sol-jel gegis
sicakligt PLGA uzunlugu, PEG uzunlugu, orta bloktaki DLLA’in GA’ya oran1 gibi
molekiiler parametrelerini degistirerek kontrol edilebilir. PEG-PLGA-PEG triblok
kopolimerinin PEG uzunlugu sabit tutularak, hidrofobik blok (PLGA) uzunlugu
arttirildiginda sol-jel gecis sicakligr ve kritik jel konsantrasyonu azalmistir. Bu veri
gecisin hidrofobik kuvvetler tarafindan saglandigini ortaya koymaktadir. Ayrica
hidrofobik blok uzunlugunun artisiyla jel-sol gecis sicakligi artmistir. PEG-PLGA-
PEG triblok kopolimerindeki PLGA uzunlugu sabit tutularak PEG uzunlugu 230 Da
arttirildiginda ise faz diyagrami yiiksek sicakliga kaymistir. Jel bolgesi neredeyse sabit
kalmistir. Bu da jelin giicliniin agirlikli olarak hidrofobik bloklar tarafindan
belirlendigini gostermektedir [60, 19].

PLGA-g-PEG kopolimer sulu ¢ozeltilerinin sol-jel gegisinin in vivo incelendigi bir
calismada bu ¢ozeltinin deri alti enjeksiyonu ile hidrojel deposu olusturulmustur.
Ilging bir sekilde, hidrofilik PEG omurgasina sahip olan PEG-g-PLGA jel depolar bir
hafta icerisinde absorplanirken, PLGA-g-PEG jel depolar1 2 aydan daha uzun bir siire



in vivo ortamda kalmistir. Aninda olusturulan jelin hizli absorpsiyonu, esnek PEG
omurgasinin ve PLGA'in kendine 6zgii kii¢iik parcaciklarinin jel deposundan kolayca
difiizlenmesinin neden oldugu nispeten zayif mekanik 6zelliginden kaynaklanabilir.
Bu nedenle jelin absorplanma siiresinin kontrolii polimer yapisini hidrofilik omurga-
hidrofobik graft’tan hidrofobik omurga-hidrofilik grafta donistiirme gibi basit
topolojik degisimlerle gerceklestirilebilir [61].

En popiiler biyobozunur termojellesen polimerler PLGA-PEG-PLGA triblok
kopolimerleridir [62]. Bu termojellesen sistemler lokal antikanser ilag tasiyicisi olarak
kullanilmistir [62-65]. Ornegin paklitaksel yiikli PLGA-PEG-PLGA hidrojelleri
(ReGel), ticari paklitaksel iirlinii taxol ile karsilastirildiginda meme tiimdriinde daha
yiiksek fayda saglamistir [62, 64]. Ayrica bu formiilasyonun klinik denemesi (oncogel)

kati timorlere karsi glivenilirligini ve etkinligini gostermistir [62, 66].
1.3. Asimetrik Alkil Siibstitiiye Glikolidler

PLA’nin polimer omurgasindaki fonksiyonel grup cesitliliginin eksikliginden
kaynaklanan dezavantajlarin1 iyilestirmek icin yan zincirlerine cesitli fonsiyonel
gruplar ilave edilir. Boylece bozunma hizi, hidrofilisitesi ve mekanik 6zellikleri daha
iyi kontrol edilebilir [67]. Bu amacla bir calismada cesitli asimetrik glikolid
monomerlerinin (monoalkil siibstitiiye laktid’lerin) sentezi ve halka agilma
polimerizasyonu gergeklestirilmistir. Bunun igin Oncelikle a-hidroksi asitin 2-
bromopropiyonil bromiir ile reaksiyonu ile ara {iriin ester olusturulmus, ardindan EtsN
ile bazik reaksiyon kosullar1 altinda halka kapatilmistir. Sonrasinda halka acilma
polimerizasyonu yontemi ile benzil alkol wvarhiginda cesitli katalizorler ile
polimerizasyonlar gergeklestirilmistir. Klasik kalay(Il) 2- etilhekzanoat [Sn(Oct),]
katalizorii bulk olarak veya toluen igerisinde 100°C’de sentezlenen polimerlerin
tahmin edilebilir molekiil agirligi ve dar bir dagilim goéstermesini saglamistir.
Polimerizasyon hiz1 biitil, hekzil, benzil, izopropil ve dimetil gruplar1 gibi alkil
stibstitlientlerinin sterik engeline karsilik gelmistir. 1 saatlik polimerizasyondan sonra
hekzil siibstitiiye laktid’le elde edilen verim %83 tiir. Alternatif bir katalizor olarak
DMAP’nin kullanimi ile miikemmel bir doniisim (%97) gergeklestirilmistir. Bu
katalizor kalay (IT) 2-etilhekzanoat ve kalay (II) triflorometan siilfonatla [Sn(OTf),]
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karsilastirildiginda daha fazla sterik engelli laktid’leri iyi bir molekiil agirhigi ve

polidispersite kontrolii ile polimerize etmekte daha etkilidir [26].

Sentezlenen ¢esitli asimetrik glikolid monomerleri Sekil 1.5°te gosterilmistir.

metil dimetil glikolid metil izopropil glikolid metil bitil glikolid

0 0 o]
o o TS
S S AL °%@
o o] o
metil hekzil glikolid metil benzil glikolid metil siklohekzil glikolid

Sekil 1.5. Cesitli asimetrik glikolid monomerleri

Siklohekzil siibstitiiye glikolidlerin camst gegis sicakliklarinin incelendigi bir
calismada Oncelikle asimetrik metil siklohekzil glikolid monomerini hazirlamak icin
2-siklohekzil-2-hidroksiasetik asit, 2-bromopropiyonil bromiir ile kondense edilmistir.
Sonrasinda halka kapanmasi1 w-bromo karboksilik asitin hafif baz ile muamelesi ile
saglanmistir. Bu yontem mindr bilesen olarak mezo diastereomerler ile rasemik
tirtinlerin olusumunu desteklemektedir. Calismada rac-metil siklohekzil glikolidin
polimerizasyon hizi rac-disiklohekzil glikolidin polimerizasyon hizindan 10 kat fazla
bulunmustur. Bu sonu¢ metil grubuna komsu karbonilde halka ac¢ilmasinin 6ncelikli
olduguna ve polimer omurgas1 boyunca siklohekzil ve metil gruplarinin degisen
dizilimini isaret etmektedir. Calismada poli (rac-laktid)’in Tg’si ise 55°C iken poli (
rac-metil siklohekzil glikolid)’in Tg’si 73°C olarak Slgiilmiistiir. Bu yiiksek Tg biiytlik
hacimli siklohekzil grubunun polimer omurgasinda sertlesme yaratmasindan

kaynaklanmaktadir [23].

pH=7,4’te, 37°C’de, fosfat tamponu igerisinde gerceklestirilen bir bozunma
caligmasinda asimetrik poli (mono hekzil siibstitiiye laktid)’in hekzil yan grubundan

dolay1 sterik engeli poli(laktid)’den daha fazla olmasina ragmen bozunma hizi
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poli(laktid)’den biraz daha yiiksek bulunmustur. Bunun sebebi ise fizyolojik sicaklikta
PLA sert ve camsi bir yap1 sergilerken (Tg ~40), hekzil siibstitiiye polimerlerinin
kauguksu ve viskoz bir yapida (Tg~-15) olmasidir. Bu ¢calismada kullanilan tetrasiklin
ilacinin poli (hekzil-stibstitiiye laktid) matriksinden PLA’ya gore daha hizli ve daha
yiiksek miktarda salindig1 gozlemlenmistir [68].

Lokal bolgelerdeki tiimorlerin tedavisinde kullanilan biyobozunur polimerlerin
bozunma yiizdeleri ve bozunma hizlar tedavinin etkinligini ve sistemin toksisitesini
etkileyen en 6nemli parametrelerdendir. Bu nedenle sentezledigimiz yeni 1s1ya hassas
asimetrik yeni poli (izobiitil metil glikolid)-PEG blok kopolimerlerinin amorf yapisi
geregi mevcut PLLA-PEG gibi yart kristalin malzemelerden daha hizli viicutta
metabolitlerine bozunup, daha kisa silirede viicuttan uzaklastirilarak minumum
toksisite yaratacagini diisiinmekteyiz. Ayrica bu polimerler essiz Ozellikleriyle
literatiirde sik¢a calisilan PLGA-PEG ve PLA-PEG blok kopolimerlerine iyi bir
alternatif olusturarak biyobozunur polimerler i¢in fiziksel 6zellikleri genis bir yelpaze

saglayacaktir.
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2. MALZEME VE YONTEM
2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

L-16sin (L-2-amino-4-metilpentanoik asit) (Sigma-Aldrich, %98), sodyum nitrit
(NaNO2) (Sigma-Aldrich) L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit sentezinde kullanildu.
Trietilamin (EtsN) (Sigma-Aldrich %99), 2-bromopropiyonil bromiir (Sigma-Aldrich,
%97), NaHCO0s (Sigma-Aldrich %99,7) izobiitil metil glikolid monomerinin sentezinde
kullanildi. Sodyum siilfat (Sigma-Aldrich), L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asitin ve
izobiitil metil glikolid monomerinin sentezi sirasinda saflastirma islemi basamaginda
kullanildi. Kalay(II) 2-etilhekzanoat (Sn(Oct).) (Aldrich, %95) katalizorii, MePEG-
2000 homopolimeri (Fluka) ve PEG-2000 homopolimeri (Sigma) diblok ve triblok
kopolimerlerin sentezinde kullanildi. Sodyum kloriir (NaCI) (Sigma-Aldrich),
potasyum kloriir (KCI) (Riedel-de Haen, %99,5), disodyum hidrojen ortofosfat
(Na2HPO4) (BDH Chemicals) ve potasyum dihidrojen ortofosfat (KH2PO.) (BDH
Chemicals) fosfat tampon ¢oOzeltisinin hazirlanmasinda kullanildi.  Ethidium
homodimer (6l hiicre boyasi) ve calcein-AM (canli hiicre boyasi) polimerlerin
hiicreler lizerindeki in vitro toksisitesini belirleyebilmek i¢in Live-dead analizinde

kullanilda.
2.2. Kullanilan Coziiciiler

Siilfiirik Asit (H2SO4) (Sigma-Aldrich, %95-97) ve hekzan (Sigma-Aldrich, %95) L-
2-hidroksi-4-metilpentanoik asit sentezinde kullanildi. Dietil eter (Sigma-Aldrich,
%99,5) L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asitin ve izobiitil metil glikolid monomerinin
sentezinde ve saflastirilmasinda kullanildi. N,N-dimetilformamid (DMF) (Sigma-
Aldrich, %99) izobiitil metil glikolid monomerinin sentezinde kullanildi. Toluen
(Sigma-Aldrich, %99,7) MePEG-2000 homopolimerini (Fluka) ve PEG-2000
homopolimerini kurutmak i¢in azeotropik destilasyonda kullanildi. THF (Sigma-
Aldrich, %99,9) GPC analizlerinde hareketli faz olarak ve numune hazirlamak i¢in

kullanildi.
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2.3. Kullanilan Cihazlar

2.3.1. Azaltilms toplam reflektans-fourier doniisiimlii kizilotesi

spektrofotometresi (ATR-FTIR)

ATR Bruker-Tensor 27 model spektrofotometre ile 4000-600 cm™ araliginda ve 4 cm™
¢oziinlirliigiinde 30 tarama yapilarak sentezlenen maddelerin ATR-FTIR analizleri

gerceklestirildi.
2.3.2. Niikleer manyetik rezonans spektrometresi (NMR)

Sentezlenen bilesiklerin yapisal tayini icin NMR analizlerinin bir kismi Giresun
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda Bruker Avance 111 400 MHz NMR
spektrometresi ile diger kism1 Yildiz Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesinde
Bruker Avance III 500 MHz spektrometresi ile alindi. Ayrica H-NMR ile

kopolimerlerin sayica ortalama molekiil agirliklar1 da belirlendi.
2.3.3. Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC)

Jel gecirgenlik kromatografisi cihazi (GPC) ile polimerlerin molekiil agirliklar1 ve
molekiil agirligr dagilimlari saptandi. Olgiimler bir pompa, bir refraktif indeks detektor
(VE 3580 RI Detector) ve 3 adet kolon igeren (iki adet kolon 300x8 mm Viscotec
LT4000L Mixed, Low Org ve bir 6n kolon 10x4,6 mm Viscotek TGuard, Org Guard
Col) kolon firim1 ile donatilmis Viscotek GPCmax Autosampler sistemli cihaz ile
35°C’de gergeklestirildi. 1 mL/dk akis hiz1 ile hareketli faz olarak THF (HPLC
saflikta) kullanildi. Numuneler 5 mg/ml konsantrasyonunda hazirlandi ve enjeksiyon
hacmi 100 pL’dir. Kalibrasyon egrisi 1,200-400 kDa araligindaki dokuz tane
polistiren standardi ile yapildi. Datalar OmniSEC 5,12 programi yardimiyla alindi.

2.3.4. Diferansiyel taramah kalorimetri (DSC)

Mettler Toledo DSC1 Star System cihazi kullanilarak diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC) analizleri gergeklestirildi. Analizler -60-140°C araliginda, 10°C/dk 1sitma ve
sogutma hizinda iki 1sitma basamakli olarak azot atmosferi altinda yapildi. Elde edilen

veriler Mettler Toledo cihazinda bulunan paket program yardimiyla hesaplandi.
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2.3.5. Termogravimetrik analiz (TGA)

TGA 1 STAR System cihazi kullanilarak termogravimetrik analizler gerceklestirildi.
Bunun i¢in numuneler 40°C/dk hizla oda sicakligindan 600°C’ye kadar 1sitildi. Deney

sirasinda sisteme 20 mL/dk hacimsel akis hizinda azot beslenmistir.
2.3.6. Inkiibator

VWR Incubator Microplate Shaker 37°C’de, 200 rpm karistirma hizi ile kopolimer

jellerinin biyobozunurluk testleri i¢in kullanildi.
2.3.7. Liyofilizator

Labconco FreeZone Plus Cascade Freeze Dry Systems 2,5 L cihazi biyobozunurluk
testi sonrasinda polimerlerin i¢inde kalan eser miktarda suyu uzaklastirmak igin

kullanildi.
2.3.8. CO2 inkiibator

N-Biotek inkiibatdr cihazi 37°C’de, %5 CO2 ortami ile biyouyumluluk ¢alismalarinda
kullanildi.

2.3.9. Mikroplaka okuyucu

FlexStation3 molecular devices cihazi 440 nm dalga boyu ile WST-1 testi sirasinda

kuyucuklardaki 6rneklerin absorbans degerlerini okumak i¢in kullanildi.
2.3.10. Optik mikroskop

Olympus optik mikroskop kullanilarak Live-dead analizleri sirasinda canli ve 6lii

hiicrelerin 20x’de goriintiileri alind1.
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2.4. Yontem

2.4.1. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit sentezi

o 0
H,SO
HOJW 2 4 _ HO/U\(/\(
NH2 NﬂNOz OH
L-2-Amino-4-metilpentanoik asit L-2-Hidroksi-4-metilpentanoik asit (1)
(L-Losin)

Sekil 2.1. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit sentezi

Oncelikle L-16sin (L-2-amino-4-metilpentanoik asit) (13,38 g, 0,1 mol) 2,5 M H2SO4
(80 mL, 0,2 mol) igerisinde ¢oziildii ve hazirlanan bu soliisyonun sicakligi 0°C’ye
diisiiriildii. Ardindan 80 ml deiyonize su i¢erisinde NaNOz (41,4 g, 0,6 mol) ¢ozeltisi
hazirland1 ve hazirlanan bu ¢ozelti sicaklik 0°C’de tutularak bir damlatma hunisi ile
karigmakta olan soliisyona damla damla eklendi. Ardindan reaksiyon 3 saat daha
0°C’de karistirildi. 3 saat sonra reaksiyon oda sicakligina getirilerek 24 saat daha
karistirildi. Reaksiyon karigimi dietil eter (3x80 ml) ile ekstrakte edildi ve organik
fazlar birlestirilerek susuz sodyum siilfat ile kurutuldu. Kurutulan faz filtre edildi ve
dietil eter evaporatdorde vakum altinda uguruldu. Elde edilen viskoz kalinti eterle
¢Oziildli, hekzan ile ¢oktiiriilerek kristallendirildi ve bir siire -20°C’de bekletildi.
Sonug olarak L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (1) beyaz kristalleri %52 verim ile
elde edildi (Sekil 2.1) [69].

ATR-FTIR (vmadcmL): 3420 (OH), 2955, 2934, 2905, 2878 (CH), 1701 (C=0).

IH-NMR (CDCls) &: 0,92-1,08 (d, 6H, CHs, CHs); 1,58-1,72 (t, 2H, CH,): 1,82-2,02
(m,1H, CH): 4,26-4,38 (t, 1H, CH); 6,4-8,2 (b, 2H, OH, OH). *C-NMR (CDCls) 5:
21,4; 23,15; 24,44; 43,11: 68,97; 179,98.
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2.4.2. 3-izobiitil-6-metil-1,4-diokzan-2,5-dion (izobiitil metil glikolid) sentezi

o 0
HO W \Hﬁi FL0 Hojk(\r
i
OH Br Et;N ET?\H/O
Br

L-2-Hidroksi-4- 2-bromopropionil bromir ©
metilpentanoik asit prop 2-({2-bromopropanoiljoksi)-4-

(1) metilpentanoik asit {2)

NaHCOy | DMF

J-tzobitil-6-metil-1,4-diokzan-
2. 5-dion (3)

Sekil 2.2. 3-izobiitil-6-metil-1,4-diokzan-2,5-dion (izobiitil metil glikolid) sentezi

Asimetrik izobiitil metil glikolid monomerinin (3) sentezi iki asamada gerceklestirildi.
[lk asamada a-bromo alkil bromiiriin a-hidroksi asitle kondenzasyon tepkimesiyle
Et2O ve EtsN varliginda ara iirlin esteri (2) olusturuldu [70]. Ardindan DMF ve
NaHCOs varliginda halka kapatilarak bir asimetrik alkil substitiiye glikolid olan
izobiitil metil glikolid monomeri (3) sentezlendi (Sekil 2.2) [70].

Sentez reaksiyonlarini ayrintili bir sekilde agiklarsak;

Calismanin ilk kisminda L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (2,5 g, 18,91 mmol) oda
sicakliginda 150 ml dietil eterle ¢oziildii. Tuz/buz banyosuna konuldu ve argon gazi
altinda 0°C’de ¢ozeltiye 2-bromopropiyonil bromiir (2,6 ml, 24,15 mmol) eklendi. 24
ml dietil eterde ¢6ziinmiis olan 4,4 ml trietil amin (EtsN) ¢ozeltiye 1 saatin lizerinde
damla damla eklendi. Ekleme islemi bittikten sonra reaksiyon 0°C’de yarim saat daha
karigmaya devam etti. Sonrasinda elde edilen beyaz renkli kalint1 15 ml, 15 ml, 10 ml
deiyonize su ile 3 kez yikanip Na>SOy4 ile kurutuldu. Kurutulan faz filtre edildi ve eter

evaporatorde vakum altinda uguruldu. Sonug¢ olarak acgik sar1 renkli 2-((2-
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bromopropanoil) oksi)-4-metilpentanoik asit (2) viskoz s1vis1 %95 verim ile elde edildi
(Sekil 2.2) [70].

ATR-FTIR (vmax/cm'y): 2960, 2871 (CH), 1722 (C=0).

IH-NMR (CDCls) &: 0,91-0,98 (d, 3H, CH3); 0,98-1,04 (d, 3H, CHa); 1,67-1,79 (m,
1H, CH); 1,8-1,96 (m, 5H, CHs, CH2); 4,37-4,52 (m, 1H, CH); 5,06-5,18 (m, 1H, CH);
8,7-9,7 (b, 1H, OH). 3.C-NMR (CDCls) 5: (21,31-21,42); (21,45-21,67); (22,98-23);
(24,59-24,66); (39,04-39,39); (39,48-39,53); (71,62-71,65); (169,67-169,98); (175,84-
175,97-176,12).

Calismanin ikinci kisminda 140 ml DMF igerisinde NaHCOs3 (2,54 g, 30,25 mmol)
stispansiyonu hazirlandi. Daha sonra hazirlanan bu siispansiyon 40°C’de siddetli bir
sekilde karistirtlirtken 20 ml DMF igerisindeki 2-((2-bromopropanoil) oksi)-4-
metilpentanoik asit (4,78 g, 17,89 mmol) ¢ozeltisi slispansiyona 4 saat boyunca damla
damla eklendi. Ekleme bittikten sonra reaksiyon 3 saat daha 40°C’de karistirild1 ve
ardindan DMF diisiik basing altinda evaporatorde ucuruldu. Sari-beyaz kat1 bir iiriin
olustu. Olusan bu iirlin 3x40 ml dietil eterle yikanarak organik faza alindi ve bu faz
ayirma hunisine eklendi. Organik fazda 15 ml,15 ml,10 ml deiyonize su ile 3 kez
yikanip NazSOyg ile kurutuldu. Kurutulan faz filtre edildi ve eter evaporatdrde vakum
altinda uguruldu. Sonug olarak %77 verim ile beyaz renkli kat1 bir {iriin elde edildi.
Elde edilen bu iriin sicak-soguk kristallendirme yontemi ile dietil eterle
kristallendirildi ve kristaller hekzanla yikandi. Sonug olarak %50 verim ile izobiitil
metil glikolid monomeri (3) elde edildi (Sekil 2.2) [70].

ATR-FTIR (vmad/cmy): 2961, 2880 (CH), 1749 (C=0).

IH-NMR (CDCls) &: 0,88-1,06 (m, 6H, CHs, CH3); 1,64-1,7 (d, 3H, CHa); 1,8-2,04
(m, 3H, CH, CH>); 4,89-4,97 (dd, 1H, CH): 5,02-5,09 (g, 1H, CH). 3C-NMR (CDCl5)
8 (15,84-17,37); (21,31-21,51); (22,7-23); (23,86-24,22); (38,69-40,45); (72,25-
72,37); (74,33-75,61); 166,24; (167,32-167,51).
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2.4.3. PIBMG-MePEG diblok kopolimer sentezi
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Palifetilen plikol) metil eter lzabiitil metil glikalid PIBMG-MePEG diblok kopolimeri
MePEG (BMG) () (A-B tipi) (4, 5. 6, 7. §)

Sekil 2.3. PIBMG-MePEG diblok kopolimer sentezi

Cesitli  molekiil  agirliklarindaki ~ PIBMG-MePEG  diblok  kopolimerleri
sentezlenmeden 6nce, MePEG-2000 homopolimeri 160°C’de, toluen’de azeotropik

destilasyonla kurutuldu.

PIBMG-MePEG 6 sentezlenirken 6ncelikle 21,32 mg Sn(Oct)2 (0,05 mmol) deney
tiipiiniin ¢eperlerine bulastirmadan dikkatli bir sekilde tiipe eklendi. Ardindan 240 mg
MePEG (0,12 mmol) ve 558,63 mg izobiitil metil glikolid (3 mmol) tiipe eklendi.
Reaksiyon argon gazi altinda 120°C’de 3 saat siireyle karistirilarak gergeklestirildi.
Krem rengi diblok kopolimer elde edildi (Sekil 2.3).

PIBMG-MePEG 4, 5, 7, 8’de aym1 yontemle sentezlendi. Deneysel kosullar Tablo
2.1°de gosterildi.

ATR-FTIR (vmax/cm'y): 2958, 2821 (CH); 1755 (C=0).

IH-NMR (CDCls) 8: 0,93-0,95 (d, 3H, CHa); 0,96-0,98 (d, 3H, CHa); 1,57-1,59 (d,
3H, CHs); 1,78-1,87 (m, 3H, CH, CH>); 3,65 (s, 2H, CH2); 5,10-5,13 (dist. dd, 1H,CH);
5,15-5,17 (dist. g, 1H, CH). 3C-NMR (CDCls) §: 16,69; 21,36; 23,00; 24,55; 39,27;
68,98; 70,57; 71,41; (169,47-169,56); (169,77-169,87).

Tablo 2.1. PIBMG-MePEG sentezi i¢in deneysel kosullar

No MePEG-2000 IBMG Sn(Oct)2 Siire Sicakhik
(mmol) (mmol) (mmol) (saat) ©O)
4 0,12 1 0,05 3 120
5 0,12 2 0,05 3 120
6 0,12 3 0,05 3 120
7 0,12 4 0,05 3 120
8 0,12 8 0,05 3 120
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2.4.4. PIBMG-PEG-PIBMG triblok kopolimer sentezi
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Poli(ctilen glikol) 1zobiitil metil glikolid

PEG (IBMG) (3) PIBMG-PEG-PIBMG triblok kopolimeri
(A-B-A tipi) (9, 10, 11, 12)

Sekil 2.4. PIBMG-PEG-PIBMG triblok kopolimer sentezi

PIBMG-PEG-PIBMG 11 sentezlenirken oncelikle 21,32 mg Sn(Oct)2 (0,05 mmol)
deney tiipiiniin ¢eperlerine bulastirmadan dikkatli bir sekilde tiipe eklendi. Ardindan
240 mg PEG (0,12 mmol) ve 558,63 mg izobiitil metil glikolid (3 mmol) tiipe eklendi.
Reaksiyon argon gazi altinda 120°C’de 3 saat siireyle karistirilarak gergeklestirildi.
Krem rengi jelimsi triblok kopolimer elde edildi (Sekil 2.4).

PIBMG-PEG-PIBMG 9, 10, 12°’de ayn1 yontemle sentezlendi. Deneysel kosullar
Tablo 2.2°de gosterildi.

ATR-FTIR (vmax/cm™): 2958, 2821 (CH); 1752 (C=0).

IH-NMR (CDCls) 8: 0,93-0,95 (d, 3H, CHa); 0,96-0,98 (d, 3H, CHa); 1,57-1,59 (d,
3H, CHa); 1,78-1,87 (m, 3H, CH, CH2); 3,65 (s, 2H, CHy); 5,10-5,13 (dist. dd, 1H,CH);
5,15-5,17 (dist.g, 1H, CH). 3C-NMR (CDCls) 5: 16,69; 21,37; 23,00; 24,55; 39,28;
68,98; 70,56; 71,41; (169,47-169,56); (169,77-169,87).

Tablo 2.2. PIBMG-PEG-PIBMG sentezi i¢in deneysel kosullar

No PEG-2000 IBMG Sn(Oct)2 Siire Sicaklik
(mmol) (mmol) (mmol) (saat) °O)
9 0,12 1 0,05 3 120
10 0,12 2 0,05 3 120
11 0,12 3 0,05 3 120
12 0,12 4 0,05 3 120

2.4.5. Kopolimerlerin isiya hassashk 6zelliklerinin incelenmesi

Her bir bilesenin uzunlugu 6zenle ayarlanmis ¢esitli konsantrasyonlardaki diblok 4, 5
ve triblok 9 kopolimerlerinin 1siya hassaslik ozellikleri uygun jel-sol geg¢is
sicakliklarinin belirlenmesi ile incelendi. Bunun i¢in kopolimerler oda kosullarinda

belirli hacimlerde deiyonize su ile vorteks kullanarak Karistirildi ve ¢esitli
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konsantrasyonlarda siispansiyonlar hazirlandi (Tablo 2.3). Ardindan bu
siispansiyonlardan homojen karisim gdsterenler +4°C’de yarim saat bekletildikten
sonra uygun jel-sol gegis sicakliklari 1s1 kontrollii su banyosunda 4-48°C araliginda
ikiser derece arttirilarak ve her bir sicaklik noktasinda 2 dakika bekletilerek

kopolimerin bulundugu vialin ters ¢evrilmesiyle belirlendi.

Tablo 2.3. Jel-sol gecis sicakligmin belirlenmesi igin test edilen kopolimer
konsantrasyonlari

No Kopolimer % Konsantrasyon (mg/puL)
4 Diblok 31,315,325, 33

5 30,5, 31,315, 32

9 Triblok 38, 39, 40, 41

Sonug olarak enjeksiyon icin gerekli olan sicaklikta (40-41°C) sol (akiskan) formunda
olan, viicuda enjekte edildiginde ise fizyolojik kosullar altinda (37°C) hizla hedef
dokuda jel olusturabilen uygun molekiil agirligi ve konsantrasyondaki kopolimerler

belirlendi.

2.4.6. Fosfat tampon ¢ozeltisinin (PBS) hazirlanmasi

2 g NaCl, 0,05 g KClI, 0,36 g Na;HPO4 ve 0,06 g KH2PO4s 200 ml deiyonize su
igerisinde ¢Oziildii ve homojen bir karisim elde edene kadar karistirildi. Cozeltinin
pH’1 pHmetre 1le 7,4 olarak okundu. Bu nedenle seyreltik HCI ¢6zeltisi ile pH ayari

yapilmasina gerek duyulmadi. Ardindan son hacim 250 mL’ye tamamland.
2.4.7. Biyobozunurluk

Oncelikle 250 pL toplam hacimle %31,5 konsantrasyonunda diblok (5) ve %26
konsantrasyonunda triblok (10) kopolimerleri viallerin igerisine tartildi. Ardindan
tizerlerine pH'1 7,4 olan fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) eklenerek son hacim 250 pL'ye
tamamlandi. Ayrica %31,5 konsantrasyonundaki diblok (5) kopolimeri iizerine
deiyonize su eklenerek de son hacim 250 pL'ye tamamlandi. Her bir numune homojen
bir jel elde edene kadar vortekslenerek iizerlerine 1’er ml fosfat tampon ¢ozeltisi jeli
kaldirmadan yavas yavas eklendi. Deiyonize su ile hazirlanan %31,5
konsantrasyonundaki diblok (5) kopolimeri iizerine ise 1 ml deiyonize su jeli
kaldirmadan yavas yavas eklendi. Vialler inkiibator igerisine 37°C’de 200 rpm

karistirma hizi ile yerlestirildi. Her 5, 6 giinde bir numunelerin tizerlerindeki PBS bir
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mikropipet yardimiyla tazelendi. 10. giiniin sonunda deiyonize su ile hazirlanan %31,5
konsantrasyonundaki diblok (5) kopolimerinin bulundugu vialler inkibatorden
cikarildi ve ardindan -20°C’de buzdolabinda dondurularak polimerin igerisinde su
liyafilizator yardimiyla uzaklastirildi. Molekiil agirliklarindaki  kayip GPC
kullanilarak belirlendi. 20. giiniin ve 30. gilinlin sonunda ise diger vialler inkibatorden
cikarilarak tizerlerindeki PBS alindi. Ortamdaki tuzlardan tamamen kurtulmak igin
deiyonize su ile 4 kez yikandi. Ardindan -20°C’de buzdolabinda donduruldu ve
polimerlerin igerisinde kalan eser miktardaki su liyofilizator yardimi ile uzaklastirildi.

Yine molekiil agirliklarindaki kayip GPC kullanilarak belirlendi.
2.4.8. Biyouyumluluk

Cesitli konsantrasyonlardaki diblok (5) ve triblok (9) kopolimerlerinin in vitro
biyouyumlulugu L-929 fare fibroblast hiicre hatt1 ve insan dermal fibroblast hiicreleri
tizerinde test edildi. Bunun i¢in dncelikle hiicre kiiltiirii ¢alismalart yapildi ve ardindan
hiicre ¢ogalmasini ve polimerlerin potansiyel sitotoksitesini degerlendirebilmek igin

cesitli testler uygulandi.
2.4.8.1. Hiicre Kiiltiirii

Polimerlerin biyoyumlulugu L-929 hiicreleri ve dermal fibroblast hiicreleri tizerinde
degerlendirildi. L-929 hiicreleri 37°C’de %5 CO2’li ortamda DMEM (yiiksek glikoz)
+ %10 FBS + %]l Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin B ¢ogalma besiyeri ile
kiiltirlendi. Dermal fibroblast hiicreleri ise DMEM/F12 + %10 FBS + %l
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin B + bFGF (1 ng/mL) ¢ogalma besiyeri ile yine
37°C’de %5 CO’li ortamda kiiltiirlendi.

2.4.8.2. Biyouyumluluk degerlendirmeleri

Biitiin ¢aligmalar 96 kuyucuklu doku kiiltiirii polistiren plakalarda gerceklestirildi.
Kiiltiirlenmis olan 1-929 hiicrelerinin sayim1 (1,4 X 10° hiicre) yapildiktan sonra
plakaya ekilerek (her bir kuyucuk igin 2 x 10* hiicre, 200 pL) yiizeye tutunmalar1 ve
uzanmalar i¢in inkibatdr igerisinde 24 saat, 37°C’de %5 CO2’li ortamda tutuldu. Ayn
sekilde kiiltiirlenmis olan dermal fibroblast hiicrelerinin de sayimi (3,45 x10° hiicre)

yapildiktan sonra 96 kuyucuklu baska bir plakaya ekilerek (her bir kuyucuk i¢in 7500
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hiicre, 200 puL) yiizeye tutunmalari ve uzanmalari i¢in yine inkibatdr igerisinde 24 saat,
37°C’de %5 CO2’li ortamda tutuldu. 24 saat sonra seri seyreltme yontemi ile gesitli
konsantrasyonlarda (3 mg/mL, 2,5 mg/mL, 2,0 mg/mL, 1,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 0,8
mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL) diblok (5) ve triblok (9)
kopolimer ¢ozeltileri hazirlanarak hiicrelerin tizerindeki tiim besiyer hizli bir sekilde
atilip kuyucuklara ekildi ve 48 saat boyunca inkibator igerisinde %5 CO2’li ortamda
37°C’de tutuldu. Kontrol grubu (TCP) olarak kullanilabilmesi i¢in kuyucuklarin

bazilarindaki hiicrelerin tizerine sadece taze besiyeri eklendi.
2.4.8.3. Sitotoksisite testleri

Polimerlerin hiicreler tizerindeki in vitro toksisitesi WST-1 ¢ogalma ve sitotoksisite

testi ve Live-dead analizi ile degerlendirilmistir.
2.4.8.4. WST-1 testi

Oncelikle karanlikta %10 FBS ve %1 Pen/Strep iceren fenol red’siz L-DMEM besiyeri
ile %5’lik WST-1 soliisyonu hazirlandi. Ardindan bu soliisyon gesitli
konsantrasyonlarda hazirlanan diblok (5) ve triblok (9) kopolimer ¢ozeltileri ile 48 saat
boyunca inkiibe edilmis olan L-929 hiicreleri tizerine her bir kuyucukta 200 pL olacak
sekilde eklendi. Her bir 6rnekten 5’er tane g¢alisildi. Isik almamasi i¢in aliiminyum
folyo ile kapatilan plaka 37°C’de, %5 CO’li inkiibatorde 1 saat bekletildi. Ardindan
mikroplaka okuyucu (FlexStation3, Molecular Devices) kullanilarak 440 nm dalga

boyunda absorbans degerleri okundu.

Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan diblok (5) ve triblok (9) kopolimer ¢6zeltilerinin
dermal fibroblast hiicreleri tizerindeki toksisitelerini belirleyebilmek i¢in yine 48 saat
sonra hazirlanan WST-1 soliisyonundan her bir kuyucuga 200 pL konuldu. Her bir
ornekten 4’er tane c¢aligildi. Isik almamasi igin aliiminyum folyo ile kapatilan plakalar
37°C’de, %5 CO2’li inkiibatdrde 1 saat bekletildi. Ardindan mikroplaka okuyucu
(FlexStation3, Molecular Devices) kullanilarak 440 nm dalga boyunda absorbans

degerleri okundu.
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2.4.8.5. Live-dead analizi

Bu analizde floresans 6zellikteki ethidium homodimer (6l hiicre boyas1) ve calcein-
AM (canli hiicre boyasi) kullanilarak canli hiicreler yesile, 6lii hiicreler ise kirmiziya
boyanmistir. Bunun i¢in dncelikle 14 ml’lik bir tiip aliiminyum folyo ile sarildi. Bu
tiipe 2,5 mL fenol red’siz LDMEM besiyeri, 5 pL ethidium homodimer ve 1,25 pL

calcein-AM konularak bir karisim hazirlandi.

Calcein-AM boyasit FBS’den etkilendigi i¢in yikama yapildi. Bunun i¢in analiz igin
ayrilan kuyucuklardaki (her bir plaka i¢in 22 kuyucuk) eski besiyer atilarak her bir
kuyucuga 100 pL fenol red’siz L-DMEM besiyeri konuldu. Sonra bu 100 puL atilarak
boyalarin bulundugu karisimdan 100 pL eklendi. Ardindan aliiminyum folyo ile
kuyucuklar ortiilerek yarim saat oda kosullarinda bekletildi. Net goriintii alabilmek
icin yarim saat sonra tekrar yikama yapildi. Bunun i¢in kuyucuklara tekrardan fenol
red’siz L-DMEM besiyeri konuldu. Ardindan floresan atagmanli mikroskopta 20x
biiylitme saglayan objektif kullanilarak goriintiileri alindu.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. L-2-Hidroksi-4-Metilpentanoik Asit (1)

HO
OH

1
Sekil 3.1. 1 bilesigi

L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit sentezi L-2-amino-4-metilpentanoik asit (L-Losin)
baslangic maddesi kullanilarak NaNO; ve H2SO4 varliginda 0°C’de gergeklestirildi
(Sekil 3.1). 1 bilesiginin karakterizasyonu spektroskopik ATR-FTIR, 'H-NMR ve 3C-

NMR teknikleri kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler ve degerlendirmeleri asagida
verilmektedir.
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Sekil 3.2. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asitin ATR-FTIR spektrumu
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1 bilesiginin ATR-FTIR spektrumu (Sekil 3.2) incelendiginde 1701 cm™’de gozlenen
keskin  pik  karboksilik asit grubunun karbonil (C=0) gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. 2955 cmt, 2934 cm®, 2905 cm?, 2878 cm! ‘de gobzlenen pikler
C-H gerilmelerinden kaynaklanmaktadir. 3420 cm™’de gozlenen pik ise hidroksil
(OH) grubuna aittir ve baslangi¢ maddesinde (L-Lo6sin) gériinmemektedir. (Baslangig
maddesi L-Losinin ATR-FTIR spektrumu EK-A’da verilmistir.) Bu da L-2-hidroksi-

4-metilpentanoik asitin sentezinin basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.
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fe d <
- b AJJL_ |
I 1 1 1 l | hd L | 1 hd 1 1
10 9 8 7 6 5 4 2 1 0
ppm

Sekil 3.3. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asitin *H-NMR spektrumu

1 bilesiginin *H-NMR spektrumu (Sekil 3.3) literatiirdeki degerlendirmeler [69] ve
teorik hesaplamalar dikkate alinarak yorumlanmistir. A ile gosterilmis 2 tane CHgs
protonuna ait alt1 protonluk ikili bir pik 0,92-1,08 ppm’de gelmistir. B ile gosterilmis
CH> protonuna ait ii¢lii bir pik 1,58-1,72 ppm’de gelmistir. C ile gosterilmis CH
protonuna ait c¢oklu bir pik 1,82-2,02 ppm’de gelmistir. D ile gdsterilmis CH
protonununa ait ti¢lii bir pik 4,26-4,38 ppm’de gelmistir. E ve F ile gosterilmis OH
protonlarina ait yayvan pik ise 6,4-8,2 ppm arasinda gelmistir. Ayrica piklerin altinda

kalan alanlarinda proton sayilari ile dogru orantili oldugu goriildii.
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Sekil 3.4. L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asitin 3C-NMR spektrumu

1 bilesiginin *C-NMR spektrumu (Sekil 3.4) literatiirdeki bilgiler [69] ve teorik
hesaplamalar dikkate alinarak yorumlanmistir. A kodlu karbona ait pik 21,4 ppm’de,
b kodlu karbona ait pik 23,15 ppm’de, ¢ kodlu karbona ait pik 24,44 ppm’de, d kodlu
karbona ait pik 43,11 ppm’de, e kodlu karbona ait pik 68,97 ppm’de ve f kodlu karbona
ait pik 179,98 ppm’de gelmistir. Elde edilen verilerin literatiirdeki degerlerle uyumlu
oldugu gozlemlenmistir [69].

3.2. 3-izobiitil-6-Metil-1,4-Diokzan-2,5-Dion (3) (izobiitil Metil Glikolid)

Monomerinin Sentez ve Karakterizasyonu

o

o
3

Sekil 3.5. 3 bilesigi
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Asimetrik izobiitil metil glikolid monomerinin (Sekil 3.5) sentezi iki asamada

gerceklestirildi.

Ik asamada a-bromo alkil bromiiriin (2-bromopropionil bromiir) a-hidroksi asitle (L-
2-hidroksi-4-metilpentanoik asit) kondenzasyon tepkimesiyle Et2O ve EtsN varliginda
bir ara iriin esteri olan 2-((2-bromopropanoil) oksi)-4-metilpentanoik asit (2) elde
edildi [70].

2 bilesiginin karakterizasyonu spektroskopik ATR-FTIR, 'H-NMR ve ¥C-NMR
teknikleri kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler ve degerlendirmeleri asagida

verilmektedir.
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Sekil 3.6. 2-((2-bromopropanoil) oksi)-4-metilpentanoik asitin ATR-
FTIR spektrumu

2 bilesiginin ATR-FTIR spektrumu incelendiginde (Sekil 3.6) 1722 cm™’de gdzlenen
keskin pik karbonil (C=0) gerilmesine aittir. 2960 cm™ ve 2871 cm™’de gozlenen
pikler C-H gerilmelerine aittir. Ayrica L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (1)
baslangi¢ maddesindeki karboksilik asit grubunun karbonil gerilmesi 1701 cm™’de
goriilmiistii. Fakat 2 bilesiginin karbonil gerilmesi ise 1722 cm™’e kaymistir. Bu da

reaksiyonunun basaril bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.
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Sekil 3.7. 2-((2-bromopropanoil) oksi)-4-metilpentanoik asitin *H-NMR spektrumu

2 bilesiginin 'H-NMR spektrumu (Sekil 3.7) teorik hesaplamalar dikkate alinarak
yorumlanmugtir. A ile gosterilmis CHz protonuna ait ikili bir pik 0,91-0,98 ppm’de
gelmistir. B ile gosterilmis CH3 protonuna ait ikili bir pik 0,98-1,04 ppm’de gelmistir.
C ile gosterilmis CH protonuna ait ¢oklu bir pik 1,67-1,79 ppm’de gelmistir. D ve E
gosterilmis CH3 ve CH> protonlarina ait bes protonluk ¢oklu bir pik 1,8-1,96 ppm’de
gelmistir. F ile gosterilmis CH protonuna ait iki ayr1 i¢ ice ge¢mis dortlii bir pik 4,37-
4,52 ppm’de gelmistir. G ile gosterilmis CH protonuna ait iki ayr1 i¢ ige gegmis ikilinin
ikilisi (doublet of doublet) bir pik 5,06-5,18 ppm’de gelmistir. F ve G ile gosterilmis
piklerde diasteromer karigiminin  varligi  goriildi. Ayrica L-2-hidroksi-4-
metilpentanoik asit (1) baslangic maddesindeki 4,26-4,38 ppm’de gelen CH protonuna
ait pikin, 2 bilesiginde 5,06-5,18 ppm’e kaymasi sentezin basarili bir sekilde
gerceklestigini gostermektedir. Bununla birlikte L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit
(1) baslangic maddesindeki yayvan OH piki iki protona denk gelirken, 2 bilesiginde
yayvan OH pikine ait alan bir proton olarak gelmistir. Bu da halkanin bir tarafinin
kapandigimi gostermektedir. Ayrica piklerin altinda kalan alanlarin da tiim proton

sayilari ile orantili oldugu goriildii.
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Sekil 3.8. 2-((2-bromopropanoil) oksi)-4-metilpentanoik asitin **C-NMR spektrumu

2 bilesiginin C-NMR spekturumu (Sekil 3.8) teorik hesaplamalar dikkate alarak
yorumlandi. A kodlu karbona ait pik 21,31 ve 21,42 ppm’de, b kodlu karbona ait pik
21,45 ve 21,67 ppm’de, ¢ kodlu karbona ait pik 22,98 ve 23 ppm’de, d kodlu karbona
ait pik 24,59 ve 24,66 ppm’de, e kodlu karbona ait pik 39,04 ve 39,39 ppm’de ve f
kodlu karbona ait pik 39,48 ve 39,53 ppm’de, g kodlu karbona ait pik 71,62 ve 71,65
ppm’de, h kodlu karbona ait pik 169,67 ve 169,98 ppm’de ve i kodlu karbona ait pik
175,84 ,175,97 ve 176,12 ppm’de gelmistir. Her bir karbon atomu i¢in bulunan 2 farkli
deger ile sentezlenen bilesigin rasemik karisim halinde oldugu anlasilmaktadir. Ayrica
L-2-hidroksi-4-metilpentanoik asit (1) baslangi¢c maddesinde karbonil karbonuna ait
tek bir kimyasal kayma degeri gézlemlenirken, 2 bilesiginde ise karbonil karbonununa
ait iki farkli kimyasal kayma degerinin gézlemlenmesi ve baslangic maddesinde (1)
68,97 ppm’de gelen pikin 2 bilesiginde halkanin bir tarafinin kapanmasi ile 71,62-
71,65 ppm’e kaymasi reaksiyonun basarili bir sekilde gergeklestirildigini

gostermektedir.
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Calismanin ikinci asamasinda 2-((2-bromopropanoil) oksi)-4-metilpentanoik asit
baslangi¢c maddesi ile DMF ve NaHCO3 varliginda halka kapatilarak bir asimetrik alkil

substitiiye glikolid olan izobiitil metil glikolid monomeri (3) sentezlendi (Sekil 3.5)
[70].

Sentezlenen 3 bilesiginin karakterizasyonu spektroskopik ATR-FTIR, 'H-NMR ve
13C-NMR teknikleri kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler ve degerlendirmeleri

asagida verilmektedir.
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Sekil 3.9. izobiitil metil glikolid monomerinin ATR-FTIR spektrumu

3 bilesiginin ATR-FTIR spektrumu (Sekil 3.9) incelendiginde 1749 cm™’de
gozlemlenen keskin pik ester grubundaki karbonil (C=0O) gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. 2961 cm™ ve 2880 cm™’de gdzlemlenen pikler C-H gerilmelerine
aittir. Ayrica 2-((2-bromopropanoil) oksi)-4-metilpentanoik asit (2) baslangig
maddesindeki karboksilik asit grubunun karbonil gerilmesi 1722 cm™’de gériilmiistii.
Fakat 3 bilesiginin karbonil gerilmesi ise halkanin kapanmasi ile olusan ester grubu
sayesinde 1749 cm¥’e kaymistir. Bu da reaksiyonunun basarili bir sekilde

gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 3.10. Izobiitil metil glikolid monomerinin *H-NMR spektrumu

3 bilesiginin 'H-NMR spektrumu (Sekil 3.10) teorik hesaplamalar dikkate alinarak
yorumlanmustir. A ile gosterilmis CHs protonlarina ait ¢oklu pik 0,88-1,06 ppm’de
gelmistir. B ile gosterilmis CHs protonuna ait ikili bir pik 1,64-1,7 ppm’de gelmistir.
C ve D ile gosterilmis CH ve CH2 protonlarina ait ii¢ protonluk ¢oklu bir pik 1,8-2,04
ppm’de gelmistir. E ile gosterilmis CH protonuna ait ikilinin ikilisi (doublet of
doublet) bir pik 4,89-4,97 ppm’de gelmistir. F ile gosterilmis CH protonuna ait dortlii
bir pik 5,02-5,09 ppm’de gelmistir. Ayrica 2-((2-bromopropanoil) oksi)-4-
metilpentanoik asit (2) baslangic maddesindeki CH protonununa ait 4,37-4,52 ppm
arasinda gelen pikin 5,02-5,09 ppm’de gelmesi halkanin kapanarak sentezin basarili
bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir. Ayrica piklerin altinda kalan alanlarinda

proton sayilari ile orantili oldugu goriildii.
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Sekil 3.11. izobiitil metil glikolid monomerinin **C-NMR spektrumu

3 bilesiginin 3C-NMR spekturumu (Sekil 3.11) teorik hesaplamalar dikkate alinarak
yorumlandi. A kodlu karbona ait pik 15,84 ve 17,37 ppm’de, b kodlu karbona ait pik
21,31 ve 21,51 ppm’de, ¢ kodlu karbona ait pik 22,7 ve 23 ppm’de, d kodlu karbona
ait pik 23,86 ve 24,22 ppm’de, e kodlu karbona ait pik 38,69 ve 40,45 ppm’de, f kodlu
karbona ait pik 72,25 ve 72,37 ppm’de, g kodlu karbona ait pik 74,33 ve 75,61 ppm’de,
h kodlu karbona ait pik 166,24 ppm’de ve i kodlu karbona ait pik 167,32 ve 167,51
ppm’de gelmistir. Her bir karbon atomu i¢in bulunan 2 farkli deger ile sentezlenen
bilesigin rasemik karigim halinde oldugu anlasilmaktadir. Ayrica 2-((2-
bromopropanoil) oksi)-4-metilpentanoik asit (2) baslangi¢c maddesinde “39,48-39,53”
ve “175,84-175,97-176,12” ppm’de gelen pikler 3 bilesiginde sirasiyla “74,33-75,61”
ve “167,32-167,51” ppm’e kaymistir. Bu da halkanin kapandigimi gostermektedir.
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3.3. Yeni PIBMG-MePEG (6) Diblok Kopolimerlerinin Sentez ve

0
f \ [ o \ H
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6

Sekil 3.12. 6 bilesigi

Karakterizasyonlari

PIBMG-MePEG diblok kopolimerinin sentezi Sn(Oct), katalizorii varliginda,
120°C’de, argon gaz1 altinda poli(etilen glikol) metil eter (MePEQ) ile izobiitil metil
glikolid (IBMG) monomerinin reaksiyona girmesiyle halka ac¢ilmasi polimerlesmesi
yontemi ile gergeklestirilmistir (Sekil 3.12). Kopolimer sentezinde 2000 g/mol
molekiil agirhgindaki MePEG homopolimeri kobaslatict olarak kullanilmistir. Clinkii
sulu fazdaki genis hidrodinamik c¢apindan dolayr 10.000 molekiil agirliginin

tizerindeki PEG’lerin insan bobregi membranindan filtrasyonu uygun degildir [18].

Katalizor olarak kalay oktoat’in tercih edilmesinin ise gesitli sebepleri vardir. Bu
katalizoriin en 6nemli 6zelligi biyolojik olarak giivenli olmas1 ve FDA onayina sahip
olmasidir [71]. Clinkii diger agir metal tuzlari ile karsilastirildiginda diisiik toksisiteye

ve tamamen polimerlesme dontigsiimlerine sahiptir [72, 73, 74].

Hidrofobik amino asitlerden tiiretilen biyobozunur poli(esterler) o-hidroksi asitin
dogrudan esterifikasyonu yoluyla kondenzasyonla veya halka acilma polimerizasyonu
yoluyla sentezlenebilir. Halka agilma polimerizasyonu yonteminin avantaji polimerin
zincir uzunlugunun kontrol edilebilmesini saglamasi ve diigiik heterojenlik indeksleri
yaratmasidir [75]. Bu nedenle blok kopolimerler sentezlenirken halka agilmasi

polimerizasyonu yontemi tercih edilmistir.

Istya duyarhi jellesen kopolimer sistemlerinde hidrofilik ve hidrofobik kisimlarin
uzunlugu faz gecis davranisini giicliice etkilemektedir. Hidrofobik poliester parcalar
¢ok fazla uzun oldugunda kopolimer sulu ¢ozeltide ¢oziinmez. Hidrofilik PEG bloklari
cok fazla uzun oldugunda ise sol-jel gegis sicaklig (Tgel) artar ve viicut sicakligindan

daha yiiksek olur ya da sol-jel gecisi goriinmez. Bu nedenle blok kopolimerin
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hidrofobik-hidrofilik dengesi sicakliga duyarli faz gegis davranisi igin ¢ok dnemlidir
[76]. Sentezlenen blok kopolimerlerde bu husus dikkate alinarak hidrofilik MePEG
bloklarinin kiitleleri sabit tutulup, hidrofobik IBMG pargalar1 farkli kiitlelerde
kullanildi. Ayrica *H NMR spektrumundaki izobiitil metil glikolidin CH protonlarinin
alanlarindan ve MePEG’in CH: protonlarinin alanlarindan yararlanilarak sentezlenen

diblok kopolimerlerin sayica ortalama molekiil agirliklar1 da hesaplandi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. PIBMG-MePEG diblok kopolimerlerinin molekiil agirliklar

No (g'\/"n‘:‘fl) (g'm;) (g'ylr:;) Mw/Mn? Dan?;ﬁma PnTsll;/{gbm IBMG/Sn(Oct): | IBMG/MePEG
4 | 4550 | 3900 | 3380 1,16 97,1 7 20 8,3
5 | 6830 | 5240 | 4870 1,30 97.1 15 40 16,7
6 | 9000 | 6690 | 6490 1,34 97,4 24 60 25,0
7 | 10860 | 7590 | 7830 1,43 97,5 31 80 333
8 | 18290 | 12120 | 13990 | 1,551 97,5 65 160 66,7

TB: Tekrarlayan birim sayisi; a: GPC ile bulundu; b: *H NMR ile hesaplandi.

6 bilesiginin karakterizasyonu spektroskopik (ATR-FTIR, *H-NMR ve 3C-NMR) ve
kromatografik (GPC) teknikler kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler ve

degerlendirmeleri asagida verilmektedir.
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Sekil 3.13. 6 bilesiginin ATR-FTIR spektrumu

6 bilesiginin ATR-FTIR spektrumu (Sekil 3.13) incelendiginde 1755 cm™’de

gozlemlenen keskin pik ester grubunun karbonil (C=0) gerilmesinden
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kaynaklanmaktadir. 2958 cm™ ve 2821 cm™*de gdzlemlenen pikler C-H gerilmelerine
aittir. Ayrica IBMG monomerinin karbonil gerilmesi 1749 cm™’de gériilmiistii. Halka
acilmasi ile olusan kopolimerin karbonil gerilmesi ise beklenildigi gibi 1755 cm™’e

kaymustir. Bu da halka agilmasi ile kopolimerin olustugunu gostermektedir.
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Sekil 3.14. 6 bilesiginin *H-NMR spektrumu
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6 bilesiginin tH-NMR spektrumu (Sekil 3.14) yorumlandiginda 0,93-0,95 ppm’de a
kodlu CH3 protonuna ait ikili bir pik, 0,96-0,98 ppm’de b kodlu CHz protonuna ait ikili
bir pik, 1,57-1,59 ppm’de ¢ kodlu CHz protonuna ait ikili bir pik, 1,78-1,87 ppm’de d
ve e kodlu CH ve CH; protonlarina ait ¢oklu bir pik, 3,39 ppm’de f kodlu MePEG’in
sonundaki metoksi(OCHS3) protonuna ait tekli bir pik, 3,65 ppm’de g kodlu CH>
protonlarina ait tekli bir pik, 5,10-5,13 ppm’de 1 kodlu CH protonuna ait bozulmus
ikilinin ikilisi (distorted doublet of doublet) bir pik ve 5,15-5,17 ppm’de i kodlu CH
protonuna ait bozulmus dortli (distorted quarted) bir pik goriilmektedir. Ayrica 4,2-
4,4 ppm arasinda goriilen h kodlu coklu pik ise MePEG blogunun o metilen
birimlerinin PIBMG’e baglanmasini ve PIBMG ug birimlerinin CH protonlarini temsil
etmektedir. Bununla birlikte IBMG monomerinde sirasiyla 4,89-4,97 ve 5,02-5,09
ppm’de gelen CH protonlarina ait piklerin 6 bilesiginde halkanin acilmasi ile birlikte
kimyasal kaymaya ugrayarak 5,10-5,13 ve 5,15-5,17 ppm’de gelmesi reaksiyonun
basarili bir sekilde gergeklestigini gostermektedir. Piklerin integrasyonlar1 alinarak
hesaplanan alanlarin da 6 bilesiginin proton sayilar1 ile dogru orantili oldugu

gOriilmiistiir.
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Sekil 3.15. 6 bilesiginin *C-NMR spektrumu

6 bilesiginin *C-NMR spektrumu (Sekil 3.15) incelendiginde 16,69 ppm’de a kodlu

karbona ait pik, 21,36 ppm’de b kodlu karbona ait pik, 23,00 ppm’de ¢ kodlu karbona

ait pik, 24,55 ppm’de d kodlu karbona ait pik, 39,27 ppm’de e kodlu karbona ait pik,

68,98 ppm’de f kodlu karbona ait pik, 70,57 ppm’de g kodlu karbona ait pik, 71,41

ppm’de h kodlu karbona ait bir pik, 169,47 ve 169,56 ppm’de 1 kodlu karbona ait pikler
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ve 169,77 ve 169,87 ppm’de i kodlu karbona ait pikler goriilmektedir. Bununla birlikte
IBMG monomerinde CH karbonlarina ait 72,25-72,37 ve 74,33-75,61 ppm’de gelen
pikler halkanin a¢ilmasi ile birlikte kimyasal kaymaya ugrayarak sirasiyla 68,98 ve
71,41 ppm’de gelmistir. Yine IBMG monomerinde 166,24 ile 167,32-167,51 ppm’de
gelen karbonil karbonlarina ait pikler halkanini agilmasi ile birlikte kimyasal kaymaya
ugrayarak 169,47-169,56 ile 169,77-169,87 ppm’de gelmistir. Bu da reaksiyonun
basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.

4 ve 5 diblok kopolimerlerinin ATR-FTIR spektrumlar1 Ek-A, 4, 5, 7, 8 diblok
kopolimerlerinin NMR spektrumlar1 Ek-B kisminda verildi.

Polimer dontigiimleri ile ilgili destekleyici bilgiler GPC analizlerinden elde edildi
(Sekil 3.16, Tablo 3.2). 3 saatlik kisa bir sentez siiresi ile yiikksek doniisiime sahip
diblok kopolimerler elde edildi.
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Sekil 3.16. 6 bilesiginin GPC kromatogrami

Tablo 3.2. 6 bilesigi i¢in GPC kromatogrami degerleri

. : Mn
0
Pik Alikonma Hacmi (mL) Alan (%) mmol (g/mol)
> 19,5 2,6 90

PIBMG-MePEG diblok 6 kopolimerinin GPC kromatograminda goriilen alikonma
hacmi 15,25 ml olan birinci pik molekiil agirligi 6690 g/mol olarak gelen %97,4
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dontigiime sahip diblok kopolimeri gostermektedir. Alikonma hacmi 19,5 ml olan
ikinci pik molekiil agirligi 90 g/mol gelen monomeri ve alikonma hacmi 20 ml’den

sonra gelen pikler ise hareketli faz olan tetrahidrofurana aittir (Tablo 3.2).
4,5, 7 ve 8 diblok kopolimerlerinin GPC kromatogramlari EK-C kisminda verildi.

3.4. Yeni PIBMG-PEG-PIBMG (11) Triblok Kopolimerlerinin Sentez ve

Karakterizasyonlari
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Sekil 3.17. 11 bilesigi

s

e

PIBMG-PEG-PIBMG triblok kopolimerinin sentezi Sn(Oct). katalizorii varliginda,
120°C’de, argon gazi altinda poli(etilen glikol) (PEG) ile izobiitil metil glikolid
(IBMG) monomerinin reaksiyona girmesiyle halka agilmasi polimerlesmesi yontemi
ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.17). Kopolimer sentezinde 2000 g/mol molekiil

agirhigindaki PEG homopolimeri kobaslatici olarak kullanilmistir.

Triblok kopolimerleri sentezlerken hidrofilik PEG bloklarinin kiitleleri sabit tutulup,
hidrofobik IBMG pargalar1 farkl: kiitlelerde kullanildi. Ayrica diblok kopolimerlerde
oldugu gibi H NMR spektrumundan ve GPC analizlerinden yararlanilarak

kopolimerlerin sayica ortalama molekiil agirliklar: hesaplandi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. PIBMG-PEG-PIBMG triblok kopolimerlerinin molekiil agirliklar:

PIBMG’in
Mw? | Mn® | MnP a % sesb
No (g/mol) | (g/mol) | (g/mol) Mw/Mn Diniisiim TB’si IBMG/Sn(Oct): | IBMG/PEG
9 | 4970 | 4660 | 3330 1,06 95,0 7 20 8,3
10 | 6560 | 5280 | 4780 1,24 97,1 15 40 16,7
11| 8520 | 6860 | 6360 1,24 974 24 60 25,0
12| 9720 | 7680 | 7860 1,27 97,4 32 80 33,3

TB: Tekrarlayan birim sayisi; a: GPC ile bulundu; b: *H NMR ile hesaplandi.

11 bilesiginin karakterizasyonu spektroskopik (ATR-FTIR, *H-NMR ve $*C-NMR) ve
kromatografik (GPC) teknikleri kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler ve

degerlendirmeleri asagida verilmektedir.
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Sekil 3.18. 11 bilesiginin ATR-FTIR spektrumu

11 bilesiginin ATR-FTIR spektrumu (Sekil 3.18) incelendiginde 1752 cm™’de
gozlemlenen keskin pik ester grubuna ait karbonil (C=0) gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. 2958 cm™ ve 2821 cm™*de gdzlemlenen pikler C-H gerilmelerine
aittir. Ayrica IBMG monomerinin karbonil gerilmesi 1749 cm™’de gériilmiistii. Halka
acilmast ile olusan kopolimerin karbonil gerilmesi ise beklenildigi gibi 1752 cm™’e

kaymistir.
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Sekil 3.19. 11 bilesiginin *H-NMR spektrumu
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11 bilesiginin 'H-NMR spektrumu (Sekil 3.19) yorumlandiginda 0,93-0,95 ppm’de a
kodlu CH3 protonuna ait ikili bir pik, 0,96-0,98 ppm’de b kodlu CHz protonuna ait ikili
bir pik, 1,57-1,59 ppm’de ¢ kodlu CHz protonuna ait ikili bir pik, 1,78-1,87 ppm’de d
ve e kodlu CH ve CH; protonlarina ait ¢oklu bir pik, 3,65 ppm’de f kodlu CH>
protonlarima ait tekli bir pik, 5,10-5,13 ppm’de h kodlu CH protonuna ait bozulmusg
ikilinin ikilisi (distorted doublet of doublet) bir pik ve 5,15-5,17 ppm’de 1 kodlu CH
protonuna ait bozulmus dortlii (distorted quarted) bir pik gériilmektedir. Ayrica 4,2-
4,4 ppm arasinda goriilen g kodlu ¢oklu pik ise PEG blogunun o metilen birimlerinin
PIBMG’e baglanmasini ve PIBMG ug birimlerinin CH protonlarini temsil etmektedir.
Bununla birlikte IBMG monomerinde sirasiyla 4,89-4,97 ve 5,02-5,09 ppm’de gelen
CH protonlarina ait piklerin 11 bilesiginde halkanin agilmasi ile birlikte kimyasal
kaymaya ugrayarak 5,10-5,13 ve 5,15-5,17 ppm’de gelmesi reaksiyonun basarili bir
sekilde gerceklestigini gostermektedir. Piklerin integrasyonlar1 alinarak hesaplanan

alanlarin da 11 bilesiginin proton sayilari ile dogru orantili oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.20. 11 bilesiginin *C-NMR spektrumu

11 bilesiginin *C-NMR spektrumu (Sekil 3.20) incelendiginde 16,69 ppm’de a kodlu
karbona ait pik, 21,37 ppm’de b kodlu karbona ait pik, 23,00 ppm’de ¢ kodlu karbona
ait pik, 24,55 ppm’de d kodlu karbona ait pik, 39,28 ppm’de e kodlu karbona ait pik,
68,98 ppm’de f kodlu karbona ait pik, 70,56 ppm’de g kodlu karbona ait pik, 71,41
ppm’de h kodlu karbona ait bir pik, 169,47 ve 169,56 ppm’de 1 kodlu karbona ait pikler
ve 169,77 ve 169,87 ppm’de i kodlu karbona ait pikler goriilmektedir. Bununla birlikte
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IBMG monomerinde CH karbonlarina ait 72,25-72,37 ve 74,33-75,61 ppm’de gelen
pikler halkanin acgilmasi ile birlikte kimyasal kaymaya ugrayarak sirasiyla 68,98 ve
71,41 ppm’de gelmistir. Yine IBMG monomerinde 166,24 ile 167,32-167,51 ppm’de
gelen karbonil karbonlarina ait pikler halkanin agilmasi ile birlikte kimyasal kaymaya
ugrayarak 169,47-169,56 ile 169,77-169,87 ppm’de gelmistir. Bu da reaksiyonun
basarili bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir.

9, 10, 12 diblok kopolimerlerinin ATR-FTIR spektrumlar1 Ek-A, NMR spektrumlari
Ek-B kisminda verildi.

Polimer dontigiimleri ile ilgili destekleyici bilgiler GPC analizlerinden elde edildi
(Sekil 3.21, Tablo 3.4). 3 saatlik kisa bir sentez siiresi ile yiiksek doniisiime sahip

triblok kopolimerler elde edildi.
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Sekil 3.21. 11 bilesiginin GPC kromatogrami

Tablo 3.4. 11 bilesigi i¢in GPC kromatogrami degerleri

. : Mn
0
Pik Alikonma Hacmi (mL) Alan (%) mmol (g/mol)
1 15,18 97,4 3 6860
> 19,5 2,6 90

PIBMG-PEG-PIBMG triblok 11 kopolimerinin GPC kromatograminda goriilen
alikonma hacmi 15,18 ml olan birinci pik molekiil agirligi 6860 g/mol olarak gelen

%97,4 dontisiime sahip triblok kopolimeri gostermektedir. Alikonma hacmi 19,5 ml
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olan ikinci pik molekiil agirligt 90 g/mol gelen monomeri ve alikonma hacmi 20

ml’den sonra gelen pikler ise hareketli faz olan tetrahidrofurana aittir (Tablo 3.4).
9, 10, 12 triblok kopolimerlerinin GPC kromatogramlari EK-C kisminda verildi.
3.5. Kopolimerlerin Termal Karakterizasyonu

TGA analizi ile diblok 4 ve diblok 6 kopolimerlerinin dekompozisyon &zelligi
incelendi. Sonuglar MePEG homopolimerinin termal kararliligi ile karsilastirilarak

yorumlandi. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi asagida verilmektedir.
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Sekil 3.22. MePEG-2000 homopolimerinin TGA

egrisi
MePEG-2000 homopolimerinin TGA egrisinde (Sekil 3.22) tek bir kiitle kaybi
goriildi. Homopolimerinin termal bozunmasi 482,8°C’de baslad1 (onset) ve

517,4°C’de tamamlandi (endset). Ayrica birinci tlirevinde biikiim noktas1 (inflection

point) 501,0°C olarak bulundu.
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Sekil 3.23. PIBMG-MePEG diblok 4 kopolimerinin
TGA egrisi
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PIBMG-MePEG diblok 4 kopolimerinin TGA egrisinde (Sekil 3.23) iki farkl kiitle
kayb1 gdzlemlendi. Tlk %36°1ik kiitle kaybinin biikiim noktas1 349,6°C olarak bulunan
PIBMG’in bozunmasindan kaynaklandig diisiiniildii. Ikinci %54,5 ik kiitle kaybinin
ise biikiim noktas1 501,4°C (saf MePEG 501,0°C) olarak bulunan MePEG’in
bozunmasindan kaynaklandigr diisiintildii. 600°C 1sitmadan sonra ise diblok

kopolimerin %9,49’unun bozunmadan kaldig1 gézlemlendi.
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Sekil 3.24. PIBMG-MePEG diblok 6 kopolimerinin

TGA egrisi
PIBMG-MePEG diblok 6 kopolimerinin TGA egrisinde (Sekil 3.24) iki farkl kiitle
kayb1 gozlemlendi. Kopolimerdeki PIBMG’in termal bozunmasi 327,9°C’de basladi
(onset) ve 365,5°C’de tamamlandi (endset). Kopolimerdeki MePEG’in termal
bozunmasi ise 483,3°C’de basladi (onset) ve 515,5°C’de tamamlandi (endset).
Kopolimer egrisinin birinci tiirevi alindiginda PIBMG’in biikiim noktas1 346,3°C,
MePEG’in biikiim noktas1 ise 500,6°C (saf MePEG 501,0°C) olarak bulundu. Bu
nedenle kopolimerdeki ilk %65°lik kiitle kaybinin PIBMG’in bozunmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ikinci %34,86’lik kiitle kaybinin ise MePEG’in
bozunmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. 600°C 1sitmadan sonra ise triblok

kopolimerin %0,14’linlin bozunmadan kaldig1 gézlemlendi.

Sonug¢ olarak kopolimerdeki PIBMG birimlerinin blok uzunluklarmin artis1 ile

PIBMG’in % bozunma oraninin arttig1 goriildi.
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PIBMG-MePEG diblok ve PIBMG-PEG-PIBMG triblok kopolimerlerinin termal
karakteristik Ozellikleri DSC analizi ile incelendi. Sonuglar MePEG-2000 ve PEG-
2000 homopolimerlerinin DSC analizleri ile karsilagtirilarak yorumlandi. Elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesi asagida verilmektedir. Oncelikle saf MePEG-2000
homopolimeri ve diblok kopolimerlerin 1. 1sitma (first run) (-60 ile 140°C arasi)
termogramlar: (Sekil 3.25) verilerek sonuglar yorumlandi. Ardindan sogutma
(140°C’den -60°C’ye) termogramlar1 (Sekil 3.26) ve 2. 1sitma (second run) (-60 ile
140°C aras1) termogramlari (Sekil 3.27) verilerek sonuglar yorumlandi. Saf PEG-2000
homopolimeri ve triblok kopolimerlerin sonuglari1 da benzer sekilde yorumlandi (Sekil

3.28, Sekil 3.29, Sekil 3.30).
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Sekil 3.25. a. MePEG-2000 homopolimeri DSC 1. isitma termogrami, b. PIBMG-
MePEG 4 kopolimeri DSC 1. 1sitma termogrami, ¢. PIBMG-MePEG 5 kopolimeri
DSC 1. isitma termogrami, d. PIBMG-MePEG 6 kopolimeri DSC 1. isitma
termogrami

Sekil 3.25 a’da verilen saf MePEG-2000’in 1. 1sitma termogrami incelendiginde;
erime piki (Tm degeri) 55°C’de goriilmektedir. Sekil 3.25 b’de verilen PIBMG-
MePEG 4 kopolimerinde ise MePEG’in Tm degeri 46°C’ye diismiistiir. Bu durum
MePEG bloguna baglanan IBMG bloklarinin varlig: ile ilgilidir. Yine ayni sekilde
Sekil 3.25 c’de verilen PIBMG-MePEG 5 kopolimerinde ve Sekil 3.25 d’de verilen
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PIBMG-MePEG 6 kopolimerinde ise MePEG’in Tm degeri sirasiyla 41°C’ye ve
39°C’ye diismiistiir. Erime sicakliklarindaki bu diisiis kopolimer igerisindeki
PIBMG’in blok uzunlugunun artis1 ile orantilidir. Bu da ¢esitli molekiil
agirliklarindaki blok kopolimerlerin sentezinin basarili bir sekilde gerceklestirildigini
gostermektedir. Ayrica PIBMG-MePEG 4 kopolimerinin camsi gegis sicakligi (Tg) -
1,9°C iken kopolimerdeki PIBMG blok uzunlugunun artisina bagli olarak PIBMG-
MePEG 5 kopolimerinde ve PIBMG-MePEG 6 kopolimerinde sirasiyla -19,6°C ve -
25,1°C olarak bulunmustur.
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Sekil 3.26. a. MePEG-2000 homopolimeri DSC sogutma termogrami, b. PIBMG-
MePEG 4 kopolimeri DSC sogutma termogrami, c. PIBMG-MePEG 5 kopolimeri
DSC sogutma termogrami, d. PIBMG-MePEG 6 kopolimeri DSC sogutma
termogrami

Sekil 3.26 a’da verilen saf MePEG-2000’in sogutma termogrami incelendiginde sicak
kristalizasyon pikinin (Thc) 33 °C’de geldigi goriilmektedir. Sekil 3.26 b’de verilen
PIBMG-MePEG 4 kopolimerinde ise bu pik -2,57°C’ye kaymstir. Sekil 3.26 ¢ ve
Sekil 3.26 d’de ise blok kopolimerin molekiil agirliginin artisina bagli olarak

MePEG’in kristalizasyon piki yayvanlastigi i¢in net olarak goriilememektedir.
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Sekil 3.27. a. MePEG-2000 homopolimeri DSC 2. isitma termogrami, b. PIBMG-
MePEG 4 kopolimeri DSC 2. isitma termogrami, ¢. PIBMG-MePEG 5 kopolimeri
DSC 2. isitma termogrami, d. PIBMG-MePEG 6 kopolimeri DSC 2. 1sitma
termogrami

Sekil 3.27 a’da verilen saf MePEG-2000’in 2.1s1tma termogrami incelendiginde; erime
piki (Tm degeri) 53°C’de goriilmektedir. Sekil 3.27 b’de verilen PIBMG-MePEG 4
kopolimerinde ise MePEG’in Tm degeri 45°C’ye dismiistir. Bu durum MePEG
bloguna baglanan IBMG bloklarinin varligi ile ilgilidir. Yine aynmi sekilde Sekil 3.27
c’de verilen PIBMG-MePEG 5 kopolimerinde ve Sekil 3.27 d’de verilen PIBMG-
MePEG 6 kopolimerinde ise MePEG’in Tm degeri sirasiyla 42°C’ye ve 35°C’ye
diismiistiir. Erime sicakliklarindaki bu diisiis kopolimer igerisindeki PIBMG’in blok
uzunlugunun artis1 ile orantilidir. Bu da cesitli molekiil agirliklarindaki blok
kopolimerlerin sentezinin basarili bir sekilde gerceklestirildigini gostermektedir.
Ayrica Sekil 3.27 ¢’de ve Sekil 3.27 d’de MePEG’in soguk kristalizasyon piki (Tcc) de
goriilmektedir. Bu piklerin alani erime piklerinin alani ile orantilidir. Bu da blok
kopolimerler sentezlenirken MePEG’in kristallendigini ve daha sonra bu kristallerin

eridigini gostermektedir.
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Sekil 3.28. a. PEG-2000 homopolimeri DSC 1. i1sitma termogrami, b. PIBMG-PEG-
PIBMG 9 kopolimeri DSC 1. isitma termogrami, ¢. PIBMG-PEG-PIBMG 10
kopolimeri DSC 1. 1sitma termogrami, d. PIBMG-PEG-PIBMG 11 kopolimeri DSC
1. 1s1tma termogrami

Sekil 3.28 a’da verilen saf PEG-2000’in 1. 1sitma termogramui incelendiginde; erime
piki (Tm degeri) 55°C’de goriilmektedir. Sekil 3.28 b’de verilen PIBMG-PEG-PIBMG
9 kopolimerinde ise PEG’in Tm degeri 30°C’ye diigmiistiir. Bu durum PEG bloguna
baglanan IBMG bloklarinin varlhig: ile ilgilidir. Yine aym sekilde Sekil 3.28 c’de
verilen PIBMG-PEG-PIBMG 10 kopolimerinde ise PIBMG’in blok uzunlugunun
artisina bagl olarak PEG’in Tm degeri 25°C’ye diismiistiir. Ayrica Sekil 3.28 c’de
PEG’in soguk kristalizasyon piki (Tcc) de goriilmektedir. Bu pikin alani erime pikinin
alani ile orantilidir. Bu da blok kopolimerler sentezlenirken PEG’in kristallendigini ve
daha sonra bu kristallerin eridigini gostermektedir. Sekil 3.28 d’de ise blok
kopolimerin molekiil agirliginin artisina baglh olarak PEG’in kristalizasyon ve erime

piki yayvanlastig1 i¢in net olarak goriillememektedir.

Ayrica PIBMG-PEG-PIBMG 9 kopolimerinin camst geg¢is sicakligr (Tg) -22,5°C
olarak bulunurken PIBMG-PEG-PIBMG 10 ve PIBMG-PEG-PIBMG 11

kopolimerleri i¢in sirastyla -21,6°C ve -12,2°C olarak bulundu.
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Sekil 3.29. a. PEG-2000 homopolimeri DSC sogutma termogrami, b. PIBMG-PEG-
PIBMG 9 kopolimeri DSC sogutma termogrami, c¢. PIBMG-PEG-PIBMG 10
kopolimeri DSC sogutma termogrami, d. PIBMG-PEG-PIBMG 11 kopolimeri DSC
sogutma termogrami

Sekil 3.29 a’da verilen saf PEG-2000’in sogutma termogrami incelendiginde sicak
kristalizasyon pikinin (Thc) 35 °C’de geldigi goriilmektedir. Sekil 3.29 b’de verilen
PIBMG-PEG-PIBMG 9 kopolimerinde ise bu pik -12,0°C’ye kaymustir. Sekil 3.29 ¢
ve Sekil 3.29 d’de ise blok kopolimerin molekiil agirliginin artisina bagli olarak

PEG’in kristalizasyon piki yayvanlastig1 i¢in net olarak goriilememektedir.
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Sekil 3.30. a. PEG-2000 homopolimeri DSC 2. 1sitma termogrami, b. PIBMG-PEG-
PIBMG 9 kopolimeri DSC 2. isitma termogrami, ¢. PIBMG-PEG-PIBMG 10
kopolimeri DSC 2. isitma termogrami, d. PIBMG-PEG-PIBMG 11 kopolimeri DSC
2. 1s1tma termogrami

Sekil 3.30 a’da verilen saf PEG-2000’in 2.1s1tma termogrami incelendiginde; erime
piki (Tm degeri) 54°C’de goriilmektedir. Sekil 3.30 b’de verilen PIBMG-PEG-PIBMG
9 kopolimerinde ise PEG’in Tm degeri 32°C’ye diigmiistiir. Bu durum PEG bloguna
baglanan IBMG bloklarinin varligi ile ilgilidir. Yine ayni sekilde Sekil 3.30 c’de
verilen PIBMG-PEG-PIBMG 10 kopolimerinde ise PEG’in Tm degeri 28°C’ye
diismiistiir. Erime sicakliklarindaki bu diisiis kopolimer igerisindeki PIBMG’in blok
uzunlugunun artisi ile orantilidir. Ayrica Sekil 3.30 ¢’de PEG’in soguk kristalizasyon
piki (Tcc) de goriilmektedir. Bu pikin alani erime pikinin alani ile orantilidir. Bu da
blok kopolimerler sentezlenirken PEG’in kristallendigini ve daha sonra bu kristallerin
eridigini gostermektedir. Sekil 3.30 d’de ise blok kopolimerin molekiil agirliginin

artisina bagli olarak PEG yayvanlastigi i¢in pikler net olarak goriilememektedir.

Sonug olarak diblok ve triblok kopolimerlerin DSC termogramlarinda MePEG ve
PEG’in erime piki disinda PIBMG bloklarina ait herhangi bir erime piki goriilmedi.

Bu da blok kopolimerlerin poliester iinitesinin amorf yapida oldugunu gostermektedir.
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3.6. Kopolimerlerin Jel-Sol Gegis Sicakliklarinin Belirlenmesi

Cesitli kompozisyonlardaki kopolimerlerin 1siya hassaslik 6zellikleri uygun jel-sol
gecis sicakliklarinin  bulunmasi ile incelendi. Bunun i¢in kopolimerler oda
kosullarinda deiyonize su ile karistirilarak ¢esitli konsantrasyonlarda siispansiyonlar
hazirlandi. Fakat diisiik konsantrasyonda hazirlanan siispansiyonlar oda sicakliginda
sol (6rnegin PIBMG-MePEG 4 kopolimerinin deiyonize su ile karistirilmasiyla
hazirlanan %31 konsantrasyonundaki siispansiyon) 6zellik gosterdigi i¢in polimer
konsantrasyonu arttirilarak oda sicakliginda jel Ozellik gdsterebilen yeni
stispansiyonlar hazirlandi. Hazirlanan bu siispansiyonlarin jel-sol gegcis sicakliklar
belirlendi (Tablo 3.5). Ayrica %33 konsantrasyonundaki siispansiyon 41°C’de akarak
enjeksiyon igin gerekli olan uygun jel-sol gecis sicakligini saglamistir (Tablo 3.5).
Ayni sekilde PIBMG-MePEG 5 (Tablo 3.6) ve PIBMG-PEG-PIBMG 9 (Tablo 3.7)

kopolimerleri iginde jel-sol gecis sicakliklart bulundu.

Sekil 3.31. 9 bilesiginin jel (a) ve sol (b) goriiniimii

Tablo 3.5. 4 bilesiginin jel-sol gegis sicakliklarinin belirlenmesi

% 4°C 22°C 27°C 34°C 41°C

31 jel sol sol sol sol
31,5 jel jel sol sol sol
32,5 jel jel jel sol sol

33 jel jel jel jel sol




Tablo 3.6. 5 bilesiginin jel-sol gegis sicakliklarinin belirlenmesi

% 4°C 26°C 28°C 40°C 48°C
30,5 jel sol sol sol sol

31 jel jel sol sol sol
31,5 jel jel jel sol sol

32 jel jel jel jel sol

Tablo 3.7. 9 bilesiginin jel-sol ge¢is sicakliklarinin belirlenmesi

% 4°C 34°C 36°C 40°C 42°C
38 jel sol sol sol sol
39 jel jel sol sol sol
40 jel jel jel sol sol
41 jel jel jel jel sol

PIBMG-MePEG diblok 4 kopolimeri i¢in %33, PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimeri
icin %31,5 ve PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimeri i¢in %40 konsantrasyon
(Sekil 3.31) enjeksiyon icin gerekli olan uygun jel-sol gegis sicakliklarini saglamistir.

2 mmol PIBMG-PEG-PIBMG 10 kopolimerinin hidrofobik karakteri daha fazla

oldugu i¢in homojen bir karisim elde edilemedi ve bu nedenle jel-sol gegis sicakliklar

belirlenemedi.

[zobiitil metil glikolid monomerinin saflastirilmasi sonrasinda kalan eser miktardaki
safsizlik ve ¢ozilicli oraninin sentezlenen polimerlerin molekiil agirliklarini ve jel-sol
gecis sicakliklarmi bilyiik dlgiide etkiledigi goriildii. Ornegin, PIBMG-PEG-PIBMG
triblok 9 kopolimerinin GPC analizi ile elde edilen Mn degeri 4660 g/mol oldugunda
jel-sol gecis sicakliginin %41 konsantrasyon i¢in 42°C oldugu gozlemlendi. Polimerin
Mn degeri 4311 g/mol oldugunda ise ayni konsantrasyon i¢in jel-sol gegis sicakligi
9°C olarak bulundu.

Hidrofobik blok uzunluklarinin degistirilmesiyle jel-sol gecis sicakliklarinin kolayca
ayarlanabildigi goriildii. PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin uygun jel-sol gegis
sicakligi hidrofobik PIBMG’in blok uzunlugunun artisina bagl olarak PIBMG-
MePEG diblok 4 kopolimerinden daha diisiik konsantrasyonda goriildii.

Sonug olarak sulu polimer ¢ozeltilerinin yiiksek sicaklikta diislik konsantrasyonda sol
formunda ve diisiik sicaklikta yiiksek konsantrasyonda jel formunda oldugu kanisina

varildi (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32. PIBMG-MePEG 4, PIBMG-MePEG 5 ve PIBMG-PEG-PIBMG 9
kopolimerlerinin jel-sol gecis egrileri

3.7. Biyobozunurluk Cahsmalari

PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin hidrolitik biyobozunurluk ¢alismasi
deiyonize su i¢inde 10 giinliik siire¢ i¢in 37°C’de molekiil agirligi degisimine gore

gerceklestirildi.

PIBMG-PEG-PIBMG triblok 10 kopolimerinin hidrolitik biyobozunurluk ¢aligmasi
ise pH’1 7,4 olan PBS i¢inde 21 giinliik siire¢ i¢in 37°C’de molekiil agirligi degisimine
gore yapildu.

PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin ve PIBMG-PEG-PIBMG triblok 10
kopolimerinin hidrolitik bozunmasi ile ana zincirin zincir uglarindan kopmalarin
gerceklesmesi sonucunda tekrarlayan birim sayisinin azalmis oldugu anlasilmaktadir
(Sekil 3.33 ve Sekil 3.34). PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin 10 giinliik siire¢
i¢in molekiil agirlig1 4157 g/mol’den 3847 g/mol’e diismiistiir (Sekil 3.33). PIBMG-
PEG-PIBMG triblok 10 kopolimerinde ise 21 giinliik siire¢ i¢cin molekiil agirliginin
4788 g/mol’den 4424 g/mol’e azaldigi ve oligomerik tiirlere ait pik siddetinin de arttig1
(%2,5) gozlemlenmistir (Sekil 3.34).
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Sekil 3.34. a. 10 kopolimerinin bozunurluk 6ncesi,
b. 10 kopolimerinin bozunurluk sonrasi

Diger taraftan pH’1 7,4 olan PBS igerisinde hazirlanan PIBMG-PEG-PIBMG triblok
10 kopolimer jelinin bir aylik siire¢ sonunda %85’inin ¢6ziindiigii gdzlemlendi (Sekil
3.35 b). Yine pH’1 7,4 olan PBS igerisinde hazirlanan PIBMG-MePEG diblok 5
kopolimer jelinin ise 10. giinde %75 azaldigr (Sekil 3.35 c) ve 20. giinde tamamen
¢oziindiigii goriildii. Bu nedenle bu blok kopolimerlerin GPC ile molekiil agirlig:

degisimi hesaplanmadi.



Sekil 3.35. a. PIBMG-PEG-PIBMG triblok 10 kopolimerinin 5.
giindeki goriintiisii, b. PIBMG-PEG-PIBMG triblok 10 kopolimerinin
31. glindeki goriintiisii, ¢. PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin 10.
giindeki goriintiisii

3.8. Biyouyumluluk Calismalari

Seri seyreltme yontemi ile 3 mg/mL, 2,5 mg/mL, 2,0 mg/mL, 1,5 mg/mL, 1,0 mg/mL,
0,8 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,1 mg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlanan, 48 saat boyunca inkibator igerisinde %5 CO2’li ortamda 37°C’de tutulan
PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimer ve PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimer
¢oOzeltilerinin L-929 fare fibroblast hiicre hatt1 ve insan dermal fibroblast hiicreleri
tizerindeki in vitro toksisiteleri WST-1 ¢ogalma ve sitotoksisite testi ve Live-dead
analizi ile degerlendirilmistir. WST-1 testi c¢esitli mitokondriyel dehidrogenaz
enzimleri vasitasiyla hafif kirmizi olan tetrazolyum tuzunun koyu renkli formazana
doniistimiine dayalidir [77]. Ayrica WST-1 testinde bazen madde enzimin aktivitesini
etkileyip farkli sonuglara sebebiyet verebildiginden ayni polimerler i¢in Live-dead

analizleri de gergeklestirilmistir.
3.8.1. WST-1 ¢ogalma ve sitotoksisite testi

Cesitli  konsantrasyonlarda hazirlanan PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimer
cozeltilerinin L-929 hiicreleri lizerindeki ¢cogalma ve sitotoksisite degerlendirmeleri
icin Oncelikle kuyucuklara %5’lik WST-1 soliisyonu eklenerek 1 saat boyunca
37°C’de, %5 CO: inkibator ortaminda bekletildi ve ardindan mikroplaka okuyucu
(FlexStation3, Molecular Devices) kullanilarak 440 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okundu. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi asagida verilmektedir (Sekil

3.36). Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9
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kopolimer ¢ozeltilerinin de L-929 hiicreleri iizerindeki ¢ogalma ve sitotoksisite
degerlendirmeleri i¢in ayni sekilde ¢aligmalar yapilarak veriler degerlendirildi (Sekil

3.37).
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Sekil 3.36. PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimer ¢ozeltilerinin L-929 hiicre
hatti mitokondriyel aktivitesi iizerine etkisi
Sekil 3.36 incelendiginde PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin diisiik
konsantrasyonlarda (0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL) kullanildiginda
hiicrelerin ¢ogalmasina yardimcr oldugu, yliksek konsantrasyonlarda ise ¢ok az

miktarda sitotoksik etki gdsterdigi goriilmektedir.
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Sekil 3.37. PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimer ¢ozeltilerinin L-929
hiicre hatt1 mitokondriyel aktivitesi iizerine etkisi

Sekil 3.37 incelendiginde PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimerinin L-929
hiicreleri iizerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadig1 ve polimerin hiicrelerin

cogalmasina yardimci oldugu anlasilmaktadir.

Cesitli  konsantrasyonlarda hazirlanan PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimer
cozeltilerinin dermal fibroblast hiicreleri {izerindeki ¢ogalma ve sitotoksisite
degerlendirmeleri i¢in yine dncelikle kuyucuklara %5°lik WST-1 soliisyonu eklenerek
1 saat boyunca 37°C’de, %5 CO2 inkibatér ortaminda bekletildi ve ardindan
mikroplaka okuyucu (FlexStation3, Molecular Devices) kullanilarak 440 nm dalga
boyunda absorbans degerleri okundu. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi asagida
verilmektedir (Sekil 3.38). Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan PIBMG-PEG-
PIBMG triblok 9 kopolimer ¢ozeltilerinin de dermal fibroblast hiicreleri tizerindeki
cogalma ve sitotoksisite degerlendirmeleri i¢in aymi sekilde ¢alismalar yapilarak

veriler degerlendirildi (Sekil 3.39).
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Sekil 3.38. PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimer ¢ozeltilerinin dermal
fibroblast hiicreleri mitokondriyel aktivitesi {izerine etkisi

Sekil 3.38 incelendiginde PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin 1,5 mg/mL
konsantrasyona kadar hiicrelerin ¢ogalmasina yardimci oldugu ve herhangi bir
sitotoksik etkisinin olmadig1 anlasilmaktadir. Ozellikle 1 mg/mL konsantrasyonda
hiicre ¢ogalmasinin ¢ok fazla oldugu goriilmektedir. 2 mg/mL’den itibaren ise hiicre
Olimlerinin basladig1 ve 2,5 ve 3,0 mg/mL konsantrasyonlarda ise hiicre dliimlerinin

arttig1 anlasilmaktadir.
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Sekil 3.39. PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimer ¢ozeltilerinin dermal
fibroblast hiicreleri mitokondriyel aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 3.39 incelendiginde PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimerinin herhangi bir

sitotoksik etkisinin olmadig1 ve hiicrelerin ¢ogalmasini hizlandirdig1 anlagilmaktadir.
3.8.2. Live-dead analizi

Seri seyreltme yontemi ile gesitli konsantrasyonlarda hazirlanan PIBMG-MePEG
diblok 5 ve PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimer ¢6zeltilerinin L-929 hiicreleri
ve dermal fibroblast hiicreleri tizerindeki toksisitelerini degerlendirmek igin
gerceklestirilen Live-dead analizinde ise canli hiicreler yesile, 6lii hiicreler kirmiziya

boyanarak 20x’de ¢ekilmis mikroskop goriintiileri alindi.

PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin L-929 hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisini
gostermek amaciyla 20x’de ¢ekilmis mikroskop goriintiileri asagida verilmistir (Sekil

3.40).
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Sekil 3.40. Cesitli konsantrasyonlardaki PIBMG-
MePEG diblok 5 kopolimerinin L-929 hiicrelerinin
canlilig1 iizerine etkisi. A: TCP, B: 0,1 mg/mL, C: 0,2
mg/mL, D: 0,4 mg/mL, E: 0,6 mg/mL, F: 0,8 mg/mL, G:
1 mg/mL, H: 1,5 mg/mL, I: 2,0 mg/mL, i: 2,5 mg/mL, J:
3,0 mg/mL
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PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimeri igin Live-dead analizi de WST-1 testinin
sonuclarint dogrulamaktadir. Yuvarlak olan hiicreler kirmiziya boyanmadigindan ve
TCP’de de ayn1 morfolojiye rastlandigindan muhtemelen bu durum hiicrelerin kendi

dogal yapisindan kaynaklanmaktadir (Sekil 3.40).

PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimerinin L-929 hiicrelerinin canlilig1 {izerine
etkisini gostermek amaciyla 20x’de c¢ekilmis mikroskop goriintileri asagida

verilmistir (Sekil 3.41).
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Sekil 3.41. Cesitli konsantrasyonlardaki PIBMG-PEG-
PIBMG triblok 9 kopolimerinin L-929 hiicrelerinin
canlilig1 tizerine etkisi. A: TCP, B: 0,1 mg/mL, C: 0,2
mg/mL, D: 0,4 mg/mL, E: 0,6 mg/mL, F: 0,8 mg/mL, G:
1 mg/mL, H: 1,5 mg/mL, I: 2,0 mg/mL, i: 2,5 mg/mL, J:
3,0 mg/mL
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PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimerinin Live-dead analizinde goriilen yuvarlak
hiicreler kirmiziya boyanmadigindan ve TCP’de de ayni1 morfolojide olduklarindan
muhtemelen bu durum hiicrelerin kendi dogal yapisindan kaynaklanmaktadir (Sekil
3.41). Ayrica PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimeri i¢in gerceklestirilen bu analiz

WST-1 testinin sonuglarini da dogrulamaktadir.

PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin dermal fibroblast hiicrelerinin canlilig
tizerine etkisi de incelendi. 20x’de ¢ekilmis mikroskop goriintiileri asagida verilmistir

(Sekil 3.42).
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Sekil 3.42. Cesitli konsantrasyonlardaki PIBMG-
MePEG diblok 5 kopolimerinin dermal fibroblast
hiicrelerinin canlilig1 {izerine etkisi. A: TCP, B: 0,1
mg/mL, C: 0,2 mg/mL, D: 0,4 mg/mL, E: 0,6 mg/mL, F:
0,8 mg/mL, G: 1 mg/mL, H: 1,5 mg/mL, I: 2,0 mg/mL,
I:2,5 mg/mL, J: 3,0 mg/mL
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Sekil 3.42°de verilen PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin mikroskop goriintiileri
incelendiginde 1,5 mg/mL’den itibaren hiicrelerin morfolojilerinin degiserek
yiizeyden kalktig1 ve hasar gormeye basladig1 goriilmektedir. 2,0 mg/mL’den itibaren
ise apoptoz (programli 6liim) baslamaktadir. Konsantrasyon arttik¢a canli hiicre sayisi
azalmaktadir. WST-1 sonuglarina gore 1,5 mg/mL konsantrasyonda heniiz
mitokondriyel aktivite etkilenmemekle birlikte, Live-dead analizi sonuglar1 bu

konsantrasyonda hiicre hasarinin basladigina isaret etmektedir.

PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimerinin dermal fibroblast hiicrelerinin canlilig
tizerine etkisi de incelendi. 20x’de ¢ekilmis mikroskop goriintiileri agagida verilmistir

(Sekil 3.43).
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Sekil 3.43. Cesitli konsantrasyonlardaki PIBMG-PEG-
PIBMG triblok 9 kopolimerinin dermal fibroblast hiicrelerinin
canlilig1 tizerine etkisi. A: TCP, B: 0,1 mg/mL, C: 0,2 mg/mL,
D: 0,4 mg/mL, E: 0,6 mg/mL, F: 0,8 mg/mL, G: 1 mg/mL, H:
1,5 mg/mL, I: 2,0 mg/mL, I: 2,5 mg/mL, J: 3,0 mg/mL
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Sekil 3.43°de verilen PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimerinin mikroskop
goriintiileri incelendiginde 3 mg/mL konsantrasyon disinda hiicrelerin canli ve saglikli
oldugu goriilmektedir. 3 mg/mL konsantrasyonda ise hiicrelerin ¢ekildigi, yiizeye
tutunmada azalma oldugu goriilmektedir. Heniiz hiicre 6liimlerinin gergeklesmedigi
fakat hiicrelerin morfolojilerinin degistigi anlagilmaktadir. Bu sonuglar WST-1

sonuglari ile uyumludur.

Sonug olarak PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimerinin hiicreler iizerindeki
sitotoksik etkisinin PIBMG-M¢PEG diblok 5 kopolimerine gore daha az oldugu
bulundu. PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimeri hiicreler iizerinde herhangi bir
sitotoksik etki gostermedi. PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimeri ise hiicreler tizerinde

1,5 mg/mL sonrasinda degerlendirilmis konsantrasyonlarda sitotoksik etki yaratti.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Sistemik toksisiteye neden olan genel kemoterapinin eksikliklerini gidermek i¢in son
yilllarda bilim diinyasinin odaklandigi lokal ilag salim sistemlerinde poli(laktid) PLA,
poli(laktid-ko-glikolid) PLGA gibi biyobozunur poliesterler ve bunlarin PEG ile
olusturdugu hidrofobik ve hidrofilik bloklardan olusan blok kopolimerler siklikla
kullanilmaktadir. Buna karsin glikolik asit tiirevlerinin kullanilmasiyla hazirlanan
glikolid ailesi polimerleri ve siibstitiiye glikolid-PEG blok kopolimerleri iizerine
literatiirde ¢ok az calisma vardir. Bu blok kopolimerlerin sentezi PLA’nin bozunma
hizin1 yavaglatan yiiksek kristalinite gibi 6zelliklerini iyilestirmek ve biyomedikal ve
farmasotik endiistriye fiziksel 6zellikleri genis yeni biyomalzemeler kazandirmak igin

onemlidir.

Bu amagla 6ncelikle bir asimetrik alkil siibstitiiye glikolid olan izobiitil metil glikolid
(IBMG) monomerinin sentezi gerceklestirildi. Ardindan MePEG-2000 ve PEG-2000
homopolimerlerini kullanarak halka agilmasi polimerizasyonu yontemi ile 3 saat gibi
kisa bir reaksiyon siiresinde ¢0ziiciisliz ortamda yeni, 1siya hassas, biyobozunur ve
biyouyumlu PIBMG-MePEG diblok ve PIBMG-PEG-PIBMG triblok kopolimerleri
sentezlendi. Katalizor olarak diisiik toksisiteye ve tamamen polimerlesme

doniistimiine sahip oldugu igin Sn(Oct). katalizorii kullanildi [72, 73, 74].

Sentezlenen diblok ve triblok kopolimerlerin DSC termogramlari incelendiginde
MePEG ve PEG’in erime piki disinda PIBMG bloklarina ait herhangi bir erime piki
goriilmedi. Bu da sentezlenen blok kopolimerlerin poliester iinitesinin amorf yapida

oldugunu gostermektedir.

Blok kopolimerler sentezlenirken isiya hassaslik 6zelliklerini inceleyebilmek igin
hidrofilik PEG ve MePEG bloklarinin kiitleleri sabit tutulup, hidrofobik poliester
pargalar farkli kiitlelerde kullanilarak her bir bileseninin uzunlugu 6zenle ayarlandi.
Kopolimerlerin ¢esitli konsantrasyonlarda siispansiyonlar1 hazirlanarak jel-sol gegis

sicakliklar1 belirlendi. PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinde uygun jel-sol gecis
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sicakligr hidrofobik PIBMG bloklarinin uzunluklarinin artigina bagli olarak PIBMG-
MePEG diblok 4 kopolimerinden daha diisiik konsantrasyonda goriildii.

Biyobozunurluk ¢alismasi 37°C’de inkibator igerisinde gergeklestirilen deiyonize su
ile hazirlanan PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin 10 giinliik siire¢ i¢in molekiil
agirhiginda 310 g/mol azalma (Mn: 4157 g/mol’den 3847 g/mol’e) gdzlemlendi. Ayni
kosullar altinda biyobozunurluk caligmasi gergeklestirilen pH’1 7,4 olan PBS ile
hazirlanan PIBMG-PEG-PIBMG triblok 10 kopolimerinin ise 21 giinliik siire¢ i¢in
molekiil agirhginda 364 g/mol azalma (Mn: 4788 g/mol’den 4424 g/mol’e)
gozlemlendi. Diger taraftan pH’1 7,4 olan PBS ile hazirlanan PIBMG-MePEG diblok
5 kopolimer jelinin 20. giinde tamamen ¢oziindiigii gozlemlendi. Bu bulgu diblok
kopolimer jelinin bobreklerden filtrasyon yoluyla viicuttan hizli bir sekilde
uzaklastirilabilecegini gosterdiginden 6nemlidir. PIBMG-PEG-PIBMG triblok 10

kopolimer jelinin ise bir aylik siire¢ sonunda %85’ inin ¢dziindiigii gozlemlendi.

In vitro biyoyumluluk ¢alismalarinda blok kopolimerlerin L-929 fare fibroblast hiicre
hatt1 ve insan dermal fibroblast hiicreleri tizerindeki toksisitelerini degerlendirmek i¢in
gerceklestirilen WST-1 testlerinde ve Live-dead analizlerinde genel olarak PIBMG-
PEG-PIBMG triblok 9 kopolimerinin hiicreler iizerinde herhangi bir toksisitesinin

olmadig1 ve hiicrelerin ¢ogalmasini hizlandirdig1 gozlemlendi.

PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin L-929 fare fibroblast hiicre hatti ve insan
dermal fibroblast hiicreleri {izerindeki toksisitelerini degerlendirmek igin
gerceklestirilen WST-1 testlerinde ise genel olarak diisiik konsantrasyonlarda
hiicrelerin ¢ogalmasini hizlandirdig: ve herhangi bir toksik etkisinin olmadig: gortildii.
2 mg/mL’den itibaren ise hiicre 6liimlerinin basladigi ve konsantrasyon arttik¢a hiicre
oliimlerinin de arttig1 gozlemlendi. Dermal fibroblast hiicreleri tizerindeki Live-dead
analizlerinde ise 1,5 mg/mL’den itibaren hiicrelerin morfolojilerinin degiserek
yiizeyden kalkmaya basladigi, 2,0 mg/mL’den itibaren ise apoptozlarin basladigi
gozlemlendi. Ozetle PIBMG-PEG-PIBMG triblok 9 kopolimerinin degerlendirilen
konsantrasyonlarda hiicreler iizerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olmadigi,
PIBMG-MePEG diblok 5 kopolimerinin ise 2,0 mg/mL’den itibaren sitotoksik etki

yarattig1 anlagilmaktadir.
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Bu tez kapsaminda sentezlenen yeni, 1s1ya hassas, biyobozunur ve biyouyumlu blok
kopolimerlerin enjeksiyon igin gerekli olan 40-41°C sicaklik araliginda sol fazinda
olmast ve sogutmayla fizyolojik kosullar altinda (37°C) hedef dokuda jel
olusturabilmesi pek c¢ok antikanser ilacin yiiklemesinin yapilarak lokal bolgelerdeki
tiimdrlerin tedavisinde ve beyindeki kati timorlerin tedavisinde kullanilabilmesine

olanak tanryacaktir.
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Sekil B.11. 10 bilesiginin *H-NMR spektrumu
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