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Ozetce

4 ve 6 kollu amfifilik poli(metil metakrilat)-b-poli(akrilik asit)
(PMMA-b-PAA)  kopolimerler Atomik Transfer Radikal
Polimerizasyon (ATRP) ydntemi ile sentezlendi. Polimerlerin
yapilart GPC, H-NMR ve FTIR analizleriyle incelendi. 18-50
kDa arahginda ¢esitli molekiil agirliklarinda sentezlenen
polimerlerin maksimum yiiklenme kapasiteleri ve kritik misel
konsantrasyonlart floresans yontemi ile belirlendi. 4 kollu
PMMA-b-PAA (molekiil agirligi 30kDa) hidrofobik model ilag
indometazin ile ¢ok yiiksek oranda (22.5 %) yiiklendi. Ila¢
yiiklii - kompleksin suda biyolojik olarak pargalanabilen,
kararl bir ¢ozelti olusturdugu gozlendi.

Abstract

Amphiphilic poly(methyl methacrylate)-b-poly(acrylic acid)
(PMMA-b-PAA) copolymers with 4 and 6 arms were
synthesized by Atomic Transfer Radical Polymerization
(ATRP). The polymers were characterized by GPC, H-NMR
and FTIR analysis. Polymer samples synthesized at various
molecular weights between 18-80 kDa were investigated in
terms of maximum loading capacity and critical micelle
concentration by fluorescence spectroscopy. 4 arm PMMA-b-
PAA (MW 30 kDa) was loaded with hydrophobic model drug
indomethacin with an extremely high drug loading efficiency
(22.5% drug content). Drug loaded polymer formed a stable
and biodegradable complex in aqueous medium.

1. Giris

Polimerik malzemelerin kontrollii ilag salimi amaciyla tasiyici
olarak kullanilmasi polimer arastirmalar1 ve teknolojisinde
giderek genisleyen ve &nem kazanan bir alandir. Ozellikle
polipeptitler ve antikanser ilaclar gibi sindirim yoluyla
almmas1 sakincali ilag tedavilerinde bu tip tasiyict
malzemelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla hazirlanan
fonksiyonel polimer karisimlari, polimer kompleksleri, blok
kopolimerler, ve polimerik misel adiyla anilan amfifilik
polimer partikiilleri, ilag yiikleme, ilag salim profili, biyolojik
parcalanma ve kararlilik ozellikleri bakimindan
arastirilmaktadir [1].
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flag tastyict olarak kullamilan polimerlerin tasariminda
partikiil geometrisi dnemli bir rol oynar. Polimerin molekiil
agirligy, hidrofilik-hidrofobik segmentlerin birbirine orani ve
capraz bag orani, polimer molekiiliiniin ilagla etkilesimini,
yiklenme kapasitesini ve salim kinetigini belirleyen
degiskenlerdir. Ayrica ilag ve polimer kompleksinin serum
ortamindaki kararlilig1 ve biyolojik pargalanma 6zellikleri de
yine polimerin kimyasal ve geometrik yapisina baglidir.[2]

Blok kopolimerler hidrofilik ve hidrofobik polimer
zincirlerinin birarada bulunmasiyla amfifilik yap1 kazanirlar.
Hidrofobik merkezi olusturan polimer zincirleri hidrofobik
malzemeyi hapseder ve hidrofilik dis yilizey su ortaminda
misel olustrurur, 6zellikle yildiz polimer tabir edilen ¢ok kollu
blok kopolimerler son derece kararli miseller olusturabilirler.
Blok kopolimer sentezinde akrilik monomerlerin kullanilmast
hem yiizey kimyasmin modifikasyona agik olmasi hem de
kontrollii polimerizasyon saglanabilmesi agisindan avantajlidir
[3].

Bu amagla kullanilan ATRP (Atomik Transfer Radikal
Polimerizasyon)  yontemiyle, bir ligand yardimiyla
aktiflestirilen metal katalizor ile, yiiksek sicakliklarda (60-
100°C) hizl1 ve kontrollii bir polimerizasyon saglanabilir [4].
Bu calismada 3, 4 ve 6 kollu Poli(metil metakrilat)-blok-
poli(akrilik asit) sentezlenmesinin nedeni poli metil metakrilat
oligomerlerinin ve buna bagli poliakrilik asit zincirlerinin
amfifilik bir yap1 olusturmasi ve tipta kullanimi olan bu akrilik
polimerin biyolojik olarak pargalanabilir bir kompleksler
olusturabilmesidir [5].

Ilag aktariminda kullanilacak amfifilik bir polimer
malzemenin, antitoksik ve kana karistiktan sonra pargalanarak
viicuttan atilabilir olmasi1 elzemdir. Bu nedenle sentezlenen
molekiiliin 50 kDa’dan bilyiik olmamasi gereklidir [6,7].
Sentezlenen polimerin hedeflenen ilagla yiiksek kapasitede
yiiklenebilmesi, ilag yiiklii polimerin su ortaminda kolayca
kararli bir misel olusturmasi ve viicuda girdikten sonra ilac1 en
az sekiz saat iginde, tercihen sabit hizda salmasi beklenir [8].
Bu beklentileri karsilayan ilag tasiyicilarin sentezlenmesiyle
ornegin kanser ve seker hastaligi tedavisi gibi zahmetli ve
ciddi yan etkileri olan tedavilerin kolaylastirilmasi ve zararl
yan etkilerin azaltilmasi1 hedeflenmektedir.
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2. Malzeme ve Metodlar

2.1. Malzemeler

Pentaeritritol (Aldrich 98%), dipentaeritritol (Aldrich, tech.)
ve 1,3,5 trihidroksi benzene (Aldrich, 97%) kurutulduktan
sonra nitrojen altinda 2-bromoisobutyryl bromide (Fluka,
97%) ile 0°C’de bromine edildi. tBA (Aldrich, 99%) ve MMA
(Aldrich, 99%) monomerleri aktif alumina kolonundan
gecirilerek saflastirildi. N,N,N’,N’,N_-Pentamethyl diethylene
triamine (PMDETA; Aldrich) kulanim oncesinde NaOH
tizerinden distile edildi. Tetrahidrofuran, metanol, hekzan,
dietil eter, diklorometan solventleri distilasyonla saflastirildi.
Katalizor olarak CuBr (Aldrich, 99.999%) ve reaksiyon ortami
olarak anisol (Aldrich, 99%), hidroliz i¢in trifloroasetik asit
(Sigma 99%), floresan boya pyrene (Fluka 99%), model ilag
olarak indometazin (Fluka, 99%) kullanildi.

2.2. Sentez

ATRP sentezi iki asamal1 olarak gerceklestirildi. ilk asamada
bromine edilmis 3, 4 ve 6 kollu baglangic molekiillerinden,
Brx250 oraninda MMA, monomerle esit hacimde anisol,
stokiometrik oranda CuCl ve PMDETA ile, 70 °C’de PMMA
merkez molekiilii olusturuldu.
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Sekil 1. Pentaeritritolden baglayarak 4 kollu PMMA-b-PtBA
sentezi.

Bu polimer saflastirildiktan sonra Brx550 oraninda tBA,
monomerle esit hacimde anisol, stokiometrik oranin 10 %
fazlasiyla CuBr ve fazla miktarda PMDETA ile Sekil 1’de
goriildiigii gibi 90 °C’de reaksiyona sokularak 3, 4 ve 6 kollu
PMMA-b-PtBA polimerler sentezlendi. Hidroliz
reaksiyonuyla PtBA kollar PAA’ya donistiiriildii. Polimer
molekiil agirliklart GPC, molekiil yapilar1 ise H-NMR ve
FTIR ile belirlendi.

2.3. Maksimum Yiikleme Kapasitesi

200 mg/ml ve 500 mg/ml polimer ¢ézeltileri, 2.5x107 M and
30x10”7 M arahginda degisen farkli pyrene konsantrasyonlar:
igerecek sekilde hazirlandi. Her bir numune 16 saat 4°C’de
karigtirlarak yiikleme gerceklestirildi. 1500 rpm hizda 10
dakika santrifiijle polimere yiiklenmeyen pyrene ¢oktiiriildi.
Kararli misel olusturan polimere yiiklenmis maksimum pyrene
orani, floresans spektrofotometre ile 330 nm dalgaboyunda
uyartlan numunelerin 393 nm dalgaboyunda 1simalarinin
Ol¢limiiyle belirlendi.

2.4. Kritik Misel Konsantrasyonu

0.015 mg/L ve 1500 mg/L konsantrasyonlar1 araliginda
hazirlanan polimer ¢ozeltileri 2x107 M pyrene ile 16 saat
4°C’de yiiklendi. Kritik misel konsantrasyonu, hangi pyrene
konsantrasyonunda kararli bir misel olustugunun floresans
spektroskopi ile gdzlenmesi sayesinde belirlendi. Kararli misel
olusumuyla, yiiklenen pyrene’in I; ve I; bantlarinda kayma
gozlendi. 1; / I3 oranmnin polimer konsantrasyonuna karsi
¢izdirilmesiyle, misel olusumunu gosteren egri elde edildi,
iyonik miseller icin egimin sonlandigi nokta kritik misel
konsantrasyonu kabul edildi.

3. Bulgular

3.1. Karakterizasyon

Polimerlerin molekiil agirliklar1 ve polidispersite indisleri
GPC (Jel Gegirgenlik Kromotografisi) ile analiz edildi. Sekil
2’de 4 kollu PMMA (7 kDa) ile ondan sentezlenen PMMA-b-
PtBA (30 kDa) numunesinin GPC analiz sonucu
gosterilmektedir.

PMMA-b-PtBA PMMA

Flow Marker

30 35 40 45 50
Retention Time (min.)

Sekil 2. 4 kollu PMMA (7 kDa) ve PMMA-b-PtBA (30 kDa)
kromotogramlari.
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Bu calismada incelenen polimerler Tablo 1°de molekiil
agirliklariyla ve agirlik bazinda hidrofobik PMMA oranlartyla
gosterilmistir. Hazirlanan tiim polimerlerin polidispersite
indisleri 1.05-1.20 araligindadir.

Saflastirilan polimerlerin H-NMR analizlerinde monomer
kalitis1 gézlenmemistir (Sekil 3). (H-NMR §; PMMA: 0,5-1,0
ppm CHj;, 1,56 ppm CH,, 3,6 ppm OCHj; ve PtBA: 1,7 ppm
CH,, 2,4 ppm CH, 1.42 ppm (CH3)3 )

PtBA

PMMA

I -

8.0 7.0 6.0 50 4.0 30 20 1.0 pmm

Sekil 3. 4 kollu PMMA-b-PtBA’nin H-NMRspektrumu.

Hidroliz o6ncesinde ve sonrasinda PMMA-b-PtBA ve
PMMA-b-PAA  terimleriyle ifade edilen  polimer
numunelerinin kimyasal yapilart FTIR ile analiz edildi. Sekil
4’te, PMMA-b-PtBA’ye ait FTIR spektrumunda 2925 cm™de
gozlenen karakteristik tBA piki hidroliz islemiyle kaybolmus,
1730 cm”de gbzlenen diger tBA pikinin yerini ise 1712
em’de gbzlenen karboksil piki almistir. 1200-1400 cm™’de
ise karakteristik PMMA pikleri gozlenmistir.

M

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Wavenumber (cm™)

Sekil 4. 4 kollu PMMA-b-PtBA (listte) ve PMMA-b-PAA
(altta) polimerlerinin FTIR spektrumlari.

3.2. Yiiklenme Kapasitesi

Polimerlerin  yiiklenme  kapasiteleri,  artan  pyrene
konsantrasyonuna gore degisen maksimum RFU (Relatif
Floresans Birimi) degerleriyle karsilastirildi. Edinilen bilgiye
gore, 3 kollu polimerlerin yiiklenme kapasiteleri 4 ve 6 kollu
PMMA-b-PAA polimerlerinden daha kiigiiktiir. 4 ve 6 kollu
polimerlerin yiiklenme kapasiteleri ise hidrofobik polimer
orani arttikca artis gostermistir. Tablo 1°de gozlendigi gibi,

yiiksek (500 mg/L) polimer konsantrasyonlarinda en yiiksek
yiiklenme kapasitesi en kiiglik molekiil agirligina (20 kDa) ve
en yliksek hidrofobik PMMA oranina (0.45) sahip olan 6 kollu
PMMA-b-PAA numunesi ile elde edildigi halde, daha diisiik
polimer konsantrasyonunda (200 mg/L) 4 kollu polimerlerin
performansinin daha iyi oldugu gozlendi. Diisiik polimer
konsantrasyonunda, 4 kollu PMMA-b-PAA (merkez PMMA 7
kDa, toplam molekiil agirhign 30 kDa), aym PMMA
baslaticidan (7 kDa) toplam molekiil agirligi 20 kDa olacak
sekilde sentezlenen ve hidrofobik merkez orani ¢ok daha
yiiksek olan (0,41) 4 kollu numuneden daha yiiksek bir
yiiklenme performansi sergiledi. Bu da hidrofobik merkez
oraninin  sadece yiiklenme kapasitesini degil, polimer
konsantrasyonuna gore degisen kararli misel olusumunu
etkileyen bir parametre oldugunu sergilemektedir. Bu
sonuglarin 1s1ginda, ilag yiikleme igin 4 kollu, 7 kDa
hidrofobik PMMA merkezli, 30 kDa PMMA-b-PAA yildiz
polimerin ideal bir polimerik tastyici oldugu diistiniilmektedir.
Kapasite ve kararlilik agisindan optimum hidrofobik merkez
orani ise 0,25 olarak belirlenmistir. Ilag tasiyict olarak
denenmesi kararlastirilan polimerin partikiil biiyilikliigiiniin
atomik kuvvet mikroskobu ve dinamik 11k sagilim
prensibiyle calisan Zetasizer dlgiimleriyle belirlenen parcacik
boyutu 30 nm’dir.

Tablo 1. PMMA-b-PAA yildiz blok kopolimerlerinin pyrene
ile maksimum yiiklenme kapasitelerinin kol sayisina (n),
molekiil agirhgma (MW) ve hidrofobik merkezin agirlik
oranina (f,) gore degisimi.

Maksimum Maksimum

n MW f, Yiiklenme Yiiklenme

(kDa) Kapasitesi Kapasitesi

200 mg/L 500 mg/L
(RFU) (RFU)
3 20 0,25 60,5 154,1
4 20 0,41 132,1 301,8
4 30 0,23 139,5 217,0
4 35 0,19 59,0 150,4
6 20 0,45 117,3 3444
6 45 0,18 53,1 198,5

3.3. Kritik Misel Konsantrasyonu

Polimer misellerin su ve sulu ¢o6zelti ortamlarmdaki
kararliliginin bir dlgiitii olan kritik misel konsantrasyonunun
6zellikle y1ldiz polimerlerde ¢ok diisiik olmas1 beklenir.
Floresans yontemiyle belirlenen birinci ve iglincii
karakteristik pyrene bantlarmin (I; 372 nm ve I, 385 nm)
oraninin polimer konsantrasyonuna karsilik ¢izimiyle elde
edilen egrinin diizlesme noktasi, iyonik miseller i¢in kritik
misel konsantrasyonu kabul edilir. Buna gére, 7 kDa PMMA
ve 30 kDa toplam molekiil agirligina sahip 4 kollu PMMA-b-
PAA’nin kritik misel konsantrasyonu Sekil 5’te goriildiigii gibi
50 mg/L olarak belirlenmistir. Bir bagka deyisle polimer, 50
mg/L  ve tzerindeki konsantrasyonlarda kararli misel
olusturma, dolayisiyla hidrofobik merkezinde depolayacagi
hidrofobik bir maddeyi su ve sulu ortamlarda homojen bir
¢ozelti olusturacak sekilde tagiyacak kapasiteye sahiptir.
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Sekil 5. 4 kollu PMMA-b-PAA (7 kDa/30kDa) numunesinin
floresans 151ma spektrumunda gozlenen kayma oranimin (Iy/1;)
polimer konsantrasyonuna gore degisim grafigi.

Bu ozellik, ozellikle kemoterapi gibi hidrofobik ve toksik
ilaglarin dozlarinin ve ¢6ziiniirliiklerinin hayati dnem tagidigi
tedavilerde aranan bir 6zelliktir.

3.4. llac¢ Yiikleme

Yiiklenme kapasitesi ve kritik misel konsantrasyonuna goére
umut vadeden, 4 kollu PMMA-b-PAA (30 kDa) numunesinin
ila¢g yliklenme kapasitesi arastirildi. Hidrofobik model ilag
olarak, bir anti-enflamatuar olan indometazin kullanildi.
Agirlikga esit miktarda ilag c¢ozeltisiyle yarim saat oda
sicakliginda karigtirilan  polimer, ilagla yiikkleme isleminden
sonra diyalizle saflagtirilldi ve dondurucu kurutucuda
kurutuldu. Elde edilen polimer/ilag kompleksi dimetil
formamid icinde ¢oziilerek yiiklenen ilag miktarn1 UV-
spektrofotometre ile 22.5 % olarak belirlendi. Sekil 6’da
verilen FTIR spektrumlarinda, indometazinin karakteristik
piklerinin yiikleme sonrasinda baskilandig1 gézlendi. Bu bulgu
indometazinin biiylik 6l¢iide hidrofobik merkezde toplandigina
isaret etmektedir.

e D el A NP
AN
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Wavenumber (cm’l)

Sekil 6. Model ilag indometazin (en iistte), ilag yiikli 4 kollu
PMMA-b-PAA (30 kDa) ve yiiklenmemis polimerin FTIR
spektrumlart.

flag yiikli polimer ile yiiklenmemis polimerlerin DSC
analizleri yilikleme sonrasinda polimerin camsi gecis
sicakligmin (T,) 55°C’den 75°C’ye, erime sicakhiginin (T,,)
ise 130°C’den 145°C’ye yiikseldigini gostermektedir (Sekil 7).

Akrilik polimerlerle hidrofobik, asidik ilaglar arasinda
gozlenebilecek kimyasal veya elektrostatik baglarin neden
oldugu bu profil degisimi, ilagla polimer arasinda bir afinite
oldugunu gosterir. Bu afinite polimerin  yiiklenme
kapasitesinin artmasma ve salim isleminin yavaslamasina
neden olmaktadir.

NV -

Heat Flow (mW)
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Sekil 6. Tlac yiiklenmis (iistte) ve yiiklenmemis (altta) 4 kollu
PMMA-b-PAA (30 kDa) numunelerinin DSC termogramlari.

4. Sonugclar

ATRP yontemiyle 20kDa ve 50kDa molekiil agirligr arasinda
3, 4 ve 6 kollu amfifilik PMMA-b-PAA kopolimerler
sentezlendi ve maksimum yiiklenme kapasiteleri karsilastirildi.
Hidrofobik ilaglarin taginmasi ve kontrollii salimi igin kritik
misel konsantrasyonu 50 mg/L, molekiil agirligr 30 kDa ve
hidrofobik merkezin agirlik orani 0,23 olan 4 kollu PMMA-b-
PAA onerildi. Onerilen polimer, model ilag indometazin ile
22.5% gibi yiiksek bir oranda yiiklendi ve suda kararli ¢ozelti
olusturdu.
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