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OZET

Cekirdek Kabuk Tipi Poliakrilat Hidroksi Apatit ilac Tasiyicilar1  Kontrollii

Polimerizasyon ile Sentezi ve Karakterizasyon Calismalari

Mezo gozenekli hidroksiapatitin (MHAp), miikemmel biyouyumluluk, biyobozunurluk ve
biyoaktiviteye gibi iistiin 6zelliklere sahip olmasinin yaninda toksik olmama, genis yiizey alant,
yiiksek yiikkleme kapasitesine sahip olmasi da onlari iyi bir ilag tasiyicisi olarak sistem haline
getirmektedir. Fakat MHAp’in kirilgan yapist onun kullanim alanlarini1 sinirlandirmaktadr.
Biyouyumlu polimerler ile gesitli modifikasyon islemleri uygulanarak elde edilen kompozit

MHAp, sert ve kirillgan yapisinin olusturdugu dezavantajlar1 ortadan kaldirmaktadir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, hidrotermal yontem kullanilarak sentezlenen MHAp kontrolli
polimerizasyon yontemi olan atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ile modifiye
edildi. Oncelikle, MHAp bir ATRP makro-baslaticisna déniistiiriildii. 3-aminopropil
trietoksisilan ile bromoisobiitiril bromiir arasinda reaksiyonla elde edilen bi-fonksiyonel
baslatict hem MHAp ylizeyine baglandi hem de ucundaki C-Br bagi {izerinde kontrollii

polimerizasyon gergeklestirildi.

Calismanin ikinci kisminda, poli(etilenglikol)metakrilat (PEGMA), N-[3-
(dimetilamino)propillmetakrilamit (DMAPMA), floresin-o-metakrilat (FMA) monomerlerinin
MHAp ylizeyinde baslatilan ATRP ile modifikasyonu gerceklestirildi. Sentezlenen tiim
yapilarin yapisal, termal, morfolojik Kkarakterizasyonu i¢in FT-IR, XPS, SEM, DLS, Zeta
potansiyel ve TGA analizleri yapildi. Yapilan analizler sonucunda modifikasyon islemlerinin

basarili bir seklide ger¢eklestirildigi kanitlanda.

Son kisimda, hiicre kiiltiirii ve ilag salinim ¢aligsmalar1 gerceklestirildi. Model ilag¢ olarak
kemoterapite tedavisinde kullanilan bir anti-kanser ilact olan doksorubisin (DOX) kullanildu.
Hiicre kultiirii calismalarinda saos-2 insan osteosarkoma hiicre hatti kullanildi. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda poliakrilat-hidroksiapatit doku iskelelerinin DOX i¢in iyi bir ilag

tastyici sistem oldugu belirlendi.

Ocak, 2020 Gamze KOCAL



ABSTRACT

Preparation of Core Shell Type Polyacrylate Hydroxyapatite Drug Carriers by

Controlled Polymerization and Their Characterizations

Meso-porous hydroxyapatite (MHAp) has superior properties such as excellent
biocompatibility, biodegradability and bioactivity, as well as its non-toxic, large surface area
and high loading capacity make it a good drug carrier system. However, the brittle nature of
MHAQp restricts its usage applications. Composite MHAp obtained by various modification
processes with biocompatible polymers, which eliminates the disadvantages of its hard and

brittle structure.

In this thesis study, MHAp prepared using hydrothermal method, which is modified by atom
transfer radical polymerization (ATRP) that is one of the controlled polymerization. Firstly,
MHAp was converted to an ATRP macro-initiator. The bi-functional initiator obtained by
reaction between 3-aminopropyl triethoxysilane and bromoisobutyryl bromide, which bounded
to both the MHAp surface and also controlled polymerization was performed on the C-Br bond
at the end.

In the second part of the study, MHAp surface was modified by surface initiated ATRP of poly
(ethylene glycol) methacrylate (PEGMA), N- [3- (Dimethylamino) propyl] methacrylamide
(DMAPMA), Fluorescent o-methacrylate (FMA) monomers. FT-IR, XPS, SEM, DLS, Zeta
potential and TGA analyzes were performed for structural, thermal, morphological
characterization of all synthesized structures. As a result of the analysis, it was proved that the

modification procedures were performed successfully.

In the final part, drug release and cell culture studies were performed. Doxorubicin (DOX), an
anti-cancer drug, was used as a model drug. Saos-2 human osteosarcoma cell line was used in
cell culture studies. According to the results, polyacrylate-hydroxyapatite scaffolds were found

to be a good drug delivery system for DOX.

January, 2020 Gamze KOCAL
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Osteosarkoma en sik goriilen pediatrik kemik kanseri tiiriidiir. Birincil osteosarkoma,
akcigerlere ilk asamadan itibaren yayilma egilimi gosterir ve hayatta kalma orani oldukga
diistiktir [1]. Genellikle ameliyat, kemoterapi ve radyasyon terapisi ile tedavi edilebilir. Anti-
kanser ilaglar, normal dokulardaki toksik yan etkilere ve ¢oklu ilag direncine neden olur ve bu
durum kemoterapi etkinligini olumsuz etkiler. Ayrica, yiiksek toksisite, zayif oral biyo-
yararlanim, suda ¢6zliniirliigiiniin olmamasi, normal hiicrelere ve kanser hiicrelerine anti-kanser
ilacin verilmesi gelencksel kanser tedavilerinin ana problemlerini olusturmaktadir [2,3]. Bu
problemlerin giderilmesi icin, yiiksek konsantrasyonlu anti-kanser ilacin sadece hedeflenen
bolgeye saliminin kontrol edilmesi gereklidir. Lokal ila¢ uygulamasinda, ilacin zararli yan
etkileri en aza indirgenerek tiimor dokusuna yeterli miktarda ilag verilir. Bu nedenle akilli ilag
dagitim sistemleri (IDS) kanser tedavisi icin ideal bir yontemdir. IDS’nin kullanilmas: ile ilag
verimliligi artar, toksik yan etkiler Onlenir, ila¢ emilimi ve ilacin hedef bodlgeye erisimi
kolaylasir. Akilli IDS’ler gevresel duyarhliklarmin yardimiyla pH, sicaklik gibi normal ve
tiimor hiicreleri arasindaki fizyolojik ve patolojik farkliliklardan dolay1 anti-kanser ilaglar1 esas

olarak tiimor hiicrelerine serbest birakir [4].

Kemiklerin inorganik kismini olusturan hidroksiapatit [HAp, CaioPOas)s(OH)2], iyi protein
afinitesi, gbzenekli yapisi, toksik olmayisi ve biyouyumlulugundan dolay1, kontrollii ilag salim
sistemi olarak biiytik ilgi gormektedir [5]. HAp, korozif viicut s1visi ortaminda biyolojik olarak
uyumlu olmasi, toksik olmamas1 ve atil olmasindan dolayi bir ilag tasiyicist olarak tasarlanir.
HAp mikro kiirelerinin gozenekli yapisi, ilaclarin yiliklenmesini ve kontrollii salimlarim
kolaylagtirmaktadir. ~ Mezo-gozenekli  hidroksiapatitin ~ (MHAp), geleneksel HAp
nanopargaciklarina kiyasla ilag salimini stabilize etmenin yani sira ilag adsorpsiyon kapasitesini
arttirdigr kanitlanmistir [6]. MHAp, 1slak kimyasal yontemlerle, yani hidrotermal, sol-jel,
kimyasal ¢cokeltme, ¢oklu emiilsiyon ve biyomimetik ¢okeltme gibi metodlarla sentezlenebilir.
Hidrotermal ¢oktiirme ve kalsinasyon igsleminin bir kombinasyonunun uygulandigi sablonlar
kullanilarak MHAp nanopartikiilleri sentezlenir [7,8,9]. Hidrotermal yontem, MHAp bazli
malzemelerin sentezi ve boyutlarini ve morfolojilerini kontrol etmek icin gelistirilen en etkili
yontemlerden biridir. Kirilgan ve sert bir yapiya sahip olan MHAp, polimerler ile kompozit

olarak kullanildiginda yapisindan kaynakli dezavantajlar iyilestirilebilir. Bu tiir modifiye
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edilmis HAp bazli kompozitler sadece iyi biyouyumluluga sahip olmakla beraber, ayni

zamanda hem su hem de organik ¢oziiciiler iginde iyi bir sekilde dagilabilir.

Kontrollii /yasayan radikal polimerizasyonu (CRP) polimer sentezi ve modifikasyonu ile ilgili
uygulamalar i¢in ideal yontemlerdir [10]. En ¢ok kullanilan CRP yontemleri; atom transferi
radikal polimerizasyonu (ATRP), nitroksit aracili polimerizasyon (NMP), ve tersinir katilma/
ayrilma transfer polimerizasyonudur (RAFT). Bu yontemler arasinda ATRP en etkili ve

kullanigli CRP yontemidir.

Bu tez calismasinda hidrotermal yontem ile sentezlenen mezo gézenekli hidroksiapatitin ATRP
yontemi ile ylizeyinin fonksiyonellendirilmesi ve hazirlanan poliakrilat hidroksi apatitin ilag
tastyicis1 olarak biyoteknoloji alaninda kullanilmasi hedeflenmistir. 1k asamada, MHAp
hidrotermal metod ile sentezlenerek gozenek boyutunun biiyiikk olmasi hedeflenmistir.
Calismanin ikinci boliimiinde, MHAp ylizeyinde yiizeyde baslatilmis atom transfer radikal
polimerizasyonu (ATRP) ile diizenli poliakrilat zincirlerinin olugturulmasi hedeflenmistir. Son
boliimde, sentezlenen poliakrilat hidroksiapatitin ilag salimi ve hiicre kiiltlirii ¢aligmalari

gergeklestirilmistir.



1.2. Hidroksiapatit (HAp)

Hidroksiapatit (HAp), termodinamik olarak kararli, viicut sivisi igerisinde kristalin halde
bulunan ve kemik mineral kompozisyonuna ¢ok benzer 6zellikler gosteren bir yapidir. HAp
kimyasal olarak kalsiyum (Ca) ve fosfat (P) elementlerinden olusur. Tiim inorganik kalsiyum-
fosfat tuzlar1 (CaP); Ca/P orani, kristallik orani farkli oldugu icin benzer biyoaktivite veya
bozulma oran1 gostermezler. Bu yilizden CaP tiirevleri kimyasal igerik ve ¢ozlniirliik

degerlerine gore farkli isimler alirlar (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Baglica kalsiyum fosfat tuzlari[11].

Isim Sembol Formiil Ca/P
Monokalsiyum fosfat MCPM ve Ca(H2P04).H20 0.5
monohidrat MCPH

Monokalsiyum fosfat MCPA ve Ca(H2POa4)2 0.5
susuz MCP

Dikalsiyum fosfat dihidrat | DCPD CaHPO4.2H20 1.0
(Brushite)

Dikalsiyum fosfat susuz DCPA ve CaHPO4 1.0
(Monetite) DCP

Oktakalsiyum fosfat OCP Cag(HPO4)2(P0O4)4.5H20 | 1.33
a-Tricalsiyum fosfat a-TCP Caz(POa4)2 1.5
B-Trikalsiyum fosfat B-TCP Caz(POa4)2 1.5
Amorf kalsiyum fosfat ACP Cax(PO4)y.nH20 1.2-2.2
Hidroksiapatit HA ve HAp Ca10(PO4)s(OH)2 1.67

Biyolojik apatit; ana mineral formunda Ca/P oran1 1,67'den diisiik, hidroksil eksikligi olan ve
karbonat bakimindan zengin olan bir apatit yapisidir. Kemik ve dis gibi omurgali sert dokularin
onemli bir inorganik bileseni olan hidroksiapatitin (HAp, Cai0(POa4)s(OH)2) ve Ca/P orani

1.67°dir. HAp’nin biyoaktivite, bozunma, osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zellikleri ve ayrica
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konak kemik dokusu ile giiglii bir bag olusturma [12,13] o6zelliklerinden dolayr kalsiyum
fosfatin en kararli halidir ve ayrica su igerisinde az ¢oziiniir [ 14,15]. Stokiyometri, yiizey alant,
kristallik, morfoloji, partiikiil bliylikligii, partiikiil dagilimi1 ve aglomerasyon gibi karakteristik
ozellikleri kontrol edilerek HAp'nin hem mekanik hem de biyolojik performansini gelistirmek
muimkiindiir[16,17]. Son zamanlarda, yiliksek yiizey alani, ayarlanabilir gozenek boyutu ve
yiilksek gozenek hacmi gibi c¢esitli alternatif Ozellikleri sayesinde, mezo-gdzenekli
hidroksiapatitin (MHAp) sentezi iizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir [11]. MHAp'nin,
geleneksel HAp nanoparcaciklarina kiyasla ila¢ salinimini stablize etmenin yani sira ilag
adsorpsiyon kapasitesini arttirdigi kanitlanmistir[18]. Gozenekli HA, hedeflenen molekiillere
ve kontrol edilebilir adsorpsiyon Kinetigine karsi daha iyi adsorpsiyon kapasitesini
destekleyebilir.

.0 N
Hca‘o— P_O....Fa..-..o_P\

Sekil 1.1. HAp’1n a) kristal ve b) genel yapis1 [19,20]
1.3.Hidroksiapatitin (HAp) Sentez Yontemleri

HAp, dogal kaynaklardan elde edilebildigi gibi kimyasal yontemlerle de sentezlenebilir[21].
Dogal HAp, memeli kemiklerinden (biiyiikbas, deve veya at), deniz veya su kaynaklarindan
(balik kemigi, balik pulu), kabuklulardan (balik yumurtasi, deniz kabugu), bitki ve alglerden

ayni zamanda da mineral kaynaklardan (kireg tas1) izole edilebilir.

HAp’in kimyasal sentezinde bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler dort ana baglik

altinda toplanabilir. Bunlar;
« Islak Kimyasal Sentez

« Kuru Kimyasal Sentez



» Buhar Fazi Reaksiyonlar
» Yeni Teknikler

Kuru kimyasal metodlar kat1 hal ve mekanokimyasal olmak {izere ikiye ayrilir. Kat1 faz metodu
genellikle stokiyometrik ve iyi kristallesmis bir iiriin verir, ancak nispeten yliksek sicakliklar

ve uzun 1s1l islem siireleri gerektirir.

Bu yontemler arasinda 1slak kimyasal metodlar kolay, basit ve ucuz olmasindan dolay: en ¢ok
tercih edilen sentez yontemleridir. Islak kimyasal yontem kendi icerisinde; kimyasal ¢oktiirme,
sol-jel prosesi, kimyasal buhar depolama, hidrotermal ve ters mikro-emiilsiyon tekniklerine
ayrilir. Islak proses ile yan iiriin olarak baslica su olusur ve baska bir yan iiriin olugsma olasilig

cok diisiiktiir.

Kullanilan teknige bagl olarak, farkli morfoloji, stokiyometri ve kristallik oranina sahip Hap
elde edilebilir. Kimyasal ¢oktiirme yonteminde, nanometre boyutlarinda HAp kristalleri elde
edilir ve bunlar ¢ubukla sekline sahiptir. Diger 1slak kimyasal metodlar igerisinde hidrotermal
yontem, nispeten hafif reaksiyon kosullari altinda tek bir adimda kristalin HAp verdiginden
HAp eldesi i¢in en uygun yontemdir [22].

1.4 Hidrotermal yontem ve ozellikleri

Hidrotermal proses HAp sentezi i¢in en yaygin kullanilan metottur. Bu yontem, 6zellikle
1970'erde seramik isleme teknolojisinin basarili bir sekilde gelistirilmesinden sonra popiiler
bir arastirma alami haline gelmistir. 1990'dan itibaren de karbon polimorflar1 ve hibrit
nanomalzemeler dahil olmak iizere gelismis nanomalzemelerin islenmesi i¢in daha verimli
bir teknik haline gelmistir [23]. Hidrotermal teknik nanoteknoloji i¢in dnemli bir yontemdir.
Bu teknik kullanilarak farkli boyut, sekil ve yiizey 6zelliklerine sahip yiiksek kaliteli cesitli
nanokompozit malzemeler hazirlanmaktadir [23]. Hidrotermal yontem ile Kkimyasal
homojenlik, yiiksek kalitede biiylik kristallerin iiretimi, katalizor ve pahali ylizey aktif
maddeleleri kullanmaya gerek kalmadan nanomalzeme sentezini gergeklestirilir [24]. Bu
ozellikler g6z Oniine alindiginda, hidrotermal yontem, MHAp kristallerinin biiytik 6lcekli ve
diisiik maliyetli iiretimi i¢in limit verici bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Cesitli Ca/P
oranlarma (1.50-1.67) sahip HAp tozlar1 hidrotermal sentezden kolayca elde edilebilir.
Genellikle ytliksek kristallik dereceli ve stokiyometrik degere yakin Ca/P oranina sahip

malzemeler hidrotermal yontemle elde edilebilir. Kalsiyum ve fosfat kaynaklari igeren sulu



bir ¢ozelti kullanarak biyoaktif kaplamalar hazirlamak icin iistlin bir teknik olarak da dikkat
cekmektedir.

1.4.1. Hidrotermal Yontemi Etkileyen Faktorler

Reaksiyon siiresi, reaksiyon sicakligi, konsantrasyon ve pH degerleri gibi farkli sentez
kosullar1 tipik bir hidrotermal sentezde kontrol edilebilen énemli parametrelerdir Ozellikle
pH parametresi, HAp'in son morfolojisini ve yapisini dogrudan etkiledigi i¢in sentez sirasinda

onemli bir parametre olarak kabul edilmektedir.

pH degeri ~10-12 araliginda, kiiresel HAp nanoparcaciklari, pH degeri ~4-6 araliginda ise
laminer ve tiibliler HAp nanoyapilarin olugsmas1 pH parametresinin sonugta ortaya ¢ikan

HAp’in morfolojik ve yapisal 6zelliklerini etkiledigini gostermektedir [25].

Bir HAp sentezinde yiizey aktif maddeler (diger bir adiyla siirfaktan), nanokristallerin
biiyiikliigii ve morfolojisi iizerinde kontrol saglayan en iyi yonlendirici ajanlardir [26]. Yiizey
aktif maddeler, endiistrilerde ve laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiizey aktif
madde, hidrofilik, hidrofobik, lipofobik veya lipofilik 6zellikler kullanilarak iki fiziksel faz
arasinda bir baglant1 kuran aktif bir yiizeye veya arayiize sahip kimyasaldir [27]. Yiizey aktif
maddeler iki ana gruba ayrilir; (1) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) gibi anyonik yiizey aktif
maddeler. [28] (ii) Cetyltrimetilamonyum bromiir (CTAB) gibi katyonik yiizey aktif
maddeler [29].

Hidrotermal ¢okeltme ve kalsinasyon isleminin bir kombinasyonu ile Pluronic P123, CTAB,
Pluronic F127 ve mono-alkil fosfat (MAP) ve kazein iceren sablonlar kullanilarak mezo
gozenekli HAp nanopartikiilleri sentezlenebilir [30,31]. Bunlar arasinda CTAB, birgok sulu
sentetik yontemde katki maddesi olarak kullanilabilecek biyo-uyumlu bir katyonik yiizey
aktif maddedir [32-33]. CTAB sulu ¢okeltide iyonize olan monomerleri olusturur. Bunlar bir
¢okeltme prossesinde mHAp kristalleri iiretmek icin yiizeylerinde (PO4)s ve Ca®* iyonlart igin
¢ekirdeklenme bolgeleri gibi davranan miseller halinde kendiliginden birlesir [33]. Wang ve
arkadaslari, katyonik yiizey aktif madde CTAB ilave edilerek HAp kristallerinin biiyimesini

diizenlemeyi kontrol etmislerdir [34].

Solvotermal bir siireci yoneten temel degiskenler arasinda (reaktanlar, ¢oziicii, sicaklik,
basing, pH ve zaman), sogutma oraninin uygunluguna ciddi bir dikkat gdsterilmemistir.
Bununla birlikte, hizli sogutmanin daha kii¢lik boyutlarda ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
yiizey kusurlarina sahip pargaciklara yol actig1 gosterilmistir [22].
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1.4.2. Hidrotermal Yontemin Avantajlari

Hidrotermal yontemin diger yontemlere gore avantajlar1 su sekilde siralanabilir [23],

* Elde edilen tiriinler homojendir, yapinin safligini, bilesimini, boyutunu ve kristal
seklini kontrol etmek kolaydir.

+ Partikiil biiyiikliigii sicaklik ile kontrol edilebilir.

» Kiristallik derecesi, morfoloji ve parcaciklarin boyutu kontrol edilebilir.

» Daha diisiik kalsinasyon sicakliginda ¢aligilir.

» Tozlar kalsinasyon sirasinda oldukga reaktifdir.

* Cok ¢esitli kimyasal bilesimler olusur.

» Diistik enerji ihtiyaci vardir.

* Reaksiyon siiresi kisadir.

* Tozlarin 6gilitme islemine ihtiyaci yoktur.

* Kiireler, igneler, cubuklar, lifler ve plakalar gibi farkli morfolojilere sahip

nanoparcaciklar elde edilebilir.

1.5. HAp/MHAp Kullamim Alanlar

Insan kemigine benzer kimyasal bilesimi, toksik 6zellik gdostermemesi, yiiksek kimyasal
kararlilig1, enflamatuar ve antijenik reaksiyonlara neden olmamasindan dolay1 sentetik mHAp
en sik kullanilan biyomalzemelerden birisidir. Ayni zamanda mHAp, genis yiizey alani, yiiksek
yiikleme kapasitesi ve hiicre i¢i nakil kabiliyetine sahip oldugu icin kontrollii ilag salinim
sistemlerinde de en yaygin kullanilan biyomalzemlerden birisidir. Cok ¢esitli uygulanabilir
ilaclar ve bunlarin etkili dozajlarimin hedeflenen ve kontrolli HAp/ilag kompozisyonlarina
baglanmasinda, HAp'in fonksiyonel gruplarinin varligi bu teknolojiler i¢in smirsiz sayida
degisken olusturmaktadir. Bu nedenle HAp sentetik biyomalzeme uygulamalar1 i¢in "altin
anahtar" haline gelmektedir [35]. Aynm1 zamanda HAp metalik protezler ve seramik-polimer
kompozit biyomalzemeler i¢in inorganik dolgu maddesi ve kii¢lik kemik kusurlarini tamir

etmek i¢in de bir materyal olarak biyoaktif kaplamalarda kullanilmaktadir [36] .



Kemik dolgu maddes:
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Sekil 1.2. HAp’nin biyomedikal uygulamalar1[37].

Implantlarin ¢ogu yiiksek mekanik dayanim, diisiik yogunluk ve viicut sivisi igerisinde
kimyasal kararliliklarindan dolay1 titanyum veya alasimlarindan yapilmaktadir. Metalik
implantlar sertlik ve yliksek mekanik dayanim gostermelerine ragmen biyouyumluluklar
oldukca =zayiftir. Genellikle metal implantlarin bu zayifliklarini  gidermek igin,

biyouyumlulugu ve kimyasal karalilig1 yiiksek olan HAp ile kaplanmasi daha uygundur.
1.6. Kontrollii fla¢ Salim Sistemleri

Ilerleyen teknolojik gelismeler, insan hastaliklarini iyilestirmek igin kullanilan ilaglarin
basarsin1 arttirmakta ve hata paymi azalmaktadir. Geleneksel hastaliklarin tedavilerinde,
ilaclar genellikle agiz yoluyla verilir veya enjekte edilir. Boylece ilaglar sadece hastalikli
bolgeye degil tiim insan viicuduna genis Olgiide dagilir. Bu durum viicudun normal
hiicrelerine ve dokularina zarar verir ve bazi istenmeyen yan etkilere sebep olarak hastalarda

ciddi problemler olusturabilir.

Bir ilacin alinma sekli, onun etkinligi tizerinde ¢cok onemli bir etkiye sahiptir. Baz1 ilaglar,
maksimum yararin elde edildigi optimum konsantrasyon araligina sahiptir ve bu araligin
istiindeki veya altindaki konsantrasyonlar toksik olabilir veya hicbir terapotik fayda
saglamayabilir. Ornegin, kemik enfeksiyonlar1 rutin olarak uzun siirelerde uygulanan
antibiyotik ilaclarla tedavi edilir. Antibiyotiklerin etkilenen kemik bdlgesine girmesinin,
enfeksiyon bolgesinde lokal ilag konsantrasyonunun diisiik olmasi ilaca direngli
enfeksiyonlarin gelisme riskini arttirir. Hedefe yonelik ilag dagitimi, hastaliga sadece etkili
bir sekilde miidahale ettigi, ayn1 zamanda dozaj1 ve yan etkileri de azalttig1 i¢in bu soruna iyi

bir ¢6ziimdiir.



[lag bozulmasim1 ve kaybim1 en aza indirmek, zararli yan etkileri onlemek, ilag
biyoyararlanimini ve istenen bolgede biriken ilacin fraksiyonunu artirmak igin ¢esitli ilag
dagitim ve ila¢ hedefleme sistemleri gelistirilmektedir. Kontrollii ve hedefli ila¢ dagitim
sistemleri (IDS); arzu edilen terapétik etkileri giivenli ve verimli bir sekilde elde etmek ve
terapotiklerin viicutta taginmasi i¢in gerekli yaklasimlari, formiilasyonlari, teknolojileri ve
sistemleri igerir. IDS'lerin kullanim, ilaglarn farmakokinetigini ve dagilimini degistirerek

ilaglarin farmakolojik 6zelliklerini gelistirebilir [38].

IDS, kanser, sinir sistemi hastaliklari, diyabet vb. gibi hastaliklarin tedavisi i¢in 6zellikle
onemlidir. Mevcut ila¢ dagitim teknolojilerinin kanser terapisinde kullanilmasi, ilacin
hastalikli dokunun hedef bolgesinde bolgeye 6zel kontrollii salimini gerektirir. Giiniimiizdeki
anti-kanser ilaglarinin ¢ogu kanserli ve normal hiicreler arasinda bilylik farki

gorememektedir. Kanserli hiicrelerin yaninda normal hiicrelere de zarar vermektedir.

llag Dagitinm

Geleneksel ilag dagitimmun simrlandimas: Kontrollii ilag dagitvmuam avantaylar:
Uwgulama bélgesinden zavif absorpsivon Kontrollii ve tanmmh ilag salim
Hedef dzgilligi biivik bir sorundur Kamvasal / enzimatik hudrolizden ilag korumasi
WVilcuttan erken atilim llac brvovararlanmmin arttirmalk
Zayif ilac bivovararlanin Daha 131 hasta uyumu
Zayif hasta uvumu [lag toksisitesim azaltur

Istenmeven van etkilen azaltu
llacin terapotik etkmliging artarar
llag hedeflenen bélgeve teslun edilur

llag aktvitesiun etlknhim ve stiresi artar

Sekil 1.3. Geleneksel ve kontrollii ilag dagitiminin karsilastiriimasi[39].

Geleneksel ilag dagitim sistemleri, zayif ¢oziiniirliik, dar terapdtik pencere ve normal
dokularda yogun sitotoksisite gibi, kanser tedavisinde basarisiz sonuglara sebep olmaktadir.
Bu nedenle ozellikle tiimor bolgelerine kimyasal ajanlar ve diger terapdtik materyaller
sunabilen yeni terapotik stratejilere biiyiik ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple gelisen
kontrollii salinim teknolojisi ve hedeflenen ila¢ dagitim kombinasyonu, geleneksel
kemoterapide bulunan siirlamalarin iistesinden gelmek i¢in daha verimli ve daha az zararh
bir ¢dziim saglamaktadir. IDS, kemateropi ilacinin hedef bolgelerde giinlerce ve hatta haftalar

boyunca siirekli ve kontrollii saliniminit miimkiin kilmaktadir [40].
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Sekil 1.4 .Plazmadaki ilag konsantrasyonun
zamanla degisimi, a) Agizdan kullanim (normal doz), b) Agizdan kullanim (asir1 doz) ,c) Enjeksiyon ,d)

Kontrollii ilag salinimi ideal doz[41].

Biyobozunur ve toksik olmayan yapisiyla HAp, kontrollii ilag salim sistemleri i¢in ¢ok islevli
bir materyal olarak biiylik bir potansiyele sahiptir. Gozenekli i¢i bos MHAp, asagidaki

avantajlardan dolay1 ideal bir kontrollii ila¢ salim sistemi olarak gérev yapabilir:
*  Miikemmel biyouyumluluk, biyobozunurluk ve biyoaktiviteye sahip olmas1 [42,43],

* Cok sayida ilacin yiiklenmesini ve sabit, yavas ve kontrollii bir oranda salinmasini

miimkiin kilan muntazam gozenek biiyiikligii ve yiiksek gozenek hacmi [44,45],

*  MHAp icindeki hidroksil gruplari, hidroksil gruplari iceren ilag molekiillerini hidrojen
baglar1 ile baglamasi ve boylece ila¢ yiikleme kapasitesinin ve salim o6zelliginin

gelistirebilmesi.

Fakat, HAp'in yapis1 kirilgan ve sert oldugu i¢in tek basma kullanimi siirlidir. Bu yiizden
polimer ile kompozit halinde kullanilarak bu dezavantaji ortadan kaldirilarak mekanik
ozellikleri iyilestirilmektedir [46]. Aym1 zamanda HAp/polimer kompozitlerinin HAp'e gore
avantajlarindan birisi de bilesimlerdeki degisikliklerle biyobozunurluk ve biyoaktivitesinin

gelistirme imkan1 bulunmaktadir.

Son yillarda akrilik esasli HAp/polimer ilag tasiyici sistemlerinni hazirlanmasi,
karakterizasyonu ve ilag salim 6zelliklerinin incelenmesi ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir
[47,48]. Demirtas ve digerleri akrilik HAp siiper-gézenekli hidrojeller hazirlayarak fibroblast
hiicreleri i¢in biyo-uyumluluk ¢alismalari yapmiglardir. Ayn1 zamanda sisme ve ilag salimi

stireclerini incelemislerdir [49]. Sailaja ve digerleri fosforlanmis hidroksietil (metakrilat-ko-
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metil metakrilat) {izerinde kalsiyum fosfatin biyo-mineralizasyonunu gergeklestirmislerdir
[50]. Zhanga ve digerleri ¢oziiniirliigh diisik olan ilaglarin ¢oziintrligini ve oral
biyoyararlanimini arttirmak i¢in polimer misel/hidroksiapatit/kitosan (PM/HA/CS) esasl oral
ilag salim sistemi gelistirmislerdir. PM/HA/CS, sileksetil (CC) gibi zayif ¢oziiniir bir ilacin
¢Ozilinlirliiglinii ve oral biyoyararlanimini arttidigimi gézlemlemislerdir. Bu HAp/polimer
yapisinin bir ilag¢ salim sistemi olarak biiyiik bir potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmigtir
[51]. Wu ve digerleri MHAp'in osteojenik potansiyelini ve poli(N-izopropilakrilamit)'in
(PNIPAAM) siirekli salim 6zelliklerini bir araya getirerek bir kolestrol diisiiriicii bir ila¢ olan
simvastatin (SIM) i¢in ilag salim sistemi hazirlamislardir. SIM'in MHAp-PNIPAAM'den etkili
bir konsantrasyonda stirekli salinimi, 37 °C'de 16 giin siirmiistiir. MHA-SIM-PNIPAAM’1n
mHAp'e gore daha iyi osteojenik ozellikler sergiledigini tespit etmiglerdir [52]. Couce ve
digerleri HAp-poli(hidroksietil akrilat/akrilamit) kompozitleri yeni kontrolli ila¢ salinim
sistemi olarak tasarlamiglardir. Deneysel ve matematiksel analizler sonucunda, HAp'in dahil
edilmedigi formiilasyonlarin sisme kapasitesini azaldigi fakat mekanik 06zelliklerin

hidrojellerdeki benzer bilesime kiyasla 6nemli dlgiide arttigini gormiislerdir[53].
1.7. Kontrollii Ila¢ Salimn Sistemlerinin Global Pazardaki Yeri

Ilag sirketleri, mevcut ve yeni ortaya ¢ikan ilag¢ teknolojilerini hastalar i¢in ilag yonetimini
artiracak sekilde sunar. Ilag sirketleri ve enstitiileri, yeni ila¢ salinim sistemlerinin kesfi ve
gelistirilmesi icin siirekli calismaktadir. Tlag saliim sistemleri kiiresel pazarinin 2016 yilinda
yaklagik 510 milyar ABD Dolar1 degerinde oldugu ve 2025 yilina kadar yaklasik 900 milyar
ABD Dolari'na ulagmasi ve 2017'den 2025'e kadar % 6,9'un iizerinde yillik biiylime oran1 ile
artmasi beklenmektir[54].

Cografi kapsamda; Kuzey Amerika’nin (ABD, Kanada) teknolojik agidan gelismis altyapisi,
Ar-Ge faaliyetlerinin artmasi ve bolgedeki ilag sirketlerinin varligi nedeniyle, ilag dagitim
sistemleri pazarinda lider bir paya sahiptir. Onu takip eden iilkeler; Avrupa (Isvigre,
Almanya, Fransa, Italya, Ispanya, Ingiltere ve Avrupa’nin geri kalani), Asya-Pasifik (Cin,
Hindistan, Japonya, Giliney Kore ve Asya-Pasifik’in geri kalani) ve diger iilkelerdir

(Brezilya, Giiney Afrika ve Orta Dogu) [55].

Johnson & Johnson (Amerika).F. Hoffman-La Roche (isvigre), Merck & Co. (Amerika),
Bayer (Almanya), Pfizer (Amerika), Novartis (ingiltere), 3M Company (Amerika), Becton,
Dickinson and Company (Amerika), Glaxo Smith Kline, (Ingiltere), Sanofi (Fransa), ve

11



Antares Pharma (Amerika) ,Allergan (Irlanda), SKY Pharmaceuticals Pvt. Ltd. (Cin )

kontrollii ilag salinimi pazarinda faaliyet gosteren lider ilag firmalarindan bazilaridir [56,57].

Novel Drug Delivery Systems (NDDS) Market - Growth Rate by Region (2019 - 2024)

Regional Growth Rates
B High

Mid
Bl Low

Source: Mordor Intelligence

Sekil 1.5. ilag dagitim sisteminin bolgelere gore pazar-biiyiime orani[55].

Europe controlled release drug delivery market size, by technology,
2014 - 2025 (USD Billion)
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Sekil 1.6. 2014-2025 Avrupa kontrollii salim ilag dagitim pazarinin biyiikligii[58].

1.8. Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP)

Sonlanma reaksiyonlarindan dolay1 katilma ve yer degistirme iiriinlerinin diisiik verimli olmasi
sebebiyle radikal reaksiyonlari organik sentezlerde sinirli bir uygulama alani bulmaktadir.
Ortamdaki kararli radikal miktarini diisiirerek sonlanma reaksiyonlarinin etkisini en aza indiren
0zel tekniklerin kullanilmasi daha yiiksek verimli {iriinlerin elde edilmesini saglamistir. Bu 6zel
teknikler kontrollii/yasayan serbest radikal polimerizasyonu teknikleridir. Bu prosese

dayanarak gelistirilen ve en ¢ok kullanilan kontrollii/yasayan radikal polimerizasyon
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yontemlerinden biri olan atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP), Mitsuo Sawamoto ve
Krzysztof Matyjaszewski tarafindan 1995 yilinda kesfedilmistir [59,60]. ATRP, baslangic
monomer/baglatict oranini degistirerek miikemmel yapili polimerlerin ve kopolimerlerin
sentezlenmesi i¢in etkili bir yontem olup, sonucta elde edilen polimerin 6ngoriilebilir bir
molekiiler agirlik ve dar molekiiler agirlik dagilimina sahip olmasini saglamaktadir [61].
Simdiye kadar pekgok akrilat ve metakriat monomerlerinin (stiren, akrilatlar, metakrilatlar,

akrilonitril gibi) ATRP ile kontrollii polimerizasyonu basartyla uygulanmistir [61].

Bir ATRP sistemi, baslatic1 olarak kullanilan alkil halojeniir, amin igeren ligand ve elbette
monomerden olusur. ATRP, transfer edilebilir halojene sahip bir alkil halojeniir ve ligand ile
kompleks olusturmus bir gecis metali (Cu, en sik kullanilan gecis metali olmustur, ancak diger
kullanilan metaller arasinda Ru, Fe, Mo, Os bulunur) arasindaki redoks reaksiyonu ile C-X
baginin homolitik pargalanmasi ile gergeklesir. Baslama basamagi ¢ogalma basamagi ile
karsilastirildiginda ¢ok daha hizli olmalidir. Ortamdaki tiim tiirler arasindaki denge sebebiyle,
polimerizasyon sirasinda radikallerin konsantrasyonu azalir ve bu durum ¢ogalma basamaginin
hizinm azaltir. Radikallerin ayn1 anda olugmasina bagli olarak polimer zincirlerinin olusumu ve
biiyiimesi de ayni1 anda olur. Aktivasyon/deaktivasyon doniistimii tekrarlandigi siirece polimer

zincirlerinin biiytimesi devam eder.

k
R-X + M{Y/Ligand —= R'_ + X-MMLY/Ligand
kq @ kt

a -
SO ma
monomer nlan

Sekil 1.7. Gegig-Metal-Katalizli ATRP[62].

Radikaller veya aktif tiirler, bir gecis metali kompleksi (M¢"-Y/Ligand buradaki Y, baska bir
ligand veya karsi iyon olabilir) tarafindan katalizlenen tersinir indirgenme-yiikseltgenme
reaksiyonu ile tretilir; bu aktif olmayan tiirden (R-X) bir halojen atomunun (X) es zamanl

n+1l

ayrilmas1 (Re) ve bir elektron yiikseltgenmesiyle (X-M¢{""*-Y/Ligand) olusur. Bu islem,
aktivasyon (ka) ve deaktivasyon (kq) hizi sabiti ile gergeklesir. Polimer zincirleri kp hiz sabitiyle,
ara radikallerin monomerlere, normal bir radikal polimerizasyonuna benzer bir sekilde
eklenmesiyle bliyiir. Sonlandirma reaksiyonlari (ki) ayrica ATRP'de, esasen radikal birlestirme
yoluyla meydana gelir; bununla birlikte, iyi kontrol edilen bir ATRP'de, polimer zincirlerinin

ylizde birkagindan daha fazlasi sonlandirilmaya ugramaz.
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Baslama

k°a
R—X + Cu(D/lLigand ——"=— R° + XCu(II)/Ligand
k°d
. t ”
R—M—X * Cu(l)Ligand —<—— R—M + XCu(Il)/Ligand
kpl +Mn
Biiyiime
R—Mn—X + Cu(l)/Ligand —~=—m— R—Mn" , XCu(Il)/Ligand
kpU'an
Sonlanma
B . kt -
R—Mn" + R—Mm ———» R—Mn+m—R+ R—MnH/R—Mm"

Sekil 1.8. ATRP’nin genel mekanizmasi[63].

Basarili bir ATRP igin ¢6ziicii ve sicaklik gibi ortam parametreleri gibi diger faktorler de

dikkate alinmalidir.
1.8.1. Monomerler

ATRP teknigi kullanilarak cesitli monomerlerden hedeflenen &zelliklere sahip polimerler
basariyla elde edilebilir. Tipik monomerler arasinda stirenler, (met)akrilatlar, (met)akrilamitler
ve akrilonitril bulunur. Ayn1 katalizorii kullanarak ayni kosullar altinda bile, her monomer, aktif
ve aktif olmayan tiirleri i¢in kendi spesifik atom transfer denge sabitine (Kdenge) Sahiptir. Denge
sabitinin (Kgenge= Kact / Kgeact) biiyiikliigli polimerizasyon hizini belirler [64]. Denge sabiti ¢ok
kiiciikse, ATRP ¢ok yavas gerceklesir veya gerceklesmez. Buna karsilik, ¢ok biiyiik bir denge
sabiti, yliksek radikal konsantrasyonu nedeniyle biiyiik miktarda sonlanmaya yol agacaktir. Her
monomer kendine 6zgi radikal ¢ogalma hizina sahiptir. Bu nedenle, belirli bir monomer ig¢in,
cogalma radikallerinin konsantrasyonunun ve radikal deaktivasyon hizinin polimerizasyon
kontroliinii siirdiirmesi i¢in ayarlanmasi gerekir. Bununla birlikte, ATRP katalitik bir islem
oldugundan, dengenin genel konumu sadece monomer ve aktif olmayan tiirlere bagh degildir,
aynt zamanda eklenen gecis metali katalizoriiniin konsantrasyonu ve reaktivitesi ile de

degisebilir.

Sekil 1.9 da en sik kullanilan monomerler gosterilmistir.
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oY

Metil akrilat

Stiren Metil metakrilat
Naw . 0
N
Il
akrtlomitnl 0

p-stiren sulfonuk asit sodyum tuzu

Sekil 1.9. ATRP monomerleri [63].

1.8.2. Baslaticilar

ATRP baslaticis1 biiyliyen polimer zincirlerinin sayisini belirler. Eger baslama asamasi hizli ve
transfer ve sonlandirma ihmal edildiginde biiyiiyen zincirlerin sayisi sabittir ve baslangictaki
baslatict konsantrasyonuna esittir. ATRP'de, tipik baslatici olarak alkil halojeniirler (R-X)
kullanilir ve polimerizasyon orani, R-X konsantrasyonuna gore birinci mertebedendir. Halojen
olarak (X) brom veya klor kullanildigi durumda molekiiler agirlik kontrolii daha iyidir [65].
Flor kullanildig1 durumda C-F bagi homolitik olarak béliinemeyecek kadar giicliidiir. Tyi bir
ATRP baglaticisi ile polimerizasyonu hizlibir sekilde baslatmalidir. Genel olarak, aril, karbonil
veya allil gruplar1 gibi o-karbonu iizerinde aktiflestirici olan herhangi bir alkil halojeniir,
potansiyel olarak ATRP baslaticisi olarak kullanilabilir [65].

Sekil 1.10 da en sik kullanilan ATRP baslaticilar1 gosterilmistir.
o}

0
P I
0 Br 0
Br Br Br

ter-butil 2-bromo-2-metilpropanoat 2-bromo isobiitiril bromiir benzil 2-bromo-2-metil propancat
8 o
N
S \/
A\
(0]
Cl Br

p-toluen siilfoni] kloriir 1-Klorc-1-fenl etan 1-Bromo-1-fenil etan

Sekil 1.10. ATRP baslaticilar1 [63,66].



1.8.3. Katalizorler

ATRP'nin en 6nemli bileseni katalizordiir. Atom transfer dengesinin konumunu ve tim tiirler
arasindaki degisimin dinamiklerini belirledigi igin ATRP'nin anahtaridir [65]. Bu nedenle,
katalizor atom transferinde yliksek bir segicilikte olmali ve metal halojen atomuna kars1 yliksek
bir afinitiye sahip olmalidir. ATRP’de geg¢is metali olarak en yaygin kullanilan metal bakirdir.
Sekil 1.11 de en gesitli ATRP katalizor sistemleri gosterilmistir.

O e |
N N N
Y ST D
R e / \ ~ ~
1 C | o
R’ = X X
X=Br.Cl

Sekil 1.11. ATRP katalizorleri olarak kullanilan bakir kompleksleri [65].
1.8.4. Ligandlar

Ligandin gorevlerinde birincisi ¢oziiniir ge¢is metali tuzlari meydan getirmektir. Ayni zamanda
metal merkez ile aktif olmayan tiirler veya kalici radikal arasindaki uygun reaktivite ve dinamik
halojen degisimini diizenlemektir [67]. Ge¢is metali ve ligand arasinda etkili bir kompleks
olugsmalidir. Ligandlarin elektron verici olmasi, metalin oksidasyon asamasini daha kararli hale

getirip polimerizasyonu hizlandirir [63].

ATRP de genellikle 2,2-bipiridin tiirevleri, azot esasli N,N,N’,N’,N”*’-pentametil dietilen
triamin (PMDETA), tetrametilendiamin (TMEDA) gibi ligandlar siklikla kullanilir.

Sekil 1.12 de sikga kullanilan ligandlar gosterilmistir.

o0 /|\/\/\/\ CF@

2.2' Bipindin N.NN' N"N" -pentametlldxenlentnzuuul 4 4-di-ter-bittil-2.2"-bipindin

Sekil 1.12. ATRP ligand ¢esitleri[66].
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1.8.5. Coziiciiler

Benzen, toluen, anisol, difenil eter, etil asetat, aseton, dimetil formamid (DMF), etilen karbonat,
alkol, su, karbon dioksit gibi ¢esitli ¢coziicliler farkli monomerler i¢in kullanilabilir. Coziici
secimini birkag faktor etkiler. Coziiciiye zincir transferi minimum diizeyde olmalidir. Ek olarak,
¢oziicii ile katalitik sistem arasindaki etkilesimler goz oniinde bulundurulmalidir. Katalizoriin
yapisinin farkli ¢oziiciiler igcinde degisebilme olasiligi da dikkate alinmalidir. Bakir bazl
ATRP'deki karboksilik asitler veya fosfin gruplart katalizoriin  bozulmasina neden
olabilir[63,65].

1.8.6. Sicaklik ve reaksiyon siiresi

ATRP'deki polimerizasyon hizi, hem radikal yayilma hiz sabitinin hem de atom transfer denge
sabitinin artmasindan dolay1 artan sicaklikla artar. Yiiksek sicakliklarda daha yiiksek kp/kt
orani oldugundan polimerizasyonun kontroliiniin saglanmasi daha basit olur. Genel olarak,
katalizoriin ¢ozilintirliigii yiiksek sicakliklarda artar ve cogalma basamagindaki aktivasyon
enerjisi sonlanma basamagindan daha yiiksek olur. Ancak ¢ok yiiksek sicakliklar katalizoriin

yapisinida bozabileceginden ideal sicaklik 20-150 ° C arasidir [63].

Artan monomer doniistimlerinde, ¢ogalma hizi monomer miktarina bagh olarak énemli 6l¢iide
yavaglar, bununla birlikte reaksiyonun orani monomer konsantrasyonundan bagimsiz

oldugundan 6nemli Slgiide degismez.
1.8.7. ATRP’nin Kinetigi

Polimerizasyon hizi, monomer, alkil halojeniir (baslatici) ve ligand ile ge¢is metali

kompleksleri bakimindan birinci derecedendir. Hiz denklemi[68],
Kdenge:kacr’:kdeact:[ P] [Cu(IDX;] /[Cu(DX][RX]

Ry=kyl P 1Mk, K genge[Cu(DXIRX] / [Cu(IDX,] [M]

Burada;
[M]: Monomer konsantrasyonu,
[RX]: Baslatic1 konsantrasyonu,

[Cu(DX]: Aktivator konsantrasyonu,
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[P]: Alkil radikalinin konsantrasyonu,

[Cu(11)X2]: Deaktivator konsantrasyonu.
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2.MATERYAL VE YONTEM
2.1. Deneyde Kullamlan Kimyasallar

Setiltrimetilamonyum bromiir

CH,
| _CH,

H3C N
3 \/\/\/\/\/\/\/\/ ’\C}'ig

I
Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.

Kapali Formiilii: CH3(CH2)1sN(Br)(CHz)s Molekiil Agirligi: 364.45 g/mol

Dipotasyum fosfat

OH

|
“OK*—P—0OK*

I

0

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.
Kapal1 Formiilii: K:HPO4 Molekiil Agirligr: 174.18 g/mol

(3-Aminopropil) trietoksisilan

\_0\
i/\/\ "
Hsc/\o S\O NH
CH

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.

Kapali Formiilii: H2N(CH2)3Si(OC2Hs)3 Molekiil Agirhigr: 221.37g/mol
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2-bromoizobiitiril bromiir

Br
Br
CH,

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.
Kapali Formiilii: (CH3).CBrCOBr Molekiil Agirligi: 229.90g/mol

Poli (etilen glikol) metakrilat

0
HgC\w/UTO/\,}VOH
n

CHg
Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.

Kapal1 Formiilii: H.C=C(CH3)CO(OCH2CH2),OH Molekiil Agirligt: 360 g/mol

N-[3-(Dimetilamino)propil]metakrilamit

0

Hzcj/kr\i/\/\N .CH;
i CH,

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.

Kapali Formiilii: H2C=C(CH3)CONH(CH2)3sN(CHs3)2 Molekiil Agirligi: 170.25 g/mol
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Fluoresan o-metakrilat

)
O
(LS
HO o) OJ\I/CH?
L

13

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.Herhangi bir islem yapilmadan kullanildi.
Kapal1 Formiilii: C24H1606 Molekiil Agirligt: 400.38 g/mol
Bakir(I)Bromiir (CuBr)
Aldrich firmasindan temin edildi.
Molekiil Agirligr: 143.45 g/mol
Bakir(II)Bromiir (CuBr2)
Aldrich firmasindan temin edildi.
Molekiil Agirligi: 223.35g/mol
2,2'-Bipiridin (Bpy)
I N_(—
_/ \_/

N

Aldrich firmasindan temin edildi.

Kapal1 Formiilii: C10HsN2 Molekiil Agirlhigr: 156.19g/mol
Metanol

Aldrich firmasindan temin edildi.

Diklorometan

Aldrich firmasindan temin edildi.
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Doksorubisin.HCI (DOX)

NH2
Aldrich firmasindan temin edildi.

Kapali Formiilii: C27H29NO11 - HCI Molekiil Agirligt: 579.98 g/mol
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2.2. Deneyde Kullanilan Cihazlar ve Karakterizasyon Metodlar:

FT-IR Spektrofotometre

Perkin Elmer Spectrum 100 model FT-IR spektrofotometre cihazi kullanilmstir.
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

NMR spektrumlart Varian Mercury-VX 400 BB NMR cihazi ile alind1

X-ray Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Malzemelerin XPS 6l¢iimleri Thermo Scientific K-Alpha X-ray Fotoelektron Spektrometresi

kullanilarak yapilmistir.
Termal Gravimetrik Analiz Cihazi (TGA)

Hazirlanan malzemelerin termo-oksidatif kararliligini belirlemek amaciyla, Perkin EImer STA

6000 model TGA cihazi kullanilmistir.
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Hidrotermal yontemle hazirlanmig HA’nin modifikasyondan dnceside ve sonrasinda yiizey

ozellikleri Phillips XL 30 ESEM-FEG cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS)

(Cozelti igindeki polimerlerin boyut dagilimini belirlemek amactyla Brookhaven 90Plus Nano

Partikiil Boyut / Zeta Potansiyel analiz cihazi kullanildi.
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2.3. MEZO GOZENEKLI HIDROKSIAPATITIN YUZEY MODIiFiKASYONU
2.3.1. Gozenekli Hidroksiapatit (MHAp) Sentezi

MHAp hidrotermal yontemle sentezlendi ve sablon olarak setil trimetil amonyum bromiir

(CTAB) kullanildi.

250 mI’lik balon, mekanik karistirict ve geri sogutucudan olusan reaksiyon diizenegi hazirlandi.
Balonun igerisine 5.5 gr dipotasyum fosfat (K2HPOs) , 8.7 gr CTAB ve 100 ml destile su
konuldu. Mekanik karistiric1 300 devir/dk hizla ¢alistirilarak ¢ozelti 1 saat karistirildi ve yiizey

aktif maddenin tamamen ¢oziinmesi saglandi.

Reaksiyon karigimimin pH=10 yapilmak iizere 1.1 M NaOH ¢ozeltisi hazirlandi;100 ml’lik
balon jojeye 4.4392 gr NaOH eklendi ve {izeri destile su ile tamamlandi. Hazirlanan 100 m1’lik
1.1M NaOH ¢6zeltisinden 30 ml alind1 ve karisima damla damla eklendi. 0.4 M CaCl: ¢ozeltisi
hazirlandi; 100 m1’lik balon jojeye 4.4392 gr CaCl, eklendi ve iizeri destile su ile tamamlandi.
Hazirlanan 100 m1’lik 0.4 M CaCl; ¢ozeltisinden 60 ml alindi balonun igerisine damla damla
eklendi. Reflux diizenegi kurularak ¢dzeltinin sicakhigr 120 °C ye ayarlandi ve ¢ozelti yag
banyosunda 24 saat karigtirildi. 24 saatin sonunda karisim oda sicakliginda sogutuldu. Olusan
MHAQp suspansiyonu siiziilerek birka¢ defa destile suyla yikandi ve bir giin boyunca vakum
etiiviinde 40°C kurutuldu. Kalan CTAB’1 uzaklastirmak igin iiriin 6 saat 600 ° C'de kalsine
edildi. 2 gr MHAp toz halinde elde edildi.

Sekil 2.1 de MHAp sentezi verigmistir.

111\1\1301{/\' 04\ICaCI OH

Y v

11n oc Kalsinasyon 50
600 °C Ho o°o°° OH
2 0
PH 4 h / o 800\

HA suspansiyonu |

OH
- MHAp tozu
3
Q cTaB N
Br
(I)H
® K.HPO, 'OK*—FI‘l‘—O'K’
0

Sekil 2.1. MHAp sentez semasi.

24



2.3.2. Bifonksiyonel ATRP baslaticis1 (MHAp-Br) Sentezi

100 ml’lik 3 boyunlu balon, damlatma hunisi, manyetik karistiric1 ve azot girisinden olusan
reaksiyon diizenegi hazirlandi. Ortamdaki nemin reaksiyonlari olumsuz yonde etkilememesi
icin reaksiyon diizenegi bek alevi ile kurutuldu. Balon igine azot atmosferi altinda 2.5 g (3-
aminopropil)trietoksi silan (APTES), 4.5 gr trietilamin (TEA) ve 30 ml diklorometan (DCM)
yiikklendi. Damlatma hunisine 30 ml diklorometan igerisinde ¢oziinmiis 2.8 ml 2-
bromoizobiitiril bromiir (BIBB) 30 dakika boyunca ilave edildi. Reaksiyon karigimi 200 dev/dk
hizla mekanik karistirict ile 0 °C  karistildi. Ekleme islemi bittikten sonra reaksiyon azot
atmosferinde 24 saat 23 °C de karistirild1. 24 saat bittiginde ¢ozelti siiziildii ve ¢oken trietilamin

tuzlar uzaklagtirildi. Reaksiyon semasi sekil 2.2 de verilmistir.

o Q
O/\CHg ::J)/\CH3
] H EA o Nood CH,
Hae O—“Ivr\le + 5 —w MC 1\/{3 <ar
He. O Br y HyC - CH,

Sekil 2.2. Bifonksyonel ATRP bagslaticist (MHAp-Br) sentez semasi.

Cozelti 50 ml % 5 ‘lik NaHCO3 ¢ozeltisi yikandi. Na;SO4 iizerinden kurutuldu. diklorometan
rotary evaporatdr ile uzaklastirildi. Elde edilen iiriin vakum etiiviinde 30 °C de bir giin siire ile

kurutuldu.

Silan gruplarinin hidrolizi i¢in bifonksiyonel ATRP baslaticisi tek boyunlu balona konuldu.
0.1458 g ( 0.008 mol) H20, 0.0013 g p-TSA (0.0075x10° mol) ve 0.704 g etil alkol ( 0.01528

mol) ilave edildi. 1 gece boyunca oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon semasi sekil 2.3 de

verismistir.
o ] E{OH jH I
t
/N _J~ )\ CH + 3H:0 ————»  HO-Si )\ CHy
e~ =0 1'\/11 rs ’ ’ p-TSA ivd fﬁ‘-
He - CHy 4% & Hy

Sekil 2.3. MHAp-Br hidroliz reaksiyonu semasi.
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2.3.3. MHAp Yiizeyine ATRP Baslaticimin Baglanmasi

1 g (0,0001 mol) MHAp, 2.5 ml (0,13877 mol) H.O ve 7.5 ml (0,00228 mol) etil alkol
igerisinde ultrasonikatérde tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirildi. Homojen bir ¢ozelti elde
edildikten sonra bifonksiyonel ATRP baslaticisi (0,0158 g) bu ¢ozeltiye eklendi ve 30 dakika
oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra kademeli olarak 50 °C de 30 dakika, 100 °C de 30
dakika ve 120 °C de 15 dakika olmak iizere karistirildi. Elde edilen iiriin MHAp-Br siiziildii ve
su ve etanol ile 3 kez yikandi. 40 °C de vakum etiiviinde bir giin boyunca kurutuldu. Reaksiyon

semasi sekil 2.4 de verismistir.

/ o \
HO C|H \0\ | /0/
OH o o
N g 4 OH Lol
© | Ananl o0
HO o o-9 CH .~ %0 5 ooV
Y—o0 g 0o—CH HO- N o 3 0 03%,
°<‘>’So°\ ([ W far PO °°~—LL
HO/ ‘l OH H Hy s
H

Sekil 2.4. MHAp-Br yiizeyine ATRP baslaticisinin baglanmasi
2.3.4. MHAp Yiizeyinin ATRP ile Modifikasyonu

Hidrotermal yontemle sentezlenen MHAp’1n yiizeyinde atom transfer radikal polimerizasyonu
(ATRP) yontemi ile poli(etilen glikol) metakrilat (PEGMA), N-[3-
(dimetilamino)propillmetakrilamit (DMAPMA), floresan o-metakrilat (FMA) monomerlerinin
polimerizasyonu gerceklestirildi. Monomerlerin eklenme sirasina gore iki farkli seri hazirland.
Birinci seride 3 monomer ayni anda eklendi, ikinci seride ise monomerler sirasiyla eklenerek

polimerizasyon gergeklestirildi.
2.3.4.1. MHAp Yiizeyinde ATRP

[Monomer]:[CuBr]:[CuBrz]:[Ligand] mol oranlar1 100: 1:0.2:2 olarak kullanildi (Tablo 2.1).
Yapilan tartim ve karistirma iglemlerinin hepsi inert bir gaz olan argon ile doldurulmus glove
box (Argon kabini) igerisinde gerceklestirildi. Polimerizasyon genel ATRP prosediirii takip
edilerek yapildi. Temiz ve kuru 10 ml lik tek boyunlu balona sira sira bulunan miktarlarda 6 ml
metanol, ylizeyine baslatici baglanmis MHAp (MHAp-Br), Cu(l)Br ve Cu(ll)Br konuldu.
Homojen bir ¢ozelti elde etmek icin ¢ozelti 1 saat manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra
¢ozeltiye 2,2'-Bipiridin (Bpy) (ligand), PEGMA, DMAPMA ve FMA monomerleri eklenerek
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30 dk daha karistirma islemine devam edildi. Daha sonra balonun agzi1 hava gecirmeyecek
sekilde kapatilip glove boxtan ¢ikarildi ve oda sicakliginda 24 saat karistirildi. 24 saatin
sonunda balonun kapag agilarak polimerizasyon sonlandirildi. Diizenli polimer zincirleri ile
modifiye edilen MHAp siiziildii ve temiz metanol ile yikanarak 30 °C’ de vakum etiiviinde

kurutuldu.

Ikinci seri, monomerlerin sira sira eklenmesiyle hazirlandi. Monomerlerin PEGMA,
DMAPMA ve FMA eklenme sirast ile polimerizasyona katildi. Hazirlanan birinci seri rastgele
MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ve ikinci seri blok-(MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-
FMA]’'nin yapisal karakterizasyonda FTIR- 'H-NMR ve XPS spektroskopi metodlar:
kullanildi.

Sekil 2.5 de yiizeyde baslatilan ATRP ile MHAp modifikasyonu gosterilmistir.

Tablo 2.1. ATRP formiilasyon tablosu

MHAp- Br CuBr CuBr» Bpy PEGMA | DMAPMA FMA
(9) (9) (9) (9) (9) (9) (@)
0.5 0.00588 0.0001 1.28 1.5 0.795 0.035
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Sekil 2.5. MHAp yiizeyinin ATRP ile modifikasyonun genel sekli.



2.3.5. Ila¢ Yiikleme ve In-vitro fla¢ Sahm Cahismalar

Rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ve  blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-
FMA] 1 ilag salinimi 6zelliginin incelenmesi igin model ilag olarak kanser ilac1 doksorubisin
(DOX) kullanildi. Ilag salimim denemelerinde kullanilan DOX antrasiklin kemoterapdtik bir
ilagtir ve osteosarkoma tiimor tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [69,70]. lyi floresans
ozelliklere sahip olan DOX ilag salimin ¢alismalarinda kullanilmak i¢in iyi bir model ilagtir

[71,72]. Floresans Spektroskopisinde DOX’un uyarilma dalga boyu 590 nm dir.

[lag salinim1 pH= 7,4 (fosfat tampon ¢dzeltisi) ve pH=5,5 de (asetat tampon ¢dzeltisi) ¢alisildi.
pPH=7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) asagidaki gibi hazirland:

0.8 g sodyum kloriir (NaCl) ,0.02 g potasyum kloriir (KCI) ,0.144 g sodyum fosfat dibazik
(Na2HPO4) ve potasyum fosfat dibazik (KaHPO4) 100 ml destile suda ¢oziildii.

pH=5,5 asetat tampon ¢ozeltisi asagidaki gibi hazirland::

54.4 g sodyum asetat 50 ml distile su ile ¢oziildii. Daha sonra 10 ml susuz asetik asit yavasca
cozeltiye eklendi. Ve ¢ozelti distile su ile 100 ml ye seyreltildi.
DOX standart grafigi 200 pg DOX/1000 pl PBS stok ¢ozeltisi kullanilarak asagida gosterildigi

gibi farkli konsantrasyonlarda ilag ¢ozeltileri hazirlandi:

1 uL (0.2 pg DOX) ilag ¢ozeltisi
5 uL (1 pg DOX) ilag ¢ozeltisi
20 pL (4 ng DOX) ilag ¢ozeltisi
40 uL (8 ug DOX) ilag ¢ozeltisi
50 uL (10 pg DOX) ilag ¢ozeltisi

o~ 0N

Numune ve standartlarin son hacmi 1000 pl’ye PBS ile tamamlandi. Kore karsi (PBS) 590

nm’de uyarilarak floresans siddetlerinin 6l¢timii gergeklestirildi.
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Sekil 2.6. pH=7,4 ve pH=5,5 teki DOX standart kalibrasyon egrileri.

DOX'un salinim profili diyaliz metodu kullanilarak takip edildi. Ilag salimi1 10 pg DOX
kullanilarak deneysel ¢alismalar yapildi. Kisaca, 5 mg ilag yiiklii numune 1 mL PBS igerisinde
dagitild1 ve igerik diyaliz torbasina aktarildi. Daha sonra 10 mL PBS igerisine daldirild1 ve 37
° C'de inkiibe edildi. Periyodik olarak; 1 mL ¢ozelti alinarak 590 nm deki floresans siddetleri
oOl¢iildii. Her 6lgiimden sonra 1 mL taze PBS ¢ozeltisi ilave edildi. Salinan DOX miktari standart
grafigi kullanilarak hesaplandi. Bu islemler iki seri polimer i¢inde ayr1 ayr1 gergeklestirildi.

Ayni islemler pH=5,5 i¢in de tekrarlandi.
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Sekil 2.7.a)
Rastgele-MHAp-

P[PEGMA-DMAM-FMA]-DOX, b)Blok -MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]-DOX.

2.3.6.Hiicre Kiiltiirii

In-vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 igin Sao0s-2 insan osteosarkoma hiicre hatti kullanildi.
Hiicreler, %5 COz igeren 37 °C sicakliginda bulunan inkiibatorde, diisiik glukoz icerigine sahip
DMEM hiicre kiiltiir ortamu ile idame ettirildi. Hiicrelerin 2-3 giinliik takiplerinde ortamlari
degistirildi ve tripsin ile pasajlama islemleri gerceklestirildi. Saos-2 hiicreleri hiicre kabi

icerinde %80 konfluent olduklarinda deney i¢in hiicre sayma asamasina gegildi.
2.3.6.1.MTT testi ile sitotoksisite analizi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide), hiicrede metabolik
aktivitenin dl¢iimiine dayali, en sik kullanilan hiicre canliligi veya sitotoksisite testidir [73].
MTT pozitif yiikli bir bilesik olarak hiicre membranini kolaylikla gegmekte ve hiicre i¢inde
indirgenebilmektedir. Bu indirgenme sonucunda suda ¢oziinmeyen formazan olugsmakta ve bu
da mor kristal seklinde ¢cokmektedir. Mor kristallerin ¢6ziinme islemi sonrasinda elde edilen

boya yogunlugu, canli hiicre sayisiyla korelasyon gdstermektedir.

Doksorubisin ve polimerler ve nanoformiilasyonlart belirli konsantrasyonlarda hazirlandu.
Maddelerin her biri etanolde ¢6ziindiigiinden tiim kuyucuklara 20 pul olarak konuldu ve etanoliin
u¢masi i¢in laminar kabin igerisinde 1 saat bekletildi. Etanol tamamen ucurulduktan sonra
hiicrelerin tripan mavisi ile sayimlar1 yapildi. Hiicre sayis1 10° hiicre/mL olacak sekilde 96
kuyucuklu plaklara 100 pl hacminde ekimleri yapildi. Polimerlerin floresans o6zellikleri de
dikkate alinarak negatif kontrol 6rnekleri eklendi. Ardindan hiicreler %5 CO: igeren 37 °C
sicakhiginda bulunan inkiibatérde 72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda hiicrelerin iizerine 5 mg/mL MTT/PBS reaktifinden 10’ar pL ilave edilerek

3-3,5 saat inkiibe edildi. Siire sonunda kiiltiir ortaminin uzaklastirilmasinin ardindan kuyucuk
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tabaninda canli hiicreler iizerinde olusan formazan kristallerinin 100 uLL DMSO ile ¢6ziinme
islemi gerceklestirildi. Orneklerdeki absorbans degerleri spektrofotometrik olarak 630 nm
referans dalga boyunda 570 nm’de 6l¢iildii. % canlilik degerleri kontrole oranlanarak Student’s

t testi ile Graphpad Prism programindan yararlanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

Yapilan calismada ilk denemelere gore doksorubisin konsantrasyonu ve polimer
konsantrasyonu hiicre kiiltiirii agisindan yliksek bulundugundan daha diisiik konsantrasyonlarin

calisilmasina karar verildi.

Baslangigta 10mg/mL olarak kullanilmasi 6ngoriilen polimer 6rnegi 1 mg/MI konsantrasyonda
hiicre ¢alismalari gergeklestirildi. Doxorubisin igin 5 farkli 0.1 pg, 1 pug, 10 ug, 20 pg ve 40 ug
konsantrasyonlarda denemeler gergeklestirildi. Belirtilen konsantrasyonlar etanol igerisinde

nanoformiilasyonlar1 hazirlanarak 96 kuyucuklu plaklara 20 pL hacminde konuldu.

Polimer ve doksorubisin formiilasyonunun c¢oziinme islemi gece boyu oda sicakliginda

karigtirilarak gerceklestirildi.
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3.BULGULAR VE TARTISMA
3.1. MHAp ve MHAp-Br Yapisal Analizi

MHAp ve MHAp-Br yapisal karakterizasyonu *H-NMR ve FT-IR spektroskopisi ile teknikleri
kullanilarak gergeklestirildi. MHAp’nin FTIR spektrumu incelendiginde (Sekil 3.1a); tipik -
OH gerilme titresim piki 3341 cm™ de gozlendi. Karakteristik PO4 iyonun P-O germe titresim
pikleri ise 1021, 960 ve 600 cm™ gozlenmistir. Aminopropil silana ait Si-O-Si gerilmesi 1050
cm?, Si-O-C gerilmesi 776 cm™, -CH titresimleri 2973 ve 2890 cm™ de yer almaktadir. 1730
cm™ de ait C=0 gerilmesi ve 1649 cm™ de CONH gerilmesi baslatictnin MHAp’e kovalent

olarak baglandigini gostermektedir.

3341
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Sekil 3.1. a)MHAp ve b) MHAp-Br FT-IR spektrumlari.

3.2.Rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ve blok-MHAp-P[PEGMA-
DMAPMA-FMA] Yapisal Karakerizasyonu

3.2.1. FTIR Sonuclari

Rastgele ve blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] 6rneklerinin yapisal analizi FT-IR, H-
NMR ve XPS spektroskopi teknikleri kullanilarak gerceklestirildi. Sekil 3.2°deki rastgele
kopolimere ait ¢cakisik FT-IR spektrumu yer almaktadir. Spektrum incelendiginde; karakteristik
PEGMA pikleri; C=0 gerilmesi 1716 cm™, C-O-C eter piki 1034 cm™ ve alifatik C-H gruplari
2970-2870 cm™ de gozlenmektedir. DMAPMA’1n karakteristik N-H gerilmesi genis O-H

gerilme bandmin altinda kalmistir. 1636 cm™ de gozlenen pik amid bandimi gostermektedir.
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1426 cm™ da gozlenen pik FMA’daki aromatik halkay1 ve 1166-1168 cm™ de gozlenen bant is
C-O gerilmesini gostermektedir.
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Sekil 3.2. Rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] FT-IR spektrumu.

Sekil 3.3de ise blok kopolimerin ¢akisik FTIR spektrumu yer almaktadir. Bu spektrumda da

polimerizasyona giren monomerlerin karakteristik pikleri goriilmektedir.

2890 1730
2973 176

3353
MHAp-Br

1050
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Sekil 3.3. Blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] FT-IR spektrumu.

Sekil 3.4de rastgele ve blok koplimerler ve polimerizasyona katilan monomerlerin ¢akisik FTIR

spektrumlar1 yer almaktadir.
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3.2.2. 'H-NMR Sonuglari

protonlarini gostermektedir.
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Sekil 3.4.Kopolimerler ve monomerlerin ¢akisik FT-IR spektrumlari.
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MHAp-Br, rastgele ve blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] kimyasal yap1 aydinlatmasi
'H-NMR teknigi kullanilarak gerceklestirildi.

Sekil 3.5 de MHAp-Br’a ait *H-NMR spektrumu yer almaktadir. 0.6 ve 4.8 ppm’deki sinyaller
hidroksiapatit ve suyun karakteristik piklerini gostermektedir[74]. Aminopropil silana ait Si-
OCH2CH3s protonlar1 1.31 ppm ve Si-OCH2CHs protonlart 3.39 ppm de goriilmektedir.
Silisyuma bagli CH2 gruplarina ait protonlar 1.19 ppm, azota bagli CH2 gruplarina ait protonlar
ise 3,28 ppm de goriilmektedir. 1.90 ppm BiBB’nin komsu metilen protonlart C(CHa)2
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Sekil 3.5. Bifonksiyonel ATRP baslaticis1 *H-NMR spektrumu.

Rastgele kopolimerin *H-NMR spektrumu Sekil 3.6 da gosterilmistir. 3.65 ppm de PEGMA
OCHz2- grubundaki protonlara ait kayma gozlenmektedir. Ayn1 zamanda oksijene bagli metil
gruplarina ait protonlar (-OCHs-) 3.3 ppm de goriilmektedir. 1.9-2.4 ppm bolgesindeki
kimyasal kaymalar, DMAPMA birimlerinin (N-CH2) ve (N-CHs) protonlart ile
iligkilendirilebilir. 6.0-7.5 ppm araligindaki kimyasal kaymalar ise FMA’nin aromatik

protonlarini gostermektedir.
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Sekil 3.6. Rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] *H NMR spektrumu.

Sekil 3.7de blok kopolimerin *H-NMR spektrumu yer almaktadir. Bu spektrum incelendiginde

polimerizasyona katilan monomerlere ait karakteristik piklerin yer aldigi1 goriilmektedir.

Sekil 3.7. Blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] *H NMR spektrumu.
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3.2.3. XPS Sonuclar

Yiizeyi modifiye edilen MHAP’in yiizey Ozellikleri kimyasal olarak X-i1s1mm1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS) teknigi kullanilarak analiz edildi. XPS ile MHAp yiizeyine kovalent olarak

baglanan grup ve polimerlerin karakterizasyonunda siklikla bagvurulan bir yontemdir.
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Sekil 3.8. XPS spektrumu a) MHAp-Br, b) blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ve c¢) rastgele-MHAp-
P[PEGMA-DMAPMA-FMA].

Sekil 3.8 MHAp modifikasyon Oncesi ve sonrasi genel taramaya spektrumlarin1 gostermektedir.
Sekil 3.8a da 536 eV Ols baglanma enerjisi, 400 eV Nls baglanma enerjisi, 285 eV Cls baglanma
enerjisi, 101 ev Si2p baglanma enerjisi ve 67 eV Br3d5 baglanma enerjisi goriilmektedir. Ca, P ve
O elementlerinin sinyalleri, MHAp yapisinin olustugunu kanitlamaktir. XPS spektrumunda 400,
101, 67 eV'de goriilen N, Si ve Br pikleri baglatic1 (BiBBr) ve aminopropil silanin kovalent olarak
MHAp’ya bagarili bir sekilde baglandigin1 gostermektedir. Diizenli polimer fircalar1 baglanmis
MHAp’in XPS spektrumlar1 Sekil 3.8b ve 3.8¢c de gosterilmistir. MHAp-Br XPS spektrumu ile
karsilagtirildiginda, MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’in C ve N yiizdeleri artarken, Ca ve P
ylizdelerinin diizenli polimer fir¢alarmin MHAp yiizeyini kaplanmasindan dolay1 azaldigi

goriilmektedir.
4.3. Termal Karakterizasyon

Saf MHAp, MHAp-Br ve polimer firgalar1 baglanmis MHAp’in termo-oksidatif kararliliklar1 hava
atmosferinde TGA ile belirlendi. Cakisik termogramlar Sekil 3.9 ve 3.10 de gosterilmistir.
Sentezlenen MHAp, yaklasik 200 °C de tek kiitle kayb1 gostererek yiiksek termal stabiliteye sahip
oldugunu gostermistir. 30-750 °C arasinda gergeklesen kiitle kayb1 %4.4 olarak dlgiilmiistiir. Saf
MHAp’in amino silan ve ATRP baslaticisi ile modifiye edilmesiyle sonra iki asamali bozunma
egrisi gorlilmiistiir. Birinci asama yaklasik 200 °C civarinda yap1 igerisinde bulunan organik
kisimlarin parcalanmastyla olusmustur. ikinci bozunma bélgesinde (300-550 °C arasi) yapiya
kovalent olarak baglanan silan gruplarinin degredasyonu ile meydana gelmistir. Kiitle kayb1 %10.4

aratarak %14.8’e yiikselmistir. Ayn1 zamanda aradaki %10.4 degerindeki fark MHAp’in
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modifikasyon yiizdesini de gostermektedir. Diizenli polimer zincirlerinin MHAp yiizeyine kovalent
olarak baglanmasi elde ile edilen rastgele kopolimerde 180-350 °C arasinda kiitle kaybi
gozlenmistir. Bu bolgedeki %20.6 kiitle kayb1 degeri yapiya baglanan polimer zincirlerinin
degradasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu durum MHAp’e iizerine monomerlerin basarili bir

sekilde ATRP ile baglandigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.9. (AMHAp, (B)MHAp-Br, (C)Rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ¢akisk TGA

termogramlart.

Sekil 3.10 deki blok-kopolimerin TGA termogrami incelendiginde 180-350 °C arasinda kiitle
kayb1 gézenlenmistir. Bu bolgedeki kiitle kayb1 %22.5 dir.
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Sekil 3.10. (A)MHAp, (B)MHAp-Br, (C)Blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ¢akisik TGA termogramlari.
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Tablo 3.1. MHAp ve tiirevlerinin TGA sonuglari.

T%5 | Kiil
(C) | (%)
MHAp 603 | 95,6
MHAp-Br 227 | 85,2
Blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] | 198 | 75,0
Rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] | 186 | 73,1

3.4.Morfolojik Karakterizasyon

Hidrotermal yontemle hazirlanan MHAp’nin ve MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA ]’ nin
morfolojik karakterizasyonu SEM ve STEM ile analiz gergeklestirildi. Saf MHAp ve MHAp-
Br SEM ve ESEM gorintileri Sekil 3.11 ve Sekil 3.12 de gosterilmektedir. HAp
parcaciklarinda gdzenekli yapi, yiizey aktif maddenin (CTAB) kalsinasyon islemi sirasinda

uzaklagsmasiyla meydana gelmektedir [75].

'

AceV, SpotMagn  Det WD p—s——nef 2y
700 kv 80 25000x" Sk 13 2%

AceMe SpotMagn Det WD je——sse—] <1
700KV30 50000x SE 113

Sekil 3.11. (a) 25000 ve (b) 50000X bityiitmede MHAp SEM goériintiileri.
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Sekil 3.12. MHAp-Br 50000x biiyiitmede a) SEM ve b) STEM goriintiileri.

MHAp-Br yiizeyine monomerlerin kontrollii polimerizasyonu ile hazirlanan rastgele-MHAp-
P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ve blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’in morfolojik
yapilarinda herhangi bir degisim olmadigi goriilmiistiir. Fakat cap boyutlarinda bir artis
gbzlenmistir. Bu sonuglar DLS sonuglari ile desteklenmistir. Sekil 3.13 ve 3.14 de SEM ve
STEM goriintiileri yer almaktadir. Gozlenen bu artis polimerlerin  HAp {iizerinde
gergeklestirilen modifikasyonun basgarili bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.

AccV SpotMagn Det WO ey 500 am AccV SpotMagn Dot WD o] 1y
100kV 30 100000xSE 92 100KV 30 S0000x BSE92

Sekil 3.13. Rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’in a) 200000x SEM, b)200000x ve c) 200000x STEM gériintiileri.
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Sekil 3.14. Blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’1n a) 100000x SEM b)50000x ve c¢) 200000x STEM

goriintileri.
3.5. DLS analizi

Modifikasyon oncesinde ve sonrasinda MHAp parcaciklarinin boyutlarindaki degisimler DLS
sonuglari ile takip edildi. Sonuglar Sekil 3.15, 3.16 ve 3.17 da verilmistir. MHAp-Br, rastgele-
MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ve blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ortalama
boyutlari sirastyla 120 nm, 158 nm ve 147 nm oldugunu goriilmektedir. Modifikasyon ile beraber

boyutlarin artmasi; MHAp yiizeyinin polimer ile kovalent olarak modifiye edildigini

gostermektedir.

dinm) Gd) ool dtom) Goed ol dinm) o) Ol g
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1136 100 37 | 6598 4 o7 | 3832 0 100

1334 63 60| 7743 9 100 | 44855 0 100 Dlameter m
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1836 5 73| 10660 0O 100 | §1887 0 100

2154 2 7412509 0 100 | 72823 0 100

2528 0 74| 14678 0 100 | 85223 0 100

2966 0 74| 17223 0 100 [100000 0 100

Sekil 3.15. MHAp-Br DLS sonuglari.
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Sekil 3.16. Rastgele- MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] DLS sonuglari.
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Sekil 3.17. Blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] DLS sonuglari.

3.6. Zeta Potansiyel Sonuglari

Zeta potansiyel dl¢limleri, parcaciklarin yilizey yiikler hakkinda bilgi veren bir yontemdir. Zeta
potansiyel sonuglar1 tablo 3.2 de verilmistir. Saf MHAp yiizeyindeki "OH gruplarinin
varligindan dolayr eksi yiikliidiir (-27.17 mV). Uzerine diizenli polimer zincirlerinin
baglanmasi ile MHA ylizey yiikii artmistir. Blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ve
rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] zeta potansiyel degerleri sirasiyla -14.83 mV ve
-18.58 mV’dir. Yiizey yiikiinlin degigsmesi; MHAp yiizeyine fonksiyonel gruplarin basarili bir

sekilde baglandigimi gostermektedir. Kopolimer igerigindeki protonlanabilir amino gruplari

MHA yiizey yiik degerlerinin artmasina sebep olmustur [76].
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Tablo 3.2. Zeta potansiyel sonuglari.

Zeta Potansiyeli ( mV)

MHAp -27,17

Rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] | -18.58

Blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] -14,83

3.7. Tla¢c Salimi Sonuglar

Ilag salim calismalari iki farkli pH degerinde gerceklestirildi. Kanser dokularinda ve kanser
hiicrelerinin etrafindaki pH degeri olan 5,5 ve normal hiicrelerin pH degeri olan 7,4. Sekil 3.18
ve 3.19 de 37 °C'de pH 5,5 (asetat tamponu) ve pH 7,4 (fosfat tamponu) pH degerlerinde ilag
salim grafikleri yer almaktadir. Polimerlerin DOX salim hizi, FMA 480 nm de genis
absorbsiyon piki verdigi i¢in UV spektroskopisi ile takip edilememistir. Bundan dolay:

floresans spektroskopisi kullanilarak takip edilmistir.

Floresans sonuglarina gore; rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’in salim profili
incelendiginde pH=5,5 te DOX’un %47 si ilk bir saatte salinmistir. 6 saatin sonunda DOX’un
%95 i salmmustir. Buna karsilik pH=7.4 te salim daha yavas gerceklesmistir. Ilk bir saatte
DOX’un %36 s1 salinmistir. 6 saatin sonunda ise DOX’un %48 nin salindig1 tespit edilmistir.
Asidik pH degerinde protonlanabilen amin gruplar1 polimerin daha fazla sismesine sebep
olur[77]. Kanser dokularinin pH’1 asidik oldugu i¢in kemoterapi ilact olan DOX’un pH=5,5 te

7.4e gore daha hizli salim yapmasi istenilen bir durumdur [78].
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Sekil 3.18.Rastgele- MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’1n pH= 5,5’te DOX salimi.

65 -

pH=7,4
55 -
.‘3 45
B
k=
g 35
X
25 -
15 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman(saat)

Sekil 3.19. Rastgele- MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’m pH= 7,4’te DOX salimu.

Blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’1n salim profili her iki pH degerinde de diizgiin bir
Olgtim gergeklestirilemedi. Blok-FMA polimer zincirlerinin uzunlugu rastgele-FMA polimer
zincirlerinin uzunlugunda daha fazladir. Blok uzunlugu floresans uyarilma dalga boyunu
degistirmektedir [79]. Uzun FMA polimer zincirleri floresan uyarilma dalga boyunu 590 nmye
kaydirmistir. Bu dalga boyu DOX uyarilma dalga boyu ile ayn1 oldugu i¢in saliman DOX

miktar1 tespit edilememistir.
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3.8. Sitotoksisite calismalari ve Hiicre Kiiltiirii

Hazirlanan hidroskiapapit esasli doku iskelelerinin hiicre ¢alismalar1 Saos-2 hiicreleri ile
yapilmustir. Sitotoksik davranisini degerlendirmek i¢in 96 kuyucuklu plakalardaki Saos-2
hiicreleri farkli konsantrasyonlara sahip hidroskiapapit esasli doku iskelelerininde 72 saat
boyunca hiicre ¢ogalmalari izlenmistir. 72 saatin sonunda MTT testi ile hiicrelerin hazirlanan

doku iskelelerinde %canlilik degerleri belirlenmistir.

Oncelikle hazirlanan doku iskelesinde toksik veya non-toksik etkisinin belirlenmesi amaciyla
saglikli hiicre olan HUVEC hiicre hatti kullanilmistir. Baslangicta 10 mg/mL polimer
konsantrasyonunda yapilan HUVEC hiicre c¢alismast yapildi. Sekil 3.20 da HUVEC
hiicrelerinin doku iskelesinde % canlilik sonuglari yer almaktadir.

MTT sonuglarina gore bu konsantrasyondaki doku iskelesinin toksik oldugu sonucuna varildi.

HUVEC

1304

% Canhhk

Sekil 3.20. HUVEC MTT %canlilik sonuglari

Daha diisiik konsantrasyon (0.Img/mL) icin denemeler tekrarland1 ve toksik olmadigi MTT

sonuglariyla dogrulandi (Sekil 3. 21).

5 farkli DOX konsantrasyonlarinda (40 pg, 20 ug, 10 pg, 1 ug ve 0.1 pg) Saos-2 hiicrelerinin
%canlilik degerleri incelendiginde; artan DOX konsantrasyonu %canlilik degerinin azalmasina

neden olmustur. Doku iskelesi igerisine ayni konsantrasyonlarda DOX yiiklenerek hazirlanan
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ve DOX icermeyen (saf polimer) oOrneklerin 72 saat sonundaki %canlilik degerleri
incelenmistir. 0.1pg DOX konsantrasyonunda canlilik degeri %85, DOX yiikli MHAp doku
iskelesinde %75 dir. 1 ug DOX konsantrasyonunda canlilik degeri %83, DOX yiikli MHAp
doku iskelesinde %60 dir. 10 pg DOX konsantrasyonunda canlilik degeri %55, DOX ytiklii
MHADp doku iskelesinde %47 dir. 20 pg DOX konsantrasyonunda canlilik degeri %35, DOX
yiikli MHAp doku iskelesinde %30 dur. 40 pg DOX konsantrasyonunda canlilik degeri %25,

DOX yiikli MHAp doku iskelesinde %18 dir. DOX igermeyen saf doku iskelesinde canlilik

degeri %90 dir.

Saos-2

1504

100+

% Canlilik

Sekil 3.21. MTT % hiicre canlilik sonuglari.

Sekil 3.22 de mikroskop goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil 3.22 Hiicre Kiiltiirii

Kanser kemoterapi tedavisinde kullanilan bir ilag olan DOX’un tek basina kanserli hiicreleri
Oldiirmesi beklenen bir durumdur. DOX vyiiklenen doku iskelelerinin de artan DOX
konsantrasyonu ile hiicre ¢ogalmasini engelledigi goriilmektedir. Hazirlanan doku iskelelerinin
DOX’un anti-kanser ila¢ olma ozelligini bozmadigina aksine bu etkiyi giiclendirdigini

sOyleyebiliriz. Hedeflendigi gibi polimer doku iskelelerinin daha yiiksek Saos hiicrelerinin

oldiirme kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir.
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Ilag yiiklii polimerlerin etkisi, in vivo analizlerde daha belirgin hale gelebilir, ¢iinkii biiyiik
makromolekiiler nano tasiyicilar, kanser dokularinda, EPR (gelismis gecirgenlik ve tutma)

etkisi ile normal olanlara kiyasla pasif segici ilag birikimine sahiptir.
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SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda hidrotermal yontem ile sentezlenen mezo gozenekli hidroksiapatitin ATRP

yontemi ile yilizeyinin fonksiyonellendirilmesi amaglanmustir.

Calismanin birinci boliimiinde hidrotermal yontem kullanilarak MHAp sentezlenmistir.
Sentezlenen MHAp’dan makro-ATRP baslaticisi (MHAp-Br) hazirlanmistir. MHAp-Br
yapisal olarak aydinlatilmast 'H-NMR ve FT-IR spektroskopi yontemleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. 1730 cm™ ve 1649 cm™ de BiBB’ye ait karakteristik pikler goriilmiistiir.
Ayn1 zamanda 1.90 ppm de goriilen BiBB’nin komsu metilen protonlart MHApP-Br’nin basarilt

sekilde elde edildigini gostermektedir.

MHAp-Br yiizeyde baglatilan ATRP ile PEGMA, DMAPMA ve FMA monomerlerinin
polimerizasyonu gerceklestirilmistir. Hazrlanan MHA-kopolimerlerin yapisal karakterizasyonu
'H-NMR, FT-IR ve XPS spektroskopi teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. 1716 cm™ de
PEGMA "ya ait karbonil gerilmesi, 1651 cm™*’de DMAPMA nin amid band1 ve 1426 cm™ de
gozlenen FMA’nin aromatik halka gerilmesi monomerlerin yapiya basarili bir sekilde
bagladigim gostermektedir. *H-NMR’da gdzlenen karakteristik pikler de modifikasyonun
basarili bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir. Ayrica yiizeyi modifiye edilen MHAp’in
yizey Ozellikleri kimyasal olarak XPS teknigi kullanilarak analiz edilmistir. MHAp-
P[PEGMA-DMAPMA-FMA] C ve N element yiizdeleri artarken, P ve Ca yiizdelerinin polimer

katmaninin MHAp yiizeyinin kaplanmasindan dolay1 azaldigi goriilmiistiir.

ATRP ile modifiye edilen poliakrilat hidroksiapatitlerin morfolojik incelenmesi SEM ile
gerceklestirilmistir. Monomerlerin kontrollii polimerizasyonu ile hazirlanan rastgele-MHAp-
P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ve blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’in morfolojik
yapilarinda herhangi bir degisim olmadig1 ancak ¢ap boyutlarinda bir artis oldugu gézlenmistir.

MHAp-Br, rastgele-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA] ve blok-MHAp-P[PEGMA-
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DMAPMA-FMA] boyutlarinin artmast MHAp yiizeyinin polimer ile kovalent olarak modifiye

edildigini gostermistir.

Poliakrilat hidroksiapatit ila¢ tastyict sistemin pH=7,4 ve pH=5,5 te ila¢ salim c¢alismalari
floresans spektroskopisi kullanilarak gerceklesmistir. Asidik pH degerinde protonlanabilen
amin gruplar1 polimerin daha fazla sismesine sebep olarak, ilag tasiyici sistemin pH=5,5 de
pH=7,4’e gore daha hizli salim yapmasina sebep olmustur. Rastgele-MHAp-P[PEGMA-
DMAPMA-FMA]’nin ilag salim1 blok-MHAp-P[PEGMA-DMAPMA-FMA]’ya gore daha iyi
sonuclar vermistir. FMA polimer blok uzunlugunun uyarilma dalga boyunu etkiledigi

gozlenmistir.

Hazirlanan hidroskiapapit esasli doku iskelelerinin hiicre ¢aligmalar1 Saos-2 hiicreleri ile
yapilmistir. MTT testi ile hiicrelerin hazirlanan doku iskelelerinde %canlilik degerleri
belirlenmistir. Baslangicta 10 mg/mL polimer konsantrasyonunda yapilan HUVEC hiicre
caligmasi ile bu konsantrasyondaki doku iskelesinin toksik oldugu sonucuna varilmigtir. Daha
diisiik konsantrasyon (0.Img/mL) i¢in denemeler tekrarlanmistir ve toksik olmadigt MTT
sonuglartyla dogrulanmistir. DOX yiikklenen MHAp doku iskelelerinin artan DOX
konsantrasyonu ile hiicre ¢ogalmasini engellemesi, hazirlanan doku iskelelerinin DOX’un anti-

kanser ila¢ olma 6zelligini bozmadig hatta bu etkiyi giiclendirdigi goriilmiistiir.

Tez calismasinin biitlin sonuclar1 degerlendirildiginde, hidroksiapatit yilizeyi polimer ile
kaplanarak ve kontrollii polimerizasyon teknigi (ATRP) ile iyi tanimlanmis polimer zincirleri
tezin amacina gore modifiye edilmistir. Yiizeyi modifiye edilmis olan hidroksiapatit, hiicre
kiiltiirii ve ila¢ salimi1 ¢alismalarinin umut vaat eden sonuglar ile iyi bir ilag tasiyict sistem

olarak biyoteknolojik alanda kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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