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Molekiiler baskilanmis polimerlerin stereospesifik tanimaya sahip olmalar1 gibi istiin
ozellikleri, onlarin son zamanlarda ilag salinimi gibi biyomedikal uygulamalarda da

kullanilmalarin1 giindeme getirmistir.

Nazal kontrollii salim sistemleri, terapotik etkiyi optimum dozda, dogru zamanda ve
dogru yerde kullanarak ilac1 hedef dokuya iletmeye dayanan etkin bir tedavi yontemidir.
Nazal salinim sistemi ile ilag iletimi, hafif asidik pH derecesine sahip olmasi ve bu
bolgede enzimatik aktivitenin diisiik olmasi sebebiyle avantajli bir yontemdir. Kontrollii
salim sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilan biyomalzemeler, dogal veya sentetik
olarak elde edilebilen polimerik sistemlerdir ve her gecen giin ¢esitleri artmaktadir. Bu
sistemlerden birisi de nanopartikiillerdir. Nanopartikiiller iistiin 6zellikleri sayesinde
bircok calismada biyomalzeme olarak kullanilmaktadir. Hidrofilik nanopartikiiller,
mukozanin yapiskanligindan dolayi, istenen molekiillerin nazal yolla saliniminda 6nemli

rol oynar.



Mukozaya yapisan nanopartikiil sistemleri, mukozaya gii¢lii bir sekilde baglandiklar1 ve
musinin viskozitesini artirdiklar1 icin mukozal absorpsiyonu iyilestirir. Boylelikle nazal
mukosiliyer klirens oranim1 6nemli Ol¢lide azaltirlar ve bdylece formiilasyonun burun

boslugunda kalma siiresini uzatirlar.

Bu dogrultuda, tez kapsaminda RTV baskilanmis nanopartikiillerin sentezlenerek nazal
salinim sistemlerinde kullanilmasi hedeflenmistir. Tezin ilk asamasinda, MATrp- RTV
kompleksi olusturulmus ve mini-emiilsiyon polimerizasyonu ile RTV baskilanmis
poliHEMA-MATrp) nanopartikiilleri ~ sentezlenmistir.  Ayrica  baskilanmamis
nanopartikiiller, kalip molekiil Ritonavir olmadan sentezlenmistir. Tezin ikinci
asamasinda, FTIR, SEM, Zeta Boyut Analizi ve yiizey alan1 hesaplamalar1 yardimi ile
sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Zeta boyut analizi
sonucunda Ritonavir (RTV) baskilanmis nanopartikiillerin ortalama boyutu 88.46 nm’dir
ve polidispersitesi 0.279 olarak 6l¢iilmistiir. MIP nanopartikiiliin spesifik yilizey alani
628.34 m?/g olarak bulunmustur. Tezin {i¢iincii asamasinda, in vitro kosullarda
Ritonavirin salimi tiizerine ¢alismalar gergeklestirilmis ve UV spektrofotometre
kullanilarak salinan RTV miktar1 belirlenmistir. pH, sicaklik ve derisim parametrelerinin
ilag salim davraniglarina etkileri gézlemlenmistir. Yapilan salim ¢aligsmasi kinetik olarak
incelenmigstir ve ilag salimimin Korsmeyer-Peppas yasasina uyan bir salim oldugu ve
kontrollii salim i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Tezin son boliimiinde ise, sitotoksisite
caligmalarinda yapilan analizlerin (MTT testi) sonucunda, sentezlenen nanopartikiillerin
canli hiicrelerde herhangi bir sitotoksisite gostermedigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma, RTV
baskilanmis nanopartikiillerin nazal salinim sitemlerinde kullanimi i¢in hizli, hassas ve

kontrollii bir analiz yontemi oldugunu gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Antiretroviral ilag, Ritonavir, Nanopartikiil, Molekiiler baskilanmig

nanopartikiiller, Kontrollii ilag salimi, Nazal salinim.
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The superior properties of molecularly imprinted polymers, such as stereospecific
recognition, have recently brought their use in biomedical applications such as drug

release.

Nasal controlled release systems are an effective treatment method based on delivering
the drug to the target tissue by using the therapeutic effect at the optimum dose, at the
right time and at the right place. Drug delivery via the nasal release system is an
advantageous method because of its slightly acidic pH and low enzymatic activity in this
region. Biomaterials used in the preparation of controlled release systems are polymeric
systems that can be obtained naturally or synthetically and their varieties are increasing
day by day. One of these systems is nanoparticles. Thanks to their superior properties,

nanoparticles are used as biomaterials in many studies.
iii



Due to the adhesiveness of the mucosa, hydrophilic nanoparticles play an important role
in the nasal release of desired molecules. Mucoadhesive nanoparticle systems improve
mucosal absorption as they bind strongly to the mucosa and increase the viscosity of
mucin. Thus, they significantly reduce the nasal mucociliary clearance rate and thus

prolong the residence time of the formulation in the nasal cavity.

In this direction, it is aimed to synthesize RTV-imprinted nanoparticles and use them in
nasal release systems within the scope of the thesis. In the first stage of the thesis, MATrp-
RTV complex was formed and RTV imprinted poly(HEMA-MATTp) nanoparticles were
synthesized by mini-emulsion polymerization. In addition, non-imprinted nanoparticles
were synthesized without the template molecule Ritonavir. In the second stage of the
thesis, the characterization of the synthesized nanoparticles was carried out with the help
of FTIR, SEM, Zeta Size Analysis and surface area calculations. As a result of Zeta size
analysis, the average size of Ritonavir (RTV) imprinted nanoparticles was 88.46 nm and
its polydispersity was measured as 0.279. The specific surface area of the MIP
nanoparticle was found to be 628.34 m?/g. In the third stage of the thesis, studies on the
release of Ritonavir under in vitro conditions were carried out and the amount of RTV
released was determined using UV spectrophotometer. The effects of pH, temperature
and concentration parameters on drug release behavior were observed. The release study
was kinetically examined and it was determined that the drug release is a release that
complies with the Korsmeyer-Peppas law and is suitable for controlled release. In the last
part of the thesis, as a result of the analyzes performed in cytotoxicity studies (MTT test),
it was observed that the synthesized nanoparticles did not show any cytotoxicity in living
cells. This study demonstrated that RTV imprinted nanoparticles are a fast, sensitive and

controlled analysis method for the use of nasal release systems.

Keywords: Antiretroviral drug, Ritonavir, Nanoparticle, Molecular imprinting

nanoparticles, Controlled drug release, Nasal release.
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1. GIRIS

Insan immiin yetmezlik viriisii hastalarinin tedavisinde, antiretroviral ilag tedavisi temel
bir rol oynar. Ritonavir (RTV), giiniimiizde HIV antiretroviral terapisi i¢in kullanilan ve
yaygin olarak recete edilen bir proteaz inhibitoriidiir. HIV-1 enfeksiyonunun gelismesi
icin sart olan poliproteinleri HIV-1 islevsel proteinlerine parcalama islemini yapan

proteazlari inhibe ederek fonksiyon gosterir [1].

Molekiiler baskilanmis polimerlerin stereospesifik tanimaya sahip olmalari gibi istiin
ozellikleri, onlarin son zamanlarda ilag salinimi gibi biyomedikal uygulamalarda da

kullanilmalarini giindeme getirmistir [2].

Kontrollii ilag salimi, ilaglarin belli bir siire boyunca yavas yavas salinmasiyla etki
stirelerinin uzatilmasi veya dozajin kontrollii bir sekilde saglanmasi amaciyla kullanilan
bir yontemdir. ilac1 tek bir biiyiik doz halinde uygulamak minimum toksik dozun
asilmasina dolayisiyla zehirlenmeye bagli yan etkilere neden olurken birgok kii¢lik doz
halinde uygulamakta kandaki ila¢ seviyesinde dalgalanmalara ve terapotik etkinin
azalmasina sebep olabilir. Bu sebeple diislik dozlu frekanslarla kontrollii bir sekilde ilag
salimi yapan ila¢ tasiyicilart gelistirmek icin yiiriitiilen arastirmalara talep giderek

artmaktadir [3].

Nanoteknolojinin temelini olusturan nanopartikiiller, 100 nm > boyutlara sahiptir.
Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan nanopartikiillere olan ilginin artmasinin baslica
nedeni, maddelerin belli boyut araliginda hacimsel yapilarindan farkli olarak normalin
disinda ozellikler ve islevsellik gostermesidir. Nanopartikiillerin, genis yiizey alani,
mekanik gii¢, optik aktiflik ve kimyasal reaktiflik gibi bircok essiz 6zelligi vardir. Bu

ozellikler nanopartikiilleri ¢esitli uygulamalar i¢in elverisli hale getirir.

Nazal yol ile ila¢ uygulanmasi siklikla tercih edilen bir tedavi yontemidir. Ayrica burun
boslugu nazal mukozanin altindaki zengin damar yatagimi Orten gozenekli endotel
yapisinin sagladigi ilag emme kapasitesi sayesinde sistemik ila¢ taginmasi i¢in timit vaat
eden bir yoldur [4]. Nazal yol ile ilag uygulamasi sindirim sistemine gore daha
avantajlidir ¢linkii sindirim sisteminin aksine, hafif asidik pH derecesine sahiptir ve bu
bolgede enzimatik aktivite diisliktiir. Aym1 zamanda nazal yol damardan ilag

uygulamasina da iyi bir alternatif olusturur [5].



Nazal spreylerin tam verimlilikle kullanilabilmesi i¢in ilacin burun boslugunun belirli
kisimlarina ulastirilmas: gerekir. Nazal bosluklarda basarili bir sekilde tutunmayi
saglamak i¢in tipik nazal epitel boyutlar1 30-120 mikron arasidir [6]. Ritonavir ve
Lopinavir gibi ilaglarin, nazal salim sistemlerinde kullanilmak {izere ¢oziiniirliikleri ve

gecirgenlikleri arttirilarak, nano siispansiyonlari yapilabilir [7].

Tez ¢alismasi kapsaminda ilk kez, Ritonavir baskilanmis nanopartikiillerin nazal salinim
sistemlerinde kullanimi gergeklestirilmistir. Tez c¢alismasi; RTV baskilanmis ve
baskilanmamis nanopartikiillerin hazirlanmasi, karakterizasyonu, in vitro kosullarda

RTV salimi, salim kinetiginin incelenmesi ve sitotoksisite analizlerini icermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antiviral Tlaclar

Viriisler diinya tarihinde uzun zamandan beri var olan, insanlari, hayvanlar1 ve bitkileri
hiicresel seviyede etkileyerek ele gecirdikleri organizmanin bedenini tiremek i¢in kullanan,
her yerde bulunan parazitlerdir. Viriisler, muhtemelen gezegen iizerinde en yaygin olarak
bulunan varliklardir. Bagimsiz hareket kabiliyetleri olmadig: icin ele gecirdikleri canliy1
yayillmak amaciyla kullanirlar ve neredeyse her tiirden canliy1 enfekte edebilirler. Basit

yapida olmalarina karsin iyi sekilde kamufle olurlar ve olagantistii bir hizda ¢ogalirlar.

Viriisler ¢ogalmak i¢in ele gegirdikleri hiicreyi iki sekilde kullanabilir. Bunlardan ilki, viral
DNA molekiillerini konak genomundan ayri olarak konak hiicre membrani1 pargalayana
kadar ¢ogalttiklar litik dongiidiir. Digeri ise, viral DNA molekiillerini konak genomunun
arasina ekledikleri lizojenik dongiidiir. Konak canlilar viriislerden korunma mekanizmalari
gelistirdikge virtisler de bu mekanizmalardan kurtulacak sekilde evrilmislerdir. Viriisler
ribozoma sahip olmadiklarindan kendi proteinlerini iiretemezler. Bu sebeple konak canlinin
hiicresel mekanizmalarini1 olugmalarini ve iiremelerini saglayacak olan kendi proteinlerini
iretecek mRNA molekiillerini olusturmak icin kullanirlar. Viral genomlar tek sarmalli yahut
cift sarmalli yapidadir. Cift sarmalli virlisler DNA viriisii olarak adlandirilirken, tek
sarmallilar RNA viriisii ya da retroviriis olarak adlandirilir. Viral genom, kapsit adinda bir
protein kilif tarafindan niikleazlardan korunur. Bu kilif ayn1 zamanda konak hiicrenin
reseptOrlerine baglanmaya da yardim eder. Bazi virlisler ayn1 zamanda kinazlar, RNA
polimerazlar, ters transkriptazlar gibi tiremeleri ve kiliflar1 i¢in gereken baska temel
proteinleri de igerirler. Viriisler, konak organizmanin viicuduna girdiklerinde mukoza ve
dolasim yoluyla hareket ederek c¢esitli ndrolojik yollar ile yayilirlar. Sonrasinda, konak
hiicrelerin membranlarinda bulunan reseptorlere baglanarak kapsit ve diger proteinlerini
hiicre i¢ine aktarirlar. Cogu DNA viriisiiniin genetik materyallerini ¢ogaltmak icin hiicre
cekirdegine ulagmas1 gerekirken, RNA viriisleri bu islemi c¢ogunlukla sitozolde
gerceklestirebilir. Hedefi enfekte edebilmek amaciyla viriislerin ¢ok asamali bir giris
mekanizmasi vardir. Bu giris mekanizmasi temel olarak konak hiicre ylizeyine baglanma,
endositoz ve ¢ekirdege ulasma asamalarindan olusmaktadir [8]. Antiviral ilaglar viral
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglardir. Viriislerin yasam dongiisiinii kirmak i¢in

¢esitli mekanizmalar kullanirlar.



[k antiviral ila¢ olan idoksuridin 1963 yilinda onaylanmistir. Antiviraller cogunlukla dzel
bir virlisii hedeflese de genis spektrumlu antiviraller de yaygindir. Antiviraller, ¢ogu
antibiyotigin aksine, hedefini yok etmekten cok islevini engellemeyi amaglar. Viriisler
cogalmak i¢in konak hiicreleri kullandigindan konak hiicrelere zarar vermeden viriislerle
savagmak icin giivenli ve verimli bir yol bulmak zordur. Bu sebeple insan kullanimi i¢in
onaylanmis az sayida antiviral ilag mevcuttur. Antiviral ilaglarin kullandig1 iki hedefleme
yaklasimi vardir. Viriisleri direkt olarak hedef alabilirler ya da konak hiicreleri
hedefleyebilirler. Virilisleri direkt olarak hedefleyen antiviral ilaglarin temel olarak
kullandiklar1 ¢esitli yollar vardir; viriisiin girisini engellemek, viral igerigin salinimini
engellemek, viral protein iiretimini engellemek ve viral genetik materyal iretimini
engellemek bunlardan bazilaridir. Viriisiin konaga girisini engelleyen antiviraller viriisiin
konak hiicreye karismasini Onleyerek viral dongiiyii ilk asamasinda durdurur ve
enfeksiyonun oniine gecerler. Viral icerigin salinimin1 6nleyen ilaclar, temel olarak viral
ylizeye baglanarak acilmasini engellerler. Viral protein iiretimini Onleyen ilaglar viral
proteinlerinin olusmasi igin gerekli parcalama islemlerini yapan proteazlari engelleyerek
fonksiyon gosterirler. Viral genetik materyal liretimini engelleyen ilaglar ise genellikle
transkriptaz faaliyetlerini, viral genomun g¢ogalmasini saglayan polimerazlari ve viral
genomun konak genomuna eklenmesini saglayan integrazlari bloklama islevine sahiptir.
2010 yilinda en ¢ok kullanilan antiviraller proteaz, viral DNA polimeraz ve integraz

inhibitorleri olarak listelenmislerdir [9].

AIDS hastaliginin ilk kez raporlandigr 1981 yilindan beri, antiviral ila¢ arastirmalarinin
odaginda en ¢ok yer alan konulardan biri siiphesiz HIV enfeksiyonudur. HIV (human
immunodeficiency viruses), insanlar1 enfekte eden lentiviriislerin iki tiiriiniin genel ismidir.
Bu viral enfeksiyon, tehditlere kars1 savasacak olan bagisiklik sisteminin ¢6kmesine yol agan
edinsel bagisiklik yetmezligi sendromuna, dolayistyla hayati tehlike tasiyan enfeksiyon ve
kanser gibi durumlarin olugsmasina, neden olur [10]. Ayn1 zamanda HIV enfeksiyonun
merkezi sinir sistemini etkileyen 6zgilin norolojik belirtileri de vardir. Beyne ulagmasi
durumunda HIV enfeksiyonu bireyin yasami sonlanana kadar orada kalir. Viriis beyne direkt
olarak ulastiginda norolojik, motor ve biligsel bozukluklara sebep olan HIV iliskili demansa
(HAD) yol agar [7]. HIV bir retroviriis oldugundan tedavisi i¢in yapilan caligmalar
antiretroviral terapinin temellerinin olusmasimni saglamistir. Antiretroviral ilaglar HIV ve

diger retroviriislerin yol actig1 enfeksiyonlarla savasmak i¢in kullanilirlar.



HIV viriisiiniin hayat dongiisii yedi asamadan olusmaktadir. ilk asama viriisiin konak
hiicreye baglanmasidir. Filizyon olarak adlandirilan ikinci asama, viriisiin igerigini konak
hiicreye aktarmasidir. Ugiincii asamada viriis ters transkriptaz enzimini kullanarak kendi tek
sarmalli RNA molekiillerini konak genomuna uygun ¢ift sarmalli DNA molekiiliine gevirir,
dordiincii asamada ise integraz enzimini serbest birakarak kendi genetik materyalini konak
genomuna ekler. Besinci asamada viriis konagi kullanarak HIV proteinleri iiretmeye baslar.
Altinct asamada konak hiicrede olusturulan protein kiliflar ve viral RNA birleserek
olgunlasmamis HIV viriisiinii olusturur. Son asamada ise, yeni olusan HIV viriisleri konak
membrandan tomurcuklanarak ayrilirlar. Sonrasinda viriisler igerdikleri proteazlar

kullanarak i¢erdikleri uzun protein zincirlerini kirarlar ve enfekte hale gelirler.

Antiretroviral ilaglarin da viral enfeksiyonlarla savagsmak i¢in antiviral ilaglara benzerlik
gosteren c¢esitli yontemleri vardir. Bu yontemler HIV viriislinlin hayat dongiisiiniin farkli
asamalarin1 hedef alirlar. Antiretroviral ilaglar, proteaz inhibitdrleri, fiizyon inhibitorleri,
integraz inhibitorleri, baglanma inhibitorleri ve ters transkriptaz inhibitorleri olmak tizere
bes ayr1 grupta incelenebilirler. Proteaz inhibitorleri, virlisiin gogalmasi i¢in gereken proteaz
aktivitesini durdurur. Proteaz inhibitorler, ters transkriptaz inhibitorlerinden sonra, en
kalabalik antiretroviral ila¢ grubunu olusturur. Bu grupta bulunan ilaglar farkli islevlere
sahip proteazlari inhibe ederek enfeksiyonu farkli sekillerde dnlerler. Ornegin, Sakinavir
viriis yasam dongiisiiniin son asamasinda uzun protein zincirlerini keserek aktif hale getiren
proteazlar1 inhibe ederek viriislerin enfekte olmayan sekilde kalmasini saglar. Fiizyon
inhibitdrleri, viriis protein kilifinin hiicre zari ile entegre olmasini engeller. Integraz
inhibitorleri, viral DNA molekiiliiniin konak genomuna entegre olmasini engeller. Baglanma
inhibitorleri viriistin glikoproteinlerine yahut konak hiicre reseptorlerine baglanarak viriisiin
konak hiicrenin membranina baglanmasini engellerler. Enfuvirtid ve Maravirok bu ilaglarin
onaylanmig Ornekleridir. Enfuvirtid HIV-1 tedavisinde kullanilir ve virilisiin konak
membranina baglanmasini saglayan gp41 proteinine baglanarak onu inhibe eder. Maravirok
ise, CCR5 hiicre reseptoriine baglanarak HIV-1 viriisiiniin baglanmasini engelleyerek
antagonist islev gosterir. Maravirok, konak hiicre proteinini hedeflemesi agisindan
antiretroviral ilaglar arasinda essizdir. Onaylanmis antiretroviral ilaglarin yarisindan fazlasi
ters transkriptaz inhibitorleridir. Bu molekiiller viral RNA molekiillerinin ¢ift sarmalli DNA
molekiiliine dontsiimiinii engellerler. HIV-1 ters transkriptaz enzimi 51 ve 66 kDa
blyiikliigiinde iki alt parcadan olusur. Biiyiik parca DNA polimeraz ve riboniikleaz i¢in

katalitik tarafi olusturur.



Ters transkriptaz polimerizasyon igin DNA ya da RNA molekiillerini kullanabilir. Ters
transkripsiyonu 6nlemek igin iki yaklasim vardir. Ilki, NRTIs, niikleozit analoglari
kullanmaktir. Niikleozit analoglari polimerizasyon sirasinda yeni olusturulan DNA zincirine
eklendiginde 3’OH ucundan yoksun olduklarindan yeni bir niikleozitin baglanmasini
engelleyerek polimerizasyonu bloklarlar. Diger yaklasimda ise inhibitor molekiil, NNRTIs,

direkt olarak transkriptaza baglanarak onu islevsiz hale getirir (Sekil 2.1) [11].
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1994 Stavudin 2007 Raltegravir
1995 Lamivudin 2012 Elvitegravir (/c)
1998 Abakavir 2013 Dolutegravir
2001 Tenofovir (TDF,TAF) 2018 Biktegravir
2003 Emtrisitabin 2021 Cabotegravir

NNRTIs | 1995 Nevirapin
1997 Delavirdin
1998 Efavirenz
2008 Etravirin
2011 Rilpivirin
2018 Doravirin

Sekil 2. 1. HIV viriisiinlin yasam dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda kullanilan ilaglar ve bu

ilaglarin gelistirildigi yillar [11].



2.1.1. Ritonavir

Kimyasal olarak 1,3-tiazol-5-ilmetil N-[(2S,3S,5S)-3-hidroksi-5-[(2S)-3-metil-2{[metil
({[2-(propan-2-yl)-1,3tiyazolil Jmetil } )karbamoil Jamino } biitanamido]-1,6-difenilhekzan -2-
yl]karbamat’tir. Ritonavir’in (RTV) molekiiler agirhigi ve molekiiler formiilii sirasiyla
720.946 ve C37H48NeOsS2'dir (Sekil 2.2) [12]. RTV, giiniimiizde HIV antiretroviral terapisi
icin kullanilan peptidomimetik HIV-1 ve HIV-2 proteaz inhibitoridir. HIV-1
enfeksiyonunun gelismesi i¢in sart olan poliproteinleri HIV-1 islevsel proteinlerine
pargalama islemini yapan proteazlari inhibe ederek fonksiyon gdsterir, bdylece enfekte
olmayan HIV proteinlerinin iiretimine sebep olur. Ancak RTV benzeri proteaz inhibitorii
(PD) ilaglar, serum, hepatik trigliseritler, viicut yag dokusu ve adipokin seviyeleri iizerinde
etkili olarak hasta metabolizmalari tizerindeki Kilo kayb1 ve bilissel becerilerde azalma gibi

negatif degisimlerde rol oynamaktadirlar. Bu etkiler doz bagimlidir [1,13].
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Sekil 2. 2. Ritonavirin molekiiler yapisi.

RTV, biyolojik yar1 6mrii 3 ila 5 saat olan biiyiik peptit benzeri bir lipofilik molekiildiir, sulu
cozeltide olduk¢a yavas bir ¢oziinme hizina sahiptir ve metabolizmasi temel olarak
karacigerde ger¢eklesmektedir. Diisiik ¢oziliniirliigii ve biiyiikk boyutu sebebiyle agizdan

emilimi zor ve dolayistyla oral biyoyararlanimi diistiktiir.



RTV amorf hali ile kristalin fazindan on kat daha fazla ¢oziiniirliige sahiptir fakat amorf
fazindayken de sulu ¢ozeltide kristalize oldugu ve jel olusturdugu icin ¢oziiniirliikk hizi
disiiktiir. Bagirsakta ise orta derecede gegirgenlige sahiptir. Dislik ¢oziiniirligi ve
gecirgenliginden dolay1 Biyofarmasotik Siniflandirma Sistemi tarafindan dordiincii sinif bir
ilag olarak tanimlanmustir. Toksisitesi diisiik bir polieter bilesigi olan polietilen glikol 8000
(PEQG) ile hazirlanan kati dispersiyonunun ¢oziiniirliik hiz1 daha yiiksektir. RTV oral yolla
uygulandiginda en ¢ok miktarda olant M2 olmak {izere, M1, M2 ve M11 gibi oksidatif
tiriinlere metabolize edilmektedir. RTV sitokrom p45-3A4 ve 2D6 tarafindan metabolize
edilir [1,14,15].

2.1.2. Nazal Spreyler

Nazal yol ile ilag uygulanmasi, siniizit, alerjik rinit, nazal polipler ve migren gibi
rahatsizliklar i¢in siklikla tercih edilen bir tedavi yontemidir. Ayrica burun boslugu nazal
mukozanin altindaki zengin damar yatagini 6rten gozenekli endotel yapisinin sagladig ilag
emme kapasitesi sayesinde sistemik ila¢ taginmasi i¢in timit vaat eden bir yoldur. Buna ek
olarak, burun boslugunun yukarisinda yer alan koku siniri merkezi sinir sistemine ulagsmak
i¢cin potansiyel bir yolaktir. Bu sekilde ilag koku siniri araciligiyla beyne ulastirilabilir. Bu
yol daha diisiik dozda ila¢ kullanimini1 ve norolojik hastaliklarin tedavisi i¢in olasi bir firsattir
[4]. Nazal yol ile ilag uygulamasi sindirim sistemine gore daha avantajlidir ¢iinkii sindirim
sisteminin aksine, hafif asidik pH derecesine sahiptir ve bu bolgede enzimatik aktivite
diisiiktiir. Ayn1 zamanda nazal yol damardan ila¢ uygulamasina da 1y1 bir alternatif olusturur
[5]. Nazal spreylerin tam verimlilikle kullanilabilmesi i¢in ilacin burun boslugunun belirli
kisimlarina ulagtirilmasi gerekir. Burun spreyin uygulamadaki agisi ve ilacin tagima teknigi
burun eti civarinda olusan nazal birikimi etkiler. Nazal bosluklarda basarili bir sekilde
tutunmay1 saglamak igin tipik nazal epitel boyutlar1 30-120 mikron arasidir [6]. Spreyden
¢ikan aerosoliin yayilma acist genisledik¢e ilag birikimi ve ilag uygulama tekniginin etkisi
azalir [16]. Ritonavir ve Lopinavir gibi ilaglarin nano siispansiyonlari, yiizey aktif
maddelerin uygulanmasiyla ¢6ziintirliikleri ve gegirgenlikleri arttirilarak bu nazal bosluktan

beyne uzanan yolu kullanmak igin yapilabilir [7].



2.2. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, bilim ve miihendisligin nano 6lgekli boyutlarda olan materyal, yapi, cihaz ve
sistemler i¢in sunduklari tasarim, karakterizasyon, iiretim ve uygulamalardir [17].
Nanoteknoloji, biyolojik ve biyolojik olmayan yapilarin benzersiz ve yeni islevsel 6zellikler
sergiledigi 100 nm'den kiiciik boyutlu yapilarin karakterizasyonu, tasarimi ve miithendisligi

tizerine odaklanir [18].

2.2.1. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlar:

Nanoteknoloji, son yillarda bircok alanda 6nemli bir arastirma alani haline gelmistir.
Nanoteknoloji iriinleri arasinda en fazla iirlin sayisina sahip kategori saglik ve spor
trtinleridir, onu ev ve bahge kategorisi ile, elektronik ve bilgisayar kategorisi takip eder
(Sekil 2.3) [19].
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Sekil 2. 3. Nanoteknoloji iiriinlerinin tiretim kategorilerine gore dagilimi [19].

Nanoteknoloji, geleneksel yontemlerin sinirlarini agarak, yliksek performansli malzemelerin
gelistirilmesine olanak saglamaktadir. Kimya alaninda, nanoteknolojinin kullanimi
sayesinde daha etkili katalizorler tiretilebilmekte ve malzemelerin 6zellikleri kontrol altinda

tutulabilmektedir [20].



Nanoteknolojinin gelismesi, enerji alaninda siirdiriilebilirligi arttirmak igin potansiyel
firsatlar sunmaktadir. Nanoteknoloji, giines, hidrojen yakit hiicresi, biyoyakit, enerji
depolama ve termoelektrik alanlarinda ¢oziimler sunar [21]. Gida endiistrisinde kullanilan
nano materyaller arasinda ise nano boyutta yiizey kaplamalari, nano emiilsiyonlar, nano
kapsiilleme sistemleri, nano partikiiller, nano sensorler ve nano filmler yer almaktadir [22].
Nanoteknolojinin malzeme biliminde kullanimi, malzemelerin daha hafif, daha dayanikli,
daha esnek ve daha islevsel hale getirilmesine olanak tanir [23]. Nanoteknolojiden
yararlanarak iiretilen membranlar, daha etkili bir sekilde suyu arindirabilir ve atik suyu geri
doniistiirme siirecini hizlandirabilir. Buna ek olarak, nanoteknoloji, hava filtreleri gibi hava

kalitesini iyilestiren teknolojilerde de kullanilir [24].

Nanoteknoloji son yillarda kimya alaninda olduk¢a Onemli bir yere sahip olmustur.
Nanometre boyutundaki malzemeler ve yapilar, 6zellikle yiizeylerindeki kimyasal ve
fiziksel ozellikler acisindan, geleneksel 6l¢eklerdeki malzemelerden 6nemli dlgiide farklilik
gosterirler. Nanoteknoloji kullanilarak gelistirilen nanomalzemeler, kimyasal reaktifler,

katalizorler, polimerler ve biyomolekiiller gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir [25].

Nanoteknolojinin tip alanindaki uygulama alanlar1 arasinda goriintiileme teknolojileri, tibbi
cihazlar ve ilag tasiyici sistemler yer almaktadir [26]. Nanoteknolojik malzemeler, ilag
tasima sistemleri, stentler ve kaplama materyalleri olarak kullanilabilir, boylece daha etkili
ve daha az invaziv tedavi segenekleri sunulabilir [17]. Nanoteknolojinin ozellikle ilag
tasiyict sistemlerinde kullanimi giderek artan bir alandir. Nanopartikiiller, ilaglar
hedeflenen dokulara tasimak ve etkinligini artrmak icin kullamlabilirler. Ornegin,
nanopartikiiller, kanser hiicrelerine dogrudan hedeflenerek, kemoterapinin yan etkilerini
azaltmakta ve tedaviye daha fazla etkinlik katmaktadir. Ayrica, nanoteknoloji bazli ilag
tasiyici sistemleri, diyabet tedavisinde de kullanilmaktadir. Nanopartikiiller, insiilinin daha
hassas bir sekilde taginmasini saglayarak, kan sekeri seviyelerinin daha iyi kontrol
edilmesine yardimci olabilir. Bu alandaki arastirmalarin devam etmesiyle, daha da gelismis
nanoteknoloji bazli ilag tasiyici sistemleri gelistirilebilir ve hastaliklarin tedavisinde daha da

etkili bir yontem haline gelebilir [27].
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2.3. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, 10-1000 nm araliginda en az bir boyuta sahip olan kati1 parcacik veya
dispersiyonlar olarak tanimlanir. Nanopartikiiller, genis bir malzeme sinifindan
tiretilebilirler. Nanopartikiillerin boyutu, normal boyutlu pargaciklardan binlerce kez daha
kiiciiktiir [28]. Bu nedenle, nanopartikiillerin 6zellikleri ve davranislari, normal boyutlu
parcaciklardan oldukg¢a farklidir. Boyutlarinin optik o6zellikler gibi fizyokimyasal
Ozelliklerini de degistirebileceginin fark edilmesiyle, nanopartikiillerin kullanimi ve 6nemi,
son yillarda hizla artmistir [29]. Nanopartikiiller ti¢ katmandan olusurlar. Bu ii¢ katman
sirastyla, ylizey, kabuk ve ¢ekirdektir. Yiizey katmani, metal iyonlari, yiizey aktif maddeler
ve polimerler gibi ¢esitli kiiciik molekiillerle islevsellestirilebilir. Kabuk, cekirdekten
kimyasal oOzellikler bakimindan tamamen farkli materyallerden yapilir. Cekirdek ise
nanopartikiiliin merkezinde yer alir ve genellikle nanopartikiiliin kendisi olarak bilinir [30].
Nanopartikiiller, morfolojilerine, biiyiikliiklerine ve kimyasal 6zelliklerine gore bir¢ok farkl
kategoriye ayrilirlar. Kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gére nanopartikiilleri, karbon bazli,
metal, seramik, yar1 iletken, polimerik ve yag bazli, olmak {izere alt1 kategoriye ayirabiliriz.
Nanopartikiillerin, genis yiizey alani, mekanik giig, optik aktiflik ve kimyasal reaktiflik gibi
bircok essiz 6zelligi vardir. Bu 6zellikler nanopartikiilleri ¢esitli uygulamalar i¢in elverisli

hale getirir [31].

2.3.1. Nanopartikiil Hazirlama Yo6ntemi

Nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in asagidan-yukari(bottom-up) ve yukaridan-asagi(top-

down) olmak {izere iki temel yaklasim kullanilir.

Yukaridan asagiya yaklasiminda, biiyiik molekiillerden baslayarak onlar1 daha kiigiik
birimlere ayristirmak ve elde edilen birimleri uygun nanopartikiillere doniistiirmek
amaglanir. Bu yaklasim i¢in 6glitme ve asindirma gibi yontemler kullanilir. Asagidan
yukartya yaklasim ise bunun tam tersidir. Bu yaklasimda, basit maddelerden sentez
yontemleri ile nanopartikiillerin elde edilmesi amaclanir. Sekil 2.4°te nanopartikiil hazirlama

yontemleri verilmistir [32].
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Nanopartikiil Hazirlama
Yontemleri

ukarndan Asagiys
Sentez

1. Spin (Déndiirme)
Yontemi

2. Kalp Destek
Sentezi 1. Mekanik
3. Alev Sentezi Asindirma

4. Lazer Proliz . 2. Kimyasal
5.CVD B Asindirma

. 5 Maya, Alg veya Bitki 3. Puiskiirt
6. {\tomlk/Molekuler Araciligiyla Biyolojik 4' L:zseruAbT:s on
Yogusma Sentez ’ i
5. Elektro-patlama

Sekil 2. 4. Nanopartikiil hazirlama yontemlerinin sematik gosterimi.

2.3.2. Nanopartikiillerin Uygulama Alanlar:

Nanopartikiillerin materyal tretiminde, cevre teknolojilerinde, elektronikte, enerji
tiretiminde, mekanik endiistrilerde ve tipta gesitli uygulamalari vardir. Nanokristalin
malzemeler, ozellikleri boyuta bagli oldugundan, materyal bilimine ¢ok ilging maddeler
sunarlar. Uretilen nanopartikiiller, tibbi, ticari ve ekolojik sektdrlerde aranan benzersiz
elektriksel, mekanik, optik ve goriintiileme 6zellikleri sergiler. Organik boyar molekiilleri
ve soy metallerin nanopartikiillerden olusan rezonant enerji transferi (RET) sistemi, son

zamanlarda biyofotoniklerde ve malzeme biliminde 6nemli ilgi gérmektedir.

Nanopartikiillerin ticari olarak kullanilan {iriinlerde bulunmasi giderek yaygin hale
gelmektedir. Altin ve giimiis gibi soy metaller de dahil olmak {izere metal nanopartikiiller,
plazmon rezonansina dayali olarak goriiniir bolgede bircok renge sahiptir. Bu,
nanopartikiillerin yiizeyindeki elektronlarin kolektif salinimindan kaynaklanan bir
durumdur. Rezonans dalga boyu, nanopartikiillerin boyutu ve sekli, par¢acik araligi ve
gevreleyen ortamin dielektrik 6zelligine bagl olarak giiglii bir sekilde degisir. Bu soy metal
nanopartikiillerin benzersiz plazmon absorpsiyon 6zellikleri, biyosensdrler ve birgok alan da
mevcut olmak iizere cesitli materyal iretimi uygulamalarmda kullanilmasini saglar.
Nanopartikiillerin endiistride ve evde kullanimi bu tiir maddelerin dogaya salininmina yol

agmaktadir.
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Nanopartikiillerin dogada birikmesinin yol agacagi riskleri kontrol edebilmek i¢in bu
parcaciklarin hareket kabiliyetini, reaktifligini, eko-toksisitesini ve kaliciligini anlamay1
gerektirir. Yiiksek yiizey kiitle oranlarindan dolay1 nanopartikiiller, kontaminantlar: absorbe
ederek azaltma kapasitesine de sahiptirler. Nanopartikiillerin i¢inde bulundugu gevre
uygulamalari, siirdiiriilebilir iirlinlerin iretilmesini, zararli maddelerin kontamine ettigi
materyallerin iyilestirilmesini ve g¢evresel olaylar igin gelistirilen sensorleri kapsar [33].
Nanopartikiiller, essiz yapisal, optik ve elektriksel Ozelliklerinden dolayir yeni nesil
elektronik {irtinlerin, fotonik materyallerin ve sensorlerin yapisal bloklarini olustururlar.
Nanopartikiillerin  sahip olduklar1  karakteristik ~ozellikler bu yapilarda kolay
degistirilebilirligi ve geri doniilebilir montajlamayr saglar [34]. Aym1 zamanda
nanopartikiiller, genis yiizey alanlari, optik davranislar1 ve katalitik dogalari nedeniyle fosil
yakitlara alternatif siirdiiriilebilir enerji kaynaklari arayisinda en iyi adaylardandir [35]. Buna
ek olarak, nanopartikiiller sahip olduklar1 yiliksek gerilim ve yiiksek strese dayaniklilik
ozellikleri ile kaplayici, yaglayici ve yapistirict olarak mekanik endiistride kullanilabilirler
[36]. Nanopartikiiller terapotik etkiyi arttiran uygun doz araliginda ilag tasima kapasiteleri
sayesinde tibbin her dalindan ilgi gérmiislerdir. Gegtigimiz birka¢ on yil iginde biyolojik

olarak pargalanabilir nanopartikiiller etkili ilag tagima aletleri olarak goriilmiislerdir [37].

2.4. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Genel olarak yasam siireclerinin biyo-spesifik molekiiler tanimaya dayandigi kabul edilir
[38]. Molekiiler tanima, yasamin arkasindaki itici giic olan ve dogada her yerde bulunan
temel bir biyolojik mekanizmadir. Bu teknoloji, immiin sisteminde antikor/antijen tanima,
enzimatik kataliz, sinyal iletimi gibi etkilesimler dahil olmak iizere g¢esitli biyolojik
aktivitelerde belirleyici bir rol oynar [39]. Antikorlar, enzimler, niikleik asitler ve hiicreler
dahil olmak tiizere dogal tamima unsurlari, hedeflerine olaganiistii giiclii afinitelerle
baglanmak i¢in hidrofobik etkilesimler, iyonik baglar, Van der Waals kuvvetleri ve hidrojen

baglar1 gibi cogunlukla kovalent olmayan etkilesimlerden yararlanir [40].

Molekiiler tanima, Emil Fischer'in bir asirdan uzun bir siire 6nce ilk kez "anahtar-kilit
modeli" olarak tanimlamistir. Bu model, reseptor-substrat kompleks olusumunu esas alir. Bu
kavram, kompleks olusumunun, kilit ya da reseptor tizerindeki tamamlayic1 fonksiyonel
gruplar ile istenen anahtar veya substrat (analit) arasindaki molekiiller aras1 etkilesimlerin

sonucu oldugunu ileri stirmektedir [41].
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Dogal tanima elemanlarina dayali sistemlerin basarilarina ragmen, uzun vadede kimyasal ve
fiziksel kararliliginin diisiik olmasinin yani sira, nispeten yiiksek maliyete sahip olmasi ve
nitelikli isgiicii gerektirmesi, bilim insanlarii bu dezavantajlart minimuma indirebilecek
alternatif metodlar arastirmaya tesvik etmistir [42-44]. Son zamanlarda umut vadeden bu
yaklasim, organik polimerlerin bir sablon molekiil varlifinda ¢apraz baglanmasi yoluyla
olusturulan ve bu ilgili analit i¢in stereo-spesifik baglanma bdlgeleriyle sonuglanan,
tamamen sentetik sistemler olan molekiiler baskili polimerlerdir (MIP'ler) [45-52].
Molekiiler baskilama ile ilgili ilk makale 1931'de yayimnlanmis olmasina karsin, molekiiler
baskilama iizerine arastirmalar 1980°li yillara kadar yapilan arastirma sayisi oldukga
distiktir [53]. 1972°de Wulff ve arkadaslar1 molekiiler baskilama yontemini agiklamiglardir
[54]. Molekiiler baskilama teknigi, kalip molekiil yardimiyla makromolekiillerde spesifik
tanima ve katalitik bolgelerin olusumuna izin verir [55]. Baska bir deyisle, kalip molekiilii
tanima Ozelligi tasiyan sentetik reseptorler olusturmaya yarayan bir tekniktir (Sekil 2.5).
Sentetik polimerlerin molekiiler baskilanmasi, fonksiyonel monomerin ve bir kalip molekiil
gorevi goren hedef analitin (baskir molekiilii), uygun porojenik ¢oziicii varliginda, ¢apraz
baglayicinin  kopolimerizasyonuna dayanan bir islemdir [56,57]. Bu islem sirasinda,
fonksiyonel monomerler, ilk olarak kalip molekiilii ile etkilesime girerek bir 6n kompleks
olusturur ve polimerizasyonun ardindan fonksiyonel gruplari, yliksek oranda c¢apraz bagh
bir polimerik matriks meydana gelir. Daha sonra kalip molekiiliiniin polimerik matriksten
uzaklastirilmasi ile, analit i¢in boyut ve sekil bakimindan tamamlayici olan baglanma
bolgeleri elde edilir. Boylelikle, bu polimer, kalip molekiil igin ¢ok yiiksek bir dzgilliik ve
afiniteye sahip olur [42].

Sekil 2. 5. Molekiiler baskilama yonteminin sematize edilerek gosterilmesi. (A) Kalip
molekiil (mavi ile gdsterilmistir) ve fonksiyonel monomerlerin (sar1, yesil ve turuncu ile
gosterilmistir), capraz baglayici (+) ile polimerizasyonu sonucu 6n kompleks olusumu; (B)
Serbest radikal polimerizasyonuyla polimer matriksinin olusturulmasi; (C) Kalip molekiiliin,
polimer matriksten uzaklastirilmasi ile yapida kalip molekiile 6zgili bosluklarin olugsmasi

[56].
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Sulu ortamlarda MIP'lerin zayif performansiyla ilgili sorunlarin ¢oziilmesindeki giicliikler
ve MIP tasarimi i¢in herhangi bir genel prosediiriin olmamasi nedeniyle, MIP'lerin ticari
uygulamasi hakkinda heniiz ¢ok az bilgi mevcuttur [58]. Ote yandan, MIP'lerin dogal
reseptorlerinkine benzer olan yiiksek afiniteleri ve segicilikleri, dogal biyomolekiillerin
gosterdiginden daha iistiin benzersiz kararliliklar, diisiik fiyatlar1 ve biyolojik reseptor
bulunamayan analitler i¢in 6zel olarak tiretilebilmeleri, MIP'leri yogun arastirmalarin hedefi
haline getirmistir [42,58]. Lotierzo ve arkadaslari, yakin zamandaki bir ¢alismada, MIP
sistemlerinin ayni1 kosullar altinda daha genis bir algilama aralig1 ve uzun vadede daha
yiiksek kararlilik ile monoklonal antikorlardan daha iyi performans gdsterdigini bildirmistir
[59]. Mosbach, yirmi yil sonra, bu alandaki ilk organik polimer raporu ile mevcut alanin
temelini atmistir. Bu ¢alisma, enzimlerin ve hiicrelerin tutulmasi i¢in akrilik islevselliklere
sahip poliakrilamid jel matriksleri kullanmistir. Akrilamid ve akrilik bazli monomerler,

halen birgok MIP sisteminin temel bilesenleri olarak giiniimiizde 6nemini korumaktadir [60].

Proteinler, DNA gibi molekiillerin baskilanmasi rapor edilmis olmasina ragmen [61-64], bu
tir makromolekiilleri kullanan arastirma makalelerinin sayist kiigiik molekiillere gore
nispeten azdir. 2003 yilina kadar, biyo-makromolekiillerin baskilanmasi iizerine her yil
10'dan az arastirma makalesi yaymlanmistir [65,66] ve son yillarda (Sekil 2.6) daha biyiik
biyomolekiillerin baskilanmasiyla 1ilgili arastirma makalelerinin sayis1 6nemli Olgiide

artmaktadir [67—70].

Yillar boyunca kaydedilen ilerlemeyi agiklayan bu ve diger arastirmalardan, molekiiler
baskilamanin kalitatif/kantitatif ayirmalar, kataliz, biyosensorler ve ilag salimi gibi birgok
uygulama alani i¢in umut vadeden ve gelismekte olan bir teknoloji oldugu gozle goriiliir

bigimde ortaya ¢ikmustir [71-75].
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Sekil 2. 6. Molekiiler baskilanmis polimerler ile ilgili yayin sayisinin yillara goére dagilimi
(2017-2023) [76].

2.4.1. Molekiiler Baskilama Teknigi

Molekiiler baskilama teknigi li¢ ana basamakta gergeklesir (Sekil 2.7):
i.  On komplekslesme

Polimerlesebilen uygun fonksiyonel gruba sahip monomerler, kalip (hedef)
molekiille, porojenik bir ¢oziicii varliginda, kovalent etkilesimlerle veya kovalent

olmayan etkilesimlerle, birleserek bir on-polimerizasyon kompleksi meydana getirir.

On-polimerizasyon kompleksinde hidrojen baglari, Van der Waals etkilesimleri,
iyonik baglar ve hidrofobik etkilesimler, kalip (hedef) molekiiliin etrafini saran

fonksiyonel monomerlerin uzamsal diizenlemesini belirler [53].

Fonksiyonel monomer ve kalip molekiiliin polimerizasyonunun gerceklestigi
basamaktir. Bu basamakta, kalip (hedef) molekiiliin 3D yapis1 ve kimyasal 6zellikleri

Onem arz eder.
ii.  Polimerizasyon

Polimerizasyon basamagi, fonksiyonel monomer-kalip molekiil kompleksinin,
porojenik ¢oziicii varliginda ve uygun bir ¢apraz baglayict yardimiyla fonksiyonel

monomer tizerinden polimerlestirilmesini kapsayan siirectir [77-80].
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iii.  Kalip (hedef) molekiiliin uzaklastirnlmasi

Polimerizasyon islemi gerceklestikten sonra, kalip (hedef) molekiiliin yerini
dolduracak yapidaki bosluklarin olusturulmas:t i¢in polimer matriksinden
uzaklastirihir. Daha sonra, uygun sartlar altinda sekil, boyut ve kimyasal islevsellik

acisindan tamamlayici olan spesifik tanima bolgeleri elde edilir [81].

% ,/: Porojenik ¢oziicii
5] On- komplekslesme

Kalip J On—pollmerlza.syon&>

kompleksi
Fonksiyonel
monomerler T
Caprasbaglapce Polimerizasyon
Molekiiler baskilanmis Baslaticy
polimer

Yeniden baglanma

—~

Kalibin
uzaklastirnlmasi

Sekil 2. 7. Molekiiler baskilanmig polimer i¢in hazirlik prosediirii [57].

Molekiiler baskilama isleminin etkin olabilmesi igin; (1) kalip (hedef) molekil (2)
fonksiyonel monomer, (3) ¢apraz baglayici, (4) ¢oziicii ve (5) baslatici segimine dikkat
edilmesi gerekir.

2.4.1.1. Kahp (Hedef) Molekiil

Molekiiler baskilama yonteminde, baskilanan kalip (hedef) molekiiliin, uygun fonksiyonel
gruplart igermesi, fonksiyonel monomerle kompleks olusturabilmesi i¢in Onemli bir
parametredir. Cesitli nedenlerden 6tiirii, her kalip molekiil dogrudan kompleks olusturmak
icin uygun sartlar1 saglamayabilir. Serbest radikal polimerizasyonu ile uyumlulugu

acisindan, kalip molekiil polimerizasyon kosullar1 altinda kimyasal olarak kararli olmalidir.
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Bag yapan fonksiyonel gruplarin miktar1 ne kadar fazla olursa, kalip molekiiliin baglanma
etkilesimi de dogru orantil1 olarak artis gosterir. Baskilanmak istenen molekiiliin se¢iminde,
kalip (hedef) molekiiliin, polimerize edilebilir grup igermesi, polimerizasyonu engelleyici
veya geciktirici bir fonksiyonel gruba sahip olmasi ve yiiksek sicakliklarda ya da UV
1sinlarina maruz kaldiktan sonra kararli olup olmamasi dikkat edilmesi gereken etmenler
arasindadir [82,83]. Ilaclar, aminoasitler, karbohidratlar, proteinler, niikleotidler, iyonlar ve
hormonlar gibi molekiiller, molekiiler baskilama uygulamalarinda kalip (hedef) molekiil

seciminde kullanilabilir [84].

2.4.1.2. Fonksiyonel Monomerler

MIP’ler tarafindan spesifik tanima, kalip ve monomerler arasindaki etkilesimlerin giicline
baglidir. Fonksiyonel monomerin se¢imi, molekiiler baskilama islemi sirasinda, fonksiyonel
monomer-kalip molekiil kompleksinin kararliliginda etkin bir rol oynar. Kompleks
olusumunu ve dolayistyla molekiiler baskilamanin etkisini maksimum seviyeye ¢ikarmak
icin fonksiyonel monomerin ve kalip molekiiliin uyusmasi olduk¢a dnemlidir. Genel olarak
molekiiler baskilama uygulamalarinda tek bir fonksiyonel monomer tercih edilmesine
ragmen, bazi durumlarda tanima kabiliyetlerini gelistirmek amaciyla, iki veya daha fazla
monomerin birlikte kullanim1 da miimkiindiir. Iki ya da daha fazla monomerin birlikte
kullanildig1 uygulamalarda, nétral fonksiyonel komonomerlerin kullanimi, monomer-
monomer etkilesimini minimum seviyeye indirmede etkili bir yontemdir. Kimyasal olarak
farkli yapilara ve polaritelere sahip ¢ok sayida fonksiyonel monomer ticari olarak temin
edilebilir ve birgogu rasyonel tasarimla hazirlanabilir. Sekil 2.8’de, yaygin kullanima sahip

fonksiyonel monomerlerin bir béliimiiniin molekiiler yapilar1 gosterilmektedir [82,85].

18



HzC OH

0
Metakrilik asit (MAA) .

4-vinilpiridin (4-VP)

C=20
OH
Hac 0_/_ H:C
CH:
0
2-hidroksietil metakrilat (2-HEMA) N-Metakriloil-(L)-Triptofan
(MATrp)

Sekil 2. 8. Molekiiler baskilama yonteminde yaygin olarak kullanilan fonksiyonel

monomerler.

2.4.1.3. Capraz Baglayicilar

Fonksiyonel monomerlerin kalip molekiil ¢evresindeki uzamsal dizilimini sabit tutmak i¢in

capraz baglayicilar kullanilir [81].

Molekiiler baskilama yonteminde, capraz baglayicilarin kullanilmasinin 3 belirgin amaci

vardir. Bunlar;
(1) Polimer matriksin morfolojisinin kontroliinii ger¢eklestirmek,
(i)  Baskilanan hedef analitin, baglanma bdlgelerinin stabilitesini saglamak,
(ili)  Polimere kararlilik kazandirmaktir [82,86].

Molekiiler baskilama isleminin etkili olabilmesi icin, ¢apraz baglayicilarin, fonksiyonel
monomere uygun yapida olmasi gerekir. Fonksiyonel monomerle uyumlu bir capraz
baglayici ajanin kullanilmamasi halinde, bir taraf daha baskin davranir ve kopolimerizasyon
gerceklesmez. Ayrica, komonomerlerin dogru sekilde polimerizasyonunu saglamak i¢in,
fonksiyonel monomer ve capraz baglayici arasindaki stokiyometrik oranlarin dengede

olmasi gerekir.
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Bu dengenin saglanmamasi, segiciligi olumsuz yonde etkiler [82,87]. Capraz
baglayict/monomer mol orani kiigiik oldugunda, kalip molekiildeki baglanma bolgeleri
yakinlagarak, komsu bolgelerin bu baglanma bolgelerini kapatmasina neden olur ve etkili
bir sonug elde edilemez. Capraz baglayici/monomer mol oraninin yiliksek olmasi durumunda
ise, capraz baglayicilar, kalip molekiil ya da monomerle kovalent olmayan baglarla

birleserek molekiiler baskilamanin etkinligini azaltir [88].

Molekiiler baskilama ile uyumlu kullanima sahip yliksek sayida ¢apraz baglayict
bulunmaktadir ve birgogu endiistriyel olarak mevcuttur. Sekil 2.9’da, yaygin kullanima sahip

capraz baglayicilardan birkaginin kimyasal yapilar1 gosterilmektedir [82].

H,G CH, 0
— >—// H,C j }Wrox/\oj\[/
74
o CH,

p-divinilbenzen
(DVB) 1,3-diizopropenil benzen Eftilen glikol dimetakrilat
(DIP) (EGDMA)

Sekil 2. 9. Molekiiler baskilama yonteminde yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar.

2.4.1.4. Coziiciiler

Coziicliler, polimerizasyona giren tiim bilesenleri tek bir faza getirmek amaciyla kullanilir.
Ayrica, polimerizasyon esnasinda tepkime isisimi diizenleyerek, istenmeyen yan iiriin
olusumunun engellenmesinden de sorumludur. Coziiciiler, polimer iizerinde gézeneklerin
olusturulmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu ylizden ¢oziicii, yaygin olarak “porojen” ismiyle
de anilir. Polimerde porojen miktarinin artirtlmasi, gézenek hacmini de artirir. Coziiciiniin,
polimer iizerinde olusturdugu bu gozenekler sayesinde, baglanan kalip molekiiliin
polimerden uzaklastirilmasi saglanir. Termodinamik agidan gii¢lii bir ¢oziiciiniin kullanima,
genis hacimli, iyi gelismis gézenek yapilar1 ve yliksek segicilikte ylizey alanlarina sahip
polimer olusumunu desteklemektedir. Diger taraftan, zayif bir ¢oziiciiniin kullanimi, zayif
gbzenek yapilarina ve segiciligi diisiik yiizey alanlarina sahip polimerlerin olusmasina neden
olur. Kovalent olmayan etkilesimlerde, ¢6ziicti segilirken, kalip molekiil ile fonksiyonel

monomer kompleksini destekleyici olmasina énem verilir.
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Ornegin, toluen gibi protik olmayan apolar ¢oziiciiler hidrojen baglarin1 kararli kildig1 igin
tercih edilebilir. Hidrofobik kuvvetlerin kullanildig1 bir kompleks olusumunda ise, ¢oziicii
olarak su kullanilabilir [82,87].

2.4.1.5. Baslaticilar

Serbest radikal polimerizasyonlarinin baslatilmasinda, farkli kimyasal 6zelliklerde, kalip
molekiil ile uyumlu bir¢ok baglatici radikal kaynak olarak kullanilabilir. Molekiiler
baskilama isleminde baslaticilar, fonksiyonel monomerlere oranla daha az miktarlarda
kullanilirlar [89]. Kompleks olusumunun hidrojen bagi ile saglandigi kosullarda, daha diisiik
polimerizasyon sicakliklari tercih edilir. Boyle bir tepkimede, diisiik sicakliklarda verimli
bir sekilde calisabilen fotokimyasal baglaticilarin kullanilmasi daha dogru olacaktir. Kalip
molekiil ve monomer arasindaki kovalent olmayan baglanmalarin zayif oldugu kosullarda
yiiksek sicakliklara ¢ikilamaz. Bu tiir durumlarla karsilasildiginda, 1s1l bozunma degil,
ultraviyole bozunma kullanilmasi daha dogru olur. Sekil 2.10°da yaygin kullanima sahip

baslaticilarin kimyasal yapilar1 gosterilmektedir [82].

Azobisizobiitironitril (AIBN) Benzoilperoksit (BPO)
*HN-O @]
o/
o// \O—O O
N/
V4
O/ \O'NHr

Amonyum Persiilfat (APS)

Sekil 2. 10. Molekiiler baskilama yonteminde yaygin olarak kullanilan baglaticilar.
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2.4.2. Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekiiler baskilama yontemi, kalip molekiil ve fonksiyonel monomer arasindaki
etkilesimin dogasina bagli olarak kovalent baskilama ve kovalent olmayan baskilama

seklinde iki temel grupta incelenebilir.

2.4.2.1. Kovalent Baskilama

1972°de Wulff ve arkadaglari, gergeklestirdikleri yogun calismalar neticesinde, kovalent
molekiiler baskilama yontemini gelistirdiler. Kovalent baskilama, 6zgiil baglanma bdlgeleri
olusturmak igin tersinir kovalent baglar (Schiff bazi, esterler, asetal/ketal) kullanan bir
molekiiler baskilama yontemidir [90]. Bu yontemde, polimerizasyon agamasindan Once
tersinir kovalent baglar ile bir monomer-kalip molekiil kompleksi olusturulur.
Polimerizasyon asamasindan sonra, polimerik matrikste 6zgilil bosluklar olusturmak
amaciyla kovalent baglar kirilarak, uyumlu bir ¢oziicii sayesinde kalip molekiil polimerden
uzaklastirilir. Daha sonra kalip molekiil, baskilanan polimerle tekrar bir araya getirilerek

kovalent baglarin yeniden olusmasi saglanir (Sekil 2.11) [81].

3
J
4 Foy

Baglanma A F E‘ Polimerizasyon
_— e
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i 3
Polimerlesebilen Kahp Molekiiler Baskilannus

41 Sentezi Polimer

TN

Sekil 2. 11. Kovalent baskilama yontemi.

Ozgiil ve homojen baglanma bolgeleri elde edilmesi agisindan, kovalent baskilama oldukca
avantajlidir. Ciinkii, kovalent baskilamada, monomer-kalip molekiil kompleksi oldukca
kararl1 bir yapiya sahiptir. Bu nedenle yiiksek sicaklik ve diisiik veya yiiksek pH kosullarinda

polimerizasyonun gerceklestirilmesine olanak saglar.
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Bununla birlikte, tersinir olarak kovalent baglanma sayisinin sinirli olmasi, yavas baglanma
kinetigi, polimerizasyondan sonra kalip molekiilii polimerden uzaklastirmanin zorlugu,
sentezin zahmetli ve ekonomik olmamasi, kovalent baskilama ydnteminin Onemli

dezavantajlaridir [57,90].

2.4.2.2. Kovalent Olmayan Baskilama

1981°de Mosbach ile arkadaglarinin gelistirdigi Kovalent olmayan baskilama, 6zgiil
baglanma bolgeleri olusturmak igin kovalent olmayan kuvvetleri (hidrojen bagi,
elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler ve van der Waals kuvvetleri) kullanan bir
molekiiler baskilama yontemidir [57,90]. Bu yontemde, kalip molekiil ve fonksiyonel
monomer kovalent olmayan etkilesimlerle baglanarak monomer-kalip molekiil kompleksini
olusturur. Polimerizasyon asamasi tamamlaninca, kalip molekiill uygun bir ¢oziicii
kullanilarak polimerden uzaklastirilir. Daha sonra kalip molekiil ve baskilanan polimer

kovalent olmayan baglarla tekrar bir araya gelir (Sekil 2.12) [81].
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Sekil 2. 12. Kovalent olmayan baskilama yontemi.

Kovalent olmayan molekiiler baskilamanin en 6nemli avantaji, yontemin basit ve kolay
uygulanabilir olmasidir. Ciinkii kompleks olusumu, kalip molekiiliin fonksiyonel
monomerler ile karigtirllmasiyla dogrudan elde edilebilir ve olusan kompleks izole
edilmeksizin polimerizasyon gergeklestirilebilir. Ayrica, kovalent olmayan baglanmalarin
kovalent baglanmalara gére daha zayif olmasindan miitevellit, kalip molekiil uygun kosullar

altinda basit bir ¢6ziicii yardimi ile kolaylikla uzaklastirilabilir [90].
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Kovalent olmayan baskilama, kalip molekiiliin tekrar baglanma kinetiginin kovalent
baskilamadan daha hizli olmasi ve kovalent etkilesimlere gore daha yiiksek afiniteli
baglanma bolgeleri olusturmast nedeniyle arastirmacilar tarafindan tercih edilen bir
yontemdir [86]. Ancak bu yontemde, kovalent olmayan etkilesimlerin ger¢eklesebilecegi
uygun polimerizasyon kosullar1 sinirlidir. Buna ilaveten, kompleks olusumunu desteklemek
amaciyla kullanilan fonksiyonel monomerlerin fazla miktarda olmasi, afinite agisindan
heterojen baglanma bdlgelerinin olusumuna neden olarak baglanma segiciligini azaltabilir

[91,92].

2.4.2.3. Metal-Selat Etkilesimlerinin Olusturdugu Molekiiler Baskilama

Metal-selat etkilesimlerine dayanan bu molekiiler baskilama teknigi, kovalent baskilama ile
kovalent olmayan baskilama yontemlerine alternatif olmasi igin gelistirilmistir. Diger iki
yontemde oldugu gibi, metal-selat etkilesimleri de fonksiyonel monomerleri kalip molekiil
etrafindaki dizilimini diizenleme amaci ile kullanilir. Bu yontem, 6zgiil baglanma bdlgeleri
olusturmak i¢in metal-selat etkilesimlerinin kullanildigi bir molekiiler baskilama
yontemidir. Metal- selat etkilesimleri, baglanma bolgelerinin dayanikliligi ve 6zgilligii
itibariyle kovalent etkilesimlere benzerlik gosterir [93-95]. Bununla birlikte, metal-selat
etkilesimleri kullanilan ¢6ziicli ortamindan etkilenmez, bagin kararlilig1 ¢ok zayif degildir
ve ligand degisim kinetigi, kovalent baskilamaya kiyasla olduk¢a hizlidir. Bu o6zellikler,
metal-selat etkilesimlerini, olduk¢a spesifik molekiiler baskilanmis polimerlerin

hazirlanmasina olanak saglayan umut verici bir yontem haline getirir [90].

2.4.3. Molekiiler Baskilama Tekniginin Uygulamalari

Molekiiler baskili polimerlerin (MIP) hazirlanmasi kolaydir ve yliksek secicilige sahiptir.
Ayrica, sentezlenmesi ucuzdur ve biiyiik miktarlarda tekrar tekrar iiretilebilir. Bu 6zellikleri
sayesinde MIP'ler farkli alanlarda molekiiler tanima ve ayirma malzemeleri olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir [81,96]. Molekiiler baskilamanin analitik ayirmalar, kataliz, ilag
salimi ve biyosensorler olmak tizere birgok farkli kullanimi sayesinde umut vadeden ve
gelismekte olan bir teknoloji oldugu bariz bir bi¢imde goriinmektedir [53]. Baslangicta
MIP'ler, 6zellikle kiral ayirma i¢in HPLC'de duragan fazlar olarak kullanilmigtir. Daha
sonra, kullanimlart sivi kromatografisi, kapiler elektro-kromatografi, kat1 faz ekstraksiyonu

dahil olmak iizere diger analitik teknikleri icerecek sekilde genisletilmistir.
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Ote yandan, MIP'lerin olaganiistii kararliliklar1 ve biyolojik reseptdr bulunamayan analitler
icin 6zel olarak tiretilebilmeleri, onlar1 6zellikle kimyasal sensor uygulamalari igin uygun
kilan ozellikler arasindadir [42]. Baglanma bdlgeleri, hidrojen bagi, iyon degisimi ve
elektrostatik etkilesim yoluyla hedef molekiilii ve yapisal analoglarini spesifik olarak
tantyabilir. Bu nedenle, bircok MIP, kromatografide, kat1 faz ekstraksiyonunda ve mikro
ekstraksiyonda, kirleticilerin adsorpsiyonla uzaklastirilmasinda da kullanilmaktadir [97].
Son on yilda ortaya ¢ikan MIP'lerin gelisme gosterdigi nispeten yeni alanlar arasinda
analizlerin ve sensdrlerin, membranlarin, kapiler elektroforezin (CE) gelistirilmesi ve ilag

salim matrisleri gibi 6zel islevlere sahip polimerlerin tiretimi yer almaktadir [58].

2.5. Kontrollii Ila¢ Sahm Sistemleri

Kontrollii ilag salimi, ilaglarin belli bir siire boyunca yavas yavas salinmasiyla etki
stirelerinin uzatilmasi veya dozajin kontrollii bir sekilde saglanmas1 amactyla kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemin temel amaci kandaki ilag seviyesini en diisiik seviyede etki eden
derisim ile en diisiik toksik derisim arasinda siirdiirmektir. Ilaci tek bir biiyiik doz halinde
uygulamak minimum toksik dozun asilmasina dolayisiyla zehirlenmeye bagli yan etkilere
neden olurken birgok kiigiik doz halinde uygulamakta kandaki ilag seviyesinde
dalgalanmalara ve terapdtik etkinin azalmasina sebep olabilir. Bu sebeple diisiik dozlu
frekanslarla kontrollii bir sekilde ila¢ salim1 yapan ilag¢ tasiyicilar1 gelistirmek i¢in yiiriitiilen
arastirmalara talep giderek artmaktadir. Yani kontrolli ilag saliminin en biiyiik avantaji

istenilen dozda ve konumda ila¢ salimi gerceklestirerek terapotik etkide artis saglamasidir
[3].

Kontrollii ilag salim sistemlerinin avantajlart ve dezavantajlar1 Cizelge 2.1’de verilmektedir.
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Cizelge 2. 1. Kontrollii ilag salim sistemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 [98,99].

AVANTAJLARI

DEZAVANTAJLARI

Kontrollii salim preparatlar1 ilacit istenen

terapotik aralikta tutar.

Ilag istenilen bdlgeye lokal olarak verilebilir,
boylece uygulanan ilag seviyesi diiser.

Dozlarin sayisi ve siklig1 azaldigi icin, daha az
takip/bakim ihtiyaci vardir.

Siirekli ila¢g alim zorunlulugu ortadan kalktigi
icin hastaya konfor saglar.

Gelistirilmis uyumluluga sahiptir.

Daha ¢abuk ya da daha yavas salim sonucunda
istenmeyen kararlilik problemleri meydana
gelebilir.

Kontrollii ila¢ salim sistemlerindeki ilaglar ile
uygulama esnasinda, istenildigi ya da gerekli
oldugu zaman uygulama durdurulamaz.

Dozun belirlenmesi, tek bir faydali doz ya da bu
faydali dozun katlar1 oldugu igin sinirlidir.

flagtaki etken maddenin yiiksek miktarlarda
olmasi sebebiyle, salimin hizli gergeklesmesi
hastanin viicudunda toksisiteye neden olabilir.

Bu tiir ilaclarin gelistirilmesi ve iiretimi daha
pahali olmaktadir.

2.5.1. Kontrollii ilac Sahm Sistemlerinin Smiflandirilmasi

Kontrollii ilag salim sistemlerini, dort ana mekanizma altinda inceleyebiliriz (Sekil 2.13):

e Diflizyon kontrollii
e (ozici kontrollii
e Bozunma kontrollii

e Uyaran kontrollii
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Sekil 2. 13. Nanopartikiillerde kullanilan ilag salim mekanizmasi [3].

Diflizyon kontrollii ila¢ saliminda igerisinde ilacin ¢oziindiigii bir zar ile kapl kapsiil gibi
bir hazne ile gosterilir. Diflizyon kapsiilii saran zarin iki yiizeyi arasinda olan derisim farki
sayesinde gerceklesir. Ilag oncelikle kapsiil cekirdeginde ¢oziiniir ve sonrasinda zardan
difiize olur. ilag tastyicinin icine bir ¢dziicii madde tasimakta ilag tasiyicinin ilag salimini

etkileyebilir.

Coziict kontrollii salim ozmoz ve sisme kontrollii salim1 igerir. Ozmoz kontrollii salimda
tasiyici yar1 gecirgen polimer bir zar ile kaphidir ve bu zar boyunca su diisiik ila¢ derisimli
dis ¢evreden yliksek ila¢ derisimine sahip olan tasiyicinin ¢ekirdegine dogru hareket edebilir.
Bu mekanizma sabit bir derisim gecisi siirdiirildigii siirece sabit hizda ilag salinim1 saglar.
Sisme kontrollii salinimda ise, camsi hidrofil polimerik sistemler viicut sivilarini igeren sulu
cozelti i¢ine yerlestirilirler ve bdylelikle su sistemin i¢ine niifuz eder. Bu su alinimi
polimerik partikiillerin sismesine ve bunu takiben ila¢ salimina neden olur. Burada ila¢ salim

hizi suyun difiizyon hizina ve polimerlerin zincirleme genisleme hizina gore degisir [3].
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Biyo-bozunabilir polimerlerden olusan ilag tasiyicilari ila¢ salimini sahip olduklar1 ester,
amit ya da hidrazon baglarinin hidrolitik veya enzimatik bozunumuyla gergeklestirirler.
Boyle polimerlerden olusan matrisler tiim matrisin yikimiyla sonuglanan kitlesel bozunmaya
ugrarlar. Ilag salim hizi, ilag tastyic1 polimerin molekiiler agirligi, sahip oldugu ug gruplar,
kristalligi ve monomer kompozisyonu tarafindan belirlenen bozunma hizina gore degisir.
Biyo-bozunabilir sistemler viicutta uzun siireli etkileri olmaksizin uzaklastirilabildiklerinden
tercih edilirler. Uyaran kontrollii ilag tasiyicilar ise sicaklik, pH, iyonik giig, ses, elektriksel
ya da manyetik alanlar gibi i¢sel veya digsal uyaranlar tarafindan kontrol edilirler. Uyaranin
konumunu belirlemek miimkiin oldugundan bu tiir sistemler hedefe 6zel ilag salim1 yapmak
i¢in tercih edilirler. Nano boyutta ilag¢ tastyicilar kiigiik boyutlar1 ve genis yiizey alanlari ile
ilag saliminda esneklik saglamaya elverisli olduklarindan avantajlidirlar. Bu avantajlarindan

otiirii nanopartikiillerin ilag salim sistemlerinde kullanim1 artmaktadir [100,101].

2.5.2. Molekiiler Baskilama Teknolojisinin Kontrolli Ila¢ Salim Sistemlerinde

Kullanilmasi

Molekiiler baskilanmis polimerler gibi molekiil bazinda segici sentetik reseptorlerin, bilimin
¢ogu alaninda olduk¢a fazla uygulamasi mevcuttur, fakat en genis uygulamalarin
olusturdugu alan terapétikler ile tibbi uygulamalardir. MIP’ler, farmakolojik etkisi bulunan,
potansiyel ilaglarin tayininde biiyiik bir 6neme sahiptir. MIP ilk olarak enantiyomerik
¢ozinlrliik alaninda ortaya ¢ikmigs ve simdilerde ilag salim sistemlerinde yogun ilgi
gormektedir. MIP'in biyouyumluluk, diisiik toksisite, biyobozunurluk gibi bazi avantajlari
vardir. Ayrica diisiik maliyeti, hazirlama kolaylig1 ve ¢oklu uygulama yollar1 onu alternatif
bir tasiyict yapmaktadir. Molekiiler baskilanmis polimerlerin kullanildigi ilag salim
sistemlerinin uygulanmasi ve gelistirilmesine yonelik yaymlanan patent ve makalelerin
say1st hizli bir bigimde artmaktadir (Sekil 2.14) [80,102].
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Molekiiler baskilamanin ila¢ salim sistemlerinde kullanimi
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Sekil 2. 14. Molekiiler baskilamanin ila¢ salim sistemlerinde kullanimini igeren yayinlarin

yillara gore dagilimi [103].

Halihazirda, kontrollii ilag salim1 i¢in, bir dizi biyouyumlu akrilatlar ve vinil polimerler de
dahil olmak iizere ¢ok cesitli polimerler lizerinde c¢alisilmaktadir. Molekiiler baskilanmig
polimer (MIP) bazli sistemlerin (Sekil 2.15) kontrollii salimda ilk kullanildigi alan
farmakolojidir. MIP'e kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimle baglanan ilag, molekiiler
baskilanmis polimerin hiicrenin yiizey kismindaki hedefe baglandigi an salinir. ik kez
Vtakis ve arkadaslari, diapezam ve teofilin ilaglarmi Kkullanarak, kovalent olmayan
molekiiler baskilanmig polimer temelli bir uygulama gelistirmistir. Ancak bu uygulamay1

kontrollii ilag saliminda kullanmamuslardir [2,104].

Hiicre membram

J
SRR
/

Hiicre yiizey
molekiilii

Sekil 2. 15. Molekiiler baskilanmais bir tasiyict kullanilarak hedeflenen ilag salimi.
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MIP’lerin ila¢ saliminda kullaniminin getirdigi bazi avantajlar Sekil 2.16’da verilmistir
[105]:

‘ MIP'lerin ila¢ Salim Sistemlerinde Kullaniminin ‘
Avantajlan

‘ Terapotik ilag salim hizinin kontroliinii saglar. J

Capraz baglayic1 miktar1 ve degisimi igin dahaw
avantajlidir.

flag salimin1 cevre kosullarina baglh olarak
L gergeklestirebilir. J

‘ Ilag yiikleme kapasitesini giiclendirir. ’

arasindaki yiiksek afinite sayesinde uzun

[ Kalip molekiil ve fonksiyonel monomer }
siirelerde salim gerceklesebilir.

Sekil 2. 16. Molekiiler baskilanmis polimerlerin ilag salim sistemlerinde kullaniminin

avantajlari.

2.5.3. ila¢ Sahm Kinetiginin Matematiksel Analizi

Ilag salim kinetigi, terapotik ajanlarin belirli bir dozunun viicuda verildikten sonra kanda,
hiicrelerde veya dokularda ne kadar hizli ve ne kadar uzun siire kalacagini belirleyen bir
disiplindir. Bu siireg, ilaclarin etkilerini belirlemek ve yan etkilerini kontrol etmek i¢in
olduk¢a 6nemlidir. ilag salim kinetigi, ilaglarin salim hizin1 ve derisimini etkileyen birkag
faktore baghdir. Bu faktorler arasinda ilacin kimyasal 6zellikleri, dozu, formu, kullanim
yolu, emilim yeri, metabolizma ve viicuttaki dagilimi sayilabilir. Ila¢ salim kinetigi, birkag
farkli asamadan olusur. Ik asama, ilacin emilimini ve yayilmasini igerir. Bu asamada, ilag
kandan dokulara veya hiicrelere tasmir ve etkileri gdzlenmeye baslar. Ikinci asama, ilacin
derisiminin kararli hale gelmesidir. Bu asama, ilacin en yiiksek derisime ulastig1 noktadir ve
burada ilacin etkisi de en yogun sekilde hissedilir. Son agama ise, ilacin viicuttan atilmasidir.

Bu asamada, ilag derisimi azalmaya baslar ve etkileri yavas yavas kaybolur [106].

flag salim modelleri, ilaglarin in vivo ve in vitro ortamlardaki etkisini ve salimimi incelemek

i¢in kullanilan matematiksel modellerdir.
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Bu modeller, 6nemli parametrelerin olgiilebilmesine ve ilaglarin salim Kinetiklerinin farkli
yonlerini hesaba katarak ila¢ salim mekanizmasinin belirlenmesine olanak saglar. Ancak, bu
modellerin kullanim alanlari, matematiksel denklemleri ve hesaplama yontemleri farklidir.

Bu nedenle, modellerin dogrulugu ve kullanim alanlar1 da farklilik gésterir [106,107].

Sonug olarak, modellerden her biri, farkli ila¢ salim durumlari i¢in gegerli olabilir. Sifir

derece, birinci derece, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas baslica ila¢ salim kinetik modelleridir.

2.5.3.1. Sifir Derece Modeli

Sifir derece modeli, ilaglarin belirli bir dozunun viicuda verildikten sonra derisimin zamanla
nasil degistigini matematiksel olarak agiklayan bir modeldir. Bu salim modeline uyan
sistemler , ilaglarin saliminin sabit bir hizda gergeklestigini varsayar. Sifir derece modeli
denklemi, ilacin derisiminin zamanla degisimini ifade eder. Bu denklemde, Qo salim
sisteminde baslangi¢ aninda bulunan ilag miktarini, Q: salim sisteminde t aninda salinan ilag

miktarini, Ko ise sifirinci derece salim hiz sabitini ifade eder.
Sifir derece modelinin denklemi Esitlik 2.1°de verilmistir:

t = Qo + kot (2.1)

Denklemde, salinan ilag miktarinin (Q¢) zamana (t) kars1 grafige gegirilmesi sonucunda
egimi sifirinct derece salim hiz sabiti (ko) olan bir dogru elde edilir. Sifir derece modeli,
ilaglarin dozajinin belirlenmesinde ve ilag¢ etkilerinin kontrol edilmesinde 6nemli bir rol
oynar. Ayrica, ilaclarin yan etkilerinin azaltilmasi ve ilaglarin etkilerinin uzun siire devam
etmesi icin de kullanilir. Sifir derece modeli, ilag salinim kinetiginde sadece ilk asamay1
aciklar ve ilacin emilim asamasini goz ardi eder. Bu nedenle, ilaglarin salim hizini tam olarak

aciklamak i¢in diger kinetik modeller de kullanilir [108].

2.5.3.2. Birinci Derece Modeli

Bu modelde ilag miktari ilag derisimine bagimlidir ve ila¢ miktar1 zamana bagl olarak tissel
bir bigimde azalir. Birinci derece kinetik modeli, ilaglarin derisimi azaldik¢a, zamanla ilacin

salim hizinin da azalacagini varsayar.
Birinci derece kinetik modeli denklemi Esitlik 2.2°de verilmistir:

InQt = InQo + kit (2.2)
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Bu denklemde Q, t anindaki ila¢ salim miktarini, Qo, baslangigtaki ilag salim miktarini, kg
ilacin birinci derece salim hiz sabitini ifade eder. InQ: degerleri zamana kars1 grafige
gegirildiginde egim, birinci derece salim hiz sabitini (k1) verir. Geleneksel dozlamalarin

¢ogunda birinci derece salim modeli kullanilir [109].

2.5.3.3. Higuchi Modeli

Higuchi Modeli, ilag salim kinetiginde siklikla kullanilan 1961 yilinda Higuchi tarafindan
gelistirilen bir matematiksel modeldir. Bu model, ilaglarin polimer matrisler gibi sabit bir

yapi i¢inde salindig1 durumlar i¢in uygundur.

Higuchi Modeli denklemi Esitlik 2.3’de verilmistir:

Q=AJD (2C - Cs) Cit 2.3)

Denklemde; Q, t aninda birim yiizey alanindan salinan ila¢ miktari, A, ilag tasiyiciya ait
ylizey alani, C, matris icerisindeki baslangi¢ ila¢ derisimi, Cs, matris icerisindeki ilacin
¢cOztiniirliigli ve D, matris igerisindeki ilacin difiizyon katsayisidir. Higuchi modeli, ilacin
matrisin igine ¢dziinmesi ve matrisin icindeki difiizyonu temel alir. Ilag matrisin igine
¢oziindiikge, ilag molekiilleri polimer matrisin igine difiizyonla yayilir ve bu da salinan ilag
miktarinin, zamanin Karekoki ile dogru orantili olarak artmasma neden olur. Higuchi
Modeli, ilaglarin salim hizinin baslangigta yiiksek oldugunu ve zamanla azaldigini varsayar.

Bu nedenle, ilacin salim hizi zamanla azalir ve sonunda sabit bir hal alir [110].

Higuchi modelinin uygulanabilmesi igin gerekli baz1 parametreler vardir. ilk olarak matrisin
sismesi ve ¢Ozlinmesi ihmal edilebilir diizeyde olmalidir ve salim difiizyonu tek yonde
olmalidir. Buna ilaveten, salim esnasinda ortam hacmi sabit tutularak miikemmel ¢anak
kosullar1 saglanmalidir ve matristeki baslangig ilag¢ derisimi, ilacin ¢oziiniirliigtinden daha

yiiksek olmalidir [111].

2.5.3.4. Korsmeyer-Peppas Modeli

Korsmeyer-Peppas Modeli polimerik sistemlerden ilag salimini tanimlayan daha kapsaml
bir modeldir. Bu model 6zellikle sisme 6zelligi gosteren hidrojel gibi polimerik matrislerin

kullanildig1 ilag salim sistemlerine uygun gelistirilen bir modeldir.
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Korsmeyer-Peppas modeline ait denklem Esitlik 2.4’de verilmistir:
Mt/ M = kt" (2.4)

Bu denklemde, n salim kuvveti, M, t aninda salinan ila¢ miktari, M., ©0 zamanda salinacak
ila¢ miktari, M/Ms, t aninda salinan ilag¢ fraksiyonu ve k, salim hiz sabitidir. Korsmeyer-
Peppas modeli 6zellikle salim mekanizmasinin bilinmedigi ya da ayni anda birden fazla

salim mekanizmasina uyan salim modellemeleri i¢in kullanilir [112,113].

Denklemde gosterilen n degeri, farkli geometrilerde, ilacin salim mekanizmasini
belirlemede 6enmli bir rol oynar. Polimerik matris siteminden, ilacin salim mekanizmasini
daha iyi destekleyen, n degerine bagl olarak gozlenen salim davranigina gore bir
smiflandirma yapmak miimkiindiir [113]. Cizelge 2.2’de farkli polimer geometrilerindeki n

degerlerine bagl olarak adlandirilan ilag salim mekanizmalari verilmistir.

Cizelge 2. 2. Farkli geometrilerdeki polimerik matrislerden aktif ajanlarin salim modelleri
[114]

: . Cisim . n’in zamana karsi
Ila¢ Salhm Mekanizmasi Geometrisi Salim Kuvveti (n) fonksiyonu
Ince Film 0.5 t 05
Fickian Difiizyonu Silindir 0.45 t 045
Kiire 0.43 03
Ince Film 05<n<1 t 05<n<l
Fickian Olmayan Difiizyon | Silindir 0.45<n<0.89 t 0:45<n<0.89
Kiire 0.43<n<0.85 t 043<n<0.85
Ince Film 1 t*
Durum | Silindir 0.89 t 089
Kiire 0.85 t 085
Ince Film n>1 tn>t
Siiper Durum II Silindir n>0.89 t n>089
Kiire n>0.85 tn>08s
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Ritonavir (SML0491, Sigma), sodyum dodesil siilfat (SDS), sodyum bikarbonat
(NaHCOg), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve etilen glikol dimetakrilat (EGDMA,
%98), sodyum bistilfit (NaHSO3, min. %99), amonyum persiilfat (APS, %98) Sigma
(Sigma Chemical Co., ABD) ve Poli(vinil alkol) (PVA; MW:16.000, %98) Acros
(Organics, ABD) firmalarindan temin edilmistir. Caligmada kullanilan diger kimyasal
maddeler analitik saflikta olup, Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan alinmustir.
Yapilan deneylerde kullanilan su, yiliksek akish seliiloz asetat membran (Barnstead
D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve sonrasinda
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici
dolgulu kolon sistemi ile saflastirilmistir. Deiyonize suyun iletkenligi 18.2 MQ/cm’dir.

3.2. Yontem

Hazirlanan tez kapsamindaki deneysel boliimler alti temel baglikta incelenebilir:

N-metakriloil-(L)-triptofan (MATrp) fonksiyonel monomerinin sentezlenmesi,
e MATIP-RTV 6n kompleksinin hazirlanmast,

e RTV baskilanmis ve baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin

hazirlanmasi,
e Nanopartikiillerin karakterizasyonu,
e In vitro kosullarda RTV saliminin incelenmesi,

o Sitotoksisite ¢alismalari.
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3.2.1.  N-metakriloil-(L)-triptofan ~ (MATrp) Fonksiyonel = Monomerinin

Sentezlenmesi

Kalip molekiil Ritonavir (RTV) ile etkilesime girmek iizere se¢ilen fonksiyonel monomer
MATTrp sentezi (Sekil 3.1) i¢in uygulanan yontem su sekildedir: Hidrokinon (0.2 g) ve L-
triptofan (5.0 g), 100 mL diklorometan (CH2Cl2) iginde ¢oziilmiistiir. Cozelti 0°C'a
sogutulduktan sonra, ¢ozeltiye trietilamin (14.0 g) eklenmistir. Daha sonra ¢ozeltinin
lizerine, azot atmosferi altinda metakroil kloriir (4.0 mL) yavas bir sekilde ilave
edilmistir. Hazirlanan karigim 2 saat boyunca oda sicakliginda manyetik karistirici ile
karistirtlmistir. 2 saatin bitiminde, %10’luk NaOH ¢6zeltisi kullanilarak tepkimeye
girmeden kalan metakroil kloriir ayrilmistir. Déner buharlastirict yardimi ile sulu faz
buharlastirilmistir. Sonraki asamada, ¢okelti (MATTrp) ise etil alkolde kristalize edilmistir
[115].

H3C— C=—=CH:

OH
/ 75\
+ H—c—c¢& & — o” “NH
N | OH
CH: H—C—C
| | o
C=CH CHz
Metakriloil kloriir \NH |
C=CH
\
NH

L-triptofan
N-Metakriloil-(L)-Triptofan
(MATrp)

Sekil 3. 1. MATrp monomerinin sentez tepkimesi.
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3.2.2. MATrp-RTV On Kompleksinin Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda, MATrp-RTV 6n kompleksinin olusturulmasi igin kalip molekiil
Ritonavir (1.0 mg), 1umol fonksiyonel monomer MATrp’da ¢oziilerek bir stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden 20 plL alinmisg ve toplam hacim metanol
eklenerek 600 uL’ye seyreltilmistir. Sonrasinda, UV spektrofotometre kullanilarak 238

nm’de absorbansi Ol¢iilmiistiir.

3.2.3. RTV Baskilanmis ve Baskilanmamis poli(HEMA-MATTrp) Nanopartikiillerin

Hazirlanmasi

RTV baskilanmis poliHEMA-MATYIpP) nanopartikiillerin (MIP) elde edilmesi igin
toplamda ti¢ s1v1 faz karisimi hazirlanmistir. Birinci sivi faz hazirlanirken, PVA (0.187
g), SDS (28.9 mg) ve sodyum bikarbonat (23.4 mg), suda (10 mL) manyetik karistirici
yardimu ile karistirilmustir. Ikinci sivi faz olusturulurken, capraz baglayict EGDMA (1.4
mL), fonksiyonel monomer HEMA (0.7 mL) ve MATrp (1umol) - RTV (1.0 mg)
kompleksi olarak 600 pL kullanilmistir. Hazirlanan ikinci sivi faz, birinci sivi faza
eklenerek, miniemiilsiyon elde etmek igin homojenizator (T10, lka Labortechnik,
Almanya) 25.000 rpm’e ayarlanarak, 30 dakika boyunca homojen hale getirilmistir
(Sekil 3.3). Daha sonra karigima, {iglincii sivi faz olan; PVA (0.1 g) ve SDS (0.1 g)’in
sulu ¢ozeltisi (200 mL) eklenerek sonikatdr yardimi ile 15 dakika karistirilmastir.
Sonrasinda elde edilen bu karisim polimerizasyon cihazina (Radleys Carousel 6, UK)
aktarilarak, karisima polimerizasyonu baslatici ajanlar olan sodyum bisiilfit (0.115 g) ile
amonyum persiilfat (APS) (0.126 g) ilave edilmistir. Polimerizasyon 400 rpm hizinda,
40°C’ de 24 saat boyunca siirdiiriilmiistiir. Sentezlenen RTV baskilanan nanopartikiiller
5 defa deiyonize su, 5 defa etil alkol ve tekrar deiyonize su ile yikanarak tepkimeye
girmeden kalan monomer, yiizey aktif madde ve baslatict uzaklastirilmigtir. Her bir
yikama basamagi i¢in ¢ozelti 25000 rpm’de 45 dakika boyunca santrifiijlenmis ve

nanopartikiiller yitkama ortamindan ayrilmstir.

RTV baskilanmamis poli(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin (NIP) sentezlenmesinde,

RTV ilave edilmeden yukarida verilen sentez basamaklart ayni sekilde tekrar edilmistir.
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RTV baskilanmis polimerik nanopartikiillerin sentezine iligkin asamalar asagidaki

semada gosterilmistir (Sekil 3.2).

EGDMA
MATrp-RTV

kompleksi

SDS PVA NaHCO3

N W)
==

w SDS II?A eklenir

— — ) =
Sonikatdrde 15 dk

25.000 rpm'de
homojenize edilir - S1¥1 faz kanstirthr

40°C” de 24 saat siireyle
polimerizasyon gerceklestirilir

Sekil 3. 2. RTV baskilanmis polimerik nanopartikiil (MIP) sentezinin sematik gosterimi.

Sekil 3. 3. A) Homojenizator (T10, Ika Labortechnick, Almanya), B) Polimerizasyon
reaktorti (Radleys Carousel 6, UK), C) Ultrasantrifiij (Beckman Coulter Optima L-100K).
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3.2.4. RTV Baskilanms Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

3.2.4.1. FTIR ile Yap1 Analizi

RTV Dbaskilanmis, baskilanmamis nanopartikiillerin ve ilacin yapist FTIR
spektrofotometresi (FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japonya) ile incelenmistir. Ol¢iim
yapilmadan Once polimerler 1 giin boyunca vakum etiiviine konularak Kkurumasi
saglanmistir. Kuruyan nanopartikiiller (2 mg), KBr (98 mg, IR Grade, Merck, Almanya)
ile karistirilarak havanda déviilmiis ve hidrolik preste 600 kg/cm? basingta 10 dakika
bekletilerek ince bir pelet haline getirilmistir. Hazirlanan tabletin 4600-400 cm™ dalga
boyunda FTIR spektrumu alinmistir.

3.2.4.2. Zeta Boyut Analizi

Sentezlenen RTV baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikiillerin zeta boyut analizi,
Nano Zeta Sizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, Ingiltere) (Sekil 3.4) ile analiz
edilmistir. Zeta boyut analizi i¢in, nanopartikiil ¢ozeltileri (1 mL) Zetasizer’in numune
bolmesine yerlestirilmistir. Isik sagilmasi 90°’lik gelis agis1 ile 25°C’de tayin edilmistir.
Analiz i¢in, deiyonize suyun yogunlugu (0.8872 mPa.s) ile kirilma indeksi (1.330)

kullanilmistir.

Sekil 3. 4. Nano Zeta Sizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, Ingiltere).
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3.2.4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizey Morfolojisinin incelenmesi

RTV baskilanmis nanopartikiillerin karakterizasyonu igin yiizey yapilart SEM (JEOL,
JEM 1200 EX, Tokyo, Japonya) kullanilarak goézlemlenmistir. Nanopartikiiller ayni
sekilde -60°C’da 1 giin bekletilerek liyofilize edilmis ve kurumasi saglanmistir.

Sonrasinda altin-paladyum ile kaplanarak SEM goriintiileri kaydedilmistir.

3.2.4.4. Yiizey Alam

Sentezlenmis olan RTV baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiiliiniin yiizey alaninin
matematiksel analizi i¢in 1mL’deki nanopartikiil sayisin1 veren denklem Esitlik 3.1°de

verilmistir [116,117]:

N=6x10"%xS /7 x psxd® (3.2)

Bu esitlikte; N, 1 mL siispansiyondaki nanopartikiil sayisini; S, % katiy; d, ¢capt (um);
ps, polimer yogunlugunu (g/mL) ifade etmektedir.

Nanopartikiil i¢in olusturulan kiitle-hacim kalibrasyon grafigi baz alinarak mL’deki g
nanopartikiil miktar1 teorik olarak belirlenmistir. Kiirenin yiizey alani hesabi igin verilen
Esitlik 3.2°deki matematiksel ifade de kullanilarak, sentezlenen nanopartikiiliin spesifik

ylizey alan1 hesaplanmastir.

Kiirenin yiizey alan1 (A) = 4 x 7t X r? (3.2

(m, 3.14; r, nanopartikiil yarigap1 (m))

Spesifik yiizey alan1 = [(N x A) / 1 mL’deki kuru nanopartikiil kiitlesi (g)] (3.3)
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3.2.5. In vitro Sahm Calismalan

Tez ¢alismasinda nanopartikiillerin in vitro sartlardaki ilag salim O6zelliklerinin
incelenmesi icin diyaliz membran kullamlmstir. Ilag salim kinetigini belirlemek amaci
ile yapilan analizler, 37+0.5°C sabit sicaklikta ¢alkalamali etiiv iginde 20 rpm hizinda
gerceklestirilmistir. Liyofilize edilerek kurutulmus RTV yiiklii nanopartikiillerden salim,
25°C’de, farkli pH degerlerine (pH 4.0, 5.5, 7.4 ve 8.5) sahip 2 mL tampon ortamlarinda
gerceklestirilmistir. {lag salim diizeneginden (Sekil 3.5) saat basi 6rnek almnarak ve

ortama taze tampon ¢ozeltisi eklenerek ortam hacmi sabitlenmeye caligilmistir.

Kiimiilatif ilag salim1 agsagida verilen denklemle hesaplanmustir:

Ilag derisimi (ug/mL) = (egim x absorbans) (3.4)

Derisim x ¢oziinme ortam1 hacmi x seyreltme faktorii

Salinan ilag miktar1 = (3.5)
(mg) 1000

Salinan ilag miktar1 (mgQ)
Kiimiilatif ilag salim1 (%) = x 100 (%) (3.6)
Matriksteki ilag miktari (mg)

RTV yiiklii nanopartikiil 6rneklerinin farkli derisimlerdeki (0.2, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0
mg/mL) ila¢ salim miktarlarinin hesaplanabilmesi i¢in, deneysel ¢calisma pH 5.5 ortami
temel alinarak 37°C’de tekrar yapilmistir. Yiiklenen ila¢ miktarinin salinan ila¢ miktarina
etkisini incelemek igin farkli RTV derisimlerindeki nanopartikiillerden 10 saatlik salim
miktarlart degerlendirilmistir. Salinan RTV miktarmin UV spektrofotometre (Sekil 3.6)
kullanilarak 238 nm dalga boyunda absorbans dl¢iimleri yapilmis ve standart kalibrasyon

egrisi hazirlanmistir.
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RTV RTV-MIP
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- . e . @
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Diyaliz
membran

Calkalamali Etiiv

2. ASAMA yatay yénde calkalama

-
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Diyaliz
membran
Calkalamali Etiiv

Sekil 3. 5. RTV in vitro salim diizeneginin sematik gosterimi.

Sekil 3. 6. A) Calkalamali etiiv (Edmund Biihler TH-30/SM30, Almanya), B) UV-VIS
spektrofotometre (UV-1240, Shimadzu, Japonya).
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3.2.6. Sitotoksisite

3.2.6.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Nanopartikiillerin sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde L1929 fare fibloblast hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler, ilk olarak 37.0°C’de, %5 CO2 igeren atmosferik sartlarda
75 cm?’lik kiiltiir kabinda inkiibe edilmistir. Ortam iki giinde bir degistirilmistir. Tek katli
hiicre tabakas1 %80 yogunluga ulastiginda tripsin/EDTA c¢ozeltisi ile kiiltiir kabindan
ayrilmistir. Ardindan hiicreler, 10 ml hiicre medyumu ile siispanse edilerek 1500 rpm’de
5 dakikada santrifiij edilerek ¢oktliriilmiistiir. Medium, pipet yardimiyla atildiktan sonra

hiicreler tekrar medium ile siispanse edilmis ve hiicre sayim1 yapilmistir.

3.2.6.2. Sitotoksisite Analizleri (MTT Testi)

Sitotoksisite; kullanilan ilag etken maddesinin ya da formiilasyonunun canli hiicreler

tizerindeki toksisitesini gosterir [118].

Bu tez ¢alismasinda in vitro analiz olarak MTT analiz teknigi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium bromid] kullanilmistir. Bu teknikte MTT formazana indirgenir, bu
sirada meydana gelen renk kalorimetrik olarak hesaplanir. Olusan formazan miktari canli
hiicre sayisin verir. Tez ¢aligmasi kapsaminda ilag (RTV), RTV baskilanmamis ve RTV
baskilanmis nanopartikiillerin sisitoksisite ¢aligmalart 1929 fare fibloblast hiicre hatti

kullanilarak gerceklestirilmistir. 24 ve 48 saat i¢in % hiicre canlilif1 tespit edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

41. RTV Baskilanmis poli(HEMA-MATrp) Nanopartikiillerin Sentezi ve
Karakterizasyonu

N-metakriloil-(L)-triptofan (MATrp) (Sekil 4.1), kalip molekiil Ritonavir (RTV) ile
kompleks olusturmasi amaci ile fonksiyonel monomer olarak se¢ilmistir. MATrp-RTV
on komplekslestirme tepkimesinin ilk asamasinda metakriloil ve L-triptofan kullanilarak
MATrp monomeri sentezlenmistir. Tepkime, ilk olarak trietilaminin (NEts) metakriloil
kloriire atak yapmasi ile baslar. Trietilamin, amin tuzu olusumunu 6nler ve tepkimenin
gerceklestigi siire boyunca pH’in bazik olmasini saglar. MATIpP’in sentezlenmesi
sirasinda gergeklesen tepkime mekanizmasi asagida gosterilmistir (Sekil 4.2). Daha
sonra, sentezlenen fonksiyonel MATrp monomeri RTV ile mol orani 1:1 olarak
komplekslestirilmistir. Sonraki kistmda, MATrp-RTV kompleksi HEMA-EGDMA
monomerleriyle polimerlestirilmistir. Baskilanmayan nanopartikiiller RTV olmadan

benzer sekilde hazirlanmistir.

RTV  baskilanmis  poliHEMA-MATrp)  nanopartikiiller, mini-emiilsiyon
polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmistir. Sentezlenen nanopartikiiller, FTIR, SEM,

Zeta boyut analizi ve yiizey alani ile karakterize edilmistir.

HN

OH

Sekil 4. 1. N-Metakriloil-(L)-triptofan (MATrp) kimyasal yapisi.
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Sekil 4. 2. MATrp’1n sentez tepkimesinin mekanizmasi.

4.1.1. FTIR Cahsmalari

RTV baskilanmig (MIP) ve baskilanmamig (NIP) nanopartikiillerin ve RTV’in sahip
oldugu fonksiyonel gruplart ve kimyasal baglar1 belirleyebilmek amaciyla, FTIR
spektrofotometresi kullanilarak analiz gergeklestirilmistir. Bu analiz sonucunda
gozlemlenen MIP, NIP ve RTV e ait FTIR spektrumlar Sekil 4.3°te verilmistir. MIP ve
NIP nanopartikiiller, ayn1 kosullarda sentezlendigi ve ayni fonksiyonel gruplara sahip
oldugu i¢in FTIR spektrumlari da birbirine benzerdir. MIP ve NIP nanopartikiiller igin
1628-1629 cm™ dalga boylarinda gozlenen pik alkendeki C=C gerilmelerine aittir.
Karboksilik asit i¢in O-H biikiilme bandindan kaynaklanan pik 1391-1392 cm™ dalga

boyunda goriilmektedir.
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Spektrumda 1218 cm? dalga boyunda gozlenen pik ester grubundaki C-O
gerilmelerinden kaynaklanir. Bu da 2-HEMA’nin varhigin1 agiklar niteliktedir. MIP
nanopartikiilde RTV mevcut oldugundan, RTV e ait spesifik pikler 2900 cm™ civarinda
gozlenmektedir. Bu spesifik pik N-H gerilmesine aittir ve ilacin nanopartikiiliin igerisinde
oldugunun bir gdstergesidir. Sonug olarak, tiim bu veriler ele alindiginda molekiiler

baskilama isleminin basarili bir sekilde gergeklestigi sdylenebilir.

NIP

% Gegirgenlik

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 50

=]

dalgaboyu cm?

Sekil 4. 3. RTV ilac1 ve NIP, MIP nanopartikiillerine ait FTIR spektrumu.

4.1.2. Yiizey Morfolojisi

RTV baskilanmig poli(HEMA-MATTp) nanopartikiillerinin (MIP) morfolojik 6zellikleri
ve yapilart taramali elektron mikroskobu (SEM) yardimi ile goézlemlenmistir. RTV
baskilanan p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin morfolojik yapisin1 gosteren SEM
goriintiileri Sekil 4.4°te verilmistir. Elde edilen SEM goriintiilerinden anlasilacag: gibi,
emiilsiyon polimerizasyonu sonucu elde edilen RTV yiiklii nanopartikiillerin ortalama
biiyiikliiklerinin ortalama 40-45 nm oldugu, kiiresel formda ve gézeneksiz yiizeye sahip

olduklar1 anlasilmaktadir.

45



SEM HV: 7.0 kV Det: In-Beam SE 111l | GAIA3 TESCANJl SEMHV: 7.0kv Det: In-Beam SE ||| 1 GAIA3 TESCAN
SEM MAG: 100.0 kx  View field: 2.08 ym | 500 nm SEM MAG: 150 kx | View field: 1.38 ym | 200 nm

SEM HV: 100 kV GAIA3 TESCAN|

Pl
2.77 ym | 500 nm
View field: 2.77 pm Scan speed: 6

Sekil 4. 4. RTV baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiillerin SEM gortintiileri.

4.1.3. Zeta Boyut Analizi

Sekil 4.5 ve 4.6’da sirasiyla RTV baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP)

nanopartikiillerin zeta boyut analizlerine ait veriler yer almaktadir.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 8884 Peak 1: 106.3 96.5 52.09
Pdl: 0.260 Peak 2: 4224 3.5 996.0
Intercept: 0.566 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4. 5. MIP nanopartikiillerin Zeta boyut dagilimi grafigi.
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 69.74 Peak 1: 88.93 100.0 46.35
Pdl: 0.196 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.959 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Sekil 4. 6. NIP nanopartikiillerin Zeta boyut dagilimi grafigi.

RTV baskilanmis nanopartikiillerin zeta boyut analizi 6l¢timleri ii¢ kez tekrar edilmistir
(Cizelge 4.1). Alinan bu {i¢ 6l¢lim sonucunda RTV baskilanmig nanopartikiillerin (MIP)
boyutu ortalama 88.46 nm’dir ve polidispersitesi 0.279 olarak bulunmustur.
Baskilanmamis nanopartikiillerin (NIP) zeta boyut analizi Olglimleri iic kez tekrar
edilmistir. Alinan bu ii¢ 6l¢lim sonucunda baskilanmamis nanopartikiillerin boyutu
ortalama 69.53 nm’dir ve polidispersitesi ortalama 0.195 olarak bulunmustur.
Polidispersite (PdI) degerleri partikiil boyutu dagiliminin homojen olup olmadiginin bir
gostergesidir. Pd1<0.7 olmas1 durumunda homojen bir partikiil dagilimi mevcuttur [119].
Sentezlenen MIP nanopartikiillerin PdI degeri yukarida belirtildigi tizere 0.279 olarak
dl¢iilmiistiir. Olgiilen polidispersite degeri 0.7°den kiigiik oldugu icin, homojen bir

dagilimin s6z konusu oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4. 1. MIP ve NIP nanopartikiillere ait partikiil cap1 ve polidispersite sonuglari.

Tiirii Partikiil Cap1 (nm) Boy Dagilimi (PdI)
MIP 88.46 £ 1.32 0.279+0.014
NIP 69.53 +0.21 0.195 + 0.006
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4.1.4. MIP Nanopartikiiliin Spesifik Yiizey Alani

RTV baskilanmis p(HEMA-MALtrp) nanopartikiiliiniin yiizey alani1 hesaplanirken, Zeta
boyut analizi cihazi ile belirlenen nanopartikilin ¢apt 88.46 nm ve 1 mL’deki

nanopartikiil sayisini veren matematiksel ifade kullanilmigtir [116,117].

0,016

y = 0,0154x - 0,0002 P
0,014 R>=0,9998 '
2 0,012
E ..
= ot
S 001
= 0,008 P
= o
]
£ 0,006
=
N .
Z. 0,004 s
0,002
[ 4
0
0 02 04 06 08 1 12
Hacim (mL)

Sekil 4. 7. RTV baskilanmis p(HEMA-MATrp) nanopartikiiliin hacim-kiitle grafigi.

Esitlik 3.1°de verilen denklem kullanilarak 1 mL’deki partikiil say1s1 (N) 3.93817 x 10
olarak hesaplanmistir. Esitlik 3.2°de verilen denklem kullanilarak kiirenin yiizey alani (A)
2.4571 x 1074 olarak hesaplanmustir. Sekil 4.7 de verilen kalibrasyon grafigi kullanilarak
1 mL’deki kuru nanopartikiil miktar1 0,0154 g olarak alimmustir. Esitlik 3.3’te verilen
denklemde yerine konularak spesifik yiizey alan1 628.34 m?/g olarak bulunmustur.

4.2. RTV in vitro Salm Cahsmalari

Ilag salim ¢alismalar1 kapsaminda RTV yiiklii nanopartikiiller i¢in farkli pH, derisim ve
sicakliklarda ilag salim profilleri incelenmistir. UV spektrofotometre kullanilarak 238 nm
dalga boyunda olgiilen absorbans degerlerine ait standart kalibrasyon egrisi

olusturulmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8. RTV ¢ozeltisine ait kalibrasyon grafigi.

4.2.1. Yiiklenen Ila¢ Derisiminin RTV Salimima EtKisi

Sisteme yliklenen ila¢ miktar1 salim ¢alismalarinda onemli bir parametredir. Bu
calismada RTV derisiminin salima etkisini incelemek iizere 0.2 — 2.0 mg/mL derisim
araliginda, bes farkli derisimde ilag yiiklemesi yapilmistir. Sekil 4.9’da RTV derigiminin
ilag salimi tizerindeki etkisi gosterilmektedir. Grafikten de goriildigi tizere RTV
yiikleme miktarinin artmasi, baskilanmis nanopartikiilden salman RTV miktarini
artirmistir. Elde edilen verilere gore, 2.0 mg/mL derisimde gozlemlenen kiimiilatif RTV
miktar1 10 saatin sonunda yaklasik %71 olarak belirlenmistir ve 5. 6l¢limden itibaren
sabit degerler gdstermistir. [lag miktarinin artis1 sonucunda derisim gradyenti olusmustur.

Bu da RTV’in difiize edilmesi i¢in gerekli olan itici giiciin artisi ile agiklanabilir.
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Sekil 4. 9. Yiiklenen ilag (RTV) derisiminin RTV salimina etkisi (37°C, pH 5.5).

4.2.2. pH’m RTV Salimina Etkisi

Salim ¢aligmalarinda pH derisimi de ilacin salimini etilemektedir. Bu ¢alismada ortam
pH’nin salima etkisini gozlemlemek tizere dort ayr1 pH degerinde (4.0, 5.5, 7.4, 8.5) ilag
yiiklemesi yapilmistir. Sekil 4.10°da pH’1n ilag salim1 {izerindeki etkisi gosterilmektedir.
Bu grafige gore, salinan kiimiilatif % RTV miktari pH 4.0°de en az salimin gergeklestigini
gosterirken (%26), pH 7.4’de (%32) en fazladir. ilag salim hiz1 besinci saate kadar yiiksek
iken, besinci saatten sonra salim hizinin azaldig1 ve salimin sabit kaldig1 gériilmektedir.
Kiimiilatif % salim miktarlarindan gortildiigii tizere 6l¢iim yapilan pH degerlerindeki %

salim miktarlar1 birbirlerine olduk¢a yakindir ve kabul edilebilir degerlerdir.
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Sekil 4. 10. pH degerinin RTV salimina etkisi (25°C, 1 mg/mL RTV).
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4.2.3. Sicakligin RTV Salimina Etkisi

Sicaklik, salim calismalarinda olduk¢a 6nemli bir faktordiir. Bu ¢alismada sicakligin
salima etkisini incelemek lizere ii¢ farkli sicaklik degerinde (25°C, 37°C ve 40°C) ilag
yiiklemesi yapilmigtir. Sekil 4.11°de sicakhigin ilag salimi iizerindeki etkisi
gosterilmektedir. Grafikten de goriildiigii {izere sicakligin artmasi, baskilanmis
nanopartikiilden salinan RTV miktarmi artirmistir. Elde edilen verilere gore, 37°C ve
40°C’da salinan kiimiilatif % RTV miktarlar1 birbirine ¢ok yakindir ve yaklasik olarak
%43 civaridir. 25°C° de gozlemlenen ila¢ salim miktar1 ise %28 bandindadir. 37°C ve
40°C’da salinan kiimiilatif % RTV benzer olmasindan ve 25°C’de gozlenen salim
miktarindan oldukga fazla olmasindan 40°C’nin RTV salimi i¢in optimum kosullar

sagladig1 sOylenebilir.
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Sekil 4. 11. Sicakligin RTV salimina etkisi (pH 5.5, 1 mg/mL RTV).

4.3. Sentezlenen RTV Yiiklii Nanopartikiillerin Sahm Kinetiklerinin incelenmesi

0.2, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 derisimlerinde gergeklesen in vitro salim kinetikleri sifirinci
derece, birinci derece, Korsmeyer-Peppas ve Higuchi modelleri ile analiz edilmis ve
salim kinetiklerine ait grafikler elde edilmistir (Sekil 4.12- 4.16). Bu salim kinetik

modellerine ait matematiksel esitlikler asagida verilmistir.
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Sekil 4. 12. RTV yiiklii nanopartikiiliin salim kinetik grafikleri (Derigim: 0.2 mg/mL).
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Sekil 4. 13. RTV yiiklii nanopartikiiliin salim kinetik grafikleri (Derisim: 0.5 mg/mL).
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Sekil 4. 14. RTV yiiklii nanopartikiiliin salim kinetik grafikleri (Derigim: 1.0 mg/mL).
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Sekil 4. 15. RTV yiiklii nanopartikiiliin salim kinetik grafikleri (Derigim: 1.5 mg/mL).
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Sekil 4. 16. RTV yiiklii nanopartikiiliin salim kinetik grafikleri (Derigsim: 2.0 mg/mL).
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Bes farkli derisim igin gergeklestirilen incelemelere ait, her bir kinetik model i¢in elde

edilen R? degerleri ve ayrica Korsmeyer-Peppas modeli icin n degerleri Cizelge 4.2 de

mevcuttur.

Cizelge 4. 2. RTV yiiklii nanopartikiillere ait kinetik analiz sonuglari.

KorsMeyer-Peppas Higuchi Sifirinci Derece | Birinci Derece
Derisim
. R? R? R? R?
0.2 mg/mL 0.980 0.975 0.911 0.963 0.964
0.5 mg/mL 0.560 0.948 0.976 0.863 0.892
1.0 mg/mL 0.295 0.975 0.946 0.742 0.802
1.5 mg/mL 0.285 0.985 0.945 0.741 0.823
2.0 mg/mL 0.291 0.986 0.946 0.742 0.875
Cizelge 4.3° de kiiresel formda olan nanopartikiiller i¢in Korsmeyer-Peppas

denklemindeki n degerine gore uygun oldugu salim mekanizmalar1 belirtilmistir.

Cizelge 4. 3. Kiiresel formdaki nanopartikiiller i¢in Korsmeyer-Peppas denkleminde

bulunan n degerine gore salim mekanizmalari.

. Cisim i k
Ila¢ Salim Mekanizmasi . .| Salim Kuvveti (n) in z_a mana karst
Geometrisi fonksiyonu
Fickian Difiizyonu Kiire n<0.5 to°
Fickian Olmayan Difiizyon | Kiire 0.43<n<0.85 t 0:43<n <08
Durum | Kiire 0.85 t 085
Siiper Durum II Kiire n>0.85 t 08
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Cizelge 4.2° de sentezlenen nanopartikiil i¢in elde edilen ilag salim katsayilarina (n) ait
sayisal degerler goriilmektedir. Bu ¢izelgeye gore, yiiklenen ilag derisimleri (0.2, 0.5, 1.0,
1.5, 2.0 mg/mL) i¢in n degerleri sirasiyla 0.98, 0.56, 0.29, 0.28 ve 0.29 olarak verilmistir.
Cizelge 4.3’c¢ bakilarak salim mekanizmasinin, yiiklenen ila¢ derisimi 0.2 mg/mL
oldugunda Siiper Durum II’ye (n > 0.85), diger tiim derisimlerde ise Fickian difiizyonuna
uygun salim davranigi gosterdigi anlagilmaktadir. Siiper Durum II salim davranisi
sisebilen polimerlerde gozlenmesi beklenen bir davranistir ve ayni zamanda diflizyon
etkisinin varhigin1 da gosterir. Salim kinetik modellerine ait, Cizelge 4.2°de verilen
regresyon katsayilari (R?) kasilastirildiginda, yiiklenen ilag salim hiz1 kinetiginin en fazla
Korsmeyer-Peppas salim davranigina uygun oldugu sdylenebilir. Yiiklenen ila¢ derisimi
arttikca R? degerlerinde hem Higuchi, hem de Korsmeyer-Peppas modelinde yiikselme
gozlenmektedir. Yukaridaki esitliklerde verilmis olan, Korsmeyer-Peppas ve Higuchi
modeline ait denklemlere bakildigi zaman yiiklenen ila¢ miktarinin artmasiyla salinan
ilag miktarinin artacagi matematiksel ifadelerle desteklenmistir. Sistem Korsmeyer-
Peppas salim davranigina daha uygun olmasina ragmen, Higuchi salim kinetigini de ayni

anda desteklemektedir.

Korsmeyer-Peppas modelinin Higuchi modeline gére daha destekleyici olmasinin nedeni,
Higuchi salim davranisinda difiizyonun tek yonlii olmasi ve polimerin sisme 6zelliginin
ihmal edilebilir diizeyde olmasindan kaynaklanmaktadir. Fakat bu tez ¢aligmasinda
sentezlenen nanopartikiillerde difiizyon her yondedir ve nanopartikiiller kiiresel
formdadir. Buna ilaveten, sentezlenen nanopartikiillerin ihmal edilemeyecek diizeyde
sisme Ozelligi gosterdigi, SEM ve Zeta boyut analizleriyle kanitlanmistir. Bu sebeplerden
otirt,, Korsmeyer-Peppas salim kinetik modelinin daha elverisli olmasi beklenen bir
durumdur. Sonug¢ olarak tiim bu kinetik modellere uygun davranig gostermesi,
sentezlenen nanopartikiillerden kontrollii olarak ilag saliminin gergeklestiginin bir

kanitidir.

4.4. Sitotoksisite Analizleri

Bu tez ¢alismasi kapsaminda sentezlenen RTV baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis
(NIP) ile RTV ilacinin hiicreler tizerindeki sitotoksisiteleri L929 fare fibloblast hiicre
hattinda MTT analizi (canlilik testi) ile belirlenmistir. Test dort kez tekrar edilmistir.
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Analizlerde madde bulundurmayan besiyerindeki kontrol grubu (0 pg/mL) %100 canli
olarak alinmistir. Sitotoksisite ¢alismalarinda nanopartikiiliin toksik olmadigi maksimum
derisimi belirlemek i¢in farkli derisimlerde nanopartikiiller kullanilmistir. L1929 hiicre
hatt1 {izerinde yapilan ¢alismalarda, farkli inkiibasyon siirelerinin (24 ve 48 saat) ve
derisimlerin (0.1, 0.3, 1.3, 10, 30 ve 100 uM) sonunda hiicre canlilig1 ile ilgili sonuglar
Sekil 4.17-4.20°de verilmektedir. 24 ve 48 saat sonrasi hiicre canliliklarina bakildigi
zaman RTV baskilanmig nanopartikiil (MIP) derisimleri artirildigi zaman, % canliligin
en ¢ok saf ilagta azaldigi gorillmiistiir. RTV antiviral bir ilag oldugu igin, hiicre
canliligindaki bu diisiis beklenmektedir. ilag nanopartikiil icine alindig1 zaman, hiicre
canlilig1 ¢ok daha yiiksektir. MIP ve NIP karsilastirildiginda ise, iginde ilag oldugundan
dolay1, MIP nanopartikiilde hiicre canlilig1 daha az gozlenmistir. NIP’1n %80’lere varan

hiicre canlilig1, sentezlenen nanopartikiillerin toksik olmadiginin en biiyiik kanitidir.
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Sekil 4. 17. RTV, NIP ve MIP nanopartikiilleri ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmis L929

hiicrelerinin % canlilik analizlerine ait grafik.
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Kontrol

0.1 pM

0.3 pM

Sekil 4. 18. Ritonavir’e ait hiicre canlilig1 goriintiileri.
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Sekil 4. 19. Ritonavir’e ait hiicre canlilig1 goriintiileri (devamu).
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Sekil 4. 20. Ritonavir’e ait hiicre canlilig1 goriintiileri (devami).
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Kontrol

0.3 pM

Sekil 4. 21. Ritonavir baskilanmis nanopartikiile (MIP) ait hiicre canlilig1 goriintiileri.
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10 pM

Sekil 4. 22. Ritonavir baskilanmig nanopartikiile (MIP) ait hiicre canlilig1 goriintiileri

(devami).
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Sekil 4. 23. Ritonavir baskilanmis nanopartikiile (MIP) ait hiicre canliligi goriintiileri

(devam).
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Kontrol

0.1 pM

0.3 pM

Sekil 4. 24. Ritonavir baskilanmamig nanopartikiile (NIP) ait hiicre canlilig1 goriintiileri.

64



10 pM

Sekil 4. 25. Ritonavir baskilanmamis nanopartikiile (NIP) ait hiicre canlili1 goriintiileri

(devamu).
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30 pM

100 pM

Sekil 4. 26. Ritonavir baskilanmamis nanopartikiile (NIP) ait hiicre canlilig1 goriintiileri

(devamu).
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5. YORUM

Bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir:

RTV  baskilanmis  poliHEMA-MATIp)  nanopartikiiller,  mini-emiilsiyon

polimerizasyonu yontemi ile hazirlanmistir.

Sentezlenen nanopartikiiller, FTIR, SEM, Zeta boyut analizi ve yiizey alam

kullanilarak karakterize edilmistir.

Baskilanmis (RTV-MIP) ve baskilanmamis (NIP) nanopartikiillerin ve RTV’in
yapisini belirlemek amaciyla, FTIR spektrofotometresi kullanilmistir. MIP ve NIP
nanopartikiiller, ayn1 kosullarda sentezlendigi ve ayni fonksiyonel gruplara sahip
oldugu i¢in FTIR spektrumlar1 benzerdir. Karboksilik asit grubunun neden oldugu O-
H biikiilme bandindan kaynaklanan pik 1391-1392 cm™ dalga boyunda goriilmiistiir.
1218 cm? dalga boyunda gozlenen pik 2-HEMA’nm ester grubundaki C-O
gerilmelerinden kaynaklanir. MIP nanopartikiildeki RTV’e ait spesifik pikler 2900
cm? civarinda gézlenmektedir. Bu spesifik pik N-H gerilmesine aittir ve ilacin

nanopartikiiliin i¢erisinde oldugunun bir gostergesidir.

MIP nanopartikiiliin morfolojik 6zellikleri SEM yardimu ile gézlemlenmistir. RTV
yiiklii nanopartikiillerin ortalama biiytikliiklerinin ortalama 40-45 nm oldugu, kiiresel

formda ve gozeneksiz yiizeye sahip olduklar1 anlagilmaktadir.

Zeta boyut analizi sonucunda, MIP nanopartikiiliin boyutu ortalama 88.46 nm’dir ve
polidispersitesi ortalama 0.279 olarak bulunmustur. NIP nanopartikiilin boyutu
ortalama 69.53 nm’dir ve polidispersitesi ortalama 0.195 olarak bulunmustur.
Sentezlenen MIP nanopartikiillerin PdI degeri 0.7’den kii¢lik oldugu i¢in, homojen

bir dagilimin s6z konusu oldugu sdylenebilir.

Matematiksel ifadeler kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda 1 mL’dekKi
partikiil sayis1 3.93817 x 10, kiirenin yiizey alam 2.4571 x 104, nanopartikiiliin
spesifik yiizey alan1 ise 628.34 m?/g bulunmustur.

In vitro kosullarda, farkl1 derisim, pH ve sicaklik degerlerinde RTV salim ¢alismalari
gergeklestirilmistir. RTV yiikleme miktarinin artmasi, baskilanmis nanopartikiilden
salinan RTV miktarin1 artirmistir. 2.0 mg/mL derisimde goézlemlenen kiimiilatif RTV
salim miktar1 10 saatin sonunda yaklasik %71 olarak belirlenmistir ve 5. 6l¢iimden

itibaren sabit degerler gostermistir.
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Kiimiilatif % RTV salim miktar1 pH 4.0’de en az salimin gerceklestigini gdsterirken
(%26), pH 7.4°de (%32) en fazladir. Ilag salim hiz1 besinci saate kadar yiiksek iken,

besinci saatten sonra salim hizinin azaldig1 ve salimin sabit kaldig1 goriilmektedir.

Sicakligin artmasi, baskilanmis nanopartikiilden salinan RTV miktarin1 artirmistir.
37°C ve 40°C’da kiimiilatif % RTV salim miktarlart %43 civaridir. 25°C” de
gozlemlenen ilag salim miktar1 ise %28 bandindadir. 37°C ve 40°C’daki kiimiilatif
RTV salim miktarinin benzer olmasindan ve 25°C’de gozlenen salim miktarindan
olduk¢a fazla olmasindan 37-40°C bandinda RTV salimi i¢in optimum kosullarin

saglandigi sdylenebilir.

0.2, 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 derisimlerinde gergeklesen in vitro salim kinetikleri sifirinci
derece, birinci derece, Korsmeyer-Peppas ve Higuchi modelleri ile analiz edilmis ve
salim kinetiklerine ait grafikler olusturulmustur. Yiiklenen ila¢ derisimleri (0.2, 0.5,
1.0, 1.5, 2.0 mg/mL) i¢in n degerleri sirasiyla 0.98, 0.56, 0.29, 0.28 ve 0.29 olarak
bulunmustur. Bu verilere gore salim mekanizmasinin, yiiklenen ilag derigimi 0.2
mg/mL oldugunda Siiper Durum II’ye (n > 0.85), diger tiim derisimlerde ise Fickian
diflizyonuna uygun salim davranis1 gosterdigi anlagilmaktadir. Stiper Durum II salim
davranisi sisebilen polimerlerde gozlenmesi beklenen bir davranistir ve ayni zamanda
difiizyon etkisinin varligin1 da gdosterir. Salim kinetik modellerine ait regresyon
katsayilar1 (R?) kasilastirildiginda, yiiklenen ilag salim hizi kinetiginin en fazla
Korsmeyer-Peppas salim davranigina uygun oldugu sodylenebilir. Yiiklenen ilag
derisimi arttikca R? degerlerinde hem Higuchi, hem de Korsmeyer-Peppas modelinde
yukselme gézlenmektedir. Korsmeyer-Peppas modelinin Higuchi modeline gore daha
destekleyici olmasinin nedeni, bu tez ¢alismasinda sentezlenen nanopartikiillerin
diftizyonunun her yonde olusu ve nanopartikiillerin sahip oldugu kiiresel geometridir.
Sentezlenen nanopartikiillerin ihmal edilemeyecek diizeyde sisme 6zelligi gosterdigi,

SEM ve Zeta boyut analizleriyle kanitlanmigtir.

Bu nedenle, Korsmeyer-Peppas salim kinetik modelinin daha elverisli olmasi
beklenen bir durumdur. Bu bulgular, kontrollii ilag salimmin gergeklestigini

gostermektedir.

Sentezlenen RTV baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis (NIP) ile RTV ilacinin
hiicreler {lizerindeki sitotoksisiteleri L929 fare fibloblast hiicre hattinda MTT analizi

(canlilik testi) ile belirlenmistir.
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24 ve 48 saat sonrast hiicre canliliklarina bakildiginda RTV baskilanmis nanopartikiil
(MIP) derisimleri artirildigt zaman, % canliligin en ¢ok saf ilacta azaldigi
goriilmiistiir. RTV antiviral bir ilag oldugu i¢in, hiicre canliligindaki bu dists
beklenmektedir. ila¢ nanopartikiil icine alindig1 zaman, hiicre canliligi ¢ok daha
yiiksektir. MIP ve NIP karsilastirildiginda ise, i¢inde ila¢ olmasindan kaynakli, MIP
nanopartikiilde hiicre canliligi daha az gozlenmistir. NIP’ 1 %80’lere varan hiicre

canlilig1, sentezlenen nanopartikiillerin toksik olmadiginin bir gdstergesidir.

Sonug olarak, RTV baskilanmig nanopartikiiller, RTV’in nazal yol ile tasinmasi igin

potansiyel bir salim sistemidir.
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