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OZET

ILAG SALIMI iCIN MOLEKULER BASKILANMIS KRiYOJEL
MEMBRANLAR

Pinar ONCEL

Yuksek Lisans, Biyomuhendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ
Eylul 2013, 73 sayfa

Kontrolll ilag saliminin amaci ilacin vicudun en uygun bdlgesine terapdétik doz ile
salimini saglamaktir. Bunun yaninda ilacin yan etkilerini azaltmak, hastaya en
uygun doz seklinde verilmesini saglamak ve ilacin farmakolojik etkisini uzun sire
tutmaktir. Molekuller baskilama iglemi, kalip molekul ile gevresindeki fonksiyonel
monomer ve g¢apraz badlayicinin Gg¢ boyutlu etkilesimlerine dayali bir teknolojidir.
Molekuler baskilanmis ilag salim sistemlerinin gelistiriimesi ve uygulamasini igeren
calisma ve patentlerin sayisi, depo gibi davranarak terapdétik ilag saliminin yavas
gerceklesmesini saglamalari; yukleme kapasitesini guglendirmeleri; c¢evre
kosullarina bagl olarak terapotik salimin gerceklestirilebilmesi; enantiyosegici
yukleme veya eutomer saliminin yapilabilmesi sayesinde giderek artmaktadir.
Kriyojeller, kismen donmus monomer veya polimer ¢ozeltileriyle hazirlanan Ug¢
boyutlu jel matriksleridir. Makrogozenekli yapilar sayesinde hizli sisme kinetigi ile
ilag salim sistemlerinde kullanilabilirler. Mitomisin C ¢ok genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. Antiproliferatif 6zelliginden dolayr gégdus, prostat kanserlerinde
kullanilir. Mesane ylzey kanseri tedavisi icin ilk tercih edilen ilagtir. Oftalmolojide,
glokom hastaliklarinda ve trabulektomi hastaliklarinda yardimci ajan olarak
kullaniimaktadir.

Bu c¢alismada Mitomisin C’nin kontrolli salimi icin Mitomisin C baskilanmis
PHEMA temelli kriyojel membranlar hazirlanmis in-vitro ortamda ila¢g salim
performansi belirlenerek ve ilag saliminin matematiksel analizi gergeklestirilmistir.

Mitomisin C ile etkilesecek fonksiyonel monomer olarak N-metakriloil-(L)-glutamik



asit (MAGA) secilmigtir. Mitomisin C baskilanmig (MIP) PHEMA kriyojel
membranlarin sentezi, -20°C sicaklikta, 18 saat slreyle gercgeklestirilmistir.
Molekuler olarak baskilanmis PHEMA kriyojel membranlar monomer c¢apraz
baglayici oranlari degistirilerek dort farkli icerikte hazirlanmistir. Capraz baglayici
oraninin artmasi ile kriyojellerin sisme ve makrogozeneklilik orani azalmaktadir.
BET yontemi ile kriyojelin yiizey alani ortalama 25 m?%g olarak bulunmustur.
Gozeneklerin gaplt 20 — 245 A araliginda degismektedir ve ortalama cap 78.2
A’dir. SEM fotograflari, sentezlenen kriyojellerin birbiriyle baglantili, 10-100 um
¢apinda makrog6zeneklere sahip oldugunu gostermektedir. Capraz baglayici
miktarinin artmasiyla kriyojellerden Mitomisin C salim hizinin ve miktarinin
azaldigr goézlenmigstir. Baskilanan kalip molekulin miktarinin artmasi, kriyojel
membranlarda Mitomisin C’ye 6zgu kavitelerin sayisini arttirmistir, buna bagli
olarak polimere daha fazla Mitomisin C molekuli girmis ve salim miktarinin da
arttig1 gdzlenmistir. ilag yiikleme miktarinin artmasi ile birlikte salim hizin da arttig
g6zlenmistir. Mitomisin C baskilanmis membranlarin ilag salimi, gl¢ yasasi olarak
da ifade edilen, Fickian esitligi kullanilarak matematiksel olarak analizi yapilmigstir.
Elde edilen ilag salim mekanizmasini belirleyen ‘n’ salim Usteli, tUm salim
calismalarinda 0.5 ile 1 arasinda bulunmustur. Bu de@erler arasinda kalan ‘n’
degeri gl¢ yasasina gore, salimin non-fickian kanuna uydugunu gostermektedir.
Gug¢ yasasindan elde edilen ve diflzyon katsayisi olarak ifade edilen ‘k’ dederi,
kriyojel yapisindaki monomer c¢apraz baglayici oraninin ve kalip molekul
miktarlarinin artmasiyla artmistir. Bu sonug, Mitomisin C baskilanmigs kriyojel

membranlardan deneysel olarak elde edilen verileri desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Mitomisin C, kontrolli ila¢ salimi, molekuler baskilama,

PHEMA, kriyojel membran



ABSTRACT

MOLECULAR IMPRINTED CRYOGEL MEMBRANES FOR DRUG
DELIVERY

Pinar ONCEL

Master of Science, Bioengineering Division
Supervisor: Assoc. Prof. Handan YAVUZ ALAGOZ
September 2013, 73 pages

The aim of the controlled drug delivery is to release drug with a therapeutic dose
to the defined part of the body. Besides that, decreasing the side effects, providing
a minimum dose usage and prolonging the pharmacological effect of the drug are
the other purposes. Molecular imprinting is a technology based on the three
dimensional interactions of functional monomer and cross-linker around the
template molecule. The number of studies and patents on development and
application of molecular imprinted drug release systems are gradually increasing
because they actualize slow therapeutic drug release; strengthen the loading
capacity; actualize the therapeutic release depending on environmental aspects;
enantioselective or eutomer release. Cryogels are partially frozen gel matrices
which are being prepared with the monomer or polymer solutions. They can be
used at drug release systems with their macropore structure and thus fast swelling
kinetics. Mitomycin C is a broad spectrum antibiotic. It is used at breast and
prostate cancer because of its anti-proliferative character. It is the first preferred
drug at the treatment of bladder surface cancer. It is used as an assistant agent at

ophthalmology, glaucoma and trabulectomia.

In this study, for the controlled release of Mitomycin C, Mitomycin C imprinted
PHEMA based cryogel membranes are prepared and in vitro drug release

performance is determined and the mathematical analysis of release is performed.



N-Methacryloyl-(L)-glutamic acid is chosen as functional monomer to interact with
Mitomycin C. Synthesis of Mitomycin C imprinted and nonimprinted (MIP-NIP)
PHEMA cryogel membranes is preformed at -20°C for 18 hours. Molecularly
imprinted PHEMA cryogel membranes are prepared by four different ways by
changing the monomer and cross linker ratios. With the increase of cross linker
ratios, the swelling and macropore ratios are decreased. Surface area of the
cryogel is found as around 25 m?g by BET technique. The pore diameters are
changing between 20-245 A and average pore diameter is 78.2 A. SEM pictures
are showed that cyrogels have interconnected macropores in diameter from 10 to
100 um. It is observed that the release rate and the amount of Mitomycin C
released from cryogel are decreasing with the increase of cross-linker ratio. The
increase in the amount of imprinted template molecules has increased the number
of the cavities specific for Mitomycin C at cryogel membranes. Therefore, more
Mitomycin C is entered into the polymer and the release amount is increased. It is
observed that release rate has also been increased with the drug loading capacity.
The Mitomycin C release from imprinted membranes is mathematically analyzed
with Fickian equation which is expressed as power law. “n” which is known as drug
release mechanism determinant, is found between 0.5 and 1.0 in all release

[ ”

studies. According to the power law “n” value between these values shows that
release is suited to non-fickian law. “k” value which is obtained from power law and
known as diffusion coefficient, is increased by the increment of cross-linker ratios
in cryogel structure and template molecule amount This result supports the
obtained data; drug release is occured at Mitomycin C imprinted cryogel

membranes by experimentally.

Keywords: Mitomycin C, controlled drug release, molecular imprinting, PHEMA,

cryogel membrane.
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1. GIRIS
Kontrolli salim ilk defa 1950’li yillarda c¢esitli tarim ilaglarinin polimerik tasiyicilar
kullanarak salimi ile denenmeye baslanmigtir. 1960’larin ortalarinda bu denemeler
tip alanina da girmistir. 1970’li yillarda ¢alismalar buyuk molekul agirlikli (MA>600)
ilaglarin kati polimerlerden slrekli salimi yéniinde caligmalar baslamistir [1]. ilag
salimini kontrol eden bir arag olarak polimerlerin kullanildigi sisteme “Kontrollu
salim sistemi” denir. Kontrolli salim sistemlerinde ilag polimer yapidan belli bir
sure salinir. Son on yildir akilli ilag sistemleri biyomedikal ve farmakolojik alanda
bilim adamlarinin ilgisini cekmektedir. Yeni malzeme ve teknolojilerin gelisimiyle
birlikte bilim adamlari salim sistemlerini sadece farmakolojik alanda degil terapotik
ajanlarda 6rnegin proteinlerde de kullanmaya baslamislardir. Buttiin kontrolli salim
sistemlerinin amaci ilaglarin guvenligini ve tedavinin etkinligini arttirmaktir [2].
Etken madde kontrolli ilag saliminin hedefi ilacin vicudun en uygun bdlgesine
terapotik doz ile salimini saglamaktir. Bunun yaninda ilacin yan etkilerini azaltmak,
hastaya en az doz seklinde verilmesini saglamak ve ilacin farmakolojik etkisini
uzun slre tutmaktir. ilacin veriimesinde kullanilan klasik yéntemlerde ilag derisim
profili olduk¢a dalgalidir. Yani, ila¢ plazma derisimi etkin dizeyin altina
diisebilmekte veya glvenilir diizeyin (toksik sinir) Ustiine cikabilmektedir. ilag
derisiminin etkin dizeyin altina dismesi veya toksik sinirin tstline ¢gikmasi, etken
maddenin bosa harcandidini ifade etmekle birlikte hasta icin istenmeyen durumlar
yaratabilmektedir. Kontrollu ila¢ saliminda ise yuksek ya da dusuk doz ayrimi
olmaksizin ilacin optimum degerde kararl bir sekilde uzun bir periyot boyunca
salinmasi amagclanir. Kontrolli salim sistemleri artik bircok alanda (6rnegin tip,

tarim, besin ve temizlik malzemeleri) kullaniimaktadir.

Molekuler baskilama islemi, kalip molekdl ile ¢cevresindeki fonksiyonel monomer
ve capraz baglayicinin U¢ boyutlu etkilesimlerine dayali bir teknolojidir [3].
Molekuler baskilama kavrami ilk defa 1972’de Glnter Wulff ve ¢alisma grubu
tarafindan tanimlanmistir [4]. Molekiler baskilanmis polimerlerin (MIP) ucuz
olmalari, molekuler tanimaya elverisli olmalari buyuk bir avantajdir. MIP’ler yUksek
sicaklik, basing ve genis pH araliginda fiziksel ve kimyasal faktorlere karsi oldukca
dayanikhidir. Ayrica MIP’ler birkag yil boyunca saklanabilir ve tekrar tekrar
kullanilabilirler.



Molekuler baskilama teknolojisindeki surekli gelismeler, ¢ok farkli alanlarda farkli
uygulamalar igin c¢esitli sekillerde, farkli fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip
malzemelerin elde edilmesini mumkidn hale getirmektedir. Son zamanlarda,
molekuler baskilama ¢ok karmasik ortamlardan belirli maddelerin ayrilmasi ve
miktar tayini igin analitik amaglarla iyi gelistirilmis bir aragtir. Molekuler baskilanmis
polimerlerin (MIP’ler) hedef analitleri segici olarak adsorplamasi kullanimlarini
kromatografik destek malzemeleri ve kati faz ekstraksiyon dolgu kartuslari olarak
genigletmigtir. MIP’ler gevresel kirleticilerin uzaklastirilmasi i¢in de kullanilabilir.
MIP’lerin  immunotayinlerde biyolojik antibadilerin  yerine kullaniimalarinin
avantajlari ile ilgili uzun bir liste rapor edilmistir. Eczacilik alaninda biyolojik
reseptorleri taklit eden baskilanmig malzemeler, potansiyel olarak farmakolojik
etkiye sahip olabilecek yeni maddelerin taranmasi igin, biyolojik sivilarda belirli
ilaclarin ve badimhlik yapici ilaglarin tayini igin giderek artan ilgi gérmektedir.
Ayrica molekller baskilanmis ilag salim sistemlerinin gelistiriimesi ve
uygulamasini igeren g¢alisma ve patentlerin sayisi giderek artmaktadir. MIP’lerin
ilagc salimi icin avantajlari; rezervuar gibi davranarak terapétik ilag saliminin yavas
gerceklesmesini saglamalari; yUkleme kapasitesini guglendirmeleri; c¢evre
kosullarina bagli olarak terapdétik salimin gerceklestirilebilmeleri; enantiyosegici
yukleme veya eutomer saliminin yapilabilmesidir. Kalip molekilin fonksiyonel

monomere afinitesi sayesinde uzun sire salim gergeklesebilir [5].

Hidrojeller suda ¢éziinemeyen, hidrofilik kopolimerlerden olusmus, ¢apraz bagl ve
uc¢ boyutlu yapiya sahip polimerik yapilaridir. Bu ozelliklerinden dolayi hidrojeller
normal dokuya benzer ve biyomedikal uygulamalarda kullanilir [5]. Hidrojeller
disuk capraz bag yogunluguna sahip oldugu icin cesitli ilaglar, peptidler ve
proteinler igin tasiyici olarak kullanilirlar. Hidrojeller dis ¢cevreye (pH, sicaklik, iyon
derisimi) karsi cevap verdikleri icin, sisme O&zellikleri ve ilag molekiillerinin
difizyonunu kontrol ettigi icin kontrol salim sistemlerinde olduk¢ca kullanigli
polimerlerdir [5]. Bu nedenle hidrojeller molekuler baskilama teknolojisinde ¢ok

kullanihir.

Anlami yunanca krios (buz yada donma) kelimesinden gelen, kriyojeller, kismen
donmus monomerik veya polimerik ¢ozeltilerle hazirlanan U¢ boyutlu jel
matriksleridir. Kriyojeller ilk olarak 1960’li yillarda rapor edilmis ve biyoteknoloji
potansiyelleri yeni kesfedilmeye baglamistir [6]. Kriyojeller, kismen donmus
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monomerik veya polimerik ¢Ozeltileriyle hazirlanan u¢ boyutlu jel makrogdzenekli
veya super makrogdzenekli yapiya, sungersi morfolojiye sahip matriksleridir.
Makrogdzenekli yapisi sayesinde difizyon akisi ve kiutle aktarimi etkin bir sekilde

gerceklesir.

Kriyojeller ozmotik, kimyasal ve mekanik kararliliklari nedeniyle biyolojik
uygulamalarda o©6nem kazanmistir. Bu uygulamalar arasinda; biyolojik
nanopartikdllerin (plazmidler, virUsler, hicre organelleri) kromatografisinde [7,10]
veya biyopolimerlerin  [11,15] veya hucrelerin [16] immobilizasyonunda
kullanilmiglardir. Ayrica kriyojeller makrogozenekli yapisi sayesinde hizli sisme
kinetigi ile ilag salim sistemlerinde ve biyosensor gibi sistemlerin tasariminda
kullanilir. Son zamanlarda kriyojeller molekller baskilama tekniklerinde de
kullaniilmaktadir. Bugune kadar, agaroz, dekstran, poliakrilamid, polivinilalkol,
polidimetilakrilamidden kriyojeller Uretilmistir [17, 18]. Kriyojeller istenilen silindir,

granuller veya disk seklinde Uretilebilirler.

Mitomisin C’ler 1950 yillarinda Sterptomyces caespitosus veya Streptomyces
lavendulae’den elde edilen aziridin igeren dogal Urunler ailesine ait bir anti-timor
antibiyotiktir. Mitomisin C c¢ok etkili bir DNA capraz baglayicisidir [19]; tGmor
hicrelerinde DNA'ya baglanir ve DNA ¢ift sarmalinin iki kolu arasinda g¢apraz
baglar olugturur. Boylece DNA replikasyonunu onleyerek antitimoral etki
gOsterdigi dusunulmektedir.

Mitomisin C ¢ok genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Antiproliferatif 6zelliginden
dolayl gogus, prostat kanserlerinde kullanilir. Mesane yuzey kanseri tedavisi igin
ilk tercih edilen ilagtir. Oftalmolojide, glokom hastaliklarinda ve trabulektomi
hastlaliklarinda yardimci ajan olarak kullaniimaktadir. Diger endikasyonlar; kronik
lenfositik 16semi, kronik miyelositik 16semi, mide kanseri, metastatik kolorektal
kanser, akciger kanseri, pankreas kanseri, karaciger kanseri, serviks kanseri,

endometrium kanseri, meme kanseri, bas ve boyun timoéri ve mesane tuméruduar.

Bu tez g¢alismasinda Mitomisin C’nin kontrollli salimi i¢cin Mitomisin ¢ baskilanmis
PHEMA temelli kriyojel membranlar hazirlanmis in-vitro ortamda ilag salim

performansi belirlenerek ve salimin matematiksel analizi gergeklestiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kontrollii ilag Salim Sistemleri

Kontrolli salim kavrami 1938 yilina kadar gitmektedir [20]. 1950’li yillarda c¢esitli
tarim ilaclarinin polimerik tasiyicilar kullanarak salimi denenmeye baslanmistir.
1960’larin ortalarinda bu denemeler tip alanina da girmistir. ilk calismalarda etken
madde diyaliz tapu [21] veya silikon kauguk tip [22] icine konmus veya bir
polietilen matris igcinde homojen olarak dagitilmistir [23]. 1970’li yillarda ¢alismalar
bayuk molekulld (MA>600) ilaglarin kati polimerlerden sudrekli salimi yoninde
olmustur [1]. llag salimini kontrol eden bir arag¢ olarak polimerlerin kullanildigi
sisteme “Kontrolli Salim Sistemi” denir. Kontrolli salim sistemlerinde ila¢ bir
polimer yapidan belli bir sire salinir. Son on yildir akilli ila¢ sistemleri biyomedikal
ve farmakolojik alanda bilim adamlarinin odak noktasi olmustur. Yeni malzeme ve
teknolojilerin  gelisimiyle birlikte bilim adamlari salim sistemlerini sadece
farmakolojik alanda degil terapdtik ajanlarda érnegin proteinlerde de kullanmaya

baslamiglardir.

Batin kontrolli salim sistemlerinin amaci ilaglarin glvenligini ve tedavinin
etkinligini arttirmaktir [2]. Her etken maddenin etkili oldugu bir plazma arahgi vardir
ve buna “terapoétik pencere” denir. Etken madde kontrolll ilag saliminin hedefi
ilacin vicudun en uygun bolgesine terapotik doz ile salimini saglamaktir. Bunun
yaninda ilacin yan etkilerini azaltmak, hastaya en az doz seklinde verilmesini

saglamak ve ilacin farmakolojik etkisini uzun stre tutmaktir.

ilacin verilmesinde kullanilan klasik yoéntemlerde ilagc derisim profili oldukca

dalgalidir. ilacin zamana karsi degisimini gosteren grafik Sekil 2.1’de gdsterilmistir.
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Sekil 2.1. Plazmadaki ilag derisiminin zamanla degisimi (a) agizdan kullanim; (b)
kontrollu salim.

Sekilde goruldugu gibi klasik salim sistemlerinde ilag duzeyi, maksimum ile
minimum degerler arasinda dalgalanmalar gosterir. Yani, ilag plazma derigimi etkin
dizeyin altina dusebilmekte veya guvenilir dizeyin (toksik sinir) dstune
cikabilmektedir. ilag derisiminin etkin dizeyin altina diismesi veya toksik sinirin
ustliine ¢cikmasi, etken maddenin bosa harcandigini ifade etmekle birlikte hasta igin
istenmeyen durumlar yaratabilmektedir. Kontrolll ilag saliminda ise yuksek ya da
disuk doz ayrimi olmaksizin ilacin optimum degerde kararl bir sekilde uzun bir

periyot boyunca salinmasi amaglanir (Sekil 2.1(b)).

Kontrolli ilag salim sistemleri artik birgok alanda (6rnegin tip, tarim, besin ve
temizlik malzemeleri) kullaniimaktadir. Tip uygulamalarinda klinik agidan énemili

avantajlari vardir. Bunlar;

ilacin istenilen siire ve terapotik pencerede sabit kalmasi
ilacin toksik etkilerinin ortadan kalkmasi

in-vivo yarilanma émri kisa olan ilaglarin parcalanmasinin dnlenebilmesi

0D PE

Yuksek dozlu ilaglarin parenteral yolla birgok kez verilmesi yerine surekli, az
miktarda kontrolli salim ile hastaya veriimesi ve olusacak sikintilarin

ortadan kaldirilmasidir.



2.1.1. Kontrolli Salim Mekanizmalan

Kontrolll ilag salim mekanizmalari su sekilde karakterize edilir.

1. Difuzyon kontrollU sistemler
2. Sisme kontrollu sistemler
3. Erozyon kontrollu sistemler

4. Digsal kontrollt sistemler

Cizelge 2.1. Kontrolli Salim Mekanizmalari [24].

Sisme Kontrolli  Erozyon Kontrolli

Digsal Kontrolli

Difliizyon
Kontrollu
Salim, diflizyon Salim sisme Salim fiziksel ve Salim digardan bir
derisim derecesi ile kimyasal yollarla uyari ile
gradiyenti ile gerceklesir. gerceklesir. gerceklesir.
gerceklesir.
Fickian modelleri ~ Su penetrasyonu  Yuzeysel veya yigin Fiziksel ve

ilacin difizyonuna olabilir.

izin verir.

kimyasal olabilir.

Matriks bazh

Veya rezervuar

Kisa periyotlarla
dogrusal olabilir.

bazh

Ornek;PEVAC Ornek;PHEMA,

PVA

0 O
0
H,0
000 000\ ' )
@
0 0
0

Ornek;PLGA,PCL

Ornek; PNIPAM

Difliizyon Kontrolli Sistemler

ilag, ince bir polimerik zar ile gevrelenen bir gekirdek gériinimiindedir. ilag salimi

zardan difizyonla gergeklesir.

Salim Fick difizyon

kurallarina  gore

gerceklesmektedir. Bu tur sistemlerin ¢ok sayida ticari UrinU piyasada mevcuttur.
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Ocusert® adiyla bilinen urin, glokom hastaliginin (korlige neden olan bir g6z
hastaligi) tedavisinde kullaniimak Uzere pilokarpin isimli bir ilaci salan rezervuar

sistemden ibarettir.

Sisme Kontrollu Sistemler
Bu sistemde polimerin su alarak sismesine bagli olarak kontrolli salim gergeklesir.
Sisme polimerin elastikiyetini artirir ve buaylk gézenek olusumunu saglar. Sonug

olarak kisa periyotlarla salim pseudo-dogrusal olarak gergeklesir.

Erozyon Kontrollii Sistemler

Biyobozunur polimerlerin gelisimiyle bu sistem oldukgca yayginlagmistir. Salim
oldukca karmasiktir. Kimyasal, fiziksel erozyonla gerceklesmektedir. Bu erozyon
madde tasinimi, ilacin ¢ozulmesi, polimer bozunmasi, mikrogevre pH degisimleri,

polimer matriksinde diflGzyon veya gozenek yapimi ile gergeklesenbilir.

Digsal Uyarn ile Kontrollu Sistemler
ilacin salimi fiziksel (sicaklik, pH, kimyasal bilesim) veya kimyasal bir uyari ile

gergeklesmektedir.

2.1.2. llag Salim Kinetiginin Matematiksel Analizi

Matrise yuklenen ilagin salimi, ortamdaki ¢cozucu molekullerinin matrise girigiyle ve
ardindan matrisin sismesiyle kontrol edildigi salim sistemleri, sisme kontrollU
sistemler olarak tanimlanir. Sisme kontrolli sistemlerde salim, polimerin bir
¢ozucu varliginda camsi durumdan kaugugumsu duruma gegisi ve bu durumda

ortaya ¢ikan makromolekuler gevsemesi sonucu gergeklesir.

Sisebilen polimer sistemlerinde, ¢evreden absorplanan su, sistemin fizikokimyasal
ozelliklerini degistirmekte, bu da ilag salim kinetigini etkilemektedir. Yapilan
calismalarda, sisebilen polimer sistemlerden ilag salimi ig¢in birgcok matematiksel
modelleme rapor edilmesine ragmen tek bir matematiksel modelleme, tum
deneysel gozlemleri ortaya koymakta vyetersiz kalmaktadir [25]. Cunku
matematiksel modellemeler karmasiktir, tim sisteme uyan tek bir formdl tGretemez

ve sayisal cozumleme tekniklerine ihtiya¢ duyarlar. Yapisina su alarak gsisebilen ve



bu sayede yapisindaki ilaci ortama salan camsi polimeri agiklamak igin
genellestiriimis ampirik denklemler kullaniimaktadir. Peppas ve Ritgars, sisebilen
sistemlerden ilag salimini incelemek icin esitlik 2.1’te gosterilen ve gug¢ kanunu

olarakta bilinen denklemi kullanmislardir [26].
Mt/Meqg=kt" (2.1)

Bu esitlige gore, Mt, belli bir zamanda salimi gergeklesen ila¢ miktarini, Meq ise
sistem dengeye ulastiginda salinmis olan ilag miktarini vermektedir. Esitlikteki k ve
n degerleri ise sirasiyla, difizyon katsayisini ve ilag salim mekanizmasini belirten
salim Ustelini gostermektedir. In(Mt/Meq) ve Int'ye gore cizilen bir grafigin egimi n
degerini, kesim noktasi ise k degerini vermektedir. Bu esitlik toplam salinan ilacin
%60’lik kismina kadar uygulanabilmektedir. Denklemden elde edilen n degerinin
iki 6zel durumda iki ayri anlami vardir. n= 0.5 degeri Normal Fickian Difuzyonu
ifade eder ve ilag saliminin difizyon kontrolli oldugunu ve n=1 degeri ise Case Il
difizyonunu tanimlar ve ilag¢ saliminin sisme kontrolli gerceklestigini belirtir. Salim
usteli olan n degeri 0 ve 1 arasinda bir deger aldiginda Fickian ve Case Il

difzyonun bir karisimini ifade eder ve Non-Fickian Difuzyonu olarak adlandirilir.

2.2. Molekiiler Baskilama Yontemi

Molekuler tanima kavrami bir molekulun diger molekulle baglanarak tamamlayici
bir yapi olusturmasidir. Biyolojide, molekuler tanimaya ligand ve reseptor
etkilesimleri (antijen-antikor) 6rnek olarak verilebilir. Yapay reseptorler bilgisayarda
veya molekiler model olarak kimyagerler tarafindan sentezlenir. Bu yaklasimla
yapay reseptdor molekull ile fonksiyonel monomer secilerek karakterize edilir.
Yapay reseptorlerin bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlar buyuk olcekli
uygulamalarda pahali olmalari, buyuk molekuller igin tasarimlarinin zor olmasi ve

uygun tepkime ortami yaratmanin oldukg¢a gug olmasidir.

Molekuler baskilama kavrami, molekiler afiniteli polimer matriksten kalip molekdil
tasarimini saglamak igin yapay bir yaklasimdir [27]. Molekuler baskilama islemi,
kalip molekdl ile gevresindeki fonksiyonel monomer ve capraz baglayicinin ¢
boyutlu etkilesimlerine dayali bir teknolojidir [3]. Molekuler baskilama kavrami ilk
defa 1972’de Gunter Wulff ve galisma grubu tarafindan tanimlanmustir [4].
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Molekuler baskilanmis polimerlerin ucuz olmalari, molekuler tanimaya elverisgli
olmalari buyuk bir avantajdir. MIP’ler yuksek sicaklik, basing ve genis pH
araliginda fiziksel ve kimyasal faktorlere karsi olduk¢a dayaniklidir. Ayrica MIP’ler
birka¢ yil boyunca saklanabilir ve tekrar tekrar kullanilabilirler.

Baskilanmis polimerlerin uygulamalari temel olarak 3 gruba ayrilabilir; ayirma
malzemeleri, katalitik uygulamalarda enzim taklidi yapilar, biyosensor ve
immunoassay uygulamalarinda tanima elemani olarak kullaniimaktadir [28].

Molekuler baskilama yontemi G¢ basamaktan olusur:

1. On-komplekslesme: Kalip molekiil ile fonksiyonel monomerler kovalent veya

kovalent olmayan etkilesimlerle bir kompleks olustururlar.

2. Polimerizasyon: Bu kompleks yapi, uygun bir capraz baglayici ve baslatici

kullanilarak islevsel monomer tzerinden polimerlestirilir.

3. Kalip molekiliin uzaklastiriimasi: Polimerizasyon gergeklestikten sonra
baskilanan molekil, yikama iglemiyle polimerik yapidan uzaklastirilir. Boylelikle
geride baskilanmis baglanma bdlgelerine sahip bir polimer kalir. Artik bu polimer

hedef molekl igin ylksek secicilik ve ilgiye sahiptir.

[:LI + ﬁ + X }’,
w7

kalip molekiil monomer Gapraz baglayici
polimerlegme
Polimerlegebilen gruplar: ‘veya‘

\ kalibin uzaklagtinimasi

+ 0y =
‘ —
N kalibin tekrar baglanmasi

Sekil 2.2. Molekiler baskilama bilesenleri [29].




2.2.1. Molekiiler Baskilamanin Temel Bilesenleri
2.2.1.1. Kalip Molekul

Kalip molekullerde istenen dzellikler sdyle 6zetlenebilir;
1. Polimerlesebilecek bir gruba sahip olmasi

2. Serbest radikal polimerizasyon surecinde kimyasal olarak inert olmasi (tiyol ya

da hidrokinon gruplari tasimamasi)
3. Yuksek sicakliklarda kararli olmasi
4. UV isinina dayanikh olmasi, istenen ozellikler arasindadir.

MIP yonteminde kalip molekul derisimi fonksiyonel monomere bagli olarak
optimize edilir [3]. Kalip molekull, capraz baglarin arasindan kolaylikla
uzaklastirabilmek igin genellikle kiguk moleklller kalip olarak kullanilir.
Baskilanacak molekul olarak ilaglar, aminoasitler, karbonhidratlar, proteinler,

nukleotit bazlar, hormonlar, pestisitler, koenzimler ve iyonlar kullanilabilir [29].

2.2.1.2. Fonksiyonel Monomer

Fonksiyonel monomer ile kalip molekll ylksek afinitede baglanma
etkilesimlerinden sorumludur. Kalip molekl ile fonksiyonel monomer arasindaki
etkilesim birbirinin tamamlayicisi olmalidir. Kovalent olmayan baglanmalarda, ideal
baglanma icin fazla oranda fonksiyonel —monomer kullaniir (kalip
molekul/fonksiyonel monomer orani % veya Uzerinde olabilir). Kalip molekul ile
fonksiyonel monomer orani ¢ok az olursa yeterli baglanma bolgeleri olusmaz veya
cok yuksek olursa spesifik olmayan adsorpsiyon bolgeleri meydana gelir [30].
Kalip moleklil ile fonksiyonel monomer arasindaki kompleks yapi Le Chatelier
prensibine dayanir. Le Chatelier prensibine goére 6n-polimerizasyon sirasinda
kompleks yapi sekil alir, bilesenlerin derisimi artar veya kompleks yapinin
baglanma afinitesi artar. Baskilanmis polimerlerin baglanma bélgeleri sayisindaki

artis, polimerin her graminda secicilik veya baglanma faktort saglar [3].
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Fonksiyonel Monomer

Etkilegim Tipi

R

2\COOH

Pt Z N
/NUN //\\N/:\}\H

Akrilik asitler
(i = H. CH,. CF,, CH,COOH)

Vinilbenzoik asitler

Akrilamidosulfonik asitler

Aminometakrilamidler

(R =H,. C,Hy)

Vinilpiridinler

Vinilimidazoller

Akrilamidler

Iyonik etkilegimler
Hidrojen bag yapma dzelliji

iyonik etkilegimler
Hidrojen bag yapma ozelligi

iyonik etkilegimler

iyonik etkilegimler

iyonik etkilegimler
Hidrojen bag yapma azelligi
Yk transferi

Iyonik etkilegimler
Hidrojen bag yapma azelligi

Metal koordinasyon

Hidrnjen bag-yapma dzelligi

Sekil 2.3. Kullanilan fonksiyonel monomerler [32].

2.2.1.3. Capraz Baglayici

Molekuler baskilamada en onemli noktalardan biri ¢apraz baglayici secimidir.

Capraz baglayicinin islevleri sunlardir;

1. Polimerin gozenek yapisindan sorumludur. Bu yuzden molekulleri tanima

yetenegi vardir ve kalip molekulin difizyonundan sorumludur [31].
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2. Polimer matriksinin morfolojisinin (jel tipi, makro gozenekli ya da mikro jel

halinde olmasi) kontrolunu saglar.
3. Polimerde baskilanmig baglanma bdlgelerinin kararli olmasini saglar.
4. Polimerin mekanik kararlihdini saglar [33,34].

Molekuler baskilama islemlerinde c¢apraz baglayici orani %10-80 olmalidir [31].
Polimerin mekanik dayanikhligi ve kararli olabilmesini saglamak icin molekuler
baskilama iglemlerinden genellikle ¢cok yuksek oranda gapraz baglayici kullanilir.
Etkili bir molekuler baskilama olabilmesi igin, ¢apraz baglayici ile fonksiyonel
monomerin mol orani olduk¢a énemlidir. Eger oranlar ¢ok kugukse hedef molekdl
baglanma bodlgeleri birbirine olduk¢a vyakinlasir ve bagimsiz bir sekilde
calismayabilirler. Bdylece etkin bir sonu¢ elde edilemez. Eger oranlar yuksek
olursa baskilama etkinligi zarar gorur ve kovalent olmayan etkilesimler ortaya
cikabilir [33,35]. Fonksiyonel monomerden veya c¢apraz baglayicidan biri
polimerizasyon sirasinda baskin c¢ikarsa da homojen Kkopolimerizasyon

gergeklesemez.

Farkh capraz baglayici/fonksiyonel monomer derisim oranlari, molekuler baskili
polimerlerdeki farkli sayida baglanma bdlgelerinin olusumuna neden olur ve bu da

segiciligi etkiler [36].

Polimerizasyonda yuksek capraz baglayici oranlari, yeterli mekanik kararliliga
sahip ve makrogozenekli malzemelerin olusmasi igin genellikle tercih edilmektedir.
Organik ¢ozucllerde molekuler baskilama igin etilen glikol dimetakrilat (EGDMA)
ve divinil benzen (DVB) en sik kullanilan c¢apraz baglayicilardir. Sekil 2.4’de

capraz bagdlayicilar gosterilmigtir.
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Sekil 2.4. Molekuler baskilama isleminde kullanilan ¢apraz baglayicilar [33].

xl: p-divinilbenzen (DVB), xII: 1,3-diizopropenil benzen (DIP), xlIl: Etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA),xIV: Tetrametilendimetakrilat (TDMA), xV: N,O-bisakriloil-1-
fenilaloninol, xVI. 2,6-bisakriloilamidopridin, xVII: 1,4-fenilen diakrilamid, xVIII:
N,N-1,3,fenilenbis(2-metil-2-propenamide) (PDBMP), x1X:3,5-bisakrilamido
benzoik asit, xX: 1,4-diakriloil piperazin (DAP), xXI: N,N-metilen bisakrilamid,
xXII:N,N-etilenbisakrilamid, xXIIl: N,N,tetrametilenbismetakrilamid, xXIV: N,N-
hekzametilenismetakrilamid, xXV: anhidroeritritoldimetakrilat, xXVI: 1,4;3,6-
dianhidro-d-sorbitol-2,5-dimetakrilat,xXVII: izopropilenbis(1,4-fenilen) dimetakrilat,
xXVIII:  Trimetilpropantrimetakrilat(TRIM),xXIX: Pentaeritritoltriakrilat (PETRA),
XXXX: Pentaeritritoltetraakrilat (PETEA).
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2.2.1.4. Goziicu

Cozuculer, polimerizasyonda kalip molekdl, fonksiyonel monomer, c¢apraz
baglayici, baslatici gibi tum bilesenlerin tek fazda bulunmasini ve polimerde
gOzeneklerin olugmasini saglayan o6nemli bir ajandir. MIP’lerin segiciligi ve
baglanma afiniteleri gbzenedin yapisina baghdir [3]. Godzenegin morfolojik
Ozelliginden ve yuzey alanlari ¢dzucu gesidine gore sekillendiginden dolayi ¢ozucl

yerine “porojen” kelimesi de kullaniimaktadir.

Polimerizasyon esnasinda ¢ozucu molekulleri polimer yapi iginde dagilir ve
polimerizasyon sonrasinda ¢dzucunun uzaklagsmasiyla polimer yapida gézenekler
olugsur. Bu makrogozenekli polimerik yapi, porojenin 06zellikleri, polimerin

morfolojisinin ve toplam gdézenek hacminin kontrol edilmesinde kullanilabilir.

Cozuculerin bir diger roli de polimerizasyon sirasinda reaksiyon isisini esit olarak
yaymaktir. Aksi takdirde, polimerizasyon sirasinda reaksiyon sicakligi bolgesel
olarak artar ve istenmeyen yan Urtnlerin olusumuna neden olur. Bir ¢gok ¢alismada

MIP’lerin dUsuk sicaklikta sentezlendigi gorulmektedir.

Cozucu secimi baskilamanin ¢esidine baglidir. Kovalent baskilamada, tim
bilesenleri iyi ¢dzebilecek bir ¢ok ¢dzucu kullanilabilir. Kovalent olmayan
baskilamada, etkilesimin olusumunu ve baskilama etkisini arttirmak icin ¢ozlcu
secimi daha onemlidir [35]. Ancak kovalent olmayan baskilama proseslerinde,
¢6zlcu, kalip ve fonksiyonel monomer arasindaki etkilesim, kompleks olusumunda
kritik bir rol oynar. Cdézlclu, monomerlerle baskilanacak molekul arasindaki
hidrojen baglari ve elektrostatik etkilesimler gibi polar etkilesimlerin olusmasini
saglamak icin az polar ve aprotik olmalidir. Genellikle sentez icin polar olmayan
organik c¢ozuculerin kullanildigi MIP’ler, polar organik c¢dztcullerin kullanildigi

MIP’lerden daha iyi segcicilige sahiptir [37].

En cok kullanilan ¢ézlcu kloroformdur ama polimeri yliksek derecede ¢6zdugu igin
kompleks yapida az veya hi¢ gbézenek yapisi saglamaz. Kloroform, fosgen
olusumundan kurtulmak igin ¢ozucu etanol ile stabilize edilir. Bu igslem nedeniyle
kalip molekul ve polimer arasinda hidrojen bag olusumu engellenir. Bu yuzden
molekuler baskilama islemi igin iyi bir ¢dzicu dedildir. Bunun icin kloroform

kullanilmadan 6nce damitiimahdir [37].

14



Guclu polar ¢ozuculer ise 6n-kompleks yapida kovalent olmayan etkilesimlerle
¢6zulme egdilimindedirler [3]. En iyi ¢ozuculer, toluen ve diklorometan gibi dielektrik

sabiti duguk olan ¢ozuculerdir.

2.2.1.5. Baslaticilar

Monomer ile kalip molekll arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin ¢ok zayif
oldugu durumlarda ¢ok yuksek sicakliklarda polimerizasyon gergeklesemez. Bu
nedenle dusuk sicakliklarda etkili olan basglaticilar tercih edilir. Genellikle 2,2’-
azobis(izobutironitril)  (AIBN) ve 2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitril)  (ADVN)

kullanilir.

Bu kosullarda, 1sil bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir. Kalip molekdl
ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimin hidrojen bagi ile saglandidi
durumlarda duguk polimerizasyon sicakligi tercih edileceginden dusuk

sicakliklarda kullanilabilecek fotokimyasal baglaticilar segilmelidir [37].

2.2.2. Molekiiler Baskilama

Molekuler baskilama, fonksiyonel monomer ile kalip molekdl arasinda olusan

bagin gesidine gore ikiye ayrilir: Kovalent ve kovalent olmayan baskilama.

KOVALENT OLMAYAN BASKILAMA

a) ( ‘
Fonksiyonel
) ARt o W =

¥e monomerfler),
Y ooh & kalp molekid, / X -
l Polimerizasyon

insiyatdr, porojen Geri Baglama

(Kalip molekiil)

b=

KOVALENT BASKILAMA g
b) Kalip molekdiin Kimyasal ( )
polimerize olabilecek TNk pargalamaile g . s

Geri baglama:
(Kovalent yada
kovalent olmayan)

halde sentezlenmesi | Polimerizasyon & = ™ ekstraksiyon

0~ 10— 10y~ 1

Sekil 2.5. Molekuler baskilama [38].
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2.2.2.1. Kovalent Baskilama

IIk kovalent molekiiler baskilama 1977 yilinda Wulff ve arkadaslari tarafindan
gerceklestirilmistir [39]. Polimerizasyondan once kalip molekil ile fonksiyonel
monomer arasinda kuvvetli, tersinir bir kovalent bag olugur. Kovalent baglarinin
bozulmadigr yerde kovalent konjugatlari polimerize olur. Polimerizasyon
isleminden sonra kovalent baglar kirilir ve kalip molekul polimerden uzaklastirilir.
Hedef molekul, baskilanmis polimerlerle etkilestirildiginde ayni kovalent bag

yeniden olusur [40, 41].

2.2.2.2. Kovalent Olmayan Baskilama

Mosbach ve arkadaslari kalip molekdl ile fonksiyonel monomer arasinda kovalent
baglanmanin her zaman gerekli olmadigini ortaya koymustur [42]. Fonksiyonel
monomer ile kalip molekul arasinda kovalent olmayan (hidrojen bagi, elektrostatik
etkilesimler ve koordinasyon bag olusumu gibi) etkilesimlerle gergeklesir.
Polimerizasyondan sonra uygun c¢ozlcllerle kalip molekudl polimerden
uzaklastirihr. Hedef molekll ile baskilanmis polimerler kovalent olmayan

etkilesimlerle baglanir [43].

2.2.2.3. Kovalent ve Kovalent Olmayan Baskilama Ydntemlerinin Avantajlarn
ve Dezavantajlari

Genellikle kovalent olmayan baskilama, basariimasi daha kolay ve kalip
molekdller i¢in uygun spektruma sahip olan baskilamadir. Asagida her iki

baskilamanin avantaj ve dezavantajlari agiklanmaktadir.

Kovalent Olmayan Baskilama
Avantajlan:

1. Monomer-kalip molekulin sentezine gerek yoktur.
2. Polimerizasyondan sonra kalip molekul polimerden kolayca uzaklastirlir,
¢cunkl kovalent olmayan etkilesimler oldukca zayiftir.

3. Hedef molekuliin baglanma kinetigi hizlidir [44].
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Dezavantajlari:

1. Polimerizasyon kosullari oldukga sinirhdir (kalip molekil ve monomer
yakinlasmasi  degiskendir ve kesinlikle sitokiyometrik  oranlarda
birlesmezler.

2. Fonksiyonel monomerler bag olusum dengesini arttirmak amaciyla fazlaca
kullanilir ve spesifik olmayan baglanma bdlgelerinin olusumuna neden
olabilir [45,46].

Kovalent Baskilama
Avantajlari:

1. Fonsiyonel monomer-kalip molekdl sentezi oldukga kararlidir ve
sitokiyometrik oranlarda gerceklesir.

2. Polimerizasyon kosullari (yuksek sicaklik, yuksek veya dusuk pH ve polar
solventler gibi) istenildigi gibi uygulanabilir, ¢unkl konjugatlar kovalent

baglarla olusturulmustur ve oldukga kararhdir [47].

Dezavantajlari:

1. Monomer-kalip molekul konjugatinin sentez islemi pek ekonomik degildir.
2. Hedef molekullin polimere tersinir olarak baglanma sayisi sinirhdir.

3. Kovalent bag olusumu nedeniyle baglanma kinetigi oldukga yavastir [48].

2.3. Molekiiler Baskilama Yntemi ile ilag Saliminin Diizenlenmesi

Molekuler baskilama teknolojisindeki surekli gelismeler, ¢cok farkli alanlarda farkli
uygulamalar icin cesitli sekillerde, farkli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip
malzemelerin elde edilmesini mimkidn hale getirmektedir. Son zamanlarda,
molekuler baskilama ¢ok karmasik ortamlardan belirli maddelerin ayrilmasi ve
miktar tayini icin analitik amaclarla iyi gelistirilmis bir aragtir. Molekuler baskilanmig
polimerlerin (MIP’ler) hedef analitleri segici olarak adsorplamasi kullanimlarini
kromatografik destek malzemeleri ve kati faz ekstraksiyon dolgu kartuslari olarak
genigletmigtir. MIP’ler gevresel kirleticilerin uzaklagtiriimasi igin de kullanilabilir.
MIP’lerin immunotayinlerde biyolojik antibadilerin yerine kullaniimalarinin

avantajlari ile ilgili uzun bir liste rapor edilmistir. Eczacilik alaninda biyolojik
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reseptorleri taklit eden baskilanmig malzemeler, potansiyel olarak farmakolojik
etkiye sahip olabilecek yeni maddelerin taranmasi igin, biyolojik sivilarda belirli
ilaclarin ve bagimhlik yapici ilaglarin tayini igin giderek artan ilgi gormektedir.
Ayrica molekuler baskilanmis ilag salim sistemlerinin geligtiriimesi ve

uygulamasini igeren ¢alisma ve patentlerin sayisi giderek artmaktadir.

Molekuler baskilama, ila¢ salimini kontrol etmek icin son yillarda en ¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. ilk gelisim MIP’lerin kontrollii salimda kullanimi farmakolojik
alanda olmustur. Vtakis ve ark. ilk kez teofilin ve diapezam igin kovalent olmayan
MIP bazli sistemler gelistirmistir ama kontrollU ila¢ sisteminde kullanmamistir [49].
Farkh gruplar basit sentezlerle ila¢ saliminda MIP’leri kullanmistir. Bu gruplar
fonksiyonel monomer olarak MAA, c¢apraz baglayici olarak EDGMA ile MIP
sentezini gerceklestirmistir. MAA sec¢iminin nedeni iyonik etkilesimlerdir (Amino
grubu ve hidrojen baglari ile polar fonksiyonel gruplari etkilesim agisindan oldukca
onemlidir). Cozucl segimi de optimal baglama ve segicilik 6zelliklerine dayall

olmustur. Bu Ozellikler sayesinde MIP’ler farmakolojik alanda dikkati ¢cekmistir [24].
MIP’lerin ilag salimindaki avantajlari;

1. MIP’ler rezervuar gibi davranarak terapdtik ilag salimini  yavas
gergeklesmesini saglar.

Yukleme kapasitesini guglendirir.

Capraz baglayici miktari ve degisimi avantaj saglar.

Cevre kosullarina bagli olarak terapdtik salim gerceklesebilir.

Enantiyosecici yukleme veya eutomer salim yapilabilir.

SIS AN

Kalip molekulin fonksiyonel monomere afinitesi sayesinde uzun slre salim

gerceklesebilir [31].
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(A) (C)

(B) (D)

Sekil 2.6. Molekuler baskilanmis ilag salim sistemleri [50].

A- ilag yiikleme agsamasi: MIP’de yer alan baglama bolgeleri baskilanan ilag igin

yuksek yukleme kapasitesi saglamaktadir.

B- Uzatilmig salim: Baskilanan ila¢ molekulleri MIP’ye olan yuksek afinitesi

nedeniyle yavas salinmaktadir.

C-Enantiyosegici salim: Baskilanan enantiyomer (+) MIP’de Kkalirken
baskilanmayan enantiyomer (-) baglanma bdlgesine tam uyum saglamadigi igin

salinacaktir.

D- Etki duyarh salim: Dusuk afiniteli ilag disaridan bir uyari ile baglanma

bdlgesine daha yuksek afiniteli hale gelmektedir.

Teofilin astim tedavilerinde kullanilir ve terapétik penceresi dardir (30-110 pM).
Eger 110 uM’den yuksek olursa oldukga toksiktir. Yapilan bir calismada kovalent
olmayan baskilama icin fonksiyonel monomer olarak MAA, ¢apraz baglayici olarak
EDGMA kullaniimistir. Bu c¢alismanin sonucu olarak distk miktarda yuklenen

teofilin pH 7’de saatlerce salim gostermistir [51].

2.3.1. Fonksiyonel Monomer, Capraz Baglayici ve Kalip Molekiil Oranlarinin
Etkileri

Alvarez-Lorenzo ve arkadasglari yaptiklari ¢aligmalarda ila¢g salimi igin monomer
(MAA), capraz baglayici (EGDMA) ve kalip molekdl (timolol) oranlarinda
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degisiklikler yapmiglardir [52]. MIP sentezinde, capraz baglayici ve monomer
oranina goére fazla miktarda kalip molekul kullanildiginda gézenekler olugsmus
fakat yeteri kadar fonksiyonel monomer icermedidi icin ila¢c molekdlu ile gugli
baglanma gergeklesmemistir. Bu yuzden ilag salimi hizli gergeklesmistir. Kalip
molekul az miktarda kullanilip, fonksiyonel monomer c¢ok fazla miktarda
kullanildiginda her kavitede fonsiyonel monomer yer almakta ve yuksek afiniteli
baglanma bdlgeleri olusmaktadir. Bu durumda salimin oldukga yavas gercgeklestigi

g6zlenmistir [31].

Polimerizasyon isleminde c¢apraz baglayici miktari genellikle %10-80 oraninda
kullanilmaktadir. Capraz baglayici, baglanma bdlgelerinin 3 boyutlu yapida
kalmasini saglar. Gézenek olusumunu ve yapisini etkiledidi igin tanima kabiliyeti
ve kalip molekll difizyonundan sorumludur. Yliksek oranda c¢apraz baglayici
kullanildiginda yapinin hidrofobik 6zelligi artar ve konformasyonun degismesine
engel olur. Yuksek c¢apraz bag orani nedeniyle dokularda sudrtinmeye bagh
hasarlar olabilir (6rnedin goz ici implantlar) [53]. Bu yuzden MIP bazl kontrollu ilag

salim sistemlerinde ylksek ve dlsuk oranlarda ¢apraz baglayici kullaniimaz.

2.3.2. Sec¢ici Enantiyomerik Salim Sistemi

MAA/EDGMA bazli MIP sistemleri segi¢i enantiyomer salim sistemlerinde de
kullaniir. Suedee ve arkadaslari kiral B-engelleyiciler ve non-steroid anti-
imflamatuar ilacglarini kullanarak oral ve transdermal MIP bazli salim sistemi
gerceklestirmislerdir [54]. S-propranol salimi icin MAA ile EDGMA iki farkl
polimerizasyonla  Uretilmistir;  yidin  polimerizasyonu ve  suspansiyon
polimerizasyonu. Sulspansiyon polimerizasyonu, kuresel matriksler yaratir ve
enantiyomerik S-propranol saliminda oldukga etkili oldugu ispatlanmistir. R ve S-
propranol MIP bazli ilag salimlari karsilastirildiginda baskilanmig enantiyomer,
baskilanmamis izomere gére daha yavas salim gerceklestirmistir. Sudee ve
arkadaslarn bu calismalarinda baskilanmis polimerlerin enantiyomer saliminda

kullanilabilecegini géstermistir [55, 56].
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2.3.3. Sulu Ortamda Molekiiler Baskilama

Cozucu sistemlerde hidrofobik molekuller i¢in analitik uygulamalarda ylksek
spesifik sistemler gelistiriimektedir. Ancak ila¢ sistemlerinde en son uygulama sulu
cevrede gercgeklesebilir ve bu yluzden MIP sentezinde su etkilesimlerinin dikkate
alinmasi gerekir. Bu durum bir ¢ok baskilamanin polimerizasyon sirasinda ayni
¢ozlculer kullanilirsa en iyi galisacagini gosterir [57]. Fakat bu durum farmakolojik
alanda bazi sorunlara yol agabilir. CUnkd su, kalip molekul ve fonksiyonel
monomer arasindaki hidrojen bag olusumunu engelleyerek iki molekul arasinda
yeterince guclu etkilesimlerin olusmasinin dnlne gecger ve iki molekulin birbirini
tanima ozelligi kisitlanir [5,58]. Bir ¢ok arastirici bu sorunu farkh yodntemlerle
¢ozmustlir. Oral ve Peppas’in teorilerine gore, gesitli zayif etkilesimler sulu
ortamda yeterli derecede guglu etkilesimler verebilirler. Hidrofililk bir monomer olan
HEMA hidrojen bagi yapabilecek bir ¢ok fonksiyonel grup igerir. Bu 6zelliginden
dolayr HEMA, MIP igin elverisli bir monomerdir. Arastirmacilar ¢ok sayida zayif
etkilesimlerin  segiciligi  arttirabildigini ve baskilanmis sistemlerde diger

monomerlerle birlikte HEMA’nin kullanilabilirligini gostermigtir [5].

2.3.4. Kontrollii Salim Sistemleri icin Molekiler Baskilanmig Hidrojeller

Hidrojeller suda ¢oéztinmeyen, hidrofilik kopolimerlerden olusmus, ¢apraz bagl ve
uc¢ boyutlu yapiya sahip polimerik yapilaridir. Bu ozelliklerinden dolayi hidrojeller
normal dokuya benzer ve biyomedikal uygulamalarda kullanilir [5]. Hidrojeller
dusuk capraz bag yogunluguna sahip oldugu igin cesitli ilaglar, peptidler ve
proteinler igin tasiyici olarak kullanilirlar. Hidrojeller dis ¢cevreye (pH, sicaklik, iyon
derisimi) karsi cevap verebilmeleri, sisme Ozellikleri ve ilag molekillerinin
difizyonunu kontrol ettigi icin kontrolli salim sistemleri igin oldukga kullanisli
polimerlerdir [5]. Bu oOzelliklerinden dolayr hidrojeller molekuler baskilama

teknolojisinde oldukga ¢ok kullanilir.

Alvarez-Lorenzo ve arkadaslari, glukom tedavisinde kullanilan bir ila¢ olan timolol
maleati, molekuler baskilayarak kontrolli salim sistemlerinde kullanmislardir.
Timolol baskilanmis yumusak kontak lenslerin hazirlanmasinda, timolol ile hidrojen
bagdi ve iyonik etkilesimler verebilen metakrilik asit fonksiyonel monomer olarak
kullanilmig ve polimerizasyon ortamina dusuk miktarda eklenmigtir. HEMA bazli ve
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DEAA bazli baskilanmis hidrojel lensler iki farkhh MAA (1.28-5.12 mol %) ve
EGDMA (gapraz baglayici) (0.32-8.34 mol %) oranlarinda sentezlenmistir. Sonug¢
olarak dugik oranda MAA ve yuksek oranda EGDMA kullanilirak hazirlanan
lenslere, kullanilabilir terap6tik miktarlarda timolol yuklenebilmigtir ve lenslerin goz

yasl sivisinda ila¢ salimini 12 saatten daha fazla devam etmigtir [52].

Hiratani ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada farkli oranlarda kalip molekul ve
fonksiyonel monomerlerle hazirlanan hidrojellerle timolol salimini incelemiglerdir.
Timolol maleat, glukoma terapisinde kullanilan bir ilagtir. Bir grupta 400 mmol
MAA, 600 mmol EDGMA ve kalip molekul /fonksiyonel monomer orani 1:16, 1:32
oranlarinda, ikinci grupta 200 mmol MAA, 300 mmol EDGMA ile kalip
molekul/fonksiyonel monomer orani 1:16, 1:32 olarak hazirlanmistir. Sonug olarak
ilk grupta timolol salimi 72 saat siirerken ikinci grupta 24 saat sirmustir. ik grupta
dusuk kalip molekul ve fonksiyonel monomer orani yuksek afinite gostermigtir.
ikinci grupta kalip molekil ile fonksiyonel mononer oranlari biyik farklilik
gOstermemigtir ve afiniteler aynidir. Sonug olarak fonksiyonel monomer ve kalip

molekul oranlari ile gapraz baglayici oranlari oldukg¢a énemli parametrelerdir [59].

Singh ve arkadaslar1 5-FU antikanser ilacini hidrojellere baskilayarak ilag salimini
incelemislerdir. MIP ve NIP, optimum gapraz baglayici derigsiminde sentezlenmistir.
Sisme calismalari ve in-vitro ilag salim sistemleri calisiimistir. Ug farkli oranda
capraz baglayici iceren (1.297x107%, 3.89x10? ve 6.487x10 mol MBAAM) ve iki
farkli derisimde kalip molekill iceren (50 ve 25 g ml™* 5-FU) MIP hidrojeller
sentezlenmistir. Sisme calismalari sonucunda, en uygun polimer olarak 3.89x107?
mol c¢apraz baglayici iceren polimer secilmistir. YUksek kalip molekul miktarina

sahip polimerin, ilag salim miktarinin daha ¢ok oldugu rapor edilmistir [60].

2.3.5. Molekiiler Baskilanmig Polimerlerle Yapilan Diger Kontrolli Salim

Caligsmalarni

Braga ve arkadaslari tarafindan yapilan g¢alismada stperkritik akigskan kullanilarak
molekuler baskilama ydntemiyle yumusak kontak lenslere hidrofobik ilag
yuklemeyi hedeflemislerdir. Geleneksel yontemlerle kontak lenslere ilag yuklemek

oldukga etkisizdir ve yuksek su gegirgenligi sinirhidir [61].
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Puoci ve arkadaslar tarafindan yapilan g¢alismada 5-fluorouracilin biyolojik sivi
Ozellikle gastrointestinal sivilarda kontrolli salimin molekuler baskilanmis
polimerlerle c¢aligsabilme olasiligini arastirmiglardir. 5-FU bir ¢ok kanserde
(kolorektal, gogus gibi) kullanilan antineoplastik bir ajandir. Calismada 5-FU’nun
analogu olan urasil polimeri de test edilmistir. MIP sentezinde fonksiyonel
monomer olarak MAA, capraz baglayici olarak EDGMA kullaniimistir. Cizelge
2.2'de Ug farkh MIP hazirlanma kosullari gosterilmigstir [62].

Cizelge 2.2. 5 FU-baskilanmis polimerlerin hazirlanma kosullari [62].

Polimer 5-FU (mmol) MAA EDGMA AIBN (mg)
(mmol) (mmol)

MIP- 1 2.0 8.0 32.0 103

MIP-2 2.0 8.0 40.0 103

MIP-3 2.0 16.0 20.0 103

Suda (pH 1.0) ve fosfat tamponunda (pH 7.4) baglanma yeteneklerinde
bakildiginda MIP-3 polimeri daha gugclu bir yapi sergilemektedir. Analogu olan
urasile bakildiginda polimerler urasille etkilesime girmemistir. 5-FU molekulinde
florun fonksiyonel monomerle baglanma o6nemli rol oynadigini gosterir.
Polimerlerin salim profillerine bakildiginda MIP-3 polimeri ile NIP polimerleri
karsilastiriimistir. MIP-3 polimerinin NIP polimerine gére 30 saatten daha fazla
salim yaptigi gorulmektedir. Sonug olarak in-vitro salim ¢alismalarinda polimerin

biyolojik sivilarda kullanilabilecegi gosterilmistir.

2.4. Kriyojeller

Kriyojeller ilk olarak 1960 yillarinda rapor edilmis ve biyoteknoloji potansiyelleri ise
yeni kesfedilmigtir [6]. Anlami yunanca krios (buz yada donma) kelimesinden
gelen, kriyojeller, kismen donmus monomerik veya polimerik ¢oOzeltilerle
hazirlanan U¢ boyutlu jel matriksleridir. Kriyojeller makrogozenekli veya super

makrogdzenekli yapida, stingerimsi morfolojiye sahip jellerdir. Sahip oldugu bu
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makrogozenekli yapisi sayesinde difizyon akisi ve kutle aktarimi etkin bir sekilde

gerceklesir.

Kriyojeller ozmotik, kimyasal ve mekanik kararlliklari nedeniyle biyolojik
uygulamalarda 6nem kazanmistir. Bu yuzden bir¢ok uygulamalarda kullaniimistir.
Bunlar; biyolojik nanopartikillerin  (plazmidler, virGsler, hicre organelleri)
kromatografisinde [7,10] veya biyopolimerlerin [11,15] veya hucrelerin [16]
immobilizasyonunda kullaniimiglardir. Ayrica kriyojeller makrogdzenekli yapisi
sayesinde hizli sisme kinetigi gostermektedir. Bu 06zelligi sayesinde kriyojeller,
biyosensor uygulamalari ve ilag salim sistemlerin tasariminda kullaniimaktadir.
Son zamanlarda kriyojeller molekuler baskilama tekniklerinde de kullaniimaktadir.
Buglne kadar, agaroz, dekstran, poliakrilamid, polivinilalkol, polidimetilakrilamid,

polihidroksietilmetakrilat kriyojeller Gretilmistir [17, 18].

Kriyojeller polimer aglarinin fiziksel veya kimyasal capraz baglanmasiyla
olusturulabilir. Kriyojeller, fiziksel veya kovalent ¢apraz baglanmis heterojen
polimer aglarla ile elde edilebilir. Kriyotropik jellesme ile elde edilen polimer
morfolojisi donmamis sistemlere goére oldukga farklidir. Kriyojeller, kullanim

amaglarina gore silindir, grantiller veya disk seklinde Uretilebilirler.

Sekil 2.7. Kriyojellerin kullanim tipleri: (a) silindirik blok, (b) disk seklinde Uretilmis
kriyojeller [63].
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Birbiri ile baglantili makrogbzenekler ve sungerimsi morfoloji kriyojellerin en tipik
Ozelligidir. Sungerimsi kriyojeller igerisinde bulunan suyun buylk bir kismi
makrogozeneklerin  icerisindedir ve  mekanik olarak  sikistirma ile
makrogozeneklerden disari ¢ikarilabilir. Kriyojellerin  6zellikleri  kriyojelasyon
sicakligl, ornegin donmus vaziyette kalma suresi, donmal/erime hizlari, ¢6zlcu

cinsi, ¢dzlnen veya ¢dzinmeyen katki maddeleri ile degigir.

Mag= 3.00 K X

EHT =20.00 kV Signal A=SE1 Sample ID =

Sekil 2.8. Mitomisin C baskilanmis kriyojellerin gdézenek yapisini gosteren SEM
goruntasu

2.4.1. Kriyotropik Jellesme

Kriyotropik jel olusumu makroskopik olarak donmus karisim igerisinde yer alan
donmamis sivi mikrofaz icerisinde gergeklesir. Donmamis sivi  mikrofaz
icerisindeki jel baslaticilarinin konsantre hale gelmesi nedeni ile kriyojelasyon
jelasyonun kritik derisiminin dismesi ve geleneksel (donma noktasi Uzerindeki
sicakliklarda uretilen jeller) jeller ile karsilastirildiginda jelasyon hizlarinin artisi ile

karakterize edilir. Kriyojelasyon basamaklari sunlardir;

1. Baslangi¢ sistemi: Jel olusumu ajanlari igceren karisim ¢ézucunun donma

noktasinin birkag derece altinda dondurulur.

2. Donmus sistem: Bu sistem tek parga halinde kati gorunmesine ragmen
donmamis sivi mikrofaz iceren heterojen bir karisimdir. Mikrofaz igerisindeki
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jel olusum ajanlari derigimi ¢ozlicunun donmasiyla birlikte yukselmigtir. Bu

olaya kriyoderisim denir.

3. Erimis sistem: Codzucu eritildiginde makrogbzenekli bir ag yapisi olusur.
Gozeneklerin sekli ve boyutlari, monomer derisimine ve sicakliga baglhdir.
(a) Baglangi¢ sistemi

(b) Donmug sistem (c) Erimig sistem

- . -
\—p¥ ;g = b —@ a—
9 b oy Donma | ¢ | Erime -
J—p _ ¥ 1—6 i : 32 _\\
5 8

Sekil 2.9. Kriyojelasyon basamaklari: 1. ¢dzeltideki makromolekdiller; 2. ¢dzicU;
3.dustk-molekulli maddeler; 4. donmus ¢ozuctnun polikristalleri; 5. donmamis
sivimikrofaz; 6. Kriyojelin polimer duvari; 7. makrogdzenekler; 8. Cozucu [63].

2.4.2. Kriyojellerin Diger Jellerden Farki

Son zamanlarda molekller baskilanmig polimerler kriyojel seklinde

sentezlenmektedir. Kriyojellerin diger jellerden farki asagida 6zetlenmistir;

1. Kriyojeller kimyasal-kovalent, iyonik veya kovalent olmayan baglarla
olugabilirler.

2. istenilen sekilde érnegin blok, silindir, tiip ve disk tretiimesi.

3. Birbiriyle baglantili i¢ boyutlu gdzenekli yapilarin elde edilmesi.

4. Uretimi oldukga ucuz ve uzun sireler kullaniimasi.

5. Yapilari heterofaz ve singerimsi morfolojiye sahip olmasi oldukga
avantajdir.

2.5. Mitomisin C
Mitomisin C kimyasal olarak IUPAC ismi: [6-Amino-8a-metoksi-5-metil-4,7-diokso-
1,1a,2,4,7,8,8a,8b oktahidroazireno [2',3":3,4] [1,2-a]indol-8-il]

pirolo metil
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karbamat ve Sistematik ismi:{11-Amino-7-metoksi-12-metil-10,13-diokso-2,5-
diazatetrasiklo[7.4.0.0.0]trideca-1(9),11-dien-8-il} metilkarbamat olarak adlandirilir.
Acik kimyasal formulu sekil 2.10’da gorulmektedir.

Sekil 2.10. Mitomisin C’nin kimyasal yapisi

Mitomisin  C’nin molekiil agirhgr 334.33 g mol™" diir. Molekiiler formili ise
C15H18N4Os. GorunUumu mavi lacivert kristaller halindedir. 360 °C’nin Uzerinde erir.
Suda ¢dzinirigi 8.43 g L™ ve izoelektrik noktasi 10.9’dur. Suda, metanolde,
asetonda kolay ¢6zinUr ama benzen, karbontetraklorirde ve eterde zor ¢ozunur
[64].

2.5.1. Mitomisin C’nin Farmakolojik Ozellikleri

Mitomisin C’ler 1950 yillarinda Sterptomyces caespitosus veya Streptomyces
lavendulae’den elde edilen aziridin iceren dogal Urlnler ailesine ait bir anti-timor
antibiyotiktir. Mitomisin C ¢ok etkili bir DNA capraz baglayicisidir [19]. Mitomisin C
tumor hcrelerindeki DNA'ya baglanir ve DNA ¢ift sarmalinin iki kolu arasinda
capraz baglar olusturur. Boylece DNA replikasyonunu onleyerek antitumoral etki
gosterdigi dusunulmektedir. Mitomisin C’ ye duyarliigin DNA’nin ge¢ G1 fazindan

DNA sentezinin, erken S fazi boyunca yuksek oldugu ispatlanmistir.

2.5.2. Mitomisin C’nin Farmakokinetik Ozellikleri
Mitomisin C’nin farmakokinetik 6zellikleri asagidaki gibi siralanmistir:

1. Karacigerde metabolize edilir.
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2. VUcuttan idrarla atilir. DUguk miktarlarda feces ve safradan atilir.
3. Intraven6z olarak enjeksiyon edildiginde kanda 17 dakika sonra kaybolur.

Buyuk oranda pargalanir fakat kan-beyin bariyerini agsamaz.

2.5.3. Mitomisin C’nin Endikasyonlari

Mitomisin C ¢ok genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Antiproliferatif 6zelliginden
dolayl gogus, prostat kanserlerinde kullanilir. Mesane ylzey kanseri tedavisi igin
ilk tercih edilen ilactir. Oftalmolojide, glokom hastaliklarinda ve trabulektomi
hastalaliklarinda yardimci ajan olarak kullaniimaktadir. Diger endikasyonlar; kronik
lenfositik 16semi, kronik miyelositik [6semi, mide kanseri, metastatik kolorektal
kanser, akciger kanseri, pankreas kanseri, karaciger kanseri, serviks kanseri,

endometrium kanseri, meme kanseri, bas ve boyun timorl ve mesane tumaorudur.
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3. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kalip molekul Mitomisin C Kyowa, Hakko Kogyo Co (Tokyo, Japonya) firmasindan,
N-Metakriloil-(L)-glutamik asit (MAGA) sentezinde kullanilan bilegikler, L-glutamik asit
metil ester, hidrokinon, diklorometan, trietilamin, metakroil klorar, sodyum hidroksit ve
etanol, Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. 2-Hidroksietil
metakrilat (HEMA) Sigma firmasindan (St. Louis, MO, ABD), N,N,N,N-tetrametil
etilendiamin (TEMED) ve amonyum persulfat (APS) BioRad firmasindan (Hercule,
CA, ABD), metilen-bis-akrilamid (MBAAm) Acros’tan (Geel, Belgika) temin edilmis ve
temin edildigi sekilde kullaniimistir. Polimerizasyonda kullanilan ¢dzuculer, tampon
kimyasallari ve diger kimyasallar, Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin
edilmis ve saflastirimadan kullaniimigtir. Deneylerde kullanilan butin kimyasal
maddeler analitik safliktadir. Deneylerde kullanilan su, yuksek akigli sellloz asetat
membran (Barnstead D2731) ile ters ozmos Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure LP®
birimi ve ardindan Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi
ve iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimistir. Elde edilen saf
suyun (deiyonize su) direnci, 18 MQ/cm’dir. Deneylerde kullanilacak cam

malzemeler, bir gece boyunca 4 M nitrik asitte bekletilmistir.

3.2. Mitomisin C Baskilanmig PHEMA Kriyojel Membranlarin Hazirlanmasi

Bu calismada, ilag salimina yonelik olarak poli(2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA)
temelli Mitomisin C baskilanmis ve baskilanmamis membran formunda kriyojeller
sentezlenmistir. Mitomisin C baskilanmasi igin fonksiyonel monomer olarak N-
metakriloil-(L)-glutamik asit secilmistir. Kriyojel membranlar, farkli monomer-gapraz
baglayici oranlarinda ve farkli miktarlarda kalip molekdl icermek tzere bes farkl tipte
sentezlenmis ve bu parametrelerin Mitomisin C salimi Gzerine etkisi incelenmistir.
Ayrica yukleme yapilan ila¢ miktarindaki degisimin salima etkisi incelenerek sonuglar
matematiksel olarak analiz edilmigtir. Asagida bu iglemler ayrintili olarak rapor

edilmigtir.
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3.2.1. MAGA Fonksiyonel Monomerinin Hazirlanmasi

Kalip molekul Mitomisin C ile etkilesmek Uzere secilen fonksiyonel monomer N-
Metakriloil-(L)-glutamik asitin (MAGA) sentezi ve karakterizasyonu literatirde detayli
sekilde rapor edilmistir [1]. MAGA monomeri kisaca su sekilde sentezlenmigtir; 5.0 g
L-glutamik asit metil ester ve 0.2 g hidrokinon 100 mL diklorometanda ¢ozulmustar.
Bu ¢ozelti 0°C’ye sogutulmustur. Daha sonra, 13.0 g trietilamin ve azot atmosferi
altinda 4.0 mL metakroil klortr yavasca bu ¢ozeltiye eklenmistir. Cozelti 2 saat sure
manyetik karistiricida oda sicakliginda karistinimistir. Bu reaksiyon sdresinin
sonunda reaksiyona girmemis metakroil klorir %10’luk NaOH ¢odzeltisi ile ekstrakte
edilmistir. Sulu faz doner buharlagtiricida buharlastirimis ve kalan kisim (MAGA)

etanolde ¢ozUimustar [65].

3.2.2. Mitomisin C/MAGA Kompleksinin Hazirlanmasi

Mitomisin C/MAGA kompleksinin hazirlanmasi i¢in Mitomisin C, 5 mL saf suda
¢6zUlmustlr. Fonksiyonel monomer MAGA bu karisim igerisine belirli oranlarda
eklenmistir. Daha sonra karisim Mitomisin C/MAGA kompleksinin olusmasi igin +4°C

sicaklikta 24 saat bekletilmistir.

3.2.3. Membranlarin Hazirlanmasi

Mitomisin C baskilanmis, PHEMA kriyojel membranlarin hazirlanmasinda takip edilen
yontem su sekildedir. Capraz baglayici olarak kullanilan MBAAm 32 mL saf suda
¢ozUlmustir. HEMA 7 mL saf suda c¢ozllerek, MBAAmM c¢ozeltisinin igerisine
eklenmistir. Elde edilen homojen ¢ozeltiye hazirlanan Mitomisin C/MAGA kompleksi
eklenmistir. Polimerizasyonda baslatici olarak 0.08 g APS ve 100 yL TEMED redoks
cifti kullaniimistir. Polimerizasyon ¢ozeltisi 2 mm kalinligindaki ayirici ile ayrilmig iki
cam tabaka arasina dokilmis ve polimerizasyon -20°C'de 18 saat sireyle
gergeklestirilmistir. Polimerizasyondan sonra elde edilen kriyojel membranlar bir
perforatér yardimi ile kesilerek 2.2 cm capinda diskler elde edilmistir. Belirtilen
yontem ile HEMA/MBAAm oranlari 4, 6, 10 ve 18 olan, capraz baglayici miktarlari
farkli dort polimer sentezlenmistir. Ayrica, kalip molekdl miktari 6 ve 12 pmol olan iki
farkli tip kriyojel membran sentezlenmistir. Cizelge 3.1’ de sentezlenen polimerlerin

bilesimleri verilmektedir.
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Cizelge 3.1. Mitomisin C baskilanmis kriyojel membranlarin bilesimi.

Polimer Kodu | % Monomer Orani HEMA/MBAAmM Kalip Miktari (umol)
PHEMA 13 6 -
M-0 13 4 12
M-I 13 6 6
M-II 13 6 12
M-111 13 10 12
M-1V 13 18 12

Sentezlenen Mitomisin C baskilanmig kriyojel membranlar polimerizasyon artiklarinin
uzaklastiriimasi icin saf su ile yikanmistir. Kalip molekllin yapidan uzaklastiriimasi
icin 1.0 M NaCl ¢ozeltisi ile ylkanmis ve yapidan uzaklastirilan Mitomisin C miktari

spektrofotometrik olarak 360 nm dalgaboyunda tayin edilmigtir.

3.3. Karakterizasyon Calismalari
3.3.1. Kriyojel Membranlarin SEM Goriintlisu

PHEMA kriyojellerin yluzey ve yigin yapisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelenmigstir. Bu amagla polimer membran kesiti iletken bir yapistiriciyla SEM 6rnek
plakasi Uzerine tutturulmustur. Daha sonra érnek ylizeyleri vakum altinda 200 A
kalinhginda metalik altin ile kaplanarak yuzey iletken hale getirilmigtir. Hazirlanan
ornekler SEM o6rnek yuvasina yerlestirilerek gesitli blyltme oranlarinda fotograflari
cekilmistir (JEOL, JEM 1200 EX, Tokyo, Japonya).

3.3.2. Sisme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan Mitomisin C baskilanmis PHEMA membranlarin sisme oranlarinin
belirlenmesi icin 6ncelikle her bir kriyojel membran liyofilizatérde sabit tartima

getirilmigtir. Daha sonra oda sicakhdinda 25 mL saf su igerisine yerlestiriimis ve belirli
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zaman araliklarinda tartimlari gergeklestiriimigtir. Polimer membranlarin sisme
oranlari ve makrog0Ozenekliligi sirasiyla Esgitlik 3.1 ve Esitlik 3.2. kullanilarak

hesaplanmigtir.

Sisme orani (%) = [(Ws-Wg)/W,q] x 100 (3.1)

Esitlikte Ws sismis polimerin agirligi; Wo kuru polimerin agirligr ve Wsiimis stkilmig

polimerin agirhgini ifade etmektedir.

3.3.3. Yiizey Alani Olgiimleri

Mitomisin C baskilanmig kriyojellerin gézenek hacmi ve ortalama gdzenek ¢api civa
porozimetresi ile belirlenmistir (Carlo Erba Model 200, Italy). Spesifik ylzey alanlar

BET yontemi ile belirlenmistir.

3.3.4. FTIR Galigmalan

Yapidaki MAGA’nin varhigini gostermek tGzere PHEMA kriyojel ve MAGA iceren
Mitomisin C baskilanmig kriyojellerin FTIR spektrumlari alinmigtir (Thermo Fisher
Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD). Kriyojel membranlar analizden énce
24 saat sure ile -60°C’de liyofilize edilmistir. Daha sonra kuru membranlarin FTIR-

ATR spektrumlari 4000-400 cm™ dalga sayisi aralijinda alinmistir.

3.3.5. Kan Uyumlulugu Testleri

Kan ve Mitomisin C baskilanmig kriyojeller arasindaki etkilesim protrombin zamani
(PT), aktive kismi tromboplastin zamani (APTT), fibrinojen zamani ve trombosit
pihtlasma zamani oélgiilerek izlenmistir. in-vitro kan uyumlulugu testleri ilgili kitler
kullanilarak STA4 Compact Blood Coagulation Analizor (Diagnostica Stago, Fransa)

ile gerceklestiriimigtir.
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3.4. Mitomisin C Salim Caligmalari

Farkli miktarlarda capraz baglayici ve Mitomisin C kalip kullanilarak hazirlanan
molekuler baskilanmis bes farkli PHEMA kriyojel membrana Mitomisin C yUklemesi
su sekilde yapilmigtir; Yikanmig ve kalip molekdl yapidan uzaklastiriimis, disk
seklinde kesilerek hazirlanan polimerik membranlar, liyofilizatorde kurutulup, sabit
tartima getirildikten sonra 5 mL hacimde ve farkli miktarlarda Mitomisin C iceren (0.4,
0.2 ve 0.1 mg/mL) ¢Ozeltilere daldiriimis ve 24 saat sureyle ilag yuklemesi yapiimistir.
llac yuklemesi yapilmis ve yapiimamis kriyojel membranlarin optik fotografi Sekil

3.1’de gorulmektedir.

Sekil 3.1. Mitomisin C yUklemesi yapiimis (b) ve yapiimamis (a) kriyojel
membranlar

Yukleme verimi asagidaki Esitlik 3.3 yardimi ile hesaplanmigtir;

(ortama eklenen ilag—yikama ile uzaklastirilan ilac)

% Mitomisin C yliklemesi = x 100 (3.3)

ortama eklenen ilag

ilac salim kinetigin belirlenmesi icin, Mitomisin C yiikli PHEMA kriyojel membranlar;
8 mL hacimde PBS c¢ozeltisine konulmus ve ilag salimi 33 saat sureyle oda
sicaklhiginda incelenmistir. Salinan ilag miktari ¢ift isik yollu UV/Vis spektrofotometre
(Shimadzu, Model 1601, Tokyo, Japonya) ile 360 nm dalga boyunda olgtlmustir.
Salinan Mitomisin C miktarlari mg Mitomisin C/g kuru polimer olarak zamana karsi

grafige gecirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Literatirde MIP’lerin kullanildidi farkli ilag salim sistemleri rapor edilmistir [51, 55, 56,
58,59,66,67]. Hiratani ve arkadaglar kalip-fonksiyonel monomer oraninin geciktirilmis
ilag salimi igin yUksek afiniteli nanooyuklara sahip molekuler baskilanmig hidrojellerin
elde edilmesine etkisini incelemislerdir [68]. Puoci ve arkadaslari sulfosalazinin
kontrolli salimi igin ¢Okturme polimerizasyonu ile molekuler baskilanmis polimerler
hazirlamiglardir [69]. Liu ve arkadaslar fare modelde laminektominin ardindan
epidural yara yapismalarini onlemek Uzere Mitomisin C polietilen glikol kontrolll
salim filmi tasarlamiglardir [70]. Puoci ve arkadaslari yigin polimerizasyonu ile
kontrolli ilag salimi igin 5-florourasil baskilanmis dlzensiz ve sismeyen

mikropartikuller sentezlemislerdir [71].

Bu tez calismasinda Mitomisin C kontrolli salimi icin MAGA fonksiyonel monomer
kullanarak Mitomisin C baskilanmis PHEMA temelli kriyojel membranlar
hazirlanmistir. Karakterizasyon ve salim g¢aligmalarina ait sonuglar asagida

verilmigtir.

4.1. Karakterizasyon Caligmalari
Mitomisin C baskilanmis kriyojel membranlarin Uretilmesi i¢in kullanilan fonksiyonel

monomer MAGA’niIn yapisi Sekil 4.1°de verilmigtir.

Sekil 4.1. N-Metakriloil-(L)-glutamik asitin (MAGA) kimyasal yapisi.

Mitomisin C baskilanmis kriyojeller opak, stingersi ve elastik bir yapiya sahiptir.
Gobzeneklerde bulunan su kriyojel elle sikigtinldiginda kolaylikla
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uzaklagtirilabilmektedir. Sikistinlmis bir parca kriyojel tekrar suya atildiginda
sismekte ve orjinal boyutunu ve yapisini 1-2 saniye igerisinde tekrar kazanmaktadir.
Hazirlanan membranlarin optik fotograflar Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. Mitomisin C baskilanmig kriyojel membranlar.

Sekil 4.3'te PHEMA kriyojellerin (mor) ve MAGA igceren Mitomisin C baskilanmig
kriyojellerin (kirmizi) FTIR spektrumlari verilmistir. 1652 cm™ civarinda gdzlenen bant
MAGA’nin amit ve karbonil titresim banina aittir. Ayrica 3300 cm™ civarinda gdzlenen
karakteristik -OH bantlari yapidaki hidroksil oraninin artmasi nedeniyle genislemigtir.

Bu veriler yapiya MAGA’nin girdigini onaylamaktadir.

0.30-
0.25-
0.20-

0.15-

Absorbans

0.10°

0.05-

Dalgasayisi, cm™

Sekil 4.3. PHEMA kriyojel ve Mitomisin C baskilanmis kriyojellerin FTIR
spektrumlari.

Mitomisin C baskilanmig stipermakrog6zenekli PHEMA temelli kriyojel membranlarin

gdzenek yapisini gésteren SEM gorintuleri Sekil 4.4’de verilmistir. Sekilde géruldugu
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gibi PHEMA kriyojeller gozeneksiz ve ince polimer duvarlarina ve hareketli fazin
akisina olanak saglayan genis ve surekli birbiriyle baglantili gézenek agina (10 -100
Mm capinda) sahiptir. Hareketli fazin gézeneklerden konvektif akisinin bir sonucu

olarak kutle transfer direnci ihmal edilebilir duzeydedir.

Mag= 3.00 KX

00 -
EHT =20.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = L B EHT =20.00kV Signal A= SE1 Sample ID =

Mag= 3.00KX

2
00 -
EHT =20.00 kV Signal A = SE1 Sample ID = - EHT =20.00kV Signal A = SE1 Sample ID =

Sekil 4.4. Kriyojel membranlarin SEM fotograflari.
A. M-Il polimeri: HEMA/MBAAM: 6
B. M-IV polimeri: HEMA/MBAAmM: 18

Cizelge 4.1’de hazirlanan kriyojellerin sisme orani ve makrogézenekliliginin HEMA ve
capraz baglayici orani ve kalip miktari ile degigimi verilmigtir.
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Cizelge 4.1. Mitomisin C baskilanmig kriyojel membranlarin gisme ve
makrogdzeneklilik oranlari.

Polimer Sisme orani % Makrogozeneklilik %
M-0 602.2 46.8
M-I 604.6 55.3
M -1l 613.2 54.8
M-Il 629.6 59.1
M-IV 639.0 73.5

Cizelgede goéruldugu gibi polimerizasyon c¢ozeltisinde c¢apraz baglayici miktarinin
artmasli suyun difizyonunu zorlastirmasi nedeniyle elde edilen membanlarin sisme
oraninda ve makrogdzenekliliginde azalma ile sonuglanmistir. Ayrica MBAAmM
oraninin artmasi yapinin hidrofobisitesinin artmasina neden oldugundan kriyojel

membranlarin sisme orani azalmaktadir.

Mitomisin C baskilanmis kriyojel membranin (M-11) spesifik ylzey alani ¢ok noktali
BET yontemi ile ortalama 25 m?%g olarak bulunmustur. Gézenek boyutu BJH cihazi
ile belirlenmistir. Gdzeneklerin ¢ap1 20 — 245 A araliginda degismektedir ve ortalama
cap 78.2 Adir. Bu da PHEMA kriyojellerdeki makrogdzeneklerin varhigini

onaylamaktadir.

4.2. Kan Uyumlulugu Caligmalari

Mitomisin C baskilanmis kriyojel membranlarin kan uyusabilirligini belirlemek Gzere,
protrombin zamani (PT), aktive edilmis kismi tromboplastin zamani (APTT), fibrinojen
zamani ve trombosit pihtilasma zamani (CT) belirlenmistir. APTT testi, biyomalzeme
yuzeyinde intrinsik pihtilasma faktorlerinin aktivasyonunu ve PT testi ekstrinsik
pihtilagsma faktorlerinin aktivasyonunu gostermektedir. CT testi in-vitro pihtilasma
zamanini gostermektedir. Cizelge 4.2 bu testlerde elde edilen pihtilasma verilerini
Ozetlemektedir.
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Cizelge 4.2. Pihtilagsma zamanlar*.

Test
Malzeme APTT PT CT
Kontrol Plazma 446 +£1.2 18.4+0.8 193+5.2
PHEMA 429+1.3 17.9+0.6 182+4.8
Mitomisin C/PHEMA |41.8+1.4 16.3+1.2 178 5.7

* Herbir sonug 3 paralel ¢alismanin ortalamasidir.

Cizelgeden gorulecedi gibi PHEMA ve Mitomisin C baskilanmig PHEMA temelli
kriyojel membranlarin pihtilasma sudreleri kontrol plazma ile karsilastirildiginda
azalmistir. Ancak bu azalma vicut tarafindan tolere edilebilir orandadir. Bu nedenle
Mitomisin C baskilanmis kriyojellerin kan uyumlulugunun iyi oldugu sonucuna

variimigtir.

4.3. Mitomisin C Salim Caligmalari
4.3.1. Capraz Baglayici Oraninin Mitomisin C Salimina Etkisi

Polimerin c¢apraz baglanma orani ilag salimini etkileyen 6nemli parametrelerden
birisidir. Bu calismada c¢apraz baglayici oraninin etkisinin incelemek Uzere toplam
monomer oraninin %13, baskilanan Mitomisin C miktarinin 12 pmol olarak sabit
tutuldugu M-0, M-I, M-lll ve M-IV polimerlerinde, HEMA/gapraz baglayici orani
siraslyla 4, 6, 10 ve 18 olarak degistiriimis ve Mitomisin C salimi incelenmistir. Elde
edilen sonuglar Sekil 4.5’te karsilastirmali olarak goértulmektedir. Grafiklerden
goraldugu gibi capraz baglayici orani en disuk olan M-IV polimerinin birim zamanda
saldigi ilac miktari daha yuksektir. Bu durum polimerlerin sisme davranislariyla da
uyumlu bir sonuctur. Tum polimerlerde ilk bir saat icerisinde hizli bir ilag salimi
gerceklesmekte ve 400 dakika sonrasinda salim hizi sabit kalmaktadir. Salim
isleminin basinda Mitomisin C salimi sisme kontrolli difizyon mekanizmasi ile
gerceklesmektedir. Mitomisin C baskilanmigs kriyojeller su absorpladik¢a sismektedir.
Daha sonra sisme ve gozenek boyutunun degismesiyle polimerik yapinin Mitomisin
C salim orani da degismektedir. Capraz baglayici MBAAm oraninin artmasi Cizelge
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4.1’de gosterildigi gibi sisme ve makrogozeneklilik oraninin  azalmasi ile
sonucglanmistir. Dolayisi ile Mitomisin C salimi 400 dakikanin ardindan g¢apraz
baglayici orani en ylksek olan M-0 polimerinde 3.6 mg/g olarak gergeklesirken, M-Il
polimerinde 4.2 mg/g, M-Il polimerinden 4.7 ve M-IV polimerinde 4.8 mg/g Mitomisin
C olarak gerceklesmistir.
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Sekil 4.5. Farkli oranlarda ¢apraz baglayici oranina sahip Mitomisin C baskilanmis
kriyojel membranlardan ila¢ salimi. (HEMA/MBAAm orani: M-0: 4, M-11:6, M-III: 10,
M-1V: 18)
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4.3.2. Kalip Molekul Miktarinin Salima Etkisi

Polimerizasyon karisimina eklenen kalip molekdl miktari da salim c¢alismalarinda
onemli bir parametredir. Eklenebilecek en vyuksek kalip miktarinin asilimasi
durumunda kalip molekuller polimer zincirlerinin buyumesini ve dolayisiyla polimerik
yapinin olusmasini engelleyebilir. Bu galismada kalip Mitomisin C miktarinin salima
etkisini incelemek Uzere toplam monomer orani %13 ve monomer ¢apraz baglayici
orani 6 (mol/mol) olarak sabit tutulan; M-I ve M-Il polimerlerinde, baskilanan kalip
molekul miktari sirasiyla; 6 ve 12 umol olarak degistirilmistir. Sekil 4.6’da kalip

molekul miktarinin ila¢ salimi Gzerindeki etkisi gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. Baskilanan kalip molekil Mitomisin C miktarinin Mitomisin C salimina
etkisi. (Mitomisin C miktari; M-I: 6 pmol ve M-II: 12 umol)

Sekilden de goraldigu gibi kalip Mitomisin  C miktarinin artmasi, kriyojel
membranlardan salinan Mitomisin C miktarini artirmistir. Polimerizasyon karisiminda
kalip miktarinin artmasi yapida kalip molekil Mitomisin C’ye uygun kavitelerin
sayisinin artmasi demektedir. Dolayisiyla daha fazla Mitomisin C molekull yapiya
girmekte ve salim daha ylksek miktarda gerceklesmektedir. Burada 6 pmol
Mitomisin C yuklenen M-I polimerinde yaklasik 30 saat sonunda Mitomisin C salimi
2.8 mg/g, 12 ymol Mitomisin C yuklenen M-Il polimerinde ayni slrede salim 4.9
mg/g’dir. Kalip molekil miktari daha fazla artirildiginda kriyojel membranlarin elde

edilmesinde sorunlar yasanmistir.
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4.3.3. Yiiklenen ilag Miktarinin Salima Etkisi

llag saliminda diger bir énemli etken polimerik sisteme baslangigta yiiklenen ilag
miktaridir. Bu c¢alismada yuklenen ilag miktarinin Mitomisin C salimina etkisini
incelemek Uzere monomer gapraz baglayici mol orani 6 ve kalip molekul miktari 12
pmol olarak sentezlenen M-Il polimeri kullanilmigtir. M-Il polimerine U¢ farkli
derisimde ilag yuklemesi yapilmistir. Yikleme 0.4 mg/mL stok Mitomisin C
¢Ozeltisinden seyreltilerek hazirlanan 0.1, 0.2 ve 0.4 mg/mL derigimlerindeki
Mitomisin C ¢ozeltilerinde yapilmigtir. Sekil 4.7°de farki ilag derisimlerinde yapilan

yuklemenin Mitomisin C salimina etkisi gosteriimektedir.

g 0.1 mg/mL
ilag yliklemesi
=== 0.2 mg/mL

2 - = = - ilag yliklemesi

0.4 mg/mL
O ——— ilag yiiklemesi

Salinan llag Miktari,
(mg mito. C/g polimer)
w

X T T T 1

0 500 1000 1500 2000
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Sekil 4.7. Mitomisin C yUkleme miktarinin Mitomisin C salimina etkisi. Calisilan
polimer; M-II.

Dikkat edilecegi gibi ilag yukleme miktarinin artmasi ile birlikte salim hizi da
artmaktadir. Bu sonug polimerik sisteme yuklenen ilag miktarinin artmasi ile derisim
gradyentinin olusmasi ve bdylece Mitomisin C’nin kriyojel disklerden diflizyonu igin
surucu kuvvetin artmasi ile agiklanabilir. Yaklagik 30 saatlik salim suresi boyunca 0.4
mg/mL Mitomisin C yuklenen kriyojel membranlardan 4.9 mg/g (yuklenenin 88 %
kaci), 0.2 mg/mL Mitomisin C ylklenen membranlardan 2.1 mg/g (yuklenenin 75 %
kaci), 0.1 mg/mL Mitomisin C yuklenen membranlardan 1.3 mg/g (yuklenenin 64 %

kaci) Mitomisin C salimi gergeklesmistir.
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4.4. Mitomisin C Baskilanmig Kriyojel Membranlardan Mitomisin C Saliminin
Matematiksel Analizi

Sisme kontrollU sistemlerde, ila¢ saliminin incelenmesinde gug kanunu esitligi (Esitlik
4.1) kullanilmigtir. Deneysel verilerin (Mt/M« < 0.6 durumunda veya ¢ok kisa bir sure
icin) gu¢ kanunu esgitligine uydurulmasiyla, makromolekuler gevsemenin ilag salim

mekanizmasi Uzerindeki etkisi incelenebilir [67].

F= M/M.. = k. t" (4.1)
M:: herhangi bir t aninda absorplanan veya desorplanan kutle

M..: dengede (t=«) absorplanan veya desorplanan kuitle

k : sistemin yapi ve geometrik 6zelliklerine bagl deneysel hiz sabiti

n : difzyon Usteli

Bu esitlik, ¢dzUcunin polimerdeki genel (sadece Fickian difuzyon degil) transport
davranigini tanimlamak igin kullanilir ve n degerine bagh olarak difizyon

mekanizmasinin taranu agiklar.

Cizelge 4.3. Gu¢ yasasinin difuzyon Usteli ve farkli geometrideki polimerik salim
sistemlerindeki ila¢ salim mekanizmalari [68].

Difiizyon Usteli, n ilag Salim Mekanizmasi

ince Film Silindir Kiire

0.5 0.45 0.43 Fickian Difizyonu

0.5<n<1.0 0.45<n<0.89 | 0.43<n<0.85 Non-Fickian (Anomalous Tasinim)
1.0 0.89 0.85 Case-Il Taginim

Buna goére Mitomisin C baskilanmis PHEMA temelli kriyojel membranlarin salim
kinetiginin analizi yapilmis ve farkli miktarlarda ¢apraz baglayici, kalip ve ilag

yuklemesi yapilan membranlara ait sonuglar agagida verilmistir.
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4.41. Farkli Capraz Baglayici Oranina Sahip Kriyojellerin Matematiksel

Analizi

Yuzde monomer orani ayni olan ve baskilanan Mitomisin C miktari 12 pmol olarak
sabit tutulan dort kriyojel membranin (M-0, M-I, M-Ill, M-IV) monomer/¢apraz
baglayici oranlari degistirilerek salim kinetiginin matematiksel analizi yapilmistir.
Cizelge 4.4'te bu dort polimere ait difzyon Usteli ve k bagil deneysel hiz sabiti
gorulmektedir. Sekil 4.9’a gore hesaplanan n degerlerine gore dort polimerin de salim
mekanizmasinin non-fickian difuzyonuna uydugu gorulmektedir. Polimerik yapidaki
azalan capraz baglayici miktariyla k degerlerinin artigi gorulmektedir. k degerinin
artigl, ¢capraz baglayici miktari disuk daha gevsek yapilarda, ilag salimin daha hizli

gerceklestigini gostermektedir.

0 -
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‘2,5 T T T T T 1
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Sekil 4.9. Farkl ¢apraz baglayici oranina sahip kriyojellerin matematiksel analizi.

Cizelge 4.4. Farkh HEMA/MBAAmM oranlarina sahip MIP kriyojellerin n ve k
degerleri

Polimerin Adi | HEMA/MBAAmM | n K R?

M-0 4 0.5233 0.0481 0.9698
M-11 6 0.5477 0.0512 0.9909
M-11I 10 0.5583 0.0608 0.9845
M-IV 18 0.5687 0.0622 0.9864
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4.4.2. Farkh Kalip Molekil Miktarina Sahip Kriyojellerin Matematiksel Analizi

Yuzde monomer orani ve yapidaki monomer/gapraz baglayici orani sabit tutularak
baskilanan ilag miktari M-I ve M-Il polimeri igin sirasiyla 6 ve 12 pymol Mitomisin C
olarak degistiriimigtir. M-1 ve M-Il polimerleri i¢cin Sekil 4.10’a gore hesaplanan n ve k
degerleri Cizelge 4.5’te gorulmektedir. Hesaplanan degerlere gore her iki polimer de
non-fickian difuzyonuna uymakta ve baskilanan ilag miktarinin artigiyla k degerinin

artig1 gorulmektedir.

0 -
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Sekil 4.10. Farkli kalip miktarina sahip kriyojellerin matematiksel analizi.

Cizelge 4.5. Farkli kalip miktarlarina sahip polimerlerin n ve k degerleri.

Polimer Adi | Kalip molekiil n k R?
Miktar (umol)

M-I 6 0.5811 0.0482 0.9358

M-I 12 0.5477 0.0512 0.9909

4.4.3. Farklh Miktarlarda Mitomisin C Yiiklenmesinin Matematiksel Analizi

Monomer/¢apraz baglayici orani 6, baskilanan ila¢ miktari 12 pymol olan M-I

polimerine 0.1, 0.2 ve 0.4 mg/mL olmak Uzere Ug farkli derisimde ila¢ yuklemesi
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yapilmistir.  Sekil 4.11°e gore hesaplanan n ve k degerleri Cizelge 4.6'da

gorulmektedir. Bu degerlere gore her G¢ durum da non-fickian difuzyona uygundur.

-0,5 A

¢ 0.1mg/mL

In(Mt/Meq)

-2 H 0.2mg/mL

-2,5 - h 0.4 mg/mL
'3 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Int

Sekil 4.11. Farkli miktarlarda Mitomisin C yuklenmesinin matematiksel analizi.

Cizelge 4.6. Farkli derisimde ilag yUklenen M-Il kriyojelinin n ve k degerleri

Yiiklenen ilag Miktar1 | n k R?
(mg/mL)

0.1 0.5917 0.0487 0.9851
0.2 0.5768 0.0498 0.9533
0.4 0.5477 0.0512 0.9909

45



5. YORUM

Sunulan galigmada, kontrollU ilag salimi igin molekuler baskilanmig PHEMA temelli
kriyojel membranlar sentezlenmis ve karakterize edilmigtir. Hazirlanan PHEMA
kriyojel membranlara, calisilan hedef molekul olan Mitomisin C ilagl yuklemesi
yapilmistir. Salim ¢alismalari, vicut sivisina yakin bir ortam olan PBS (pH: 7.4)
¢Ozeltisinde gergeklestirilmistir. Literatirdeki galismalar géz onlne alinarak, ilag
yuklemesi yapilan matriks Ozellikleri degistirilerek, yuklenen ilacin, salim
profilindeki farklilar incelenmistir. Calisma kapsaminda elde edilen deneysel

sonugclar asagida 6zetlenmistir.

% Mitomisin C ile etkilesecek fonksiyonel monomer olarak N-Metakriloil-(L)-
glutamik asit (MAGA) secilmistir. MAGA, L-glutamik asit metil ester ve

metakroil klorariin tepkimesini sonucu sentezlenmistir.

% Mitomisin C baskilanmis (MIP) PHEMA kriyojel membranlarin sentezi, -20

°C sicaklikta, 18 saat sureyle gergeklestirilmistir.

« Molekuler olarak baskilanmis PHEMA kriyojel membranlar monomer ¢apraz
baglayici oranlari degistirlerek doért farkl icerikte hazirlanmistir. M-0, M-1, M-
[l ve M-IV kriyojellerinin HEMA/MBAAmM orani sirasiyla 4, 6, 10, 18 olarak

belirlenmistir.

s Farkll capraz baglayici oranlarina sahip PHEMA kriyojel membranlarin
sisme Ozellikleri ve % makrogdzenekliligi incelenmigtir. Capraz baglayici
miktari en ylksek M-0 polimeri igin sisme orani % 602.2, makrog6zeneklilik
orani % 46.8 iken ¢apraz baglayici miktari en disuk olan M-IV polimerinde
ise sisme orani % 639, makrogdzeneklilik orani % 73.5 olarak bulunmustur.
Elde edilen veriler sonucunda, artan capraz baglayici miktarinin kriyojel
membranlarda % sisme oranini ve % makrogodzenekliligi etkiledigi

belirlenmistir.
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Salim caligmalarinda kullanilan M-Il kriyojelinin spesifik yluzey alanin
belirlenmesi icin ¢ok noktall BET yontemi kullaniimis ve elde edilen ylzey
alani ortalama 25 m?%g olarak bulunmustur. Gdzeneklerin gapi 20 — 245 A
araliginda degismekte ve ortalama c¢ap 78.2 A olarak elde edilmistir. Bu da

PHEMA kriyojellerdeki makrogozeneklerin varligini onaylamaktadir.

PHEMA kriyojel membranlarin ylzey ve yidin yapisi, taramal elektron
mikroskobuyla incelenmistir. SEM fotograflarindan, sentezlenen kriyojellerin
birbiriyle baglantili, 10-100 ym g¢apinda makro gézeneklere sahip oldugu
gorulmektedir. Elde edilen sonuglar, kriyojellerin sahip oldugu hizli sisme
Ozelliginin ve makrog6zenekli yapisinin  agiklanmasinda yardimci

olmaktadir.

flac salimi icin tasarlanan, Mitomisin C baskilanmis PHEMA kriyojel
membranlarin kan uyumlulugu galigsmalari in-vitro olarak yapiimistir. Kan ve
Mitomisin C baskilanmis kriyojeller arasindaki etkilesimde protrombin
zamani (PT); 16.3t1.2, aktive kismi tromboplastin zamani (APTT);
41.8+1.4, fibrinojen zamani ve trombosit pihtilasma zamani (CT); 178+5.7
olarak olgulmastir. Mitomisin C baskilanmis PHEMA temelli kriyojel
membranlarin pihtilagsma sureleri kontrol plazma (PT: 18.4+0.8, APTT:
44.6+1.2, CT: 19315.2) ile karsilastinldiginda azalmistir. Ancak bu
azalmanin vlcut tarafindan tolere edilebilir oranda olmasi, Mitomisin C
baskilanmis kriyojellerin  kan uyumlulugunun iyi oldugu sonucunu

vermektedir.

flac salimini karakterize etmek icin; sentezlenen PHEMA kriyojellerdeki
capraz baglayici, baskilanan Mitomisin C ve kriyojellere ylklenen ilag

miktarlari degistirilerek salim profilindeki etkileri incelenmistir.

Capraz bagdlayici oraninin etkisinin incelemek Uzere toplam monomer

oraninin %13, baskilanan Mitomisin C miktarinin 12 pmol olarak sabit
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tutuldugu M-0, M-I, M-Ill ve M-IV polimerlerinde, HEMA/¢capraz baglayici
orani sirasiyla 4, 6, 10 ve 18 olarak degistirilmis ve Mitomisin C salimi 33
saat sureyle incelenmigtir. Mitomisin C salimi 400 dakikanin ardindan
¢apraz baglayici orani en yuksek olan M-0 polimerinde 3.6 mg/g olarak
gerceklesirken, M-Il polimerinde 4.2 mg/g, M-IIl polimerinden 4.7 mg/g ve
M-IV polimerinde 4.8 mg/g Mitomisin C olarak gerceklesmistir. Capraz
baglayici miktarinin artmasiyla salim hizinin ve miktarinin azaldigi

gOzlenmistir.

Kalip molekll miktarinin salima etkisini incelemek Gzere toplam monomer
orani %13 ve monomer g¢apraz baglayici orani 6 (mol/mol) olarak sabit
tutulan; M-I ve M-Il polimerlerinde, baskilanan kalip molekll miktari
siraslyla; 6 ve 12 pymol olarak degistiriimistir. Elde edilen sonuglara goére, 6
pmol Mitomisin C yuklenen M-I polimerinde yaklasik 30 saat sonunda
Mitomisin C salimi 2.8 mg/g, 12 pmol Mitomisin C yuklenen M-I
polimerinde ayni surede salim 4.9 mg/g’dir. Baskilanan kalip molekulin
artmasi, kriyojeller membranlarda Mitomisin C’ye 6zgu kavitelerin sayisini
arttirmistir, buna bagl olarak polimere daha fazla Mitomisin C molekull

girmis ve salim miktarinin da arttig1 gézlenmistir.

Yuklenen ilag miktarinin Mitomisin C salimina etkisini incelemek Uzere
monomer ¢apraz baglayici mol orani 6 ve kalip molekul miktari 12 pmol
olarak sentezlenen M-Il polimeri kullaniimigtir. M-Il polimerine, 0.1, 0.2 ve
0.4 mg/mL derisimde ilac yiklemesi yapilmistir. ilag yiikleme miktarinin
artmasi ile birlikte salim hizin da arttigi gozlenmistir. Yaklasik 30 saatlik
salim suresi boyunca 04 mg/mL Mitomisin C ylklenen kriyojel
membranlardan 4.9 mg/g (yuklenenin %88’i), 0.2 mg/mL Mitomisin C
yuklenen membranlardan 2.1 mg/g (yuklenenin %75’), 0.1 mg/mL
Mitomisin C yuklenen membranlardan 1.3 mg/g (yUklenenin %64’0)
Mitomisin C salimi gergeklesmistir. Bu sonug, polimerik sisteme ytklenen

ilag miktarinin artmasi ile derisim gradyentinin olusmasi ve boylece
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Mitomisin C’nin kriyojel disklerden difuzyonu igin suricu kuvvetin artmasi ile

aciklanabilir.

Mitomisin C baskilanmis membranlarin ilag salimi, glg¢ yasas! olarak da
ifade edilen, Fickian esitligi kullanilarak matematiksel olarak analizi
edilmistir. Elde edilen ilag salim mekanizmasini belirleyen ‘n’ salim usteli,
tim salim calismalarinda 0.5 ile 1 arasinda bulunmustur. Bu degerler
arasinda kalan ‘n’ degeri gug¢ yasasina gore, salimin non-fickian kanuna
uydugunu gostermektedir. Salimin bu kanuna uymasi, PHEMA kriyojel
membranlardan Mitomisin C salimini kontrol eden sistemin, sisme ve
difizyon kontrolli salimin bir karigimi oldugunu belirtir. Glg¢ yasasindan
elde edilen ve difuzyon Usteli olarak ifade edilen ‘k’ degeri, kriyojel
yapisindaki monomer ¢apraz baglayici oranin ve kalip molekul miktarlarinin
artmasiyla artmistir. Bu sonug, salim ¢aligmalarindan elde edilen deneysel

verilerle uyusmaktadir. .
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