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Ozet: Mevcut calismada, potansiyel bir ilag dagitim sistemi olarak hiimik maddeler kompleksinin (HC) sulu
seyreltilerinin optik 6zelliklerini incelemek icin dinamik 1sik sagilimi ve floresans spektroskopisi yontemleri
uygulandi . Himat solisyonundaki supramolekuler yapilar , kuru madde konsantrasyonunda bir azalma ile
partikil boyutunda azalma egilimi gésteren mikron alti araligin monodispers sistemleri olarak karakterize
edildi. Uzerinde calisilan sulu HC seyreltilerinin hafif alkali ortami (8.3) , 400 ila 500 nm arasindaki bélgede
belirgin bir maksimum floresans olmamasina neden olur . Bununla birlikte, 2Aex = Aem'de analitik olarak
anlamli, konsantrasyonla ters orantili ikinci dereceden sagilma (SOS) sinyalinin varligi gosterilmistir. Antiviral
maddeler mangiferin ve favipiravir érneklerinde, himik kompleksin bir ilag tasiyicisi olarak kullaniimasinin
¢ozUnurlagu birkag kat artirmayi ve ayni anda daha kuguk bir dagilmis faz pargacik boyutuna sahip bir
sistem elde etmeyi mumkuin kildigi gésterilmistir. HC'nin mangiferin ve favipiravir ile etkileserek kararli
yapilar olusturabildigi ve bunun da HC SOS spektrumlari Gzerindeki SOS yogunluklarinda énemli bir
azalmaya yol actigi gosterilmistir. Sagilma dalga boylari, Aex/ Aem, sirasiyla mangiferin igin 350 nm/750 nm
ve favipiravir i¢cin 365 nm/730 nm'de kaydedildi.

Sacilma yogunluklarindaki (I0/1) artislarin, belirli bir konsantrasyon araliginda antiviral bilesenlerin
konsantrasyonuyla orantili oldugu ortaya ¢ikti.

Anahtar Kelimeler: hiimik madde; Ila¢ dagitim sistemi; nanoparcaciklar; antiviral ilaclar; mangiferin;
favipiravir; ikinci dereceden sagilma séndirme

1. Girisg

Hedefli ilag dagitimi, kimyagerler ve farmakologlar icin yeni bir arastirma ve Gretim
gorevi olmaktan cok uzak , ancak yine de ¢ok alakal gérinuyor; Etkili ilag dagitim sistemlerinin
tasarimi ve sentezi, tip ve saglik hizmetleri icin hayati 6neme sahiptir [1].
Genel olarak, tastyici molekdller, Gcretsiz terapétiklerin sinirlamalarinin Gstesinden
gelmelerine ve farkli seviyelerde biyolojik engelleri asmalarina izin veren nanometre dogrusal
boyutlari ile karakterize edilir [2]. Nanosistemler ¢esitli morfolojilerle temsil edilir:
nanokapsuller, nanokureler, lipozomlar, dendrimerler, hidrojeller, vb., ancak yapisindan
bagimsiz olarak hepsinin amaci terapétiklerin toksisitesini azaltmak ve zayif biyoyararlanim
ve dusuk doku absorpsiyonunun ustesinden gelerek bunlarin dagitimini iyilestirmektir [3-
6]. Dagitim sisteminin se¢imi, nihai truntn 6zelliklerini biyuk 6lcude belirler. Yapay
malzemelerle karsilastirildiginda, dogal malzemeler biyouyumluluk, kolay erisilebilirlik ve

modifikasyon acgisindan ustunltk gosterir, genellikle disuk toksisiteye ve potansiyel olarak uygun farr
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Bununla birlikte, ilag tasiyicilari olarak dogal polimerlerin muazzam potansiyeli hala yetersiz temsil
edilmektedir ve daha fazla ilgiyi hak etmektedir [1].

Dogal polimerler arasinda, dogal kalintilarin ¢tirimesi sonucu karasal toprakta, dogal sularda
ve tortullarda yaygin olarak bulunan hiimik maddeleri iceren hiimik asitlerin (HA'lar) makromolekulleri
ayirt edilebilir [9]. HA'larin karmasik ve heterojen dogasi, kimyasal bilesimlerinin dogru bir sekilde
karakterize edilmesini engellese de, bu karbon iceren bilesiklerin, ana fonksiyonel gruplar olarak
karboksil ve fenol ile esnek dogrusal polimerler oldugu kabul edilir, bu nedenle n6étr pH'ta HA'larin
olustugu bilinmektedir. hidrofobik etki ve molekiiller arasi hidrojen baglari ile stabilize edilmis
kimeler [10]. HA polimerlerindeki ¢evresel gézeneklerin, klatrat tipi bir dizenlemede dogal ve
sentetik organik kimyasallari barindirabilecegine inanilmaktadir. [11]' e gére , Has gibi biyomalzemeler,
cesitli ilagc kombinasyonlarinda ¢ézinarligu, gecirgenligi ve ¢dziinmeyi uzatir . Ornegin, [12]' de,
karbamazepinin biyoyararlanimi, himik maddelerle kompleks olusumu yoluyla iyilestirildi,
ketokonazolin ¢6zlinme hizi, misellesme dogasi [13], himik asit tuzlari ve papaverin arasindaki
etkilesim nedeniyle humik asitle bir kompleks icinde 6nemli élctide artti. hidroklortr, benzoheksonyum
ve B-grubu vitaminleri deneysel olarak [14]'te kesfedilmistir, vb.

Ayni zamanda, HA'lar basitce aktif bir ilacin inert bir tasiyicisi olarak kabul edilemez;
bu bilesikler, farmakolojik aktivitelerinin cesitliligi acisindan olaganustidir ve siklkla
verilen terapétikler tzerinde guclendirici bir etkiye sahip olabilir [15]. Hem ciplak hem de
zarfli DNA viruslerine karsi HA aktivitesi, Coxsackie A9 virtsu, Influenza A virtsa, Herpes
simpleks virGsu tip 1, immun yetmezlik virsu tip 1 ve tip 2 ve sitomegaloviris [11] ile 6n in
vitro ¢alismalarda kanitlanmistir. HA'larin yeni bir siddetli akut solunum sendromu olan
koronavirus 2'ye (SARS-CoV-2) [16] karsi yakin zamanda belirlenen spesifik virtsidal
aktivitesi, bu dogal polimerleri 6zellikle ilgi ¢ekici hale getirmektedir, ¢linki HA'lar ayni
anda antiviral ilaglar icin bir tasima sistemi olarak hareket edebilir ve ayni zamanda kendi
aktif 6zelliklerinden dolayi terapétik etkilerini arttirirlar. Bu, aktif iceriklerinin dusik
¢ozunarltk/gecirgenlik nedeniyle oral biyoyararlaniminin zayif olmasina ragmen, su anda
piyasada bulunan antiviral ilaclarin cogunun oral tabletler oldugu gercegi géz 6énune alindiginda 6:
Bu nedenle, antiviral ilaglarin HA'lar gibi gelismis dagitim sistemlerine yiklenmesi, yukarida belirtilen
dezavantajlarin tstesinden gelinmesine yardimci olabilir.

Bu makale , HA kompleksi ile farkli molekuler yapilara sahip iki antiviral farmasétik
arasindaki etkilesim stirecini agiklayan bazi yeni sonuglar sunmaktadir . Ilki, favipiravir (5-
floro-2-okso-1H-pirazin-3-karboksamid), nihayetinde viral transkripsiyonu 6nleyen RNA'ya
bagimli RNA polimerazi baglama ve inhibe etme yetenegine sahip sentetik bir ilag ve bir
nukleosid analogudur. ve ¢cogaltma. Favipi ravir, bazi COVID-19 vakalarinda iyi iyilesme
g0sterdi [18], ancak optimal uygulama zamanlamasi, dozaji ve tedavi stiresi dahil olmak
tizere koronavir(s icin bir terapi olarak tam potansiyeli heniiz belirlenmedi [19-21]. Ikincisi,
mangiferin (1,3,6,7-tetrahidroksi-C2-3-D-glukozit), cesitli cinslerin yiksek bitkilerinde 6énemli
bir seviyede bulunan bir ksanton glukozittir ; ¢esitli bozukluklarda farkh oksidatif
mekanizmalar tGzerinde immun module edici etkilere sahiptir [22]. Rusya Federasyonu'nda
bu madde, Alpizarin® adi altinda Herpes simpleks tip 1 ve 2, Herpes zoster, Varicella zoster
ve sitomegalovirUsler. Koronavirus tedavisine gelince, mangiferin, SARS-CoV-2 icin gticlu
bir molekuler reseptdr olan anjiyotensin dénudsturici enzim 2 ile siliko baglanma afinitesi
gosteren fenolik bilesiklerden biriydi [23,24].

Ek olarak, mangiferinin, makrofajlarda NLRP3 inflamatuar aktivasyonunu inhibe ederek akciger
hasarina ve inflamatuar cevaba karsi korududu icin, solunum yolu enflamasyonunu tedavi etme ve
yoénetme konusunda Umit verici bir terapétik etki sagladigr bulunmustur [25,26].

Bu ila¢ maddeleri, sinirl ¢6ztnurlikleri nedeniyle her ikisinin de verilmesinin zor olmasi ve
yaygin organik ¢ozulculer ve su ile formule edilmelerinin zor olmasi agisindan birbirine yakindir [27].
Mangiferin, biyofarmasotik siniflandirmayi takiben, dusiik ¢cézinurlige ve diistk biyoyararlanima
sahip bir sinif 1V bilesik olarak siniflandirilabilir [28]. Belirli ¢6zinarlk-
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nanoemuilsiyonlar, fosfolipid kompleksi, siklodekstrin inkliizyon kompleksi ve lipozom gibi teknolojiler,
mangiferinin ¢éziinmesini ve biyoyararlanimini artirabilir, ancak ¢ok sayida eksipiyan, potansiyel
toksisite sorunlarina yol agabilir [29]. Favipiravir ayrica zayif suda ¢6zinurlige sahiptir, ancak in vitro
calismalardan elde edilen verilere gore, sinif I bilesiklerin bir temsilcisi olarak kabul edilebilir [17,30].
Oral uygulamada , %90'dan fazla biyoyararlanima sahip olarak iyi emilir; bununla birlikte, yliksek
dozlarda oral uygulanan tabletler (3600 mg/gtin) yan etki riskini artirabilir [27,31].

Bu nedenle, favipiravir veya mangiferinin ¢ok yonlua, distk toksik bir dagitim sistemi olusturmak igin
basit ve etkili bir yaklagsimin gelistiriimesi gerekir. Bu amaglar icin, HA'larin dogal makromolekallerini
kullanmayi éneriyoruz, ¢iinkd bunlar konuk molekdller i¢in ortamin modifikasyonunu saglayarak
Ozelliklerini degistiriyorlar.

2. Gereg ve Yontemler 2.1.

Reaktifler 2.1.1. Sahip olmak

VimaVita sirketinin (LLC System BioTechnologies, Moskova, Rusya) patentli
teknolojisine gore alcak arazi turbasindan izole edilmis sivi konsantre himik-fulvik
asit kompleksi kullandik. Aritilmis su ve aktif bilesenleri (HA'lar, himatomelanik
asitler, fulvik asitler ve himik maddelerin yapisal analoglari ) iceren konsantre huimik
kompleks (HC), lignin iceren ham maddelerin oksidatif-hidrolitik bozunmasi ve
ardindan yuksek yogunluklu akustik temizleme ile elde edildi. Test hazirligi, pH =
7,98 £ 0,1 ve kuru madde igerigi 7,34-10 2 g/mL olan konsantre koyu kahverengi
viskoz bir siviydi [16]. Antiviral ilaglar icin bir dagitim sistemi olarak himik kompleksin
ozelliklerini incelemek icin, orijinal preparasyon kullaniimadi, hacimce 1:500 ila
1:3000 oranindaki sulu seyreltileri kullanildi. Seyreltme icin, Milli-Q® saflastirma
sistemi (Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilarak elde edilen yiksek dizeyde
saflastirilmis su kullanildi . Arastirilan tim ¢Ozeltiler, oda sicakliginda 24 saatten fazla saklant

2.1.2. Sigir Serum Albimini (BSA)

Kuguk, kararli ve orta derecede inert protein BSA, bir koloidal dagihm referansi
olarak kullanildi (CAS 9048-46-8, molekuler agirlik 66 kDa, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, TX, ABD). Solisyonun konsantrasyonuna bagli olarak flioresan sondirmeyi
incelemek ve dispersiyon bilesimini degerlendirmek i¢cin numuneler, kuru BSA'nin
maksimum 10 mg/mL konsantrasyondan baslanarak suda (Milli-Q® saflastirma sistemi)
¢ozulmesiyle hazirlandi.

2.1.3. Farmasotik Maddeler

HC'ye dayali dagitim sisteminin islevselligi, iki antiviral madde - favipiravir (LLC "CHROMIS",
Moskova, Rusya) ve Pharmcenter VILAR CJSC (Moskova, Rusya) tarafindan Uretilen mangiferin
kullanilarak belirlendi. Her iki madde de tim kontrol asamalarindan gecti ve uygun kalitedeydi. Test
edilen maddeler i¢in sollisyon konsantrasyonu dizenleyici belgelerde sunulan ¢ézlnurltk degerlerine
gore secilmistir: sirasiyla suda az ¢ézinur (100-1000 mL/g) ve pratik olarak ¢c6ziinmez ( 10.000 mL/
g'den fazla) favipiravir ve mangiferin.

2.2. Floresan ve Sagilma Spektroskopisi
Floresan spektroskopi yontemi, seyreltme sirasinda albamin ve himik
kompleksin kolloidal sistemlerinin 6zelliklerinin karsilastirmali bir calismasi icin ve
ayrica aktif maddelerin bir dagitim ile etkilesimi sirasinda ikinci dereceden saciima
(SOS) sdndurme olgusunu incelemek icin uygulandi. humatlara dayal sistem.
Floresans él¢umleri, iki ultra hizli tarama monokromatérti ile bir Cary Eclipse
spektroflorometre (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, ABD) tzerinde 1 cm'lik
bir kuvars hicre kullanilarak yapildi . Uyarma ve emisyon yariginin genisligi 5 nm'de
ayarlandi. Heyecan verici dalga boylari literattr verileri ve analiz sonuclari dikkate alinarak se
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absorpsiyon spektroskopisi ydontemiyle (Cary 60, Agilent Technologies, Inc.,
ABD) [32,33] test b|Ie§|kIer|n|n Uyarma ve emlsyon/sagllma dalga boylarl
sirastyla HC Aex BSAAex ,;gé‘%ﬂiﬁvw Aem-/sosdcindia— fox o e,

Aex 350 nrwe
mangiferin Asos 700 nm

2.3. Dinamik Isik Sacilimi (DLS)

GO6zUinmus antiviral ilaglarla albimin, himik kompleks ve HC'nin koloidal
sistemlerindeki nanopartikullerin boyutunu 6lcmek icin dinamik i1sik sacilimina dayah
bir Zetasizer Nano ZSP (Malvern Panalytical, Worcestershire, BK) kullanildi. Bu
amacla, sirasiyla HC icin 1,47 x 10 4ila2,45x10 5g/mLveBSAicin1x10 2ila
1x10 5 g/mL konsantrasyonlara sahip kolloidal polielektrolit nanopartikillerin
sulu dispersiyonlari hazirlandi. tedarikli. Test edilen maddelerin deneyde elde
edilmesi mimkun olan maksimum konsantrasyonlarda (mangiferinicin 1 x 10 4 g/
mL ve favipiravir icin 2x 10 3 g/mL) HC icindeki ¢ozeltileri de incelenmistir. nanoyapilarin ve
1 mL numune ile doldurulmus tek kullanimlik polistiren kivetler kullanildi. Her boyut

tespiti icin, Ug tekrarh 6lcum yapildi ve ortalama boyut degeri hesaplandi. Her dlcim
12 calismadan olusuyordu. kirilma indisi degeri

1.334 idi.

2.4. Veri Isleme Veri

analizi,n 3 bagimsiz deneyden elde edildi ve ortalama + standart sapma (SD) olarak sunuldu.
Veri isleme ve ¢izim, OriginPro 2017 (OriginLab, Northampton, MA, ABD) yazihmi kullanilarak
gergeklestirildi.

3. Sonuglar ve tartisma

3.1. HC'nin Sulu Seyreltmelerinin Supramolekuler Yapisinin DLS Yontemi ile Dispersiyon Analizi

Bu calismanin amaci, seyreltik himik soltsyonlarda bile ¢6zUnmus ilaclarla kararli bir
sistem olusumunun mumkun oldugunu sivi bir himik kompleks 6rnegi GUzerinde géstermekti.
Teknoloji, 6zellikle parcacik boyutu optimizasyonu ve konsantrasyon yukseltici konularinda,
ayni maddelerin sulu ¢ozeltilerine kiyasla ilag dagitiminda belirli avantajlar saglamalidir .
Bunu yapmak i¢in, HC'nin baslangig konsantrasyonu, agizdan uygulamaya hazir bir ¢ozelti
elde etmek icin Ureticinin talimatlari dogrultusunda su ile seyreltildi.

Deney icin uygun bir dilisyon secerken, bunu HC'nin daha 6nce belirlenen [16]
fizikokimyasal ve virisidal 6zelliklerine dayandirdik ve ek olarak , seyreltmeye bagli
olarak degisen bitmis dispers sistemin boyutsal 6zelliklerini de g6z 6ninde
bulundurduk. Bu nedenle, bir ortamda rastgele hareket eden makromolekullerin
boyutunu belirlemek icin yaygin olarak kullanilan dinamik isik sacilimi ydntemi (foton
korelasyon spektroskopisi) kullanilarak [34,35], hiumik kompleksin parcaciklarinin
capinin seyreltme ile azaldig1 gosterilmistir. (Sekil 1).

Bu sonug, himik maddelerin molekuler ve supramolekdler yapisina iliskin cagdas kavramlari
dogrulamaktadir: bunlar, makromolekuler polimerler degil, daha ziyade, buytk 6l¢tide hidrofobik
dispersiyon kuvvetleri tarafindan bir arada tutulan nispeten kii¢ik heterojen molekiller tarafindan
kendiliginden bir araya getirilen, gértnirde blyuk boyutlu Ust yapilardir [36,37].

Baska bir uyumlu teori, amfifilik hiimik molekdllerin i¢ hidrofobik bolgeleri ve dis hidrofilik
bélgeleri ile miseller olusturarak hiimik molekdullerin strfaktan benzeri bir agregasyonunu tarif eder
[38]. Amfifilik dogasI nedeniyle, humatlar sulu bir ¢dzelti icinde kendiliginden organize olma
egilimindedir ve sentetik ylzey aktif maddeler tarafindan olusturulanlara benzer misel benzeri yapilar
olusturur. Bununla birlikte, hiimik miseller 6zdes monomerlerden degil, farkli molekuler boyutlardaki
cesitli tarlerden olusur [39].
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Sekil 1. HC dilisyonlarinin (v/v) nano dagilimindaki parcacik boyutu dagihmi: kirmizi—
1:500 (14,7 x 10 3 g/mL); turuncu—1:1000 (7,34 x 10 3 g/mL); mavi—1:1500; yesil—
1:2000 (3,67 x 10 3 g/mL); siyah—1:2500 (2,94 x 10 3 g/mL); mor—1:3000 (2,45%x 10 3
g/mL); Konsantrasyona (g/mL) pH bagimliligr ekte gosterilmistir.

Sekil 1'den, himik kompleks seyreltildiginde, bir sira icinde bile, supramolekuler
yapinin daha kucguk parcaciklarin salinmasiyla bozuldugu sonucu ¢ikar. Boylece,
konsantrasyonun 1,47 x 10 4 (1:500)'den 2,45 x 10 5 (1:3000) g/mL'ye dismesi,
mevcut pargaciklarin capinda 150 nm azalmaya yol agar . HC'nin 1 ila 2000 (3.67 x
10 4 g/mL) hacim oraninda seyreltilmesi, monomodal bir dagilimi korurken en kuguk
parcacik boyutuna (d = 296 + 23 nm) karsilik gelir; muteakip seyreltmeler (1:2500,
1:3000), belirgin iki maksimum boyuta sahip bir ¢coklu dagihm sistemi verir.

Parcacik boyutunda azalma egilimini korurken monodispersite, bir ilag tasiyici
sistem olarak kabul edilen humik kompleksin acik bir avantajidir. Bu nedenle, érnegin,
hamik maddeler gibi proteinler, ancak yapilarinda amino asit molekullerinin iyonize
kalintilarinin mevcudiyetinden dolayi, sulu poli elektrolit ¢ozeltilerinde ortak olan bazi
Ozellikler sergilerler [40]. Sonug olarak, geleneksel tedavinin ¢esitli sinirlamalarinin
Ustesinden gelen potansiyel ila¢ dagitim sistemleri olarak da ortaya cikabilirler [41,42].
Ancak, BSA'nin standart bir koloidal ¢6zeltisinin su ortamindaki davranisini
arastirirken , protein ¢ozeltisinin dagilim stabilitesi ve parcacik boyutu dagilimi
hakkinda sorgulandik [43].

BSA, bircok yaygin globuler protein gibi, yaklasik 7 nm'lik bir monomer capiyla
hidrodinamik boyut olarak ¢ok kuguktur [44]. Dinamik 1sik sacilimi verileri, ilk protein
¢Ozeltisinde 10 nm'den daha kucuk parcaciklarin varligini dogruladi, ancak ayni
zamanda protein ¢ozeltisinde iki sira seyreltmeden sonra ortaya ¢ikan agregalarin
varhgini da belirledik (Sekil 2).

flk albiimin ¢ozeltisi (1 x 10 2 g/mL) pratik olarak nétr bir pH degerine sahiptir;
ancak ¢ozelti sirayla seyreltildiginde, proteinin yetersiz tampon kapasitesi nedeniyle
ortamin asitlenmesi gozlenir. izoelektrik noktaya yaklastikca (IEPBSA = 4.5-5.0),
protein molekulinin negatif yikl yavas yavas nétralize olur ve bu da sistemin
agregatif stabilitesinin kaybina yol acar [45]. Sekil 2'de gosterildigi gibi, pH 7.0'da,
stoktaki solusyonda, hidratl BSA molekdlleri, elektrostatik itmeler nedeniyle
toplanmaz ve 2 ve 24 nm'lik bir boyut dagihmina sahiptir; bu, tek tek BSA molekullerinin
boyutu ve sekliyle karsilastirilabilir (14 nm x 4 nm x 4 nm) [46]. pH 5.40'ta, maksimum
seyreltmede, DLS, BSA molekullerinin toplandigini ve ¢coklu boyut dagilimlari gésterdigini ort
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Sekil 2. Protein konsantrasyonuna (g/mL) bagli olarak BSA kolloid sisteminde partikil boyutu
dagilim: kirmizi ¢izgi—1 x 10 5(0,15 p M), siyah ¢izgi—1 x 10 2 (150 p M); Konsantrasyona (g/
mL) pH bagimliligi ekte gosterilmistir.

Himik kompleksi 1:100 ila 1:10.000 araliginda seyreltirken, ¢ézeltinin pH'inda herhangi bir
degisiklik olmaz - 8.33'luk sabit bir deger kalir (Sekil 1). Bu nedenle, BSA'dan farkli olarak hiimik
maddelerin yapisal 6zellikleri, seyreltme sirasinda pH degerini stabilize etmeyi ve tek dagilimli bir
sistem olusturmayr mimkun kilar : HC'nin seyreltmeleri, I, %—d, nm egrisi Uzerindeki maksimum
dagilimin sola dogru kaymasini gésterir. negatif {-potansiyelinin mutlak degerindeki bir artis ise
kararlihgin korundugunu gdsterir [16]. Bunun nedeni, polielektrolit ¢ézeltilerinin diflizyon
tabakasindaki karsi iyon konsantrasyonundaki azalma nedeniyle cift elektrik tabakasinin
kalinligindaki bir artig olabilir [16]. Elde edilen sonuglar, himik maddelerin bir ilag verme sistemi
olarak kullanimlari acisindan avantajlarini dogrulamayr mamkan kilmaktadir .

3.2. HC Supramolekuler Yapilarin Cozeltilerinde Floresans ve Sa¢ilma Séndirme

Spektral yontemler, ilaclarin disik konsantrasyonlarda baglanma afinitelerini ortaya
cikarmak icin guclii bir aractir. Ozellikle floresan séndiirme teknigi, yiiksek hassasiyeti, tekrar
uretilebilirligi ve goreceli kullanim kolayligi nedeniyle baglanma afinitelerini 6lcmek ve molekuler
etkilesimleri izlemek icin bir yéntem olarak kabul edilir [47]. Bu nedenle, konsantrasyon floresan
sondlirme, kuantum noktalari, protein etkilesimleri, bir ligand-reseptér bagi olusumu,
nanopargaciklarin olusumu, lipozomlar vb. calismalarinda kullanilir [48-50]. Bununla birlikte, bu
yaklasimi himik komplekse dayali calisilan tasima sistemine uygulamak icin, kullanilan saf suyun
yani sira ¢ozicunun kendisinin ve sulu seyreltmelerinin floresan 6zelliklerini karakterize etmek
gerekir. Himik maddelerin, cogunlukla polifenolik yapiya sahip bilesikler olarak, 380 ila 480 nm
[51-53] araliginda uyarilma Uzerine floresan yayma yetenegine sahip oldugu bilinmektedir.
Humatlar s6z konusu oldugunda spektrumdaki emisyon bandinin yogunlugu ortamin pH'ina
bagldir: fenollerin cogu noétr veya asidik bir ortamda flioresan verirken, alkalin bir ortamda
fenolik hidroksillerin deprotonasyonu fliioresan olmayan fenolat iyonlarinin olusumuna yol agar .
Bu nedenle, dnceki calismada, sulu seyreltileri 6 tnitenin altinda sabit bir pH degerine sahip olan
fulvik asitlerle yapilan bir deney sirasinda bu fenomeni gézlemledik ve floresans spektrumunda
460 nm bdlgesinde belirgin bir yogun maksimum goézlendi [16] . . HC su seyreltmeleri durumunda,
calisma pH araligi 8 birimden fazladir. Sekil 3'ten de gortlebilecegdi gibi, standart
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HC sulu diltsyonlarinin (1:500-1:3000) floresans spektrumlari Gzerindeki humik bilesiklerin
emisyon band, ters bir konsantrasyon bagimliligina sahipken zayif bir sekilde kendini gosterir.
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Sekil 3.14,7x10 5ila2,45x% 10 5 g/mL(1:500-1:3000), Aex = 350 nm konsantrasyon araliginda
HC sulu dilusyonlarinin floresans spektrumu .

Tipik olarak, seyreltik ¢cozeltilerde, flioresan yogunlugu florofor
konsantrasyonuyla dogru orantilidir , ancak burada, dinamik 1sik sagilimi yéntemiyle
elde edilen sonuglari dogrulayan kiimelesmenin neden oldugu sénddrmeyi
g6zlemledik — huimik kompleksin ilk hazirliginin seyreltilmesi yol acar florofor
nanopartikillerin sayisinda bir artisa . Bununla birlikte, gdzlemlenen bagimhhk
dogrusal degildir, maksimum floresans degeri, ilk hazirlik 1000 kat seyreltildiginde
elde edilir; bu, 2,94 x 10 5 g/mL'lik bir kuru madde konsantrasyonuna karsilik gelir
(Sekil 4, kirmizi ¢izgi); sonraki 2-3 kat seyreltmeler sinyal bluyimesine yol agmaz. Cok
dusuk HC konsantrasyonlarinda (10 14 g/mL) floresan bandin tamamen
kayboldugunu ve uyarma radyasyon uzunlugunun daha kisa bir dalga boyu
bdlgesine (280 nm) kaymasinin bile floresan sinyalinin gériinmesine yol agmadigini
gosterdik . humat spektrumunda (Sekil 4, ek). Bu sonug, hem ¢6zeltideki dusuk
florofor icerigiyle hem de muhtemelen pH'in etkisiyle aciklanabilir.

HC dilusyonlarinin emisyon spektrumlarinda, 2Aex = Aem olan baska bir yogun
maksimum bulundu . Bu sinyal fltioresansla ilgili degildir, daha ziyade modern
fluorometrelerin teknik kapasitesinin ikinci dereceden sacilmanin kaydedilmesine
izin verdigi elastik 151k sacilimi turlerinden birini ifade eder [54,55]. Uyarma dalga
boyunun ¢ift dalga boyunda ortaya cikan ikinci dereceden sagilma, yaygin bir
olgudur ve SOS'un 6zellikleri ve ilkeleri derinlemesine incelenmemisken, her zaman
bir tir spektroflorometri girisimi olarak kabul edilmistir [56]. Son on yilda, rezonans
Rayleigh saciimasi, ikinci dereceden sacilma ve frekansi ikiye katlayan sacilma analitik
teknikleri, ylksek hassasiyetleri, basitlikleri ve hizlari nedeniyle buyuk ilgi gérmustar .
Floresansa benzer sekilde, makromolekuller, nanopartikuller, kuantum noktalari,
inkltzyon sabitinin belirlenmesi vb . ¢calismalarinda sagilma yontemleri uygulanmistir
[57]. Yukaridaki tim argumanlari ve himatlarin seyreltme Uzerine nanopartikiller
olusturan super molekullt yapilar oldugu gergegini g6z 6ntinde bulundurarak , elde
edilen SOS verilerini daha detayli analiz etmeye karar verdik.
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Sekil 4. 460 nm'de floresans sinyalinin (kirmizi ¢izgi) ve 700 nm'de (siyah cizgi) ikinci dereceden
sagilma sinyalinin sulu bir ¢6zeltideki HC konsantrasyonuna bagliligi, Aex = 350 nm; ek, 7,3 x
10 14 g/mL, Aex = 280 konsantrasyonuyla HC'nin floresans/sagilma spektrumunu gdsterir .

Tartisilan maksimum ve sacilma arasinda gergek bir baglanti gosterilmistir, ciinki heyecan
verici radyasyonun dalga boyu 350 nm'den 280 nm'ye degistirildiginde, ikinci derece sagilma
maksimumu eszamanl olarak 700 nm'den 560 nm'ye kaydiriimistir, yani 2Aex = Aem orani
kalmistir floresan icin tipik olmayan sabit. Elde edilen SOS sinyalinin kesinlikle ¢6zeltideki
humatlarin icerigine bagli oldugu ve ¢ok yuksek dilisyonlarda sinir degerlere ulastigi sonucuna
vardik, bu muhtemelen sagilan nanoparcaciklarin sayisindaki artistan kaynaklanmaktadir (Sekil 4,
siyah ¢izgi). 250 ila 365 nm arasindaki uyarma dalga boylarinda saf suyun floresans spektrumunu
incelerken, 2Aex = Aem'de 1 au'yu asan herhangi bir sagilma maksimumu bulmadigimizi belirtmek
onemlidir.

(Sekil 5). Boylece, UV bdlgesinde zayif bir sekilde flioresan yayan himik maddelerin , ters sirada

konsantrasyona neredeyse dogrusal olarak bagli olan, yiksek yogunluklu bir ikinci dereceden
sacilma sinyaline sahip oldugu gésterilmistir.

5
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Sekil 5. Su sacilma sinyali, kirmizi—Aex = 225 nm, siyah—Aex = 325 nm.
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Dispersiyon analizinde oldugu gibi yine hiimik kompleks icin elde edilen sonug,
BSA'ya dayali geleneksel koloidal sistem icin elde edilen sonuglarla 6rtismemektedir.
Sekil 6'daki ek, 10-5-10 2 g/mL konsantrasyon seviyelerinde normallestirilmis icsel
BSA emisyonunu g0sterir . Triptofan emisyonu, 340 nm'ye yakin Amax ile UV bélgesinde
BSA floresan spektrumlarina hakimdir . Floresansi, 10 3 g/mL'ye kadar BSA
konsantrasyonuyla dogrusal olarak artar ve daha yuksek konsantrasyonlarda azalmaya
baslar (Sekil 6, kirmizi ¢izgi). Blyuk olasilikla, triptofan florofor miktarinda bir artis ile
floresanin konsantrasyon séndidrme surecini gozlemliyoruz [58]. Sagilmanin
flioresandan bircok kez daha yaygin oldugu iyi bilinen bir gercektir ; bununla birlikte,
molekul floresansi cok yUksekse, sacilma sinyallerini gdzlemlemek neredeyse
imkansizdir. Ote yandan, zayif flioresan molekiillerde, sagilma sinyalleri flioresanla
karsilastirilabilir ve hatta bazen ondan daha yuksektir [59]. Bu nedenle, BSA molekilinde
ifade edilen triptofan floresansi olduk¢a yogundur ancak yine de 500 nm'de ikinci
dereceden sacilma sinyalini gérmemizi saglar . Degeri ayni zamanda protein
konsantrasyonuna da baglidir, ancak humatlarda oldugu gibi degil, floresan sinyalinin
davranisini kesinlikle tekrar eder - dnce artan konsantrasyonla buylme, sonra séndtrme (Sekil
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Sekil 6. Sulu bir ¢cozeltideki BSA konsantrasyonuna baglh olarak 340 nm'de (kirmizi ¢izgi) floresan sinyalinin ve
500 nm'de (siyah ¢izgi) ikinci dereceden saciima sinyalinin bagimhlidi, Aex = 250 nm; BSA dilisyonlarinin
floresan spektrumlari ekte gosterilmistir: sari-10 5, kirmizi-10 4

,mavi-10 3 yesil-10 2, g/mL, Aex = 250.

Proteinlerin triptofan floresansi calismasinin, molekdllerin yapisal durumunu
degerlendirmek icin yaygin olarak kullanildigi aciktir, ancak proteinlerin SOS'unu
Olcmeye dayali ydntemler de basarili bir sekilde mevcuttur [56]. Bu nedenle,
floresansin kendisinden ¢ok daha belirgin olan himik kompleksin floresan
spektrumlari Gzerindeki sacilma sinyalinin, sistemdeki stiregler hakkinda dnemli
bilgiler tasimasi ve baglanma afinitesini degerlendirmek icin kullanilabilmesi oldukga
muhtemeldir. HC'nin. HC'nin sulu seyreltmelerinin spektral ve boyutsal karakterizasyon
asamasini tamamlayarak, antiviral ilaclarla daha fazla calismak icin 1 ila 2000
arasinda bir seyreltme sectik ¢iinkt tek modlu bir dagilimda en kuguk boyutta
parcaciklar icerir (Sekil 1) ve konsantrasyon bagimh SOS sinyali ile calisacak kadar énemlidir

3.3. Sivi HC'nin (DilGsyon 1:2000) Antiviral flaglarla Komplekslesmesi

HUmik kompleksin, sulu bir ortamdaki bilesiklerin ¢6zinGrluguni artirarak,
tastyici sistemin Ozelliklerini sergileme yetenegi, 6rnek olarak antiviral ilaglar
mangiferin ve favipiravir kullanilarak incelenmistir.
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Mangiferin pratik olarak suda ¢6ziinmez, bu da Avrupa farmakopesinin
derecelendirmesi altinda su madde kutlesi ve ¢6zlici hacmi orani anlamina gelir: g
basina 10.000 mL'den fazla. Suda elde edebildigimiz maksimum mangiferin gercek
¢ozeltisi konsantrasyonu, mikron parcaciklarinin olmadigini kanitlayarak sadece 0,02 mg/
mL idi (Sekil 7a, siyah ¢izgi). Ortaya ¢ikan konsantrasyon , farmakopede verilen madde
kutlesi-coziict hacmi oraninin sinir degerinden daha dusuktur ve bu , mangiferinin
¢ozunurlukte farklilik gésteren polimorfik formlarinin varhigiyla aciklanir [ 60]. Ayni dig
kosullar altinda, ancak ¢6ztict olarak hiimik kompleksin 1:2000 sulu seyreltmesi
kullanilarak, mikron parcaciklarinin yoklugunda mangiferin konsantrasyonunu bes kat
artirmak mumkin olmustur (Tablo 1). Dinamik 1sik sacilimi yéntemi, 250-300 nm'lik
parcaciklarin maksimum yogunlugunu korurken, HC'deki bir madde ¢6zeltisinde (0,1 mg/
mL) kararli (n = 3) parcaciklarin d = 50 nm tespit edilmesini mimkun kilmistir. 1:2000
dilisyonda HC'de dogaldir (Sekil 7a, pembe cizgi).

354
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Sekil 7. Mangiferin (a) ve favipiravir (b) sollsyonlarinda partikil boyutu dagihmi: suda siyah ¢izgi, HC 1:2000'de
pembe cizgi.

Tablo 1. Farkh ¢ozuculer kullanilarak elde edilen maksimum mangiferin ve favipiravir ¢dzeltileri konsantrasyonlari .

Maksimum Konsantrasyon

Madde Suda HC'de (1:2000)
mg/mL mmol/L mg/mL mmol/L

Mangiferin 0,02 0,05 0,1 0,64

Favipiravir 2 4,74 2 4,74

Favipiravir, suda mangiferin kadar az ¢6ztinur degildir, bu nedenle solvent
degistirildiginde konsantrasyonda artis olmamistir (Tablo 1). Bununla birlikte, dispersiyon
analizi dikkate deger bir sonug gosterdi: sulu bir favipiravir solisyonunu bir himik
kompleks icinde bir favipiravir sistemiyle degistirirken partikul capinda neredeyse l¢ kat azalma (
Tedavi icin onaylanmis favipiravir ilag rejimi, buyuk yikleme dozlarini (1600-1800 mg) ve
ardindan gunde iki kez 600-800 mg ile olduk¢a uzun bir toplam tedavi suresini icerir . Ek
olarak, iyi toleransina iliskin verilere ragmen, bu kadar yiksek dozlar, yan etkilerin
gelismesi konusunda endise uyandirmaktan baska bir sey yapamaz. Potansiyel olarak,
HC bazli bir tagima sisteminin kullaniimasi, ilacin etkinligini yalnizca nanopartikullerin
daha iyi penetrasyonu nedeniyle degil , ayni zamanda HC'nin i¢sel aktivitesi nedeniyle
birlesik bir antiviral etki yoluyla da artirabilir. Ek olarak, favipiravir molekull yapisinda iki tane ice
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sulu bir ortamda hidrolize ugrayan amid baglari, 3.26 gibi dusuk bir pH degerine

neden olur. Favipiraviri himik kompleks icinde ¢6zerken bu degeri 3.34 birime
¢itkarmak mumkunddr.

3.4. Mangiferin ve Favipiravir'in HC Sistemine Dahil Edilme Srecini Degerlendirme Yontemi
Olarak Ikinci Derece Sagilma Sondirme Daha 6nce gosterildigi gibi (Sekil 4), himik kompleksin

seyreltilmesi Uzerine salinan nanoparcaciklar , 2Aex = Aem'de gucli SOS sinyallerine yol
acar ; bu himik maddenin karakteristik bir 6zelligidir . HC'nin supramolekdiler yapilarina diger
molekuller dahil edildiginde , bu sinyalin molekuller arasi etkilesimlere duyarlihgini incelemek ilgi
cekicidir . HC ve antiviral ilaclar arasindaki baglanma afinitesini daha fazla degerlendirmek icin bir
SOS séndurme yontemi uygulandi.

G6zucu olarak HC kullanildi, dilisyonu 1:2000'de sabitlendi, bu da kuru madde icerigi 3.67 x
10 3 g/ml'ye karsilik gelirken, ilag konsantrasyonu mangiferin icin 0.02 ila 0.18 mmol/L arasinda
ve 0.03ila 0.03 ila 0.03 mmol/L arasinda degisti. Favipiravir i¢cin 0,32 mmol/L. Koér HC ¢dzeltisinin
(I0) ve test edilen maddelerin HC (I) icindeki ¢ozeltilerinin sacilma yogunlugu, mangiferin icin Aex/
Aem = 350 nm/700 nm'de ve favipiravir icin Aex /Aem = 365 nm/730 nm'de &lciimistar. Ilaclarin
konsantrasyonu , numune ¢ozeltisininkinden bos ¢6zelti sagilma yogunlugunun ¢ikariimasiyla
elde edilen pik ytksekligi (nispi sagiima yogunlugu) araciligiyla élculdi . Mangiferin veya favipiravir
ile kompleks olusturmanin HC'nin SOS sinyalini 2 Aex/Aem'de séndurdigind gozlemledik (Sekil 8).
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Sekil 8. Humik kompleksin artan konsantrasyonlarda ¢6zinmus mangiferin (siyah ¢izgi) ve
favipiravir (kirmizi ¢izgi) ile SOS sondirmesi.

Her iki bilesik icin  I-C, mmol/I bagimliligi Gsteldir. Mangiferin veya favipiravir
konsantrasyonunun yukarida belirlenen maksimum degerlere daha fazla artmasiyla , himik
kompleks iceren ilacin kararli bir sisteminin etkili bir sekilde olustugunu gdsteren, SOS'un
tamamen séndurulmesi gozlendi . Cézuctnin SOS sinyalindeki azalma , muhtemelen mangiferin
ve favipiravirin hidrofobik molekullerinin misel benzeri HC fragmanlarina dahil edilmesi ve sacilan
hidrofobik kuyruklarin tersine donmesi nedeniyle sacilma sinyalindeki muteakip azalma ile
iligkilidir [61].

Onerilen SOS yéntemi, daha sonra humat bazli bir dagitim sisteminin karmasik bir
matrisindeki aktif maddenin icerigini 6lcmek icin bu yaklasimi uygulamak Gzere dogrusallik
acisindan incelenmistir . Eklenen maddelerin bir fonksiyonu olarak SOS sinyalindeki azalma,
logaritmik olarak dogrusallastirilmis HC sacilma yogunlugu degeri kullanilarak incelenmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Humik kompleks ikinci dereceden saciima sinyalinin ¢c6zinmus mustahzarin
konsantrasyonu Uzerindeki lineerlestirilmis bagimliliklari: (a) mangiferin icin (R = 0.997); (b)
favipiravir icin (R = 0.972). Sekil 9b'deki ek, favipiravir icin lineer bagimhhgin analitik alanini
gOsterir - 0,03-0,16 mmol/L.

-logI olarak ifade edilen sacilma sinyalinin, 0.997 korelasyon katsayisi ile incelenen
0-0.18 mmol/L konsantrasyon araliginda ¢6zinmuis mangiferin konsantrasyonuna
dogrusal olarak bagli oldugu goésterilmistir. Favipiravir icin 0-0,3 mmol/L analitik
araliginin uygun olmadigi bulunmustur. Degerlerin lineer bir bagimhhlga dismesi icin ,
konsantrasyon aralgini 0,03-0,16 mmol/L'lik daha dar bir degere dustrmek gerekliydi
(Sekil 9b), bu durumda korelasyon katsayisi 0,989'du (Sekil 9b, ek).

4. Sonuglar

Dogal HA'lar, kaynaga ve ekstraksiyon islemine bagli olarak degisken bilesimlere
sahiptir. Molekuler yapilari, onlara birden fazla islevsellik kazandiran karboksilik
asitler, fenol, enol, alkol, kinon, eter ve digerleri dahil olmak Gzere ¢ok sayida grup igerir.
Floresan spektroskopi yontemi, dinamik lazer 15191 sagiliminin sonuglariyla
birlestirildiginde, hUmik asitlerin dzelliklerinin sistemin organizasyon duzeyi
tarafindan belirlendigini bir kez daha kanitlamayr mimkun kildi . Ayrica floresans,
parcacik boyutu ve sulu HC ¢6zeltilerinin sagilmasindaki degisikliklerin, sistemdeki
kalitatif yeniden duzenlemelerin mevcudiyeti ile konsantrasyon bagimhhklari ile
karakterize edildigi gosterildi . Son olarak, buyuk supramolekuler birlikteliklerden
salinan himik molekullerin suda ¢6zUnurliga dusik baziilaglari nanoparcaciklara
dahil ederek dispersiyon bilesimini etkileyebilecegini gosterdik. Bu sonuglar,
kanitlanmis i¢sel antiviral aktiviteye sahip lipofilik ve pH'a duyarl bir ilag tasiyicisi
olarak karmasik antiviral tedavide HA nanopargaciklarinin kullanilmasinin
uygulanabilirligine isaret etmektedir. Spesifik olarak himik kompleksin sulu
seyreltilerinde bulunan ikinci dereceden sacilma sondirme olgusu, ¢esitli kimyasal
dogalardaki antiviral ilaclarin tasiyici kompleksin bilesimine dahil edilme derecesini
dlcmek icin kullanilabilir . Yéntemin sinirlamalari, huminlere dayali dagitim sisteminin
flioresans ve sacilma 6zellikleri ile ilgilidir. Disik HC dilisyonlarinda (kuru kalinti
icerigi 3,67 x 10 3 g/mL'den fazla), HC floresan spektrumunda herhangi bir énemli
SOS sinyali gozlemlemedik . Mangiferin ve favipiravirin test edilen maddelerine
gelince, yéntem oldukca dusuk konsantrasyonlariyla ( 0,2 mmol/L'ye kadar) sinirhdir.
Bu esigi asan konsantrasyonlarda, HC sacilma sinyalinin tamamen bastirildigi gézlenir.
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