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ONSOZ

Bu calismada Tip-1 Diabetes Mellitus tedavisi i¢in oral yolla uygulanmak tizere iyonik
capraz baglama yontemi kullanilarak insiilin yiliklii polimerik nanopartikiiller iiretilmis
ve gastrik yikimdan korumak amaciyla sert jelatin kapsiillere yerlestirilerek enterik

olarak kaplanmistir ve bu sistem degerlendirilmistir.

Yiikseklisans egitimim ve tez calismam siiresince zamanini, bilgisini, destegini ve
giileryliziinii esirgemeyen canim Ogretmenim ve danismanim Dog¢. Dr. Burcu

DEVRIM’e,

Proje danigsmanimiz ve Farmasotik Biyoteknoloji programi sorumlusu saygideger
hocam Prof.Dr. Asuman BOZKIR’a, ders ve tez donemlerimde gosterdigi destek,

rehberligi ve sagladigi tiim laboratuvar imkanlar1 i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Tez calismama basladigim giinden itibaren karsilastigim her zorlukta yanimda olan ve

yon gdsteren sevgili 6gretmenim Dr. Ecz. Berrin KUCUKTURKMENe,

Yiikseklisans tez ¢alismami 117S586 no’lu arastirma projesi kapsaminda destekleyen
TUBITAK Arastirma Destek Programlar1 Baskanligi'na ¢ok tesekkiir ederim.

Calisma siireci boyunca sagladiklari imkandan dolay1 Farmasotik Teknoloji Bolim
Baskani Prof.Dr. Nurten OZDEMIR e,

Yiikseklisans egitimim boyunca bilgilerini esirgemeyen degerli hocalarim Prof.Dr.
Niliifer YUKSEL’e, Prof.Dr. Aysegiil KARATAS’a, Prof.Dr. Tansel COMOGLU’na,
Prof.Dr. Canan HASCICEK’e, Dog¢. Dr. Miige KILICARSLAN’a, Do¢.Dr. Ceyda
Tuba SENGEL TURK e, Do¢.Dr. Ulya BADILLI’ya, Dog.Dr. Zerrin BAYINDIRa,
Dr.Ogr.Uyesi Ozge INAL’a, Dr.Ogr. Uyesi Ongun Mehmet SAKA’ya tesekkiir

ederim.
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In vivo ¢aligmalar sirasinda emegini ve destegini esirgemeyen Dr.Ogr.Uyesi Isil
OZAKCAY’a ve Native-PAGE calismalarindaki  yardimlar1  icin  Merve
DEMIRBUGEN-OZ’e,

Laboratuvarda gegirdigim siire boyunca giileryiizlerini ve hossohbetlerini esirgemeyen
Dr. Ecz. Umut Can OZ’e, Dr.Ecz Giilin AMASYA’ya, Dr.Ecz. Aslhhan Hilal
ALGAN’a, Dr. Ecz. Ahmet Dogan ERGIN’e, Dr. Ecz. Tugba EREN BONCU’ye,
Uzm. Ecz. Riiya TOPAL’a, Ecz. Miray ILHAN’a, Ecz. Ozge GUN ESiM’e, Ecz.
Sema ARISOYa,

Yiikseklisans egitimim boyunca yanimda olarak manevi desteklerini ve sevgilerini

esirgemeyen ¢ok sevgili ev arkadaslarim Giilsen Tugce AYTEKIN ve Esra TOPAL’a,

Hayatim boyunca yanimda olan sevgilerini ve desteklerini her an hissettigim annem
Hacer ARPAC’a, babam Erdogan ARPAC’a ve abim Omer Can ARPAC a her sey

icin ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus (DM), pankreasta yer alan beta hiicrelerinden insiilin
hormonunun yetersiz olarak salgilanmasi ya da periferik etkisizligi sonucu ortaya
cikan ve yag, protein ve karbonhidrat metabolizmasinda bozukluk, kronik
hiperglisemi, kapiller membran degisiklikleri ve hizlanmis ateroskleroz ile seyreden,
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlara sebep olan metabolik bir
hastaliktir. Hastalik sirasinda ortaya cikabilecek akut komplikasyonlar1 6nlemek ve
kronik komplikasyonlar1 azaltmak icin siirekli destek, tibbi bakim ve diyabetlinin 6z
bakimimi gerektiren, saghik bakiminin saglanmasi gerekmektedir (Olgun ve ark.,
2011).

DM, yiiksek goriilme siklig1 ve sekonder etkileri nedeniyle yilda yaklasik ti¢
milyon insanm 6liimiine sebep olmaktadir. Tip 1 DM ortalama yasam siiresinin 20
yildan daha fazla azalmasina sebep olurken tip 2 DM i¢in bu siire yaklasik 10 yildir
(Fonte ve ark., 2015). Diyabetin goriilme sikligi yaslanma ve yasam tarzindaki hizli
degisimle birlikte artis gostermistir ve gelismekte olan toplumlarm tiimiinde hizla
yiikselmektedir. Uluslararasi Diyabet Fedarasyonu’nun (IDF) verilerine gore 2015
yilinda diyabetli birey sayis1415 milyon ve goriilme siklig1 % 8,8 iken bu saymin 2040
yilinda 642 milyon ve goriilme sikliginin %10,4 civarinda olacagi dngoriilmektedir.
Niifusun hizla arttig1 ve yash niifusa sahip toplumlarda ise bu oranin daha yiiksek
olacagi tahmin edilmektedir. Bu toplumlarda, hastalik ve ozellikle
komplikasyonlarinin tedavi maliyetlerinin yiliksek olmasi nedeniyle saglk
harcamalarinin artacagi, iretkenligin azalacagi ve bu durumun iilke ekonomilerine
olumsuz etki edecegi 6ngoriilmektedir. Diinya genelinde diyabetlilerin %30-50'sinin
heniliz tan1 konulmamis vakalar olduklar1 diisiiniilmektedir. Diyabetin kisiye ve
topluma yiikiinii azaltmak icin hastaligin olabildigince erken donemde taninmasi ve

uygun tedaviye baslanmasi sarttir (Satman, 2007).



1.1.1. DM’nin Tani Kriterleri

Amerika Diyabet Dernegi (ADA) 1997 yilinda DM igin tant ve smiflama
kriterlerini yaymlamis, ardindan 1999 yilinda Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
yaymlanan tani kriterlerini kiigiik revizyonlarla kabul etmistir. 2003 yilinda ADA,
bozulmus aclik glisemisi (IFG) tanimii ekleyerek DM taniminda revizyona gitmistir.
Gilintimiizde DM tanimlamasi i¢in gegerli olan bu diizenlemedir. DM i¢in tan1 kriterleri

Cizelge 1.1°de gosterilmistir (Dinggag, 2011).

Cizelge 1.1. DM ve glukoz metabolizmasinin diger bozukluklarinda tani kriterleri*

Asikar DM | Izole IFG** | izole IGT IEG+IGT DM riski
(mgy/dl) (mg/dl) (mg/dl) yiiksek
APG(8 | 5156 | 100125 | <100 | 100125 :
saat aclikta)
OGTT 2. st
PG (759 > 200 <140 140-199 140-199 -
glukoz ile)
> 200 +
Rastgele Diyabet y i i i
PG semptomlar
1
> %6.5 (>
ALC*** 48 - - - %5.7-6.4
mmol/mol)

*Glisemi vendz plazmada glukoz oksidaz yontemiyle mg/dl olarak 6lgiiliir.

**2006 yili WHO/IDF raporunda normal APG kesim noktasiin 110 mg/dl ve IFG: 110-125
mg/dl olarak korunmasi benimsenmistir.

***Standardize yontemlerle 6l¢iilmelidir.

DM: Diabetes Mellitus, APG: Aclik plazma glukozu, 2. St PG: Ikinci saat tokluk plazma
glukozu, OGTT: Oral glukoz tolerans testi, A1C: Glukozillenmis hemoglobin A1C, IFG:
Bozulmus aglik glukozu (Impaired Fasting Glucose), IGT: Bozulmus glukoz toleransi

(Impaired Glucose Tolerance).

1.1.2. DM’nin Smiflandirilmasi

DM dort sinifa ayrilir:



1.1.21. Tip1 DM

Tip 1 DM, diger adiyla otoimmiin diyabet, pankreatik 3 hiicrelerinin kayb1
nedeniyle insiilin yetersizliginin ve hipergliseminin yasandigi kronik bir hastaliktir.
Semptomlar genellikle ¢ocukluk ve genglik caginda goriilmeye baslasa da bazi
hastalarda semptomlar daha ge¢ de ortaya ¢ikabilir (Katsarau ve ark., 2017).
Gilintimiizde diinya ¢apinda 20 milyon insanin tip 1 DM’tan etkilendigi ve vakalarin

% 40’1nm 30 yasindan sonra ortaya ¢iktigi belirtilmektedir (Chetan ve ark., 2019).

Tip 1 DM etiyolojik kriterlere gore tip 1 A (otoimmiin) ve tip 1 B (idiyopatik)
olmak Ttizere 2 ana baslikta incelenebilir. Hastaligin erken safhasinda adacik
antijenlerine kars1 otoantikorlarm bulunmasi ve pankreatik  hiicresi yikimi otoimmiin
mekanizmalar1 igceren vakalar "otoimmiin" tip 1 DM olarak adlandirilirken
otoantikorlarin bulunmadigi insiilin-bagimli vakalar ise “idiyopatik” tip 1 DM olarak
adlandirilir (Seino ve ark., 2010).

Tipl DM’un tedavisi giiniimiizde mevcut degildir ve hastalar hayatlar1 boyunca
insiilin enjeksiyonu yapmalidir aksi takdirde insiilin eksikligi hiperglisemi, ketoasidoz,

aclik ve o6liime yol agabilir (Gregory ve ark., 2013).

1.1.2.2. Tip 2 DM

Tip 2 DM en yaygm goriilen metabolizma hastaligidir. Gelismis iilkelerde
toplumun %5-10'u tip 2 DM’ludur. Tiim diinyada tan1 konulan DM vakalarinin %90-
95'ini tip 2 DM olusturmaktadir (Satman, 2007).

Tip 2 DM pankreas B hiicre fonksiyonlarinin ilerleyici kayb1 ve kas, yag ve
karaciger gibi organlarda insiiline direng gelismesi ile karakterize bir bozukluktur. Tip
2 DM'su olan hastalarda en sik 6liim nedeni kardiyovaskiiler hastaliklardir. Yillar
icinde yapilan ¢aligmalar hipergliseminin makrovaskiiler hastalik ve mortalite i¢in

onemli bir risk faktorii oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenlerle tedavisinde



hastaliga bagl gelisen mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar1 énlemek

amaclanir (Eray ve Balci, 2005).

1.1.2.3. Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel DM (GDM) ilk defa gebelikle birlikte teshis edilen glukoz tolerans
bozuklugudur. GDM'nin zamaninda teshis edilmesi anne ve fetus sagliginin korunmasi
acisindan 6nem tasimaktadir. GDM’nin gebelerdeki tarama islemi i¢in ideal donem
gebeligin 24-28. haftalaridir ancak diyabet siiphesi uyandiran 6nemli semptom ve
bulgularm goriildiigii durumlarda ilk prenatal vizitede tarama yapilabilir. Glukoz
tolerans testi, tarama i¢in en sik kullanilan yontemdir. Bu testte 50 g glukoz oral olarak
uygulanmaktadir. Yiikleme sonrasi 1. saat glukoz diizeyini 130 mg/dl almak testin
duyarhligimni arttirmaktadir. Taramada pozitif ¢ikan olgulara gliniimiizde siklikla 100
g glukoz tolerans testi uygulanmaktadir. 100 g glukoz yiliklemesi sirasinda; acglik >95
mg/dl, birinci saat >180 mg/dl, ikinci saat >155 mg/dl, tigiincii saat >140 mg/dl serum
glukoz kosullarindan iki veya daha fazlasinin saglanmasi durumunda GDM tanisi

konabilir (Sonmez ve Kutlu, 2010).

1.1.2.4. Diger Nedenlere Bagh Ozel DM Tipleri

Diger nedenlerden kaynaklanan diyabet tipleri su sekilde siniflandirilabilir (Ugkun ve

Calikoglu, 2003);

- PB-hiicresi islevindeki genetik defektler (Or; MODY)
- Insiilin etkisinde genetik defektler (lipoatrofik DM)
- Ekzokrin pankreas hastaliklar1 (Or; Kistik fibrozis)

- Endokrinopatiler (Or; Cushing sendromu)

- 1lag ya da kimyasal nedenli (Or; glukokortikoidler)



- Enfeksiyonlar (Or; rubella)
- Sik goriilmeyen immiin kékenli DM tipleri
- Bazen DM ile diger genetik sendromlar

1.1.3. Tip 1 ve Tip 2 DM i¢in Tedavi Yollar

DM tedavisindeki amag; hastanin giinlik yasamimda glisemik kontroliiniin
saglanarak akut komplikasyon gelisim riskinin en alt seviyeye ¢ekilmesi,
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler kronik komplikasyonlarin 6nlenmesi, eslik eden
diger sorunlarin diizeltilmesi ve boylelikle yasam kalitesinin iyilestirilmesidir. Etkin
bir tedavi saglamanin 6n sart1 ise hastaligi dogru tanima ve smiflandirmadir (Dinggag,

2011).

1.1.3.1. Farmakolojik Olmayan Tedavi

DM’lu hastalar yasamlar1 boyunca kan sekerini kontrol altinda tutabilmek i¢in
beslenme aliskanliklarin1 ve yasam tarzlarini hastaliga uygun olarak diizenlemek
zorundadir. Hastaligin dogasi geregi, uyulmasi gereken diyet listeleri, yasaklanan
yiyecekler ve kronik bir hastalik olmasi gibi etkenler hastalarda anksiyeteye neden
olmakta, zihinsel mesguliyetin yiyecekler ve kilo kontroliine odaklanmasina yol
acmaktadir. Tiim bu nedenlerle hastalarin yeme tutum ve davranislarinda bozulmalar

goriilmektedir (Cobanoglu ve ark., 2008).

Tip 1 DM’a sahip hastalarda saglikli viicut agirliginin saglanmasi ve korunmasi
icin insiilin uygulamasmnm dengeli beslenme ile beraber siirdiiriilmesine
odaklanilmistir. Tip 2 DM’a sahip hastalarda ise kilo kaybmi saglamak i¢in kalori
alimmin kisitlanmasi gerekmektedir. Aerobik egzersiz ¢ogu hastada insiilin direncini
ve glisemik kontrolii arttirrken kardiyovaskiiler risk faktorlerini azaltip kilo kaybini
ya da kilonun korunmasini saglar. Sedanter yasam tarzina sahip hastalarda egzersize
yavas tempoda baslanmalidir. Aterosklerotik hastaliga sahip yasl hastalarda ise
egzersize baslamadan kardiyovaskiiler degerlendirme yapilmalidir (Well ve ark.,
2014).



1.1.3.2. Farmakolojik Tedavi

DM’ta farmakolojik tedavi oral antidiyabetikler ve insiilin ile saglanir. Oral
antidiyabetik ilaglar, insiiline bagimli olmayan diyabetlilerde ve kan sekerleri sadece
diyet degisimiyle kontrol edilemeyen hastalarda kullanilir. Oral antidiyabetik ilaglarla
en etkin tedavi DM’un 40 yasindan sonra gelistigi ve 5 yildan kisa siireli DM’Iu
hastalardir. Daha uzun siiredir DM’lu olanlarin kan sekeri kontroliini saglayabilmek
i¢in insiilin ve oral antidiyabetik ilaglar birlikte kullanilmalidir. Oral antidiyabetik
etkin maddeler ve etki mekanizmalar1 Cizelge 1.2°de verilmistir. Oral antidiyabetik

ilaglar tip 1 DM un tedavisinde kullanilmamaktadir (Cubuk ve Ince, 2015).



Cizelge 1.2. Oral antidiyabetik etkin maddelerin smiflandirilmasi ve etki mekanizmalari

(Lorenzati ve ark., 2010)

Etkin Madde Sinifi Etkin Madde Etki Mekanizmasi
Biguanidinler Metformin Hepatik glukoz salgisim azaltarak insiilin
duyarliligim arttirirlar.
Siilfoniliireler Asetohekzamit Pankreasta yer alan  hiicrelerinden insiilin
Klorpropamit salimini uyarirlar.
Tolazamit
Tolbutamit
Glibenklamit/Gliburit
Glipizit
Glimepirit
Gliklazit
Meglitinidler Repaglinit Pankreatik [ hiicrelerinde yer alan ATP-
Nateglinit bagimli potasyum kanallarmi diizenleyerek
insiilin salimin1 arttirirlar.
Tiazolidindionlar Rosigliltazon Glukozun periferik dokularda alimim
Pioglitazon arttirarak insiilin direncini azaltirlar.
a-Glukozidaz Akarboz Ince bagirsakta yer alan o-glukozidaz
Inhibitorleri Miglitol enzimini inhibe ederek glukoz
absorpsiyonunu geciktirirler.
Inkretin Agonistleri | Eksanatit Inkretin hormonlar1 taklit ederek ve ya
Liraglutit degradasyonlarin inhibe ederek
pankreastaki adaciklardan insiilin salimini
arttirirlar.
DPP-4 Inhibitorleri | Sitagliptin Glukagon salimini inhibe ederek, J3
Vildaliptin hiicrelerini apoptoza karsi koruyarak ve
Saksagliptin insiilin salimin1 uyararak etki gosterirler.




1.2. Insiilin

Insiilin 1921 yilinda Banting ve Best tarafindan Toronto Universitesi’nde
kesfedilmistir. Insiilinin kesfinden kisa siire sonra domuz ve sigir pankreasindan
ekstraksiyonu i¢in iiretim yontemi gelistirilmistir. 1921°den 1980’e kadarki siirecte
insiilinin safligmnin arttirilmasi ve farkli formiilasyonlarla etki siiresinin kontrollii hale
getirilmesi  i¢in  ¢alisilmistir.  Saflastrma ekstraksiyon ve iiretim sartlarinin
kromatografik yontemler uygulanarak, genel safsizliklarin ve insiiline bagh
safsizliklarin  giderilmesine bagli optimizasyonu ile ileri seviyeye tasmmistir.
Formiilasyon gelistirme ¢alismalar1 ise farkli seviyelerde ¢inko ve protamin kullanarak
kimyasal modifikasyonlarm yapilmasi ve zaman-etki profilinin degistirilmesine

odaklanmistir (Crommelin ve ark., 2013).

1.2.1. Insiilinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Insan insiilini graniillii endoplazmik retikulumda 110 amino asitten olusan
preproinsiilin (12 kDa) olarak sentezlenir. Ilk 24 amino asidin (sinyal peptidi)
uzaklastirilmasi sonucu proinsiilin yapisi meydana gelir. Olusan proinsiilin golgi
aygitina tasmir. Tasman proinsiilinin aktif insiilin ve C-peptite doniisimii ise
proinsiilin konvertaz 1, proinsiilin konvertaz 2 ve karboksipeptidaz H ile saglanir
(Matteuci ve ark., 2015; Weiss ve ark., 2014). Insan insiilin geninin transkripsiyonu,
translasyonu ve preproinsiilin yapisindan insiilin olusum siireci Sekil 1.1°de

verilmistir.



VIivLec I C AV
i t t | { [t] InsilinGeni

julL{e] ¢ [Alu| insiilinmRNA

L{B|C |A| Preproinsilin

B| C |A| Proinsilin

B |A| Insiilin

Sekil 1.1. Insan insiilin geninin transkripsiyonu, translasyonu ve preproinsiilin yapisindan

insiilin olusum siireci

Insiilin 51 amino asitten olusan bir proteindir. Bu yapi iki polipeptit zincirinden
meydana gelir ve zincirler A ve B zincirleri olarak adlandirilir. A zincirinde 21, B
zincirinde 30 amino asit bulunur. A zincirinin 7. konumundaki aminoasitle B zincirinin
7. konumundaki amino asit arasinda ve A zincirinin 20. konumundaki aminoasitle B
zincirinin 19. konumundaki amino asit arasinda disiilfit baglar1 bulunur. Bu baglar
zincirler aras1 bag olarak adlandirilir. Yapidaki tigilincii disiilfit bagi ise A zincirinin 6.
konumundaki amino asiti ve 11. konumdaki amino asiti arasinda yer alir. Bu bag zincir

ici disiilfit bagi olarak adlandirilir (Crommelin ve ark., 2013).



B Zinciri

Sekil 1.2. Insiilinin yapis1

Insiilinin molekiiler agirhg: yaklasik olarak 5.8 kDa’dur. Izoelektrik noktas1 5.3-
5.4 arasindadrr. Insiilin de gogu protein gibi ndtral pH’da stabildir. Gastrointestinal
yolda asidik mideden ve bazik ince bagirsaktan gecen instilin biiyiik pH farkliliklarina
maruz kalir. Degradasyon midede pepsinle baglar ve ince bagirsakta pankreatik
enzimlerle devam eder. Sonug¢ olarak insiilin firgamsi yiizey membraninda bulunan

absorplayict hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan peptidaz ile %92 oraninda parcalanir

(Damge ve ark., 2008).

1.2.2. Insiilin Tipleri

Subkutan olarak enjekte edilen cesitli insiilin tiirevleri ve farmakokinetik

profilleri Cizelge 1.3’de verilmistir (Wells ve ark., 2014).
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Cizelge 1.3. Insiilin tipleri ve etki profilleri

Insiilin Tiirii Etki Pik (Saat) Etki siiresi | Maksimum Goriiniim

Baslangici (Saat) Etki Siiresi

(Saat)

Hizli  Etkili
Insiilin
Aspart 15-30 dakika 1-2 3-5 5-6 Seffaf
(Novolog)
Lispro 15-30 dakika 1-2 3-4 4-6 Seffaf
(Humalog)
Glulisin 15-30 dakika 1-2 3-4 5-6 Seffaf
(Apidra)
Kisa  Etkili
Insiilin 30-60 dakika 2-3 3-6 6-8 Seffaf
Regiiler
Orta  Etkili
Insiilin 2-4 saat 4-6 8-12 14-18 Bulanik
NPH
Uzun Etkili
Insiilin
Glargine 4-5 saat - 22-24 24 Seffaf
(Lantus)
Detemir 2 saat 6-9 14-24 24 Seffaf
(Levemir)

1.2.3. Insiilinin Etki Mekanizmas:

Tiiketilen besinlerin intestinal absorpsiyonu sonucu kan glukozunda artis
meydana gelir ve bu artis pankreastaki Langerhans adaciklarmin 3 hiicrelerinden
insiilin salimin1 uyarir (Hedeskov, 1980). Salman insiilin etkisini spesifik reseptorlere
baglanarak gosterir. Hiicre membraninda yer alan bu reseptdrler birbirine disiilfit

baglartyla bagli 2 ekstraseliiler o ve 2 transmembran § alt iinitelerinden olugmaktadir.
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Insiilinin o alt {initesine baglanmasi P alt iinitelerinin tirozin kinaz aktivitesini baslatur.

Bunun sonucunda da fosforilasyon ve defosforilasyon yolaklar1 insiilinin metabolik

aktivitelerine dahil olan enzimlerin stimiilasyonunu ya da inhibisyonunu saglar

(Chouhan ve ark., 2017).

Insiilinin en énemli gérevi kas ve yag dokularinda glukozun alimmin arttirilip

sonrasinda dokunun enerji ihtiyacinin karsilanmasi ig¢in glikojen ve trigliserit olarak

depolanmasini saglamaktir (Tokarz Ve ark., 2018). Insiilinin kas ve yag dokularmna

etkileri su sekilde sayilabilir (Dimitriadis ve ark., 2011);

Karbonhidrat metabolizmast:

Kas ve yag dokusundaki hiicrelerin membranindan glukoz ge¢isini arttirir.
Heksokinaz ve 6-fosfofruktokinaz aktivitesini aktive ederek kas ve yag
dokusunda glikoliz oranin1 arttirir.

Kas, yag dokularinda ve karacigerde glikojen sentezini uyarirken kas dokusu

ve karacigerde glikojen yikimini azaltir.

Lipit metabolizmasi:

Yag dokuda lipolizi azaltir ve boylece plazmadaki yag asidi seviyesinde diisiis
saglar.

Dokularda yag asidi ve triagilgliserol sentezini uyarir.

Karacigerde ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) olusumunu arttirir.
Kandan yag ve kas dokularma trigliserit gegisini arttirir.

Kaslarda ve karacigerde yag asidi oksidasyonu oranini diisiiriir.

Karacigerde kolesterol sentezi oranini arttirir.

Protein metabolizmast:

Bazi aminoasitlerin dokulara gegisini arttirir.
Kas, yag dokularinda, karacigerde ve diger dokularda protein sentezi oranini
arttirnr.

Kaslarda protein yikimin1 azaltir.
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- Ure olusum oranini arttirir.
- Insiilin karbonhidrat, yag ve protein sentezini uyardigi i¢in anabolik bir

hormon olarak kabul edilmektedir.

1.2.4. Insiilin Uygulama Yollar

Insiilin igin baslica uygulama yolu parenteral yoldur. Bununla birlikte oral,
bukkal, rektal, okiiler, transdermal, intravajinal, pulmoner ve nazal uygulama yollar1

insiilin ~ i¢cin  alternatif uygulama yolu olarak arastirmacilar tarafindan

degerlendirilmistir.
Okiiler Yol
Nazal Yol
Oral Yol
Pulmoner Yol
Transdermal Yol
Parenteral Yol
Vajinal Yol
Rektal Yol

Sekil 1.3. insiilinin uygulama yollar1
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1.2.4.1. Parenteral Yol

Tip 2 DM’li hastalarm bir kismi1 ve tip 1 DM’li hastalarin tamaminin kan glukoz
seviyesini hedef aralikta tutmak i¢in insiilin kullanimi1 gerekmektedir. Giiniimiizde
intramuskiiler ve intravendz uygulamanin kisinin profesyonel yardim almaksizin
uygulamasina uygun olmamasi sebebiyle en yaygin insiilin verilis yolu subkutan
yoldur. Subkutan yol en ¢ok kullanilan yol olmasina ragmen enjeksiyon bdlgesinde
agriya sebep olma, igne korkusu, lipodistrofi ve periferal hiperinsiilinemiye yol agma

gibi dezavantajlar1 vardir.

Insiilinin subkutan kullanim1 igin yillar i¢inde cesitli sistemler gelistirilmistir.
Insiilinin kesfinden 2 sene sonra Becton Dickinson (BD) firmasi tarafindan cam ve
metal sirgalar {iretilmistir. Sonrasinda bu siringalarin tekrar tekrar kullanimindan
kaynaklanan enfeksiyonlar tek kullanimlik cam smrmgalar gelistirilmesini tesvik
etmistir (Shah ve ark., 2016). 1985 yilinda Novo Nordisk firmasmin NovoPen® adi
verilen ilk insiilin kalemini piyasaya stirmesi ile DM tedavisinde yeni bir donem
baslamustir. Novapen®, insiilin kartusu, kisa bir igne ve ‘tiklama basma bir {inite’ ad1
verilen bir sisteme sahiptir ve bu sistemi kisa bir siire sonra gerekli tam dozu
ayarlayabilme 6zelligine sahip NovoPen2® gibi insiilin kalemleri takip etmistir. Bu
sistemler benzer temel 6zelliklere sahip olmakla beraber, ignelerin keskinlestirilmesi
ve kayganlastiriciyla kaplanmasi gibi uygulama kolayligi saglayan ekstra 6zelliklere
de sahiptir (Fry, 2012). Kartuslu kalemlerden sonra gelistirilen tek kullanimlik
kalemler ve jet enjektorlerle insiilin kullanimi daha pratik bir hale gelmistir. Tek
kullanimlik insiilin kalemlerinde farkl olarak kartus ve rezervuar yer almamaktadir.
Insiilin kalemleri sadece kisa ve orta etkili insiilinlere spesifik olarak kullanilmaktadir
(Cakir, 2016). Kullanim kolaylig1 saglamasi ve yiiksek hasta uyuncuna sebep olmasi
nedeniyle bu kalemler giiniimiizde en ¢ok tercih edilen insiilin enjeksiyon yontemidir
(L1jf ve DeVries, 2010).
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1.2.4.2. Transdermal Yol

Deri yap1 olarak epidermis, dermis ve subkutan yag tabakalarmdan meydana
gelmistir. Bu tabakalar yabanct maddelere karsi fiziksel ve kimyasal bir bariyer
vazifesi gormekle birlikte aktif bir immiin organ gibi de fonksiyon gosterir (Matteucci
ve ark., 2015). Peptit ve proteinlerin bu katmanlardan pasif olarak gegisi
makromolekiiler ve hidrofilik yapilar1 nedeniyle saglanamamaktadir. Bu yiizden gecisi
saglamak icin lipozomal tasiyict sistemlerin ve permeasyon arttirict maddelerin
kullanimi gibi formiilasyonu gelistirmeye yonelik ve mikroporasyon, iyontoforez ve
sonoforez gibi fiziksel uyaranlarin kullanimi gibi gesitli teknikler tizerine galisilmistir
(Herwadkar ve Banga, 2011).

Klasik lipozomlarin nano boyutta lipit yapida tasiyicilar olmalar1 nedeniyle
epidermal bariyere penetre olarak etkin maddeler i¢in rezervuar 6zelligi gosterecegi
digiiniilmiistiir. Ancak son yapilan c¢alismalarda bu tasiyict sistemlerin stratum
korneumun iist tabakalarinda kaldig1 ve epidermisin i¢ tabakalarina geciste bir artig
saglamadig1 gézlenmistir (Hua, 2015). Kim ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢calismada
(2004) ise gen verilisi i¢in kullanilan lipit yapili daha yeni tasiyici sistemlerin in vivo
uygulamada plazmid DNA’sinin transfeksiyon etkinligini arttirdigi gozlenmistir.
Elektrik akimi yardimiyla etkin maddeyi yiikli hale getirip deriden gegisini
kolaylastirmaya dayali bir yontem olan iyontoforez kullanilarak insiilin, kalsitonin,
siklosporin ve vazopressin gibi molekiillerin deriden gegisinin arttirildig1 gézlenmistir
(Herwadkar ve Banga, 2011). Baska bir ¢alismada ise uygulanan akim siddetinin ve
sliresinin uzatilmasiyla insiilinin deriden geg¢is oraninda artis gézlendigi belirtilmistir
(Pillai ve ark., 2004). Derideki bariyerleri gegmek igin mikroignelerin kullanildigi
Macroflux® teknolojisinin kullanilarak desmopressinin transdermal veriligini
hedefleyerek yapilan bir ¢aligmada ise biyoyararlanimm %85 civarinda oldugu,
yamanin hayvan derisinde iyi tolere edildigi ve halihazirda kullanilan yontemlere bir

alternatif olusturdugu belirtilmistir (Cormier ve ark., 2004).
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1.2.4.3. Pulmoner Yol

Etkin maddelerin sistemik verilisi i¢in invazif olmayan yollardan biri olan
pulmoner yola olan ilgi, brons ve bronsiyollerin genis yiizey alanma (~ 100 m?), cok
ince emici mukozal membrana, yiiksek damarlanmaya, diisiik enzimatik aktiviteye
sahip olmasi ve dolasima hizli bir sekilde gegisi saglamasi nedeniyle giiniimiizde
giderek artmaktadir (Huang ve Wang, 2006, Devrim ve ark., 2011). Yapilan
calismalarda peptit ve proteinlerin diger non-invazif yollara gore akcigerden daha fazla
absorbe edildigi saptanmistir. Ornegin subkutan yola kiyasla insiilin, akcigerlerden
%30 oraninda absorbe edilirken bu oran oral, sublingual, nazal ve transdermal yolda
%1 civarindadir (Koussoroplis ve Vanbever, 2013). Ancak diger verilis yollarinda
oldugu gibi pulmoner yolda da optimal etkin madde verilisini engelleyen mukosiliyer
klirens, makrofaj aktivitesi ve elastaz, kolajenaz, kimotripsin ve aminopeptidaz gibi

enzimlerin aktivitesi gibi sinirlamalarla karsilasilmaktadir (Kwok ve Chan, 2011).

Peptit ve proteinlerin pulmoner yolla verilisi i¢in ¢esitli calismalar yapilmustir.
Bunlara Huang ve Wang’in (2006) pulmoner insiilin verilisi i¢in gelistirdigi kolesterol
bazli lipozomal sistemler 6rnek olarak gdsterilebilir. Floresan isaretli lipozomlarin
alveollerde homojen olarak dagildigy, insiilinin akcigerde tutulum siiresini arttirdigi ve

kan glukoz seviyesinde 6 saate kadar azalmaya yol ac¢tig1 gézlenmistir.

Insiilinin pulmoner yolla verilisi i¢in 2006 yilinda Pfizer firmas tarafindan kuru
toz inhaler formiilasyonu olan ‘Exubera’ piyasaya siiriilmiis ancak uzun stireli
kullanimda pulmoner fonksiyonlarda bozulma meydana getirmesi, inhaler cihazin tam
anlamiyla uygulama kolaylig1 saglamamasi1 ve iiretim maliyetinin ¢ok olmasi gibi

sebeplerle 2007 yilinda piyasadan ¢ekilmistir (Soares ve ark., 2012).
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1.2.4.4. intranazal Yol

Nazal kavite absorpsiyon igin genis bir yiizey alanma sahiptir ve nazal
mukozanin yiiksek vaskiilaritesi, bilesiklerin hizli bir sekilde absorbe edilmesini
saglar. Zengin kan damarlariyla absorbe edilen etkin maddeler dogrudan sistemik
dolasima gecer ve boylece hepato-gastrointestinal ilk gecis etkisinden kaginilmis olur.
Ancak nazal kavitedeki mukosiliyer klirens, etkin maddenin epitelden gecisini
zorlastiran mukus tabakasi ve enzimatik degradasyon gibi kisitlayici etkenlerle
karsilagilir (Hinchliffe ve Illum, 1999). Nazal mukozadan absorpsiyonun arttirilmasi
icin formiilasyonda penetrasyon arttiricilar, proteolitik enzim inhibitorleri ve
mukoadezif polimerlerin  kullanimi ya da protein yapisinda kimyasal
modifikasyonlarm gerceklestirilmesi gibi yaklasimlarda bulunulmustur (Ozsoy ve
ark., 2009).

Wang ve arkadaslarinin (2006) absorpsiyon arttiricilarin etkisini gézlemlemek
icin jelatin ve amine edilmis jelatin kullanarak olusturdugu insiilin yiikli
mikrokiirelerle yapilan ¢alismada, mikrokiireler kuru toz ve fosfat tamponu iginde
siispande edilerek ratlara nazal yoldan verilmistir. Uygulamadan 60 dakika sonra kuru
toz halinde verilen jelatin ve amine edilmis jelatin mikrokiirelerin sirayla plazma
glukoz seviyesinde %9,3 ve 13,8 oraninda diisiis sagladig1 ve bu oranin mikrokiire

slispansiyonu i¢in sadece %2,7 oldugu belirtilmistir.

Intranazal yol sistemik etkinin yanisira ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
de beyine etkin madde hedeflemede kullanilmaktadir. Floresan boyayla isaretlenmis
insiilin ¢ozeltisi ve poli(N-vinil pirolidon) bazli nanojel formiilasyonlar1 ratlara
intranazal yolla verilmis ve nanojellerin beyinde insiilin birikimini arttirdig:

gozlenmistir (Picone ve ark., 2018).
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1.2.4.5. Okiiler Yol

Peptit ve proteinler goze genellikle lokal okiiler bozukluklar tedavisi igin
uygulanmaktadir. Yiiksek molekiiler agirliklari, hidrofilik yapilar1 nedeniyle diisiik
gecis oranma sahip olmalar1 ve plazmin, kollajenaz, ekzopeptidaz ve aminopeptidaz
tarafindan enzimatik yikima ugramalar1 sebebiyle sistemik peptit ve protein veriligi
icin tercih edilen bir yol olmamasma ragmen bu alanda bir¢ok ¢alisma yapilmistir
(Vyas ve ark.,, 2011). Bu c¢alismalarda absorpsiyonu arttirmak igin insiilin
monomerlerinden dimer ya da hekzamer olusumunun engellenmesi, insiilin ve
permeasyon arttirict arasinda misel olusumunun saglanmasi, enzimatik degradasyonun
engellenmesiyle uygulama alaninda kalisin  uzatilmasi, uygulama alaninin
polaritesinin degistirilmesi ve klirens oraninin azaltilmas: gibi yOntemlere

basvurulmustur (Lee ve ark., 2002).

Okiiler insiilin verilisinde permeasyon arttiricilarin etkisinin incelendigi bir
calisgmada (Morgan, 1995) saponin, BL-9 ve Brij-78 kullaniminin kedilerde okiiler
insiilin absorpsiyonunu arttirdigi ancak biyoyararlanimin subkutan yola oranla ¢ok
daha diisiik oldugu (%10-30) ve saponin kullaniminin okiiler iritasyona yol agtig1
belirtilmistir. Absorpsiyon arttirici ajan kullanilmadan {iretilen absorbe edilebilir
jelatin tasiyict sistemlerin tavsanlarda iritasyona yol agmadan 8 saat boyunca kan

glukoz seviyesinde diisiis sagladig1 gozlenmistir (Lee ve Yalkowsky, 1999).

1.2.4.6. Vajinal Yol

Vajinal yol; genis ve yiiksek damarlanma gosteren absorpsiyon alanina sahip
olma, etkin maddenin hepatik ilk gecis etkisine maruz kalmamasi ve diisiik enzimatik
aktivitenin goriilmesi gibi avantajlara sahiptir (Dobaria ve ark., 2007).
Lizofosfatidilkolinin (LPC) insiilinin absorpsiyonunda meydana getirdigi artigin
incelendigi bir calismada (Richardson ve ark., 1992), insiilin ¢ozeltisi ve nisasta bazli
liyofilize insiilin mikrokiireleri koyunlara vajinal yoldan verilmistir. Nisasta bazli

mikrokiirelerin insiilinin yavas ve kontrollii salimini sagladig, her iki formiilasyona
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da LPC eklenmesinin insiilinin absorpsiyonunu ve hipoglisemik etkisini arttirdigi

ancak absorpsiyon oraninin menstriiel siklusa bagl olarak degistigi gézlenmistir.

Vajinal gecirgenligin menstriiel siklusa bagli olarak degismesi, sadece
kadinlarda kullanilabilir bir yol olmasi ve diisiik hasta uyuncu gibi problemler bu yolun
baslica dezavantajlaridir (Acartiirk F., 2009).

1.2.4.7. Rektal Yol

Rektal yol; peptit ve diisiik molekiil agirhigina sahip proteinlerin verilisinde
diisiik seviyede proteolitik enzim icermesi, absorpsiyon igin genis ylizey alami
saglamasi, etkin maddenin hepatik ilk gecis etkisine maruz kalmadan sistemik
dolasima ge¢mesini saglamasi ve biiyilk hacimde (10-25 ml) formiilasyonun

uygulanmasina miisait olmas1 gibi avantajlara sahiptir (Shah ve ark., 2011).

Kitozan bazli, penetrasyon arttirici olarak dimetil-B-siklodekstrin (DM-BCD)
veya sodyum taurokolatin (Tau) kullanildig1 jel formiilasyonlar tavsanlara rektal
yoldan uygulanmistir. DM-BCD ve sodyum taurokolatin degradasyona kars1 insiilini
koruyarak, protein agregatlarinin dagilmasini saglayarak ve siki baglant1 noktalarni
acarak paraseliiler yoldan insiilin absorpsiyonunu arttirdigi gozlenmistir (Degim ve
ark., 2005). Diyabetik ratlara insiilin yiiklii hidroksipropil metil seliiloz-ko-
poliakrilamid-ko-metakrilik asit (HPMC-co-PAM-co-PMAA) hidrojellerin rektal
suppozituvar olarak uygulandigi bir ¢alismada (Shi ve ark., 2019) ise jellerin HPMC-
co-PAM-co-PMAA’nin yapisindaki -COOH gruplar1 sayesinde rektumda siserek
kontrollii insiilin salimimi sagladig1 ve bariz bir hipoglisemik etkiye yol agtigi
gozlenmistir. Ancak rektal yol; diisiik sivi igerigine sahip olmasi dolayisiyla
¢coziinmenin yavas gergeklesmesi, rektumun fizyolojik kosullarina gore diizensiz etkin
madde emilimi goriilebilmesi ve diisiik hasta uyuncu sebebiyle sistemik etkin madde

verilisi i¢in genellikle tercih edilmemektedir (Shah ve ark., 2011).
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1.2.4.8. Oral Yol

Insiilinin farkli uygulama yollar1 arasinda oral yol, insiilinin fizyolojik yolagini
taklit etmesi ve bdylece yan etkileri potansiyel bir sekilde azaltmasi nedeniyle en
giivenli ve dogal uygulama yolu olarak kabul edilmektedir (Aguirre ve ark., 2016;
Fonte ve ark., 2013). insiilinin Banting ve Best tarafindan kesfedilmesinden bugiine
oral yoldan wverilisi, enjeksiyon kaynakli agrinin, anksiyetenin ve muhtemel
enfeksiyonlarm giderilmesi gibi avantajlara sahip olmasi nedeniyle bir hedef haline
gelmistir (Ansari, 2015). Subkutan yol ile uygulanan insiilinin yalnizca %25’i
karacigere ulasabilirken, oral yol ile uygulanan insiilin gastrointestinal absorpsiyondan
sonra fizyolojik yolaga benzer sekilde dogrudan karacigere ge¢mektedir. Boylece
subkutan enjeksiyon ile uygulanan insiilinden ¢ok daha ytliksek miktarlarda insiilinin

karacigere ulagsmasi1 miimkiindiir (Patel, 2013).

Insiilinin oral yol ile uygulanmas1 pek ¢ok avantaj saglamakla birlikte, oral

olarak uygulanmasini smirlayan fiziksel ve kimyasal bariyerler bulunmaktadir.
Oral yol ile uygulanan insiilinin karsilastig1 bariyerler su sekilde 6zetlenebilir:
Fiziksel bariyerler;

- Bagirsak epitel hiicrelerini kaplayan su ve mukustan olusan karigmamis su
tabakasi,

- Enterositler, goblet hiicreleri, endokrin hiicreler ve Paneth hiicrelerinden
olusan fosfolipit yapidaki intestinal epitel,

- Biiylik molekiillerin interseliiler gecisini engelleyen siki baglant1 noktalari,

- Hiicre i¢indeki maddelerin intestinal bosluga tekrar verilisini saglayan effluks

pompalar1 (Hamman ve ark., 2005).
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Sekil 1.4. Oral yolla etkin madde verilisinde karsilasilan fiziksel bariyerler

Kimyasal bariyerler (Chen ve ark., 2011);

- Oral yolla almman peptit ve proteinlerin midede pepsine ve ince bagirsakta
tripsin, kimotripsin, elastaz ve karboksipeptidaz gibi proteaz enzimlere maruz
kalmasi,

- Midede yiiksek asidik ortama (pH 1,2-3) ve bagirsakta hafif bazik ortama (pH
6,5-8) maruz kalmasi dolayisiyla pH’a bagimli oksidasyon, deamidasyon ve

hidrolize ugramasi.

Insiilinin fiziksel ve kimyasal bariyerlerle karsilasmasmin yam sira hidrofilik
yapisi, diisiik partisyon katsayis1 ve yliksek molekiiler agirlik gibi 6zelliklere sahip
olmasi hiicrelere girigini zorlastirir ve bu durum oral yol ile uygulanan insiilin igin

diigiik biyoyararlanim elde edilmesine neden olur (Matteucci E. ve ark., 2015).
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Oral yol ile uygulanan insiilinin biyoyararlanimimnin arttirilmasi i¢in pek ¢ok
strateji uygulanmigtir. Kullanilan bu stratejiler su sekilde siniflandirilabilir (Gedawy

ve ark., 2017):

Kimyasal modifikasyon

Pegilasyon, bir protein molekiiliiniin polietilen glikol (PEG) molekiiliine
kovalent olarak baglanmasi islemidir. Pegilasyon protein yapili etkin maddelerin
dolasimda kalig siiresini ve biyoyararlanimint molekiiliin ¢6ziiniirliik, stabilite,
immiinojenisite gibi 6zelliklerini iyilestirerek, proteolizle yikim ve agregasyonunu
azaltarak saglar (Keser, 2015). Pegile edilmis insiilin ile yapilan bir calismada
(Clement ve ark., 2002) ¢oziiniirliigiin, absorpsiyonun ve enzimatik degradasyona

kars1 stabilitenin arttig1 gézlenmistir.

Reseptdre hedefleme

Reseptor aracili endositoz (Receptor mediated endocytosis, RME); 6karyotik
hiicrelerin  peptit hormonlarini, biiyiime faktorlerini, sitokinleri, plazma
glikoproteinlerini, lizozomal enzimleri, toksinleri ve viriisleri hiicre ylizeyindeki
reseptorleriyle birlikte igsellestirdigi genel bir mekanizmadir. Reseptor aracili
hedeflendirmenin peptit ve protein yapili etkin maddelerin verilisi i¢in umut vaat ettigi
diistiniilmektedir (Sato ve ark., 1996). Bunun yaninda makromolekiiler yapidaki etkin
maddelerin intestinal mukozadan gegisinin arttirilmasinda HIV-1Tat, oligoarjinin ve
penetratin gibi hiicreye penetre edici peptitler (CPP) de kullanilabilir. CPP’ler ¢esitli
caligmalarda protein, DNA, oligoniikleotit ve nanopartikiiler sistemlerin hiicre igine
aliminin arttirilmas1 amaciyla kullanilmistir (Khafagy ve Morishita, 2012). Oral
instilin verilisi i¢in yapilan bir ¢alismada (Kamei ve ark., 2008) insiilin ¢6zeltisinin tek
basina intestinal bosluktan absorbe olmadig1 ve CPP olarak oligoarjininin kullanildig1

formiilasyonda absorpsiyonun arttigi gézlenmistir.
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Formiilasyona ait stratejiler

Insiilinin oral yolla verilisinde biyoyararlanimmin arttirilmasi i¢in uygulanan
stratejilerden biri enzim inhibitorii kullanimidir. Formiilasyona proteaz inhibitorlerinin
eklenmesi insiilini gastrointestinal kanalda ger¢eklesen enzimatik degradasyona karsi
korur ve absorpsiyonunu arttirir. Aprotinin, basitrasin ve sodyum glikokolat gibi
proteaz inhibitorlerinin formiilasyonda kullanilmasimin insiilinin hipoglisemik etkisini

arttirdig1 gozlenmistir (Ansari, 2015).

Absorpsiyon arttirict maddeler ise etkilerini sik1 baglant1 noktalarindan ya da
transseliller yoldan gecisi arttirarak gosterirler. Insiilin verilisi icin yapilan
calismalarda yag asitleri ve safra tuzlarmin absorpsiyon artigini sagladigi gdzlenmistir.
Ancak absorpsiyon arttirict maddeler uzun siireli kullanimda biyomembrana hasar
vermesi ve bolgesel enflamasyona sebep olmasi nedeniyle tercih edilmemektedir

(Muheem ve ark., 2016).

Mukoadezif tasiyici sistemler, dogal ya da sentetik kaynakli mukoadezif
polimerler kullanilarak olusturulan ilag tasiyici sistemlerdir. Mukoadezif polimerler
mukozal epiteldeki miisin tabakasina baglanarak intestinal kanalda formiilasyonun
daha uzun siire kalmasini ve boylece absorpsiyonun ve dolayisiyla biyoyararlanimin
artmasini saglarlar. Bu sistemler mukus tabakasina adhere olunca su alip siser ve etkin
maddenin salimini saglarlar (Mytrhi ve ark., 2011). Banerjee ve arkadaslarinin (2016)
oral insiilin verilisi i¢in Eudragit, pektin ve CMC kullanarak olusturdugu mukoadezif
sistemin subkutan insiilin uygulamasma gore kan glukoz seviyesini daha kontrollii bir

sekilde diisiirdiigii gézlenmistir.

Insiilinin oral yolla verilisi i¢in emiilsiyon, lipozom, mikrokiire ve nanopartikiil
gibi tasiyici sistemler proteinik yapiyr gastrointestinal kanalin diisiik pH’sindan ve
enzimatik degradasyondan korumak igin sikg¢a kullanilmaktadir. Bu partikiiler
sistemler etkin maddenin epitelyal mukozadan gecisini arttirirken kontrollii salimini

ve hedeflendirilmesini de saglarlar (Park ve ark., 2010).
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1.3. Nanopartikiiler Sistemler

Nanopartikiiller; partikiil biiyiikliikleri 10-1000 nm arasinda degisen, ¢oziinmiis,
hapsedilmis veya adsorbe haldeki etkin maddenin salimini kontrollii bir sekilde
saglayan, dogal veya sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan kat1 kolloidal polimerik
partikiiler sistemlerdir. Nanopartikiiler ilag tastyici sistemler, uygulanan hazirlama
yontemine bagli olarak kendi i¢inde “nanokiireler” ve “nanokapsiiller” olarak ikiye
ayrilirlar. Nanokiireler, etkin maddenin polimerik matriks yap1 i¢inde ¢oziindiigii,
disperse oldugu ya da kismen adsorbe edildigi sistemler iken nanokapsiiller etkin
maddenin polimerik bir membran tarafindan ¢evrelenmis sulu veya yagli bir ¢ekirdek
icinde bulundugu vezikiiler sistemlerdir ve rezervuar sistem olarak da
tanimlanmaktadirlar (Sengel-Tiirk ve Hasgigek, 2009). Nanopartikiiler sistemler saglik
alaninda teshis, goriintilleme ve farkli hastaliklarin tedavisinde ilag tasiyici sistem
olarak kullanilabilir (McNeil, 2011). Giiniimiizde etkin madde verilisi ve tani/teshis
amaciyla baslica kullanilan nano boyutlu sistemler Cizelge 1.4’de Ozetlenmistir
(Bakry ve ark., 2007; Bhatia, 2016; Moghassemi ve Hadjizadeh, 2014; Patan ve ark.,
2013; Sultana ve ark., 2013; Zirh-Giirsoy, 2014).
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Cizelge 1.4. Etkin madde verilisi ve tani/teshis amaciyla kullanilan nano boyutlu sistemler ve genel 6zellikleri

Nanotasiyict Tipi

Biiyiiklik

(nm)

Genel Ozellikleri

Uygulama Alanlar1

Nanopartikiiller

(Polimerik
nanokiireler,
nanokapsiiller,
seramik
nanopartikiiller,
nanosiingerler,
metalik

nanopartikiiller )

10-1000

Dogal veya sentetik polimerlerden, seramik veya inorganik

elementlerden hazirlanan kat1 kolloidal tastyict sistemlerdir.

Etkin maddelerin biyoyararlamminin arttirilmasi, yan

etkilerinin azaltilmasi, aktif ve pasif hedeflendirme ve

etkin maddenin kontrollii salimini saglama

Dendrimerler <10 Birbirini tekrarlayan monomerlerin basamaklar halinde | Yiizeylerindeki fonksiyonel gruplarin degistirilebilmesi
eklenmesiyle sentezlenen kiiresel makromolekiillerdir. sayesinde molekiil sensor, katalizor, kimyasal aktivator,

etkin madde taginmasi ve medikal tanida kullanilabilir.

Nanolipozomlar 50-100 | Kiiresel sekilli, bir ya da birden fazla lipit cifte tabakadan | Hem sulu hem de lipid faz igermesi sebebiyle hem

olusan orta i¢ kisminda ve tabakalar arasinda sulu faz

bulunduran kapali vezikiillerdir.

hidrofilik hem de lipofilik etkin maddelerin verilisinde

kullanilabilirler.
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Cizelge 1.4. Devam

Niozomlar Kiiciik tek | Nanoniozomlar, non iyonik yiizey etkin maddelerin sulu | Cesitli yollarla uygulanabilen bu sistemlerin 6zellikle
tabakali: | ortamlarda meydana getirdigi kapali ¢ift tabakali ve nanometre | karaciger, dalak ve kemik iligi gibi dokularda birikimi
10-100 boyutlarinda yapilardir. Hazirlanma yontemlerine gore tok ya | bu dokularda makrofajlara baglanmayi, 6zel amaglarla
Biiyiik tek | da ¢ok tabakali olabilirler. iiretilen niozomlar (manyeto-niozom gibi) ise farkl
tabakali: dokulara hedeflemeyi saglamaktadir.
100-3000

Kati-Lipid 50-1000 | Bu yapilar genel olarak kati lipit, yilizey etkin madde ve su | Yapilar1 sayesinde lipofilik ve hidrofilik etkin

Nanopartikiiller fazindan, nano-yapilt lipit tagiyicilar (KLN) ise kat1 lipit, stvi | maddelerin yiiklenebildigi bu sistemler etkin madde
yag, ylizey etkin madde ve su fazindan meydana gelmektedir. | dayanikliligim1  arttirir,  kontrollii ~ salimmni  ve

hedeflendirilmesini saglar.

Nanojeller 20-200 | Yiksek yiikleme kapasitesine ve stabiliteye sahip bu yapilar, | Oral, topikal ve pulmoner yollarla uygulanan bu
spesifik polianyonlarla katyonik polimerlerin baglanmasiyla | sistemler hidrofilik ve hidrofobik etkin madde verilisi
olusan, sisme Ozelligine sahip ags1 yapida ila¢ tasiyici | ve hedeflendirilmesi, gen tedavisi ve asilarda tastyici
sistemlerdir. sistemler olarak kullanilmaktadir.

Nanoemiilsiyonlar 20-200 | Birbiriyle karigmayan su ve yag fazinin yiizey etkin madde | Sudaki ¢oziiniirliigli az olan etkin maddeler ya da

ve/veya yardimci yiizey etkin madde varliginda olusturuldugu
ve dagilan fazin nanometre boyutundaki damlalar halinde

bulundugu sistemlerdir.

yapilarin ¢oziiniirliigiinii ve emilimini arttiran bu
sistemler ayrica seffaf/yari-seffaf yapilari sayesinde
estetik bir ayricalik saglar ve krem, kopiik, parfiim gibi

formiilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilir.
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Cizelge 1.4. Devam

Miseller 5-100 Miseller hidrofobik yapida bir ¢ekirdek ve hidrofilik | Cekirdek kismi hidrofob ilaglarin ¢oziinebildigi bir
ozellikteki kabuktan olusmaktadir. depo ozelligi gosterirken kabuk kismi hidrofilik 6zellik
saglar. Etkin madde tasmmmasinda, tanm1 amagl
goriintilemede ve etkin madde hedeflendirilmesinde
kullanilirlar.

Nanokristaller 2-9.5 Etkin maddenin kristal yapisinin korundugi ve neredeyse | Coziiniirliigii diisik etkin maddelerin doygunluk
tamamen etkin maddeden olusan yapilardir. ¢Oziinlrligiiniin, ¢Ozlinme hizinin ve

biyoyararlaniminin arttirilmasi

Karbon Nanotiip 2-100 Karbon tabakalarimin yuvarlanmasindan olusan silindirik | DNA ve protein biyosensorlerinin hazirlanmasinda,

(cap) 5- | yapilardir. etkin madde ve as1 verilis sistemlerinde kullanilirlar.
550
(uzunluk)

Fulleren ~1 Karbon atomlar1 arasinda 2sp ortaklagmasi gosteren bu | Yakit hiicrelerinde, yer alti sularmin kalitesinin
sistemler besgen ve altigenlerden olusan kiire seklindeki | iyilestirilmesinde, kozmetik ve ilag etkin maddelerinin
yapilardir. tasinmasinda ve tam amaghh  goriintiilemede

kullanilirlar.

Nanolif 50-1000 | Karbon, titanyum dioksit, silikon dioksit, zirkonyum dioksit, | Tip alaminda ve yapay organ gelistirilmesinde, etkin

platin ve benzeri elementler kullanilarak iretilen [lif

yapilardir.

madde verilisinde kullanilmaktadir.
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Cizelge 1.4. Devam

Nanokafesler

10-100

Inorganik maddelerden yapilmis nanokafesler poréz ve i¢i bos

altin nanoparcaciklardan hazirlanmaktadir.

Etkin madde tastyici sistemlerin gelistirilmesinde,
tomografide kontrast ajan kullanilarak erken evrede

kanser olaylarinin teshisinde kullanilabilir.
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1.3.1. Nanopartikiillerin Avantajlar ve Dezavantajlar
Nanopartikiiler sistemlerin avantajlari (Derman ve Kizilbey, 2013);

- Partikiil biiytikliikleri sayesinde kapilerlerden gecerek hiicre igine alinip hedef
bolgede etkin madde birikimini saglamak ve boylece diger organ ve
dokulardaki birikimi ve sistemik toksisiteyi azaltmak,

- Hedef dokuda kontrollii etkin madde salimini saglamak,

- Etkin maddelerin yiiklendigi nanopartikiillerin hedef bolgedeki reseptorlere
baglanacak ligandlarla modifiye edilmesi 1ile etkin bir sekilde
hedeflendirilmesini saglamak,

- Etkin maddenin kati matriks igine hapsedilmesi ile etkin maddeyi
parcalanmaktan koruyarak istenen bolgeye ulasim olasiligini arttirmak,

- Basit ve kolay bir iiretim yontemine sahip olmak.

Nanopartikiiler sistemlerin dezavantajlari;

- Nanopartikiiler sistemler partikiil biiyiikliikleri, kimyasal bilesimleri, yiizey
ozellikleri, ¢oziiniirliikleri, sekilleri ve bulunduklar1 ortamin pH’s1, sicakligi,
oksijen varlig1 gibi degiskenlere bagl olarak toksik ve istenmeyen etkiye yol
acabilirler (Vass ve ark., 2015).

- Cesitli nanopartikiiler  sistemlerle yapilan c¢alismalarda  pulmoner
enflamasyona yol a¢gma, alerjenlere karsi olusan immiin yanitta degisiklige
sebep olma, platelet agregasyonunu uyarma, makrofajlarin fagositik
aktivitesini inhibe etme, kardiyak fonksiyonlarda ve vaskiiler homeostazi
olumsuz yonde etkileme ve oksidatif strese neden olma gibi istenmeyen
etkilere sahip olabildikleri gosterilmistir (Jong ve ark., 2008).

- Nanopartikiiller genis ylizey alanlar1 sebebiyle sahip olduklar1 yiiksek yiizey
enerjisini diisiirmek i¢in aglomerat olusturma egilimindedir. Bu durum stabilite
problemlerine, olusturulan sistemlerin hedeflenen dokuya ulagamamasma ve
parenteral yolla veriliste kan damarlarinda tikanmaya yol acabilmektedir (Wu
ve ark., 2011).
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- Bazi yontemlerde uygulanan yiliksek basing ve sicakligin etkin maddenin ve

tagtyict  sistemin yapisinda bozulmaya neden oldugu gdosterilmistir

(Ekambaram ve ark., 2012).

1.3.2. Nanopartikiil Hazirlama Yontemleri

Nanopartikiillerin ~ hazirlanma  yontemleri temel olarak su sekilde

siniflandirilabilir (Jatariu ve ark, 2010):

I. Kimyasal yontemler
1. Monomer polimerizasyonu
Emiilsiyon polimerizasyonu
Siispansiyon polimerizasyonu

Polikondensasyon

2. Polimerler kullanilarak hazirlama
Kovalan ¢apraz baglama yontemi
Iyonik ¢apraz baglama ydntemi

Selasyon

II. Fiziksel yontemler
Coziicii buharlastirma yontemi
Piiskiirterek kurutma yontemi
Piiskiirterek kaplama yontemi
Piiskiirterek dondurma yontemi
Dondurarak kurutma yontemi

Koaservasyon yontemi

Polimerik nanopartikiiller, tasmnacak olan etkin maddenin hidrofilik ya da
hidrofobik 0zellikte olusu dikkate almarak farkli hazirlama yontemleri ile
hazirlanabilirler. Peptit ve proteinler gibi suda ¢dziinen etkin maddeler i¢in en ¢ok

kullanilan hazirlama yontemlerinden birisi su/yag/su tipi emiilsifikasyon ¢oziicii
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buharlastirma yontemidir (Devrim ve ark., 2011; Devrim ve ark., 2013; Devrim ve
Bozkir, 2015; Zhang ve ark., 2014). Bu yontemde polimer, su ile karigmayan organik
bir ¢oziiciide (diklorometan, etil asetat, kloroform gibi) ¢6ziilir. Hazirlanan polimer
cozeltisi hidrofilik 6zellikteki etkin madde ve emiilgator iceren sulu faza eklenerek
su/yag tipi primer emiilsiyon olusturulur. Daha sonra primer emiilsiyon stabilizer
iceren ikinci sulu faza ilave edilerek karistirilir ve su/yag/su tipi sekonder emiilsiyon
olusturulur. Organik ¢6ziicli buharlastirilarak uzaklastirilir ve nanopartikiil olusumu

saglanir (Dinarvand ve ark, 2011; Olivier, 2005).

Emiilsifikasyon ¢6ziicli buharlastirma yontemi kullanilarak peptit/protein gibi
makromolekiilleri iceren nanopartikiillerin hazirlanmasinda karsilasilan en 6nemli
sorun, Uretim asamasinda c¢esitli stres kosullarma maruz kalmalari nedeniyle
makromolekiillerin stabilitesinin korunamamasidir. Ozellikle peptit/proteinlerin
su/yag/su tipi emiilsiyonlarin hazirlanmasi asamasinda sivi-gaz ve sivi-sivi ara
yiizeylere adsorpsiyonu denatiirasyonlari ile sonuglanabilecegi i¢in biyolojik aktivite
kaybma neden olacaktir. Ara ylizeylere maruziyeti artiran ve proteinlerde yapisal
bozulmaya neden olabilecek faktorlerden birisi de karistirma islemidir. Emiilsiyon
olusumunu saglamak ve organik ¢oOziiciiyii buharlagtirmak i¢in uygulanan yiiksek
hizlardaki karistirma ve/veya sonikasyon islemleri protein yapisina zarar verebilecegi
gibi ara yiizeylere maruziyeti de artiracaktir (Mundargi ve ark., 2008; Yuan ve ark.,
2009). Peptit/protein i¢eren nanopartikiillerin emiilsifikasyon yontemi ile hazirlanmasi
sirasinda karsilasilabilecek diger 6nemli bir sorun, polimeri ¢6zmek i¢in kullanilan
organik ¢oziiciilerin (diklorometan ve kloroform gibi) protein denatiirasyonuna neden
olmasidir. Bunun disinda islem sirasinda uygulanabilecek sicaklik ve pH gibi
parametreler de protein stabilitesini olumsuz yonde etkilebilecek islem parametreleri

arasinda yer almaktadir (van der Walle ve ark., 2009).

Peptit-protein iceren nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan bir diger
yontem, iyonik ¢apraz baglama yontemidir. Iyonik ¢apraz baglama yontemi ile
hazirlanan nanopartikiillerde pozitif yiiklii polimerler ile negatif yiikli polimerler
arasinda kompleks olusumu saglanmaktadir (Curcio ve ark., 2015; Dul ve ark., 2015).

Bu yontemde, diger nanopartikiil hazirlama yontemlerinde uygulanan organik ¢oziici,
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yiiksek 1s1 ya da yiiksek karistirma hizi gibi peptit ve proteinlerin yapisini olumsuz

yonde etkileyecek stres kosullariin uygulanmiyor olmasi dnemli bir avantajdir.

Iyonik capraz baglama ydntemi ile hazirlanan nanopartikiiller genel olarak
polielektrolit kompleks nanopartikiiller olarak adlandirilmaktadir. Calismamizda
insiilin igeren nanopartikiiller bu yontem ile hazirlanmig ve elde edilen sistemler

polielektrolit kompleks nanopartikiilleri olarak adlandirimistir.

1.4. Polielektrolit Kompleksleri

IUPAC’a gore polielektrolitler, iyonik ve/veya iyonize olabilir gruplari igeren
makromolekiiler yapilardir. Genellikle su gibi polar ¢oziiciilerde ¢oziiniirler ve
elektrostatik etkilesimleri ve esneklikleri sayesinde kendilerine 6zgiin 6zellikler
gosterirler. Polielektrolitler kaynaklarma gore dogal (niikleik asitler, proteinler,
polisakkaritler vb.), dogal kaynaklardan tiiretilmis (seliiloz tiirevleri vb.) ve sentetik
(poliakrilik asit vb.) olabilir. Iyonize olabilen gruplar1 asidik (karboksilik asit ve fosfat
gruplar1 gibi) ya da bazik (amino grubu) olabilir. Bunun yan1 sira asidik ve bazik
gruplarin  birlikte  bulundugu yapilar poliamfolitler —olarak  adlandirilir.
Polielektrolitlerin zayif ve giiclii olarak siniflandirilmasi, iyonize olabilen gruplarin
uygun kosullar altinda kismen ya da tamamen ¢6ziinebilir olmasina baglidir. Ortam
pH’sindaki degisiklikler giiclii polielektrolitlerin yiikiine etki etmezken zayif
polielektrolitlerin ¢oziiniirliigiinde degisikliklere yol acar. Giliglii polielektrolitlere
ornek olarak RNA ve DNA verilebilirken ¢ogu protein zayif polielektrolittir.
Polielektrolitler molekiiler yapilarina gore lineer, dallanmis ve gapraz bagl olarak
smiflandirilabilir. Yiiklerin molekiiliin ana zincirine bagli oldugu polielektrolitler
integral olarak adlandirilirken yiikiin yan gruplarda bulunmasi durumunda pendant
olarak adlandirilir. Kiigiik iyon ve monomerlerin tekrarladigi polielektrolitler
homopolimer, iki veya daha fazla monomerden olusan polielektrolitler ise kopolimer

olarak adlandirilir (Bourganis ve ark., 2016).

Polielektrolit kompleksleri, zit yiiklii partikiillerin (6rnegin polimer-polimer,

polimer-etkin  madde ve polimer-etkin madde-polimer) arasinda olusan
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komplekslerdir. Zit yiiklii partikiillerin karigtirilmasi, kuvvetli ama tersine ¢evrilebilen
elektrostatik baglarm olusmasi nedeniyle kendiliginden birlesmelerine neden olur. Bu
etkilesimin polimerik zincirler arasinda gergeklesmesi, polielektrolit kompleks
aglarmin olusumunu saglar. Genel olarak, bu polimerik aglar iyi tolere edilir, biyolojik
olarak uyumludur ve c¢evre kosullarindaki degisikliklere daha duyarlidir. Bu
polielektrolit komplekslerinin olusumu ve stabilitesi, karsit yiiklii polielektrolitlerden
her birinin iyonizasyon derecesine, polielektrolitler iizerindeki yiiklerin yogunluguna,
polimerik zincirler lizerindeki yiik dagilimma, polielektrolitlerin konsantrasyonuna,
karigtirma orani, karistirma sirasi, etkilesimin stiresi, iyonik gruplarin yapisi, iyonik
gruplarm polimerik zincirler izerindeki konumu, polielektrolitlerin molekiil agirligs,
polimer zincirinin esnekligi ve ayrica sicaklik, iyonik kuvvet ve reaksiyon ortaminin

pH’s1 gibi ¢evresel faktorlere baghdir (Hamman, 2010).

1.4.1. Polielektrolit Komplekslerinin Avantajlar:

Polielektrolit komplekslerinin avantajlar1 su sekilde sayilabilir (Patwekar ve ark.,
2016):

- Enaz iki polielektrolit bileseninin olumlu 6zelliklerinden ayn1 anda yararlanma
imkani saglamasi,

- Organik ¢oziiciiler yiiziinden meydana gelen protein denatiirasyonundan ve
toksisite ile ilgili olumsuzluklarin elimine edildigi kolay bir {iretim siirecine
sahip olmasi,

- Oda sicakliginda gergeklesen kompleks olusumu i¢in 6zel bir ekipmana ihtiyag
duyulmamasi nedeniyle iiretim maliyetinin diisiik olmasi,

- Partikiil biiylkligi ve yiizey yikii gibi fizikokimyasal 06zelliklerinin
ayarlanabilir olmasi,

- Belirli biyolojik bariyerlerden gegisi ve hiicre alimimi kolaylastiran nano
Olgekli boyutlarda olmalari,

- Makromolekiiller ile birlesme becerisine sahip olmalari,

- Etkin maddenin uyar1 tarafindan tetiklenerek salimimni saglamalaridir.
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1.4.2. Polielektrolit Komplekslerin Hazirlanma Y éntemleri

Polielektrolit komplekslerinin olusumu 3 adimda meydana gelmektedir. Bunlar
primer kompleks olusumu, kompleks i¢i yeniden diizenleme ve kompleksler arasi

agregasyon olusumudur (Tsuchida, 2008).
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Sekil 1.5. Polielektrolit kompleks olusum asamalar1

Primer kompleksler, zit yiiklii polielektrolitlerin 10 mol/I’den yiiksek
konsantrasyonlarindaki ¢dzeltilerinin karistirilmas:t sonucu Coulomb kuvvetinin
etkisiyle hizli ve diizensiz bir sekilde meydana gelir. Kompleks i¢i yeniden diizenleme
ilk asamaya gore daha uzun siirer ve yeni baglarin olusmasmi ve/veya polimer
zincirlerinin bozulmalarinin diizeltilmesini igerir. Son asamada ise olusan kompleksler
hidrofobik etkilesmeler, hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri ve dipol
etkilesimleri sayesinde ¢apraz baglayici kullanmaksizin rastgele, agsi ve fibril
sekillerde interpolimer komplekslerini olustururlar. Olusan kompleksler stokiyometrik
ve stokiyometrik olmayan kompleksler olmak iizere iki gruba ayrilabilir.
Stokiyometrik kompleksler zit yiiklii polielektrolitlerin ekimolar olarak karistiriimasi
sonucu elde edilir. Stokiyometrik olmayan kompleksler ise bir polielektrolitin digerine
gore daha fazla kullanilmasiyla elde edilir. Zit yiiklerden birinin daha fazla
kullanilmas1 genellikle kompleksi daha hidrofilik ve ¢oziiniir hale getirir (Ankerfors,
2008; de Robertis ve ark., 2015; Schatz ve ark., 2004; Tsuchida, 2008).
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Polielektrolit komplekslerinin olusturulmasi i¢in glinlimiizde baslica kullanilan

yontemler sunlardir:

1.4.2.1. Layer-by-layer Teknigi

Elektrostatik kendiliginden birlesim olarak da adlandirilan Layer-by-layer
teknigi genellikle kati partikiillerin yiiklii yiizeylerinde katyonik ya da anyonik
polielektrolitlerin biriktirilmesi ile polielektrolit katmanlarmnin olusturulmasi igin

kullanilir (Bourganis ve ark., 2017).

1.4.2.2. Jet Kanstirma Teknigi

Jet karnistirma (mikrokaristirma) tekniginde, polielektrolit kompleksi olusumu
confined impinging jet (ClJ) cihaziyla gergeklestirilir. Bu sistemde zit yiikli
polielektrolitler karisimin gergeklesecegi hazneye iki ayr1 noktadan verilir ve burada

milisaniyeler i¢cinde polielektrolit komplekslerinin olusumu gergeklesir (Ankerfors,
2008).

1.4.2.3. Iyonotropik Jelasyon Teknigi

Iyonotropik jelasyon; polielektrolitlerin, jelisferler olarak da adlandirilan
hidrojel tanecikleri olusturmak i¢in karsi iyonlarm varliginda capraz baglanma
yetenegine dayanir. Jelisferler, yogun jelasyon yetenegine sahip kiiresel ¢capraz baglh
hidrofilik polimerik yapilardir. Bu yapilar, etkin madde yiiklii polimerik bir ¢ézeltinin,
cok degerlikli (polivalan) katyonlarin sulu ¢dzeltisine manyetik karistirici altinda
damla damla eklenmesiyle iiretilir. Katyonlar, etkin madde yiiklii polimerik yapilara
diftize olur ve iyonik olarak ¢apraz bagli ii¢ boyutlu bir yap1 olusturur. Biyomolekiiller
lic boyutlu yapisii korumak i¢in hafif sartlar altinda bu jelisferlere yiiklenebilir (Patil
ve ark., 2012; Smrdel ve ark., 2008).
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1.4.2.4. Tyonik Capraz Baglama Yéntemi (Polielektrolit Titrasyonu)

Iyonik ¢apraz baglama yontemi diger bir adiyla polielektrolit titrasyonu, zit
yiiklii polielektrolit ¢ozeltilerinin karistirilmasi sonucu kompleks olusumuna dayanan
ve giinlimiizde siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde polielektrolit ¢ozeltisi
manyetik karistiric1 ile yavasca karistirilmakta olan zit yiikklii bir polielektrolit
cozeltisine eklenir. Polielektrolitlerin ¢dzeltideki konsantrasyonlar1 kompleks
olusumu ile zamanla azalr. Ortamdan komplekslesmeyen polielektrolitlerin
uzaklastirilmast ve polielektrolit komplekslerinin saflastirilmas: i¢in ¢ozelti

santrifiijlenir ve yeniden disperse edilir (Bourganis ve ark., 2017).

1.4.3. Polielektrolit Komplekslerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Polielektrolit kompleksleri {iretiminde kullanilan polimer tiplerine gore su

sekilde smiflandirilabilir (Dumitriu ve Chornet, 1998):

1.4.3.1. Dogal Polimerler Arasinda Olusturulan Polielektrolit Kompleksleri

Dogal polimerler, biyouyumluluk ve biyobozunabilirlik gibi 6zelliklere sahip
olmalar1 nedeniyle doku miihendisligi ve etkin madde verilisi i¢in formiilasyon
gelistirmede sik¢a kullanilmaktadir (Aravamudhan ve ark., 2014; Mustafa ve ark.,
2016). Niikleik asitler, karragenan, aljinat tiirevleri, hyaluronik asit, pektin, kondroitin
stilfat, dekstran siilfat ve karboksimetil seliiloz kullanilan polianyonlara; poli(L-lisin),
Kitozan tiirevleri, protamin ve spermin ise polikatyonlara Ornek olarak verilebilir.
Polikatyonlarmn DNA, RNA ve proteinler gibi biyoaktif molekiillerle arasinda
gerceklesen elektrostatik etkilesim polikatyonlarin ilag tasiyici sistem olarak
kullanilmasini saglamaktadir (Dul ve ark., 2015; Kabanov ve Kabanov, 1994; Kim ve

ark., 2016). Kitozan giinimiizde kontrollii salim ve kolona hedeflemeyi saglamasi,
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mukoadezif 6zellige sahip olmasi, pH’ya bagl olarak jellesebilmesi, negatif ytiklii

yiizeylerden permeasyonu arttirici ve efluks pompasini inhibe edici 6zelliklere sahip

olmasi nedeniyle etkin maddelerin gesitli verilis yollarma gore yapilan calismalarda

sikca kullanilmigtir (Bernkop-Schniirch ve Diinnhaupt, 2012). Dogal polimer yapili

polielektrolit komplekslerine ait 6rnekler Cizelge 1.5°de verilmistir.

Cizelge 1.5. Dogal polimer yapili polielektrolit kompleksleri ve uygulamalar

Polianyon Polikatyon | Uygulama

Aljinat Kitozan Antimikrobiyal ajanlarin P. acnes tedavisinde
kullanimi (Friedman ve ark., 2013)

DNA Kitozan Gen tedavisi i¢in non-viral vektorlerin gelistirilmesi
(Janes ve ark., 2001)

Heparin/Hyaluronan | Kitozan Doku miihendisligi uygulamalari i¢in nanoyapilarin
olusturulmasi (Boddohi ve ark., 2009)

Kondroitin Protamin | Peptid verilisi i¢in kondroitin bazli nanopartikiillerin
gelistirilmesi (Umerska ve ark., 2015)

Hyaluronik asit Poliarjinin | Poliarjinin ve HA bazli tasiyici sistemlerin
gelistirilmesi  ve  karakterizasyonu  (Oyarzun-
Ampuero ve ark., 2011)

Karragenan Protamin Etkin madde verilisi i¢in karragenan ve protamin
bazli nanopartikiillerin tiretimi ve karakterizasyonu
(Dul ve ark., 2015)

Sodyum Aljinat Katyonize | Kurkumin verilisi igin katyonize jelatin ve sodyum

Jelatin aljinat bazli nanopartikiiler sistemlerin hazirlanis

(Sarika ve James, 2016)

1.4.3.2. Dogal ve Sentetik Polimerler Arasinda Olusturulan Polielektrolit

Kompleksleri

Giiniimiizde poli-e-kaprolakton (PCL), poli(l-glutamik asit) (PGA), polilaktik

asit (PLA) ve kopolimerleri gibi sentetik polimerler etkin madde verilisi i¢in kitozan,
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dekstran, aljinat, seliiloz, karragenan, hyaluronik asit ve pektin gibi dogal polimerlerle

birlikte sik¢a kullanilmaktadir (Fang ve ark., 2013; Hu ve ark., 2002; Prokop ve ark.,

1998). Dogal ve sentetik polimerlerin olusturdugu polielektrolit kompleksler ve

uygulamalarina ait 6rnekler Cizelge 1.6’da verilmistir.

Cizelge 1.6. Dogal-sentetik polimer yapili polielektrolit kompleksleri ve uygulamalari

Dogal Polimer

Sentetik Polimer

Uygulama

Kitozan

Poli(akrilik asit) (PAA)

Hidrofilik etkin maddelerin verilisi i¢in PAA ve
kitozan bazli nanopartikiillerin hazirlanmasi ve

karakterizasyonu (Hu ve ark., 2002)

Kitozan

Polivinil alkol

Transdermal yolla insiilin veriligi i¢in hidrojel
hazirlanmasi ve karakterizasyonu (Zu ve ark.,

2011)

Dekstran

Poli(Allilaminhidroklorit)

Ibuprofenin yiiklenmesi ve salimi igin ameliyat
iplikleri iizerinde polimerik mikrojel filmlerin

olusturulmasi1 (Wang ve ark., 2009)

Kitozan

Poli(L-glutamik asit)

Kikirdak rejenerasyonu igin kondrosit yiikli
pordz PLGA/kitozan mikrokiirelerinin

hazirlanmasi (Fang ve ark., 2013)

Karragenan

Eudragit E

H. pylori tedavisi i¢in amoksisilin ve
metronidazoliin uzatilmig salimint saglayan
matriks tabletlerin hazirlanmasi (Bani-Jaber ve
ark., 2011)

Aljinat

Polietilenimin

Furosemidin simiile intestinal sivi i¢inde
uzatilmis salimin1  saglayan aljinat kaph
aljinat/polietilenimin bazli tasiyici sistemlerin

hazirlanmasi (Mallikarjuna Setty ve ark., 2005)

1.4.3.3. Sentetik Polimerler Arasinda Olusturulan Polielektrolit Kompleksleri

Sentetik polielektrolitlerle yapilan caligmalarda genel olarak kondiiktometrik,

potensiyometrik ve turbidimetrik titrasyon yontemleri kulanilmistir. Bu amagla

kullanilan anyonik ve katyonik polimerlere bazi 6rnekler Cizelge 1.7°de verilmistir.
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Cizelge 1.7. Polielektrolit komplekslesmesi igin kullanilan sentetik polianyon ve polikatyonlar

Polianyon Polikatyon

Na-poliakrilat Poli(4-vinil-N-biitilpiridinyum) bromit

Na-polistiren siilfonat Poli(4-vinil-N-biitilpiridinyum) bromit

K-poli(vinilalkol) Poli(vinilamin)hidroklorit siilfat

Na-polistiren siilfonat Poli(vinilbenziltrimetil)amonyum

Polistiren siilfonik asit bromit

Poliakrilik asit Poli(vinilbenziltrimetil)amonyum

K-Polivinil siilfat hidroksit

K-Poli(vinil alkol) Cesitli kuarternize polikatyonlar
Poli(dimetildialkil)amonyum Klorit
Dallanmis poli(etilen imin) siilfat

1.4.3.4. Polielektrolit ve Siirfaktanlar Arasinda Olusan Polielektrolit

Kompleksleri

Siirfaktan-polielektrolit ~ kompleksleri, zit  yiikli  policlektrolitlerle
stirfaktanlarin hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlerle bir araya gelmesiyle olusur.
Bu karisimlar giiniimiizde gida, kozmetik, deterjan, boya endiistrilerinde ve eczacilikta
formiilasyonlarin kaplanmasi, enkapsiilasyonu, gen tedavisi i¢in tasiyict sistem
gelistirilmesinde sik¢a kullanilmaktadir. Kullanilan polimer formiilasyonun reolojik
Ozelliklerini belirlerken siirfaktanlar ise 1slanabilirlik gibi yilizey 0Ozelliklerinden

sorumludur (Langevin, 2009).

Iyonik siirfaktan kullaniminda, Kritik misel konsantrasyonunun (CMC) iizerinde
yiiklii misel ve poliiyon arasinda Coulombic ¢ekimler sayesinde kompleksasyon
meydana gelir. Olusan kompleksin yapis1 kullanilan polielektrolitin zincir yapisi, yiik
dagilimi ve molekiiler agirlig1 gibi parametrelere; siirfaktanin agregat tipini belirleyen
topaklanma parametresine ve bas grubunun tipine gore degisir. Siirfaktan ve
polielektrolitler arasinda olusabilecek muhtemel yapilar Sekil 1.6’da gdsterilmistir
(Gradzielski ve Hoffman, 2018).
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Sekil 1.6. Siirfaktan ve polielektrolit komplekslesmesi sonucu olusabilecek muhtemel yapilar.
Stirfaktanlar diisilk konsantrasyonlarda polielektrolitlere teker teker baglanirlar (a). Ortama
daha fazla siirfaktan eklenmesi polielektrolitlere baglanan cesitli sekillerde agregatlarin
olusumunu saglar. Bu sekiller kiiresel misellerin polielektrolit i{izerinde sirali bir sekilde
dizilmesi (b), polielektrolit aginin ¢ubuk seklindeki misellerle bir arada tutulmasi (¢), yogun
bir miseller ¢ekirdek i¢eren polielektrolit kiimesi (d) veya ¢ok katmanli vezikiiller (e) olabilir.

1.4.3.5. Protein-Polielektrolit Arasinda Olusturulan Polielektrolit Kompleksleri

Ik rekombinant protein olan insiilinin basarili bir sekilde iiretilmesi ve piyasaya
stiriilmesinin ardindan pek ¢ok peptit ve protein yapili etkin madde gelistirilmis ve
onay almistir. Giiniimiizde ise kanser ve c¢esitli metabolik, immiinolojik, hormonal,
genetik, enfeksiyoz ve kardiyak hastaliklarin tedavisinde cesitli proteinik etkin
maddeler kullanilabilmektedir.

Peptitler kiiclik kimyasal molekiillere gore membran proteinleriyle etkilesime
daha yatkmdir ve bu sayede daha yiiksek etkinlik, segicilik ve 6zgiilliikk gosterme gibi
avantajlara ve bu avantajlarin yaninda fiziksel ve kimyasal olarak daha diisiik stabilite,
viicuda verilislerinde diisiik yarilanma siiresi, biyoyararlanim, ¢dziiniirliilk, membran

permeabilitesi, agregat olusturma ve immiinojenik yanita sebep olma gibi
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dezavantajlara sahiptir (Agyei ve ark., 2017). Bu problemler peptit yapili etkin
maddelerin parenteral yol haricindeki uygulamalarini zorlastirmaktadir ve bu sorunu
asmak icin yapida PEGilasyon, hiperglikozilasyon ve mannozilasyon gibi kimyasal
degisiklikler meydana getirilebilecegi gibi polielektrolit kompleksleri gibi partikiiler
sistemler de kullanilabilmektedir (Mitragotri ve ark., 2014).

Peptit ve proteinler amfoterik yapilar1 nedeniyle ¢evre kosullarina gére pozitif
ya da negatif olarak yliklenebilir. Bu sayede proteinlerin, polielektrolitlerle titrasyonu
sonucu kolaylikla konjugasyonu saglanabilir. Proteinlerin polielektrolit kompleksleri
ile konjugasyonu, proteinin kompleks olusturmadan 6nce ayni yiiklii polielektrolitle
karigtirilmas1 ve sonrasinda zit yiiklii polielektrolitle karistirilmasi veya onceden
olusturulmus polielektrolit kompleksinin yiizeyine adsorpsiyonu ile saglanabilir
(Bourganis ve ark., 2016). Polielektrolit komplekslerinin bu sekilde kendiliginden
olusumu, konvansiyonel nanopartikiiler sistemlerin iiretiminde kullanilan toksik
organik ¢oziiclilerin, yiiksek sicakligin, kuvvetli calkalama etkisinin ve kimyasallarin
peptitlerde meydana getirdigi stabilite ve biyouyumluluk problemlerinin elimine
edilmesini saglar (Thompson ve Cheng, 2011) ve bu olusumda; polielektrolitin
molekiil agirligi, esnekligi, fonksiyonel gruplarinin yapisi, yiikk yogunlugu, hidrofilik-
hidrofobik dengesi ve biyouyumlulugu gibi kimyasal Ozelliklerinin yani sira,
reaksiyon ortaminin pH’s1, iyonik kuvveti, bilesenlerin konsantrasyonlari, karisimdaki

molar oranlar1 ve sicaklik gibi bir¢ok parametre etkilidir (Mansuroglu ve ark., 2011).

1.4.4. Protamin

1.4.4.1. Protamin Hakkinda Genel Bilgiler

Protamin, ortalama molekiil agirlig1 6-10 kDa arasinda olan arjinince zengin
katyonik dogal bir peptittir (Liu ve ark., 2011; Qi ve ark., 2012; Vighi ve ark., 2013;
Ahmad ve ark., 2015; Liu ve ark., 2015). Cesitli balik tiirlerinin sperminden elde edilir
(Scheicher ve ark., 2015). Protamin nontoksik bir peptittir ve heparin
antikoagiilasyonu i¢in antidot olarak parenteral yolla kullanim1 FDA’den onay almistir

(Kim ve ark., 2013; Pali-Scholl ve ark., 2013; Shukla ve ark., 2013; Wang ve ark.,
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2014). Protaminin yapisindaki amino asitlerin yaklasik %90°1 arjininden olusmaktadir.
Arjinin intestinal bir proteaz olan tripsinin par¢alama bolgelerinden birisidir. Bu
nedenle, insiilin gibi tripsin tarafindan parcalanan proteinler protamin ile birlikte
uygulandiginda enzimatik yikimlarinin belirgin bir sekilde baskilandig1 goriilmiistiir

(Zhang ve ark., 2008).

Protamin, arjinince zengin viral proteinlere benzer sekilde membran
translokasyon aktivitesine sahiptir ve bu 0Ozelligi sayesinde hiicreye penetre
olabilmektedir (Scheicher ve ark., 2015; Umerska ve ark., 2015). Non-toksik bir CPP
olan protaminin kendisi hiicre membranlarindan gecebildigi gibi baglandig1 proteinik
yapilarin da hemen hemen tiim hiicre tiplerinden gegislerine izin vermistir (Chang ve
ark., 2001a; 2001b). Hiicre kiiltiirii ve hayvan ¢alismalar1 protaminin TAT ile esit
hiicre-internalizasyon potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (He ve ark., 2013).
Deli’nin yaptig1 calismada epitelyal tabakada yer alan siki baglant1 noktalarinin
acilmasini saglayarak paraseliiler ge¢isi arttirdigi gézlenmistir (2009). Diger katyonik
lipitlerden ya da transfeksiyon ajanlarindan farkl olarak, protamin non-immiinojenik
ve non-antijenik 6zellige sahiptir. Bu nedenle protaminin insiilinin intestinal mukozal
tabakadan gecisini iyilestirmek ve boylece sistemik biyoyararlanimini artirmak i¢in

etkili ve giivenli bir ara¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir (He ve ark., 2013).

1.4.4.2. Protamin Esash Partikiiler Sistemler

Protaminin yukarida bahsedilen 6zellikleri nedeniyle, etkin maddeler i¢in etkili,
giivenli ve ekonomik bir tastyici olarak kullanimma olan ilgi giderek artmaktadir.
Junghans ve arkadaslar1 (2000) ‘proticle’ adi verdikleri protamin-oligoniikleotit
nanopartikiillerini  gelistirmistir. Proticle’lar, 100-200 nm partikiil biiytikIigi
araliginda biyolojik olarak parcalanabilen nanopartikiillerdir ve antisens
oligoniikleotitler ve kiiciik peptitler gibi ¢esitli aktif bilesiklerin tasinmasi i¢in
gelistirilip karakterize edilmislerdir (Junghans ve ark, 2000; Lochmann ve ark., 2005;
Weyermann ve ark., 2005; Wernig ve ark., 2008). Proticle’lar, protamin ve

oligoniikleotitler gibi zit yiiklii biyomolekiillerin sulu ortamda kendiliginden bir araya
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gelmesi ile olugsmaktadir. Pozitif yiiklii protamin ile negatif yiikli DNA/RNA
oligoniikleotit iskeleti arasindaki giiclii iyonik etkilesmeler proticle olusumunun
temelini olusturmaktadir (Junghans ve ark., 2000). Istenen o6zelliklere sahip
nanopartikiillerin elde edilebilmesi, bilesenlerin kiitle oranlarmin optimizasyonu ile
saglanabilmektedir. Bilesenlerin konsantrasyonlar1 nanopartikiillerin  partikiil
biyiikligi, yiikleme etkinligi, zeta potansiyeli ve transfeksiyon etkinligi gibi
ozelliklerini etkileyen en onemli parametredir. Bu yeni tasiyici sistemler enzimatik
parcalanmaya karst etkili koruma saglamis, yiiksek transfeksiyon hizi ve onemli
derecede antisens etkinlik elde edilmistir. Protamin, insanlarda non-toksik ve
biyouyumlu olmasi nedeniyle gen transfeksiyonunu iyilestirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Cao ve ark, 2013; Kim ve ark., 2013). Bir CPP olan protaminin
yiiksek arjinin igerigi nedeniyle hiicre yiizeyindeki proteoglikanlara baglanarak
hiicresel alim1 uyarmakla birlikte niikleer lokalizasyon sinyalleri olusturmast DNA ’nin
sitozolden c¢ekirdege girigini artirmustir. DNA ile kondanse olabilme ozelligi,
protaminin biyouyumlu dogal bir madde olarak gen tasiyici sistemlerde kullanimi i¢in

umut vaat edici olmustur (Moran ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015).

Protaminin oligoniikleotitlerin yanisira negatif yiiklii heparin (Mori ve ark.,
2010), hyaluronik asit (Umerska ve ark., 2014; Wang ve ark., 2015), sodyum aljinat
(Kansal ve ark., 2013), kondroitin siilfat (Umerska ve ark., 2015) ve karragenan (Dul
ve ark., 2015) gibi farkli makromolekiiller ile kompleks nanopartikiilleri olusturma
Ozelligine sahip oldugu gosterilmistir. Protamin ile hazirlanan nanopartikiiller ¢apraz
baglayici ajan kullanimina ihtiya¢c olmaksizin kendiliginden olusabilmektedir.
Protaminin nanopartikiil olusumu i¢in tek basina etkili bir ¢apraz baglayici olarak rol
aldig1 diistiniilmektedir. Tripolifosfat gibi bir capraz baglayicinin eklenmesi, protamin
ile hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigiinde ve stabilitesinde herhangi bir

degisiklige neden olmamustir (Gonzalez-Aramundiz ve ark., 2015).

Yapilan ¢aligmalar kolloidal sistemlerde protaminin stabilize edici etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Stabilite calismalar1 sonucunda, protamin ile hazirlanan
nanopartikiillerin +4°C’de en az 3 ay stabil olduklar1 belirlenmistir. Protamin bazl
nanopartikiillerin fizyolojik kosullardaki stabiliteleri de incelenmis ve en az 48 saat

stabil olduklar1 goriilmiistiir (Gonzalez-Aramundiz ve ark., 2015).
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1.4.4.3. Protaminin Insiilin Formiilasyonlarinda Kullanin

Protamin, insiilin iceren formiilasyonlarda halihazirda kullanilmaktadir.
Protamin, protamin-¢inko insiilin ve NPH insiilin olusturmak iizere insiilin ile kombine
edilmistir. Boylece daha uzun etkili insiilin preparatlar1 elde edilerek kan glukoz
seviyesinde uzun siireli diisiis saglanabilmistir. Bu uzun etkili insiilin preparatlar
subkutan enjeksiyon yolu ile uygulanmaktadir (Owens, 2011). Bununla birlikte,
protaminin oral yol ile uygulanacak insiilin formiilasyonlarinda kullaninmima y6nelik
bugiine kadar yapilmis yalnizca iki ¢caligma mevcuttur. Bu ¢alismalarin ilkinde, He ve
arkadaslar1 (2013) insiilinin gastrointestinal kanaldan absorpsiyonunu artirmak igin
diisiik molekiil agirlikli protamin ile konjugatlarmi hazirlamslardir. Insiilinin diisiik
molekiil agirlikli protamin ile konjugatlarinin hazirlanmasi gastrointestinal kanaldaki
permeabilitesini 6nemli derecede artwrmustir. Sheng ve arkadaglar1 (2016) ise
hazirladiklar1 insiilin-protamin konjugatlarin1i PLGA nanopartikiillerine yiiklemistir.
Serbest insiilin ile karsilastirildiginda, insiilin-protamin konjugatlarinin hazirlanmasi
PLGA nanopartikiillerine yiiklenen insiilin miktarinda 6nemli bir artisa neden
olmamis, her iki durumda da yaklasik %49 yiikleme etkinligi elde edilmistir. Bu
durumun hidrofilik 6zellikteki insiilin-protamin konjugatinin hidrofobik 6zellikteki

PLGA’ya olan diisiik afinitesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
1.4.5. Sodyum Aljinat

1.4.5.1. Sodyum Aljinat Hakkinda Genel Bilgiler

Aljinatlar, genellikle Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria
japonica, Ascophyllum nodosum ve Macrocystis pyrifera tiirii kahverengi alglerden
(Phaeophyceae) elde edilen dogal, B(1-4)-D-mannuronik asit (M) ve a-(1-4)-L-

guluronik asitten (G) olusan blok kopolimerlerdir.
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Sekil 1.7. Aljinatin yapisindaki G-blogu, M-blogu ve aljinik asidin yapis1 ve ardisik blogun

kimyasal yapis1

Aljinik asit, kahverengi alglerin seyreltik bazik bir ¢ozelti ile ekstraksiyonuyla
ve bakteriyel biyosentezle elde edilir. Bakteriyel biyosentezle elde edilen aljinatlarin
yapisi, ekstraksiyonla elde edilen aljinatlara gore kimyasal ve fiziksel olarak daha iyi
tanimlanmistir. Bu durum aljinatlarin istenilen 6zelliklerde iiretilmesini ve bir¢ok
biyomedikal uygulamada kullanilmasmi saglamaktadir (Lee ve Mooney, 2011).

Aljinik asitin sodyum bikarbonat, potasyum karbonat, magnezyum karbonat ve
kalsiyum karbonat gibi degisik tuzlarla muamelesi sonucunda aljinat tuzlar1 elde
edilmektedir. Aljinatlarmn molekiil agirliklar1 12-190 kDa arasinda degismektedir.
Hazirlama yonteminin degistirilmesiyle farkli molekiil agirliklarina sahip aljinatlar
elde edilmektedir. Sodyum aljinatla hazirlanan jel membranlarin iletkenlik, sisme
kapasitesi ve viskoelastisitesi yapidaki mannuronik asit/guluronik asit oranina bagh
olarak degisir (Takka ve Acartiirk, 1998; Teonnesen ve Karlsen, 2002). Aljinat ve
tiirevleri biyolojik olarak parcalanabilen, biyouyumlu ve mukoadezif 6zelliklerinden

dolay1 etkin madde verilisi, akut ve kronik yaralarin kaplanmasi, iki ve ii¢ boyutlu
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memeli hiicre kiiltiirii modellerinin olusturulmasi, kemik ve kikirdak rejenerasyonu ve
doku miihendisligi gibi alanlarda glinlimiizde sik¢a kullanilmaktadir (Lee ve Mooney,

2011; Nahar ve ark., 2017).

1.4.5.2. Sodyum Aljinatin Etkin Madde Verilisinde Kullanimi

Sodyum aljinat; gesitli nazal, oral ve topikal yollarla etkin madde veriliginde
kullanilmaktadir. Sodyum aljinat, mukoadezif 6zelligi sayesinde absorpsiyon arttirici
ajan kullanmaksizin formiilasyonun nazal kavitede kalis siiresini arttirarak etkin
maddelerin biyorarlanimini arttirmaktadir (Farid ve ark., 2012; Nahar ve ark., 2017;
Sarei ve ark., 2013). Sodyum aljinat krem ve jel gibi topikal formiilasyonlarda
viskozite arttirict ve slispande edici ajan olarak kullanilirken yag/su tipi
emiilsiyonlarda stabilize edici ajan olarak kullanilir. Tablet formiilasyonlarinda, hem
baglayici hem de dagitici olarak, kapsiil formiilasyonlarinda ise seyreltici olarak
kullanilmaktadir. Sodyum aljinat ayrica siirekli salim saglayan oral formiilasyonlarin
hazirlanmasinda da etkin  maddelerin tabletlerden, kapsiillerden ve sulu

stispansiyonlardan salimin1 geciktirme amaciyla kullanilmaktadir (Cable, 2009).

Protein yapisindaki etkin maddelerin aljinat esasli formiillere yapisini denatiire
etmeyecek kosullar altinda kolaylikla yiiklenebilmesi, aljinatin gastrik pH’da biiziiliip
enkapsiile olan etkin maddeyi salmamasi, toksik olmamasi, ucuz ve mukoadezif
ozellikte olmasi aljinati oral yolla protein verilisi icin uygun bir aday haline getirmistir
(Chavarri ve ark., 2010; Jeon ve Park, 2009; Mukhopadhyay ve ark., 2015; Nahar ve
ark., 2017). Aljinat bazli sistemler diisiikk enkapsiilasyon etkinligi ve hizli salim
gosterir. Enkapsiilasyon etkinligini arttirmak ve kontrollii protein salimi1 saglamak i¢in
kitozan, dekstran siilfat, pektin ve metil seliiloz gibi polimerler formiilasyonda aljinatla
beraber kullanilmaktadir (Martins ve ark., 2007). Kitozan kapli aljinat esash
mikrokiireler hemoglobini gastrik ortamda korumus ve intestinal ortamda kontrollii
salimmi saglamistir (Ribeiro ve ark., 2005). Oral yolla probiyotik bakteri verilisinde

ise aljinat mikrokapsiillerinin ve kitozan kapl aljinat mikrokapsiillerinin probiyotik
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bakterilerin gastrik sivida hayatta kalma oranm arttirdig1 ve intestinal ortamda salim

hizin1 diistirdiigii gozlenmistir (Cook ve ark., 2011).

Insiilinin oral yoldan verilisi i¢in hazirlanan aljinat bazli mikrokiirelere seliiloz
asetat ftalat (CAP), Eudragit® L100 (EL100), sodyum karboksimetilseliiloz (Na-
CMC), polifosfat (PP), dekstran siilfat (DS) ve seliiloz siilfat (CS) gibi anyonik
polimerler eklenmis, yap: kitozanla kaplanmis, bu formiilasyonlar {iizerinde
enkapsiilasyon etkinli§i ve gastrointestinal pH’da ¢0ziinme hiz1 ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Formiilasyona Na-CMC, PP, DS ve CS eklenmesinin
enkapsiilasyon etkinligini arttirdigi, DS ve CS eklenmesinin gastrik pH’da insiilin
salimin1 engelleyip intestinal pH’da salimi1 sagladig1 gézlenmistir (Silva ve ark., 2006).
Yapilan bagka bir ¢alismada (Sarmento ve ark., 2007) ise aljinat ve kitozan esasl
nanopartikiiler sistemlerin insiilinin aktivite gostermesi i¢in gerekli olan sekonder
yapisini koruyarak biyoaktivitesini arttirdigi, sadece kitozandan olusan insiilin yiikli
nanopartikiiler sistemlere gore daha uzun siire hipoglisemik etki sagladigi
belirtilmistir. Woitiski ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada (2011) ise insiilin yiikli
sodyum aljinat+dekstran siilfat+poloksamer+kitozan yapisindaki albiimin kaph
nanopartikiillerin intestinal epitelyal tabakay1 taklit etmek amaciyla kullanilan Caco-2
ve Caco-2/HT29 kokiiltiiriinden serbest insiiline gore daha ¢ok insiilin gegisi sagladigi
gbdzlenmistir. Bu durumun aljinat ve kitozanin mukoadezif 6zellikte olmasi, kitozanin
enterositler arasindaki siki baglant1 noktalarini acarak permeasyonu arttirabilecek
olmasi1 ve albiimin katmaninin insiilini enzimatik degradasyondan korumasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

1.4.6. Kondroitin Siilfat

1.4.6.1. Kondroitin Siilfat Hakkinda Genel Bilgiler
Kondroitin siilfat (KS), tekrarlayan 4- ya da 6- pozisyonlarindan siilfatlanmis D-

glukuronik asit ve N-asetil glukozamin disakkarit birimlerinden olusan,

glukozaminoglikan ailesinden bir polisakkarittir (Oprea ve ark., 2009).
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Sekil 1.8. Kondroitin siilfatin kimyasal yapisi

Kondroitin siilfat baslica sigir trakesi ve kopek balig1 kikirdagindan elde edilse
de tavuk omurga kikirdagr gibi kaynaklar da kondroitin siilfat eldesi i¢in
kullanilmaktadir (Luo ve ark., 2002). Kondroitin siilfat, elde edildigi kaynaga bagl
olarak yapisinda farkli siilfatlanmis ve siilfatlanmamis disakkaritler icerebilir.
Kondroitin siilfat zincirleri hiicre yiizeyinde ve ekstraseliiller matrikste Onemli
biyolojik islevler gosterir. Bu islevlere biiylime faktorii sinyalinin diizenlenmesi,
retinada noéronal yolaklarin diizenlenmesi, integrinin adezif fonksiyonunun
diizenlenmesi, B-hiicrelerinin, monositlerin ve plazminojenin aktivasyonu 6rnek
olarak verilebilir (Volpi, 2002; Yamada ve Sugahara, 2008). Kondroitin siilfat, yiikksek
viskoziteye sahip bir mukopolisakkarittir. Suda ¢oziintir (100 mg/ml) ve molekiil
agirlig1 50-100 kDa arasinda degisir. Oral yolla alimda diisiik molekiil agirligina sahip
formu, yliksek molekiil agirhigina sahip formuna gore daha yiiksek absorpsiyon

oranina sahiptir (Bishnoi ve ark., 2016).

Kondroitin siilfat, kondrosit metabolizmasini uyararak kolajen ve proteoglikan
sentezini, sinoviyal hiicrelerde hyaluronik asit iiretimini ve dolayisiyla sinoviyal s1vi
miktarmi ve viskozitesini arttirir. Bunlarla birlikte, kondroitin stlfatmm kikirdak
yikimini inhibe edip yapimini1 uyarmasi kikirdak rejenerasyonunda kullanilabilecek bir
polimer oldugunu goéstermektedir (Kwon ve Han, 2016). Farmakolojik olarak anti-

enflamatuvar etki gdstermesi ve hasar gormiis kemikte rejenerasyon kapasitesini
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arttirmasi nedeniyle kemik dolgusu formiilasyonlarinin gelistirilmesinde kullanilmigtir

(Schneiders ve ark., 2007).

1.4.6.2. Kondroitin Siilfatin Etkin Madde Verilisinde Kullanim

Kondrotin siilfatin etkin madde ve gen verilisinde kullanimi biyolojik olarak
gecimli ve dagilabilir olmasi sebebiyle giin gectikce artmaktadir. Y apisinda karboksil
ve hidroksil gibi gruplarin bulunmasi yapida asetilasyon ya da histamin ve deoksikolik
asit gibi hidrofobik gruplarin konjugasyonu ile hidrofilisiteyi degistirmeye yonelik
degisiklikler yapmay1 kolaylastirmaktadir.

Kondrotin siilfatin belirli 6zellikleri etkin maddelerin istenilen bdlgeye
hedeflendirilmesini kolaylastirmaktadir. Ornegin kolonik mikroflorada yikima
ugramasi kolona hedeflendirme yapilan sistemler iizerinde ¢alisilmasini, timor
hiicrelerinin yiizeyinde saglikli hiicrelere gore daha fazla bulunan CD4+ antijenine
baglanmas1 sayesinde tiimore antineoplastik etkin maddelerin hedeflendirilmesini
saglayan sistemler ilizerine c¢alisilmasmi ve halihazirda ekstraseliiler matriksin bir
bileseni olmasi sebebiyle eklem kikirdaginda etkin maddenin daha uzun siire

tutulmasina imkan saglamaktadir (Varghese ve ark., 2016; Zhao ve ark., 2015).

Kondroitin siilfat kii¢lik molekiillii etkin maddelerin verilisinde kullanildig1 gibi
peptit ve protein yapili etkin maddelerin verilisinde de kullanilabilir. Umerska ve
arkadaglarim yaptig1 bir ¢aligmada (2015), anyonik yapidaki kondroitin ve katyonik
yapidaki protamin arasinda olusan yiiksek yilikleme etkinligine sahip ve kontrollii
salim saglayan nanopartikiiler polielektrolit kompleksleri salmon kalsitonin verilisi
icin gelistirilmistir. Oral insiilin verilisi i¢in yapilan ¢alismada ise insiilin yiiklii
kondroitin siilfat kapli altin nanopartikiillerin diyabetik si¢anlarda kan glukoz
seviyesini insiilin ¢dzeltisine gore daha fazla diisiirdiigii ve plazmadaki seviyesinin 6

kat daha fazla oldugu gozlemlenmistir (Cho ve ark., 2014).
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1.5. Deney Tasarimi ve Taguchi Methodu

Deney tasarimi (Design of Experiments, DoE), denemelerden saglanan
verilerden etkili sekilde bilgi elde edilmesi i¢in yapilacak denemeleri planlama
stratejisi olarak tamimlanan, farkli faktorlerle (iiretim asamasi parametreleri,
formiilasyon bilesenleri, bagimsiz degisken vb.) bu faktorlerin etki ettigi cevap
degiskenlerinin (yanit degiskeni, ¢ikti, iirlin kalite 6zelligi vb.) arasindaki iliskiyi
belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir (Demir ve ark., 2017). Deney tasarimi
konsepti, 1920’lerde istatistik¢i Ronald Fisher tarafindan ortaya konup tarim alaninda
kullanilmis ve 1950’11 yillarda sentetik kimya, biyoloji, genetik ve formiilasyon

gelistirme alanlarinda kullanilmaya baslanmistir (Hald, 1998; Rauf, 2015).

Deney tasarimlari, her deneyde bir faktoriin degistirilip diger faktorlerin sabit
tutularak her bir faktoriin etkisinin ayr1 ayr1 incelendigi konvansiyonel ve birden fazla
faktoriin ayn1 anda incelenebildigi istatistiksel deney tasarimlar1 olarak iki baslikta

incelenebilir (Yerlikaya, 2013).

[statistiksel deney tasarimi ydntemlerinin kullanimimin avantajlari su sekilde

sayilabilir (Politis ve ark., 2017);

- Minimum kaynak kullanimi ile proses bilgisini en iist diizeye ¢ikarmak,

- En etkili sekilde dogru bilgi eldesini saglamak,

- Faktorler arasi etkilesimi tanimlamak,

- Her faktoriin goreceli onemini tanimlamak,

- Tasarim aralig1 i¢inde siirecin gidisatini tahmin etme olanagi saglamak,

- Kiritik proses parametreleri (Critical Process Parameters, CPPs) ve kritik kalite
ozellikleri (Critical Quality Attributes, CQA) arasinda saglam bir sebep-sonug
iliskisi kurmay1 saglamak,

- Uygun se¢imle kritik kalite 6zelliklerinin optimizasyonunu saglamak.
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Taguchi Metodu

Bir formiilasyonun partikiil biyiikligii, yiiki, yiikkleme etkinligi, salim profili ve
stabilitesi gibi karakteristik 6zelliklerinin kontrol edilebilir olmasi1 formiilasyonun
gelistirilmesinde kritik bir rol oynar. Bu nedenle formiilasyon ve iiretim siirecinde yer
alan parametrelerin sistemik bir sekilde degerlendirilmesi, istenilen 6zelliklere sahip
bir tastyici sistemin gelistirilmesinde 6nem arz etmektedir. Glinlimiizde ¢esitli deney
tasarim1 metodlar1 farkli parametrelerin ayn1 anda degerlendirilmesi ve az sayida
deneyle maksimum bilginin elde edilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Yang ve ark.,
2016).

Taguchi metodu, Genichi Taguchi tarafindan gelistirilen istatistiksel yontemlerle
tiretilen {irlinlerin kalitesini arttrmakta ve giliniimiizde mithendislik, biyoteknoloji,
pazarlama ve reklamcilik gibi alanlarda uygulanmaktadir. Taguchi metodunun temel
amaci, kontrol edilemeyen kosullarda giivenilir olan saglam sistemler tasarlamaktir.
Metot, tasarim parametrelerini (kontrol faktorleri olarak bilinir) optimum seviyelere
ayarlamay1 amaglar; bdylece sistem kontrol edilmesi zor veya imkansiz olan giirtiltii
faktorlerine duyarsiz yani saglam olur (Karna ve Shai, 2012). Bu metot, diger
metotlara gore iirlin kalitesinin iyilestirilmesini ayn1 anda birka¢ parametrenin
optimizasyonunu saglayarak daha az sayida deneme ile saglama imkani saglar
(Caniyilmaz ve Kutay, 2003; Pundir ve ark., 2018). Fraksiyonel faktoriyel tasarima
dayanan Taguchi metodu, bagimsiz degiskenleri kontrol edilebilir (kontrol edilebilir)
ve kontrol edilemez veya giiriiltii (ger¢ek kosullarda kolayca kontrol edilemez, ancak
test kosullarinda kontrol edilebilir) degiskenler olmak tizere iki gruba ayirir ve bu iKi
degisken grubunun {riinlerin kalitesi tizerindeki etkisini inceleyerek deneylerin
optimal tasarimina basit, etkili ve sistematik bir yaklasim sunar (Sadrjavadi ve ark.,
2018).
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Gilriiltii

Faktorleri
Sinyal Uretim
Faktorii Siireci Yanit
Kontrol
Faktorleri

Sekil 1.9. Taguchi metodunun {irretim siirecinde kullanimi

Taguchi metodu ve klasik metodlar arasinda bazi farklar bulunmaktadir. Bu
farklardan birinci ve en 6nemlisi, Taguchi metodunda yapilan deneylerde ortogonal
dizilislerin etki parametrelerinin yeniden olusturulmasi i¢in kullanilmasidir. Digeri ise
cesitli “signal to noise (S/N)” oranlarinin bir Taguchi uygulamasinda, hedeflenen

performans etrafindaki degiskenligi 6lgmek icin kullanilmasidir.
Taguchi yontemi dort adimda uygulanmaktadir (Giiral, 2003);

1) ilk olarak iiriin/proses, dnemli kalite dzellikleri ve tasarim parametreleri ile ilgili bir

beyin firtinasi yapilir.
2) Tasarim ve deney asamasina gegilir.
3) En iyi durumu saptamak i¢in sonuglar analiz edilir.

4) Son olarak testi onaylamak i¢in en iyi sartlar kullanilir.

Bu ¢aligmanin amaci, insiilinin oral olarak uygulanabilmesi i¢in, 6ncelikle
protamin ve polianyonik polimerler ile insiilin yiliklii nanopartikiillerin hazirlanmasi
ve boylelikle insiilinin gastrointestinal kanaldaki enzimlerin neden olacagi
degradasyona kars1 koruyarak epitel hiicrelerden gegisinin saglanmasi, optimum

ozelliklere sahip oldugu belirlenen nanopartikiillerin bagirsaga hedeflendirilmesi
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amaciyla sert jelatin kapsiiller i¢ine yerlestirilerek kapsiillerin enterik olarak
kaplanmasi1 ve bu sayede enjeksiyon gerektirmeyen ve uygulama kolaylig1 saglayan
etkin ve giivenilir bir diyabet tedavisi i¢in oral yol ile uygulanabilir insiilin

formiilasyonlarinin gelistirilmesidir.
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2. GEREC VE YONTEM

Tez Cahismasinda Kullamilan Materyaller

2.1.1. Kullanilan Biyolojik ve Kimyasal Maddeler

Kullanilan Madde

Asetik asit

Asetonitril

Bakir(Il) siilfat pentahidrat
Bikinoninik asit (BCA)
Brom fenol mavisi

Eudragit L100-55
Fluorescein isothio-cyanate-dextran
Hidroklorik asit

Metanol

Potasyum dihidrojen fosfat
Protamin siilfat
Rekombinant insan insiilini
Sert jelatin kapsiil

Sodyum aljinat (Dusiik viskozite)
Sodyum asetat

Sodyum bikarbonat

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat

Sodyum tartarat
Streptozotosin

Tris bazi

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Kullanilan Alet ve Malzeme

Marka

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Riedel-de Haen, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Merck, Almanya
Evonik, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Carlo-Erba, Fransa
Carlo-Erba, Fransa
Sigma, Almanya
SAFC, Isvicre
Capsugel, ABD
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Marka
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Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
Buzdolab1

Cam malzeme

Calkalamal1 inkiibator

Derin dondurucu

Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)

Elektroforetik jel sistemi

Etiiv

Fourier doniisiimlii kizil6tesi
spektrometresi (FTIR)
Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)
Hassas terazi

Kan glukoz 6lgiim cihazi
Liyofilizator

Manyetik karistirict
Mikropipet (1-10 pl)
Mikropipet (10-100 ul)
Mikropipet (100-1000 pl)
Mikropipet ucu

Mikroplaka (96 kuyucuklu)
Mikroplaka okuyucusu

pH metre

Partikiil biiytlikliigii 6l¢tim cihazi
Santrifiij

Sirkiiler dikroizm (CD)
Ultrasonik banyo

X-1s1m difraktometresi (XRD)

Vorteks karistiric

ezAFM, Nanomagnetics Inst., Ingiltere
Vestel, Tirkiye

[ldam, Tiirkiye

Jeio Tech, Kore

Heto, Almanya

Shimadzu DSC-60, Japonya

Thermo Scientific, ABD

Heraus, Almanya

Agilent, Amerika

FEI Tecnai G2

Sartorius, Almanya

Accu-Chek®, Almanya

Christ Gamma 2-16 LSC, Kanada
Daihan Scientific, Kore
Eppendorf, Almanya

Eppendorf, Almanya

Eppendorf, Almanya

Eppendorf, Almanya

Carl-Roth, Almanya

MDS Spektra Max 190, ABD
Mettler Toledo Seven2go, Isvigre
Malvern Zetasizer Nano-ZS
Sigma 2-16P, Almanya

Jasco 815, Japonya

Ultrasonic LC 30, Almanya
Panalytical Expert Pro MDP, ingiltere
Heidolph Reax Top, Almanya

2.1.3. Kullanilan Deney Hayvanlarn

In vivo hayvan caligmalar1 Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan verilen 10.08.2016 tarihli ve 2016-17-158 numarali onay dahilinde
gerceklestirilmistir. 24 adet 350-450 gram agirhiginda, eriskin erkek Sprague Dawley
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cinsi sigan kullanilmustir. Kullanilan deney hayvanlar1 Bilkent Universitesi Deney
Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edilmistir. Calismalar Ankara Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.

2.1.4. Cahismalarda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

pH 4,0 Asetat Tamponu (EP 7)

0,1 M Asetik asit ¢OZeltiST........covvieiiiii i, 410 ml
0,1 M Sodyum asetat ¢OZeltiSi.........ovvveeiriiiiieiiiineeannn.n. 90 ml

pH 6,8 Fosfat Tamponu (EP 7)

0,2 M KH2PO4¢OZEItIST. .. veeneeeee e, 250 ml
0,2 M NaOH ¢OZEItISI....vvueee e, 112 ml
S . 100 mg
Distile SU........coovviiiiiiiiann... 8 11 W 1000 mi

pH 1,2 HCI Tamponu (USP 30)

0,2 M KClgOZeItiST. ..o, 250 ml
U0\ B 5 (@) IeToY/<] (5 1) D 425 ml
S S . e 400 mg
Distile su.........cceveeiininne.. D 11 P 1000 ml
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ph 6,8 Tris Tamponu (EP 7)

Cozeltinin pH’s1 6 N HCI ¢ozeltisi kullanilarak 6.8’e ayarlanar.

Bromfenol Mavisi Cozeltisi (%1’lik)

Bromfenol Mavisi.........coooiiiiiii i 10 mg

Yiikleme Jel Cozeltisi

Akrilamid-N,N metilen bisakrilamid ¢6zeltisi.................... 0,33 ml
1M (pH 6,8) tris tamponu...........ccocoviiiiiiiiiieeee, 0,25 ml
%10 amonyum persiilfat ¢ozeltisi............c.ooovviiiiinn. 20 pL
TEMED. ... 2 uL
Distile SU....c.uiiii 1,4 ml
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Elektroforez Tamponu

0 32¢g
GLSIN. ..o e 18,8 g
Distile su............. D28 11 1000 ml

Ornek Yiikleme Tamponu

1 M Tris ¢ozeltisi (pH 6,8)...... cevvviiiiiiiiiiiiiieaen 2,5 ml
(€1 1S Co ) 2 ml
% 1’11k Bromfenol mavisi.........oouuunoeeeeeeeiiiiieeaiaaaannn, 1 ml
DiIStIle SU. ..o 4,5 ml

Jel Boyama Cozeltisi

COOMASSIC MAVISI. .t uuttentteeeteetee et eieeeeeeieeeaieeennenns 0,25¢g
Metanol. ... ..o 45 ml
Glasiyal asetik asit...........oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiciee, 10 ml
Distile su........c..cceeueneen. ) 11 PP 100 ml
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Arindirma Cozeltisi

Metanol...... ..o 450 ml
Glasiyal asetik asit...........ovviiiiiiiiiiii i, 450 ml
DiSHIlE SU. . .utitt e 100 ml

2.2. Yontemler

2.2.1. Mikrobikinoninik Asit (MikroBCA) Analiz Yontemi Kullanmilarak Etkin

Maddenin Standart Dogru Denkleminin Hazirlanmasi

Gerekli reajanlar:

Reajan A
Sodyum karbonat............cccoceiiviii i 8¢

Sodyum tartarat..........cccceeveevereeieviinenns 1649
Distile SU.......ccevvrveienne. YMeiieee, 100 ml

Reajan B
BCA’nin % 4’lik sulu ¢ozeltisi

Reajan C
Bakar-1I siilfat pentahidratin % 4’liik sulu ¢ozeltisi

Insiilinin mikroBCA ile analizi icin stok ¢ozeltiler % 0,04 (a/h) SDS iceren pH
1,2 HCI ¢ozeltisi, pH 4,0 asetat tamponu ve %0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat
tamponu icerisinde 100 pg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Stok c¢ozeltilerden
hareketle belli seyreltmeler yapilarak 4 — 48 pg/ml araliginda 9 farkli konsantrasyonda
cozelti elde edilmistir. Hazirlanan bu ¢o6zeltilerden 3 paralel olacak sekilde

mikroplaktaki kuyucuklara 150’ser pl ilave edilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga
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150 pl reajan A, reajan B ve reajan C karisimimdan olusan mikroBCA ajan1 (25 kisim
reajan A + 24 kisim reajan B ve 1 kisim reajan C) ilave edilmis ve mikroplaka 60 °C’de
1 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda plaka 6nce oda sicakligina sogutulmus, daha
sonra mikroplaka okuyucusunda 562 nm’de seyreltmelerin absorbansi 6lglilmiistiir.
Her bir konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri en
kiigiik kareler yontemine gore degerlendirilip standart dogru denklemleri

hesaplanmastir.

2.2.2. MikroBCA Analiz Yonteminin Validasyonu

Insiilinin mikroBCA analiz yontemi ile gergeklestirilen miktar tayininin

validasyonunda ICH Q2(R1) kilavuzunda yer alan parametreler incelenmistir.

2.2.2.1. Dogrusallik ve Arahgi

Dogrusallik, verilen araliklarda, ornekteki madde konsantrasyonu ile test
sonuglarmin dogru orantili sonuglar saglayabilmesidir. Dogrusalligin saptanmasinda
en az 5 konsantrasyon gereklidir. Eger dogrusal bir iliski mevcutsa, analiz sonuglari,
en kiicik kareler yontemiyle regresyon dogrusunun hesaplanmasi gibi uygun
istatistiksel metodlarla degerlendirilebilmektedir. Korelasyon katsayisi, kesisim,

regresyon dogrusunun egimi ve artik kareler toplam1 hesaplanmalidir (ICH Q2(R1)).

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢ézeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponu i¢inde ayr1 ayr1 100pg/ml
konsantrasyonda hazirlanmis stok ¢ozeltilerinden seyreltmeler yapilarak her bir ortam
icin 4 — 48 pg/ml konsantrasyon araliginda 9 farkli konsantrasyonda ¢ozelti elde
edilmigtir. Bu c¢ozeltilerin mikroBCA yontemi ile okunan absorbans degerleri

Graphpad Instat istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir.
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2.2.2.2. Dogruluk ve Geri Elde

Kullanilacak yontemle elde edilen sonuglarin gercek verilere yakinligi, o analitik
yontemin dogrulugudur. Gergeklik olarak da adlandirilir. Analiz edilen maddenin
bilinen miktar tayini yontemi ile % geri elde degerleri bulunarak hesaplanir. Dogruluk,
belirli aralig1 kapsayan en az ii¢ konsantrasyon noktasinda en az iicer kez hazirlanan

numune miktarlarinin yiizde geri eldelerinin belirlenmesiyle tayin edilmektedir (ICH

Q2(R1)).

2.2.2.3. Kesinlik

Bir analitik islemin kesinligi, ayn1 6rnekten alinan numuneler i¢in birbirini takip
eden 6l¢iim sonuclarmin birbirine yakinligi anlamina gelmektedir. Tekrarlanabilirlik

ve ara kesinlik ile agiklanir (ICH Q2(R1)).

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman araligi iginde ve ayni ¢alisma kosullarindaki
kesinligi ifade eder. Numune hazirlamadan gelebilecek hatalar1 gésteren bir kesinlik

parametresidir.

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢dzeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponu icerisindeki 100 pg/ml
konsantrasyondaki stok c¢ozeltisi kullanilarak 8 pg/ml, 20 pg/ml ve 40 pg/ml
konsantrasyonda ii¢ farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu {i¢ farkli konsantrasyon 6 kez
okunarak numunelerin hesaplanan ve bulunan konsantrasyon, % geri elde degerleri ve
% geri elde degerlerinin ortalama, standart sapma (SS) ve bagil standart sapma (%

BSS) degerleri hesaplanmustir.
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Ara kesinlik

Ara kesinlik laboratuvar i¢i deneysel farkliliklar1 belirten bir kesinlik
parametresidir. Farkl giinlerde, farkli analistler ve farkli cihazlar kullanilarak saptanan

kesinliktir. Deneyler aras1 veya giinler arasi kesinlik olarak da adlandirilir.

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢ozeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponu icerisindeki miktar tayini
yonteminin ara kesinligini belirlemek i¢in, insiilinin 100 pg/ml konsantrasyondaki
stok ¢ozeltisinden hareketle 8 pg/ml, 20 pg/ml ve 40 pg/ml konsantrasyonlarinda
cozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans
degerleri, iki farkli giinde 6 kez okunarak kalibrasyon denkleminde vyerine
konulmustur. Bulunan konsantrasyonlarin ortalama, SS ve % BSS degerleri

hesaplanmistir.

2.2.2.4. Teshis ve Tayin Sinirlarn

Bir anatilik yontemin teshis siniri, analizi yapilan etkin maddenin teshis
edilebilen ama tayin edilemeyen en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir

(ICH Q2(R1)).

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢dzeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponundaki miktar tayini yonteminin
teshis sinirn1 belirlemek amaciyla, 100 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden
hareketle 9 farkli konsantrasyonda c¢ozeltisi hazirlanmig ve 3 paralel olacak sekilde
Olgtimleri yapilarak, konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerleri grafige
gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularmin egim ve kesisim degerlerinin
ortalama ve SS degerleri bulunduktan sonra asagidaki denklem kullanilarak teshis

sinirlart hesaplanmugtir.
LOD =3,3 o/s

o : Regresyon dogrularinin kesigim degerlerinin SS’1

61



s : Kalibrasyon egrisinin egimi

Bir analitik yontemin tayin sinir1, analizi yapilan etkin maddenin kabul edilebilir
araliktaki dogruluk ve kesinlikte, kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik miktaridir
(ICH Q2(R1)).

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢ozeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponundaki miktar tayini yonteminin tayin
smirint  belirlemek amaciyla, 100 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden
hareketle 9 farkl konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmis ve 3 paralel olacak sekilde
Olgtimleri yapilarak, konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerleri grafige
gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularmin egim ve kesisim degerlerinin
ortalama ve SS degerleri bulunduktan sonra asagidaki denklem kullanilarak tayin

smirlar1 hesaplanmastir.

LOQ=100/s
o : Regresyon dogrularinin kesisim degerlerinin SS’1

s : Kalibrasyon egrisinin egimi

2.2.2.5. Segicilik

In vitro deneylerde insiilin miktar tayini yapilirken nanopartikiil
formiilasyonlarinda kullanilan yardimc1 maddelerin insiilinin mikroBCA ile analizinde
girisim yapip yapmadigini belirlemek icin her bir yardimci madde i¢in mikroBCA

analizi yapilarak absorbans verip vermedikleri kontrol edilmistir.
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2.2.3. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Rekombinant insan insiilini i¢eren nanopartikiiller, iyonik capraz baglama
yontemi kullanilarak hazirlanmistir (Umerska ve ark., 2014; Umerska ve ark., 2015;
Wang ve ark., 2015). Bu amagla, anyonik polimerlerin (sodyum aljinat veya kondroitin
silfat) pH 4,0 asetat tamponunda farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Benzer sekilde, katyonik polimer olarak kullanilan protamin siilfatin da
pH 4,0 asetat tamponu icerisinde belirli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Protamin siilfat ¢ozeltisi manyetik karistiricidda karismakta olan
anyonik polimer ¢dzeltisine eklenerek 10 dakika boyunca karistirilmistir. Karistirma
oda sicakliginda (2543°C) gergeklestirilmistir. Insiilin iceren nanopartikiil
formiilasyonlarinda, insiilin 0,1 N HCI ¢ozeltisinde ¢oziildiikten sonra anyonik
polimer ¢ozeltisine eklenmistir. Elde edilen nanopartikiil dispersiyonlar1 Vivaspin 20
santrifiij tiipleri kullanilarak 4500 rpm’de 1 saat siire ile santrifiij edilmistir. Elde
edilen nanopartikiiller daha sonra distile su ile yikanip -40°C’de dondurularak 48 saat
stireyle liyofilize edilmistir.

i o

{
Insdlin Cozeltisi 14 Protamin Cozeltis

-
-

Sodyum Aljinat 500 rpm, 3 dk. 500 rpm, 10 dk.
Cozeltisi

Sekil 2.1. Nanopartikiil hazirlaniginin sematik olarak gosterimi
2.2.4. Cahsilan Nanopartikiil Formiilasyonlarn

Insiilin  iceren nanopartikiillerin  hazirlanmas1  asamasinda, Oncelikle

nanopartikiillerimizi hazirlamak i¢in kullanmay1 planladigimiz iyonik ¢apraz baglama
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yontemi ile insiilin igeren nanopartikiilleri hazirlayp hazirlayamayacagimizi
belirlemek amaciyla anyonik polimer olarak sodyum aljinat ve katyonik polimer
olarak protamin kullanarak 6n denemeler yapilmistir. Bu amacla sodyum aljinatin %
0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ve 0,5 (a’h) olmak tlizere 5 farkli konsantrasyonda c¢ozeltisi
kullanilarak nanopartikiiller hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonlarinin bilesimleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Farkli konsantrasyonlarda sodyum aljinat ile hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonlari

Formiilasyon Kodu Sodyum Aljinat Protamin Insiilin
Konsantrasyonu Miktari Miktar1
(% a/h) (mg/ml) (mg/ml)

SAl 0,1 1 1

SA2 0,2 1 1

SA3 0,3 1 1

SA4 0,4 1 1

SA5 0,5 1 1

Calismamizda, bir diger polianyon olan kondroitin siilfat ile de nanopartikiiller
hazirlanmistir. Bu formiilasyonlar sodyum aljinat igeren nanopartikiillerle benzer
sekilde hazirlanmis ve in vitro karakterizasyonlar1 yapilmistir. Hazirlanan

nanopartikiil formiilasyonlarinin bilesimleri Cizelge 2.2’de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Kondroitin siilfat igeren nanopartikiil formiilasyonlar1

Formiilasyon Kodu | Kondroitin Siilfat Protamin Insiilin
Miktari Miktar1 Miktar1
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Cs1 3 1,2 1,5
CS2 3 1,2 3
CS3 3 1,2 4,5

Yapilan 6n ¢aligmalar ile iyonik ¢apraz baglama yontemi kullanilarak insiilin

iceren nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanabildigi belirlendikten sonra, optimum

ozelliklere sahip nanopartikiil formiilasyonunun hazirlanabilmesi i¢in Taguchi deney

tasarimi kullanilmistir. Bu amagla, Oncelikle insiilin igeren nanopartikiillerin

ozelliklerini etkileyebilecek formiilasyon ve proses parametrelerini belirlemek igin

Ishikawa diyagrami olusturulmustur (Sekil 2.1). Olusturulan Ishikawa diyagrami

iizerinde yapilan degerlendirme ve literatiir incelemeleri sonucunda sodyum aljinat

konsantrasyonunun (% a/h), sodyum aljinat/protamin oraninin ve insiilin miktarmin

nanopartikiillerin 6zelliklerini etkileyebilecegi dngoriilerek bu faktorlerin anlamliligi

Taguchi deney tasarimi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmeye galisilmistir.

Anyonik faz

Insiilin
miktari

Hacim

Siire
Hiz
Tip

Homojenizasyon

Katyonik faz

Hacim

Na-aljinat
konsantrasyonu
pH

Basing
Sicaklik

Siire

Liyofilizasyon

Sekil 2.2. Ishikawa diyagrami

Protamin miktar

Kriyoprotektan

insiilin Nanopartikiilleri
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Dogru ve dengeli bir deney tasarimi icin faktorlerin seviyeleri belirlenmistir.

Belirlenen seviyeler Cizelge 2.3’te gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Taguchi deney tasarimina ait faktorler ve seviyeleri

Seviyeler
Faktorler
1 2 3
Sodyum aljinat
1 2
konsantrasyonu (% a/h) 0 0 03
ST 31 4,2 6.3
aljinat/protamin orani
Insiilin miktar1 (mg) 1,5 3 4,5
Karigtirma hizi (rpm)
(Sinyal faktorii)* 48 R0

Bu seviyeler belirlendikten sonra uygun ortogonal dizi olarak L9 dizisi
secilmistir. L9 dizisi ve iki seviyeli sinyal faktorii dikkate alindiginda hazirlanmasi
gereken formiil sayis1 18 olarak hesaplanmistir. Bu tasarima gore hazirlanan

nanopartikiil formiilasyonlarima ait bilesimler Cizelge 2.4’de verilmistir.
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Cizelge 2.4. Insiilin igeren nanopartikiil formiilasyonlarmin bilesimleri

Formiilasyon | Sodyum aljinat Sodyum Insiilin Karistirma
Kodu konsantrasyonu | aljinat/protamin Miktar hiz1
(% a/h) orani (mg) (rpm)
T1 0,1 3,1 15 400
T2 0,1 3,1 15 500
T3 0,1 4.2 3 400
T4 0,1 4.2 3 500
T5 0,1 6,3 4,5 400
T6 0,1 6,3 4,5 500
T7 0,2 3,1 3 400
T8 0,2 31 3 500
T9 0,2 4,2 4,5 400
T10 0,2 4,2 4,5 500
T11 0,2 6,3 1,5 400
T12 0,2 6,3 1,5 500
T13 0,3 31 4,5 400
T14 0,3 3,1 4,5 500
T15 0,3 4,2 1,5 400
T16 0,3 4,2 1,5 500
T17 0,3 6,3 3 400
T18 0,3 6,3 3 500

2.2.5. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

2.2.5.1.Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii Dagilim ve Yiizey Yiiklerinin

Belirlenmesi

Hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlarinda partikiil biiytikligii ve
polidispersite indeksi (PDI) ol¢iimleri dinamik 1sik sac¢ilimi yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Olciimlerde kullanilacak drnekler nanopartikiillerin ultra saf su

icinde 1:500 oraninda siispande edilmesi ile hazirlanmistir. Olgiimler Malvern
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Zetasizer Nano-ZS cihazi kullanilarak yapilmistir. Her bir nanopartikiil formiilasyonu
icin 6l¢timler 3 kez tekrarlanmis ve elde edilen degerlerden hareketle ortalama partikiil

biiyiikliigii ve PDI degerleri hesaplanmustir.

Nanopartikiil formiilasyonlarinin yiizey yiiklerinin belirlenmesi icin zeta
potansiyeli dl¢iimii gergeklestirilmistir. Olgiimler Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi
kullanilarak oda sicakliinda gergeklestirilmis ve her bir 6rnek icin 3 kez

tekrarlanmustir.

2.2.5.2. Enkapsiilasyon Etkinligi Tayini

Nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi (%EE) degerleri indirekt yontem ile
belirlenmistir (Liu ve ark., 2016). Bu amagla 6ncelikle nanopartikiillere yiikklenmemis
olan insiilin miktar1 hesaplanmistir. Nanopartikiillerin hazirlanma islemi sirasinda,
nanopartikiil dispersiyonunun Vivaspin 20 santriftij tiipii ile santrifiij edilmesi ile
ayrilan siipernetandaki insiilin miktar1 mikroBCA yontemi ile analiz edilmistir. Bu
amagcla insiilinin pH 4,0 asetat tamponundaki kalibrasyon denklemi kullanilmistir.
Boylelikle nanopartikiillere yiiklenmemis olan insiilin miktar1 belirlenmistir.
Stipernetandaki insiilin miktarinin baglangigta kullanilan insiilin miktarmdan
¢ikarilmasi ile nanopartikiillere yiiklenen insiilin miktar1 hesaplanmigtir. Daha sonra

asagidaki formiil kullanilarak nanopartikiillerde %EE tayin edilmistir.

Nanopartikiillere yiiklenen insiilin miktar1
%EE = x100
Formiilasyona eklenen toplam insiilin miktar1

2.2.5.3. Uretim Verimi Tayini

Uretim verimi, {iretim tamamlandiktan sonra elde edilen nanopartikiil miktarinin
tiretim sirasinda kullanilan toplam kat1 madde miktarina oranlanmasi ile hesaplanmig

ve ylizde olarak ifade edilmistir.
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Uretilen edilen nanopartikiil miktari
% tretim verimi= x 100
Uretim sirasinda kullanilan toplam kat1 madde miktar1

2.2.5.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR) Analizi

Insiilinin, sodyum aljinatin, protaminin ve insiilin yiiklii polielektrolit kompleks
nanopartikiillerin FTIR spektroskopisi ile tanimlanmasinda Agilent FTIR cihazi
kullanilmustir. Cihaza toz halinde yerlestirilen drneklerin 4000 - 650 cm™ dalga boylar1

arasindaki spektrumlar1 alinmistir.

2.2.5.5. X-Isim1 Difraktometre (XRD) Analizi

Insiilinin, sodyum aljinatmn, protaminin ve insiilin yiiklii polielektrolit kompleks
nanopartikiillerin XRD analizleri i¢in Cu anotlu difraktometre kullaniimistir. Olgiimler

5-50° araliginda tarama yapilarak gergeklestirilmistir.

2.2.5.6. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Insiilinin, sodyum aljinatin, protaminin ve insiilin yiiklii polielektrolit kompleks
nanopartikiillerin termal 6zellikleri Shimadzu DSC-60 cihazi ile incelenmistir. 3-5 mg
agirhigimdaki ornekler aliminyum pana yerlestirilerek sikistirilmistir. Azot gazi 50
ml/dak akis hizinda kullanilarak, 6rnekler 30-350°C sicaklik araliginda 5°C/dak lineer

1sitma hizinda analiz edilmistir. Bos pan kor olarak kullanilmastir.
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2.2.5.7. Ge¢irimli Elektron Mikroskop (TEM) Analizi

Insiilin yiiklii polielektrolit kompleks nanopartikiilleri distile su i¢inde disperse
edildikten sonra 200 mesh bakir grid tizerine damlatilarak oda sicakliginda

kurutulduktan sonra FEI Tecnai G2 marka TEM (120 Kw) cihazi ile goriintiilenmistir.

2.2.5.8. Atomik Kuvvet Mikroskop (AFM) Analizi

AFM analizinde, insiilin yiiklii polielektrolit kompleks nanopartikiilleri distile su
icinde disperse edildikten sonra mika {izerine damlatilarak azot gazi altinda
kurutulmustur. Daha sonra mika ylizeyi taranarak AFM cihaz1 (ezAFM,

Nanomagnetics Inst., UK) ile goriintiileme gerceklestirilmistir.

2.2.5.9. Coziinme Hiz1 Tayini

Nanopartikiillerin in vitro salim profilleri diyaliz yontemi kullanilarak
belirlenmistir (Han ve ark., 2012; Alibolandi ve ark., 2016). Bu amagla belirli miktarda
insiilin igeren nanopartikiiller insiilinin molekiil agirhigina uygun bir diyaliz membran
(Cut-off 100 kDa) i¢inde ¢oziinme hizi ortamina yerlestirilmistir. Céziinme ortami
olarak 50 ml % 0,01 (a’/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponu kullanilmistir.
Calkalamali inkiibatéorde 37+0,5°C ve 50 rpm’de karismakta olan ¢oziinme
ortamlarindan belirlenen zaman araliklarinda 0,5 ml 6rnek alinarak ayni1 miktarda taze
ortam ilave edilmistir. Alinan Orneklerdeki insiilin miktar1t mikroBCA yontemi ile
belirlenmistir. Deneyler 3 paralel olacak sekilde gergeklestirilmis, elde edilen % aciga
¢ikan insiilin miktarlarmin zamana kars1 grafige gecirilmesi ile in vitro salim profilleri

elde edilmistir.
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2.2.5.10. Coziinme Hiz1 Verilerinin Kinetik Degerlendirilmesi

Optimum formiile ait, diyaliz yontemi ile elde edilen ¢6ziinme hiz1 verileri
SPSS 20 bilgisayar programi kullanilarak sifir derece, birinci derece, Hixson-Crowell
ve Higuchi (Q ~t), Weibull ve Peppas-Korsmeyer kinetikleri ile incelenmistir.
Hesaplanan r? ve artik kareler ortalamasi (AKO) degerleri karsilastirilarak sonuglari

en iyi ifade eden kinetik tespit edilmeye calisilmistir.

2.2.5.11.Native-PAGE Analizi

Nanopartikiillerden salan insiilinin yapisal biitiinliigiinii koruyup korumadigini
belirlemek amaciyla poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) yontemi kullanilmigtir
(Chi ve Huang, 2007). Analiz igin kullanilan tampon ve ¢ozeltiler Bolim 2.1.4°de
anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. Referans protein karisimi i¢in molekiil agirliklar1
1,060 kDa — 26,600 kDa arasinda degisen proteinleri igeren molekiil agirlig: belirteci

kullanilmastir.

Standart insiilin ¢ozeltileri; % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponu ile
50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,64 internasyonel iinite (IU)/ml insiilin icerecek sekilde

hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler alt1 farkli kuyucuga yiiklenmistir.

Boliim 2.1.4°de anlatildig1 sekilde hazirlanan ayirma jel ¢ozeltisi oncelikle cam
plakalar arasina ilave edilmistir. Ayirma jel ¢ozeltisinin donmasini takiben yiikleme
jel ¢ozeltisi ilave edilmistir. Hemen ardindan iizerine plastik tarak yerlestirilmistir.
Yiikleme jelinin olugsmasini takiben tarak ¢ikartilarak Orneklerin uygulanacagi

kuyucuklar elde edilmistir.

Ornekler, 25 pl insiilin ¢dzeltisi ve 15 ul 6rnek yiikleme tamponunun
karistirilmasi ile hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 20 ul olacak sekilde yiikleme

yapilmustir. Referans protein karisimi (molekiil agirlig: belirteci) ilgili islemlere tabi
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olmaksizin 12 ul olacak sekilde yiiklenmistir. Ornekler jele uygulandiktan sonra cam
plakalar igindeki jel, mini dikey elektroforez sistemine yerlestirilmistir. i¢ ve dis
rezervuarlar elektroforez tampon ¢ozeltisi ile gerekli yerlere kadar doldurulmustur.
Tiim bu islemlerden sonra ornekler 100 voltluk (V) sabit akim altinda 60 dakika

yiirlitiilmiistir.

Jeldeki protein bantlarmin goriiniirliigiiniin arttirilmasi i¢in Coomassie Brilliant
Blue ile boyama yontemi kullanilmistir (Spiers ve ark., 1999). Jel 2 kez 200 ml ultra
saf su ile 5’er dakika calkalanarak yikanmistir. Yikama isleminden sonra kolloidal
Coomassie Brilliant Blue G250 i¢ceren boyama ¢o6zeltisi eklenip bantlar goriiliinceye

ve iyice belirginlesinceye kadar (1 gece) boyama islemine devam edilmistir.

Boyama ¢06zeltisinden alinan jel, arindirma ¢ozeltisi i¢cinde bekletilerek arka
plandaki rengin agilmasi saglanmustir. Orneklere ait bantlarin tam olarak goriilebilmesi
amaciyla islem bes kez tekrar edilmistir. Bu islemden sonra jelde olusan protein

bantlarmin resimleri ¢ekilmis ve kayit edilmistir.

2.2.5.12. Sirkiiler Dikroizm (CD)

Insiilinin nanopartikiillerin hazirlamas1 asamasinda maruz kaldig1 kosullara kars1
konformasyonel stabilitesini gosterebilmek amactyla CD spektroskopisi (Jasco 815)
kullanilmistir. Bu amacla nanaopartikiillerden salinan insiilinin CD spektrumu
almmistir. Elde edilen spektrum insiilin standarti i¢cin elde edilen spektrum ile
karsilastirilmistir. Her bir 6rnek 0,5 mg/ml insiilin igerecek sekilde hazirlanmistir. CD
caligmalar1 i¢in tarama araligit 200-300 nm, calisma sicakligi ise 20°C olarak

belirlenmistir.
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2.2.5.13. Nanopartikiillerin Stabilitelerinin Belirlenmesi

Stabilite caligmalar1 icin belirlenen optimum nanopartikiil formiilasyonu
liyofilize edildikten sonra buzdolabinda (2-8 °C’de) ve 25°C’de iklim dolabinda 3 ay
bekletilmistir. Baglangigla ve 3. ay sonunda alinan 6rneklerde partikiil biyiikligi, PDI

ve zeta potansiyel 0l¢limleri yapilarak stabiliteleri incelenmistir.

2.2.6. Nanopartikiil Iceren Enterik Kaph Kapsiillerin Hazirlanmas,
Karakterizasyonu ve Optimizasyonu

Calismamizda, insiilini mide ortamindaki asidik pH’dan korumak amaciyla
inslilin iceren nanopartikiillerin sert jelatin kapsiillere doldurulduktan sonra
kapsiillerin enterik bir polimer ile kaplanmasi planlanmistir. Bu amagla Eudragit
L100-55 polimeri kullanilmistir. Polimerin aseton icerisindeki %12,5’luk (a/h)
¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilere plastizer olarak %2,5 (a/h) polietilen glikol
400 eklenmistir.

Enterik Kaplama Cozeltisi

Eudragit L100-55........cooiiiiie 3,125 ¢
PEG400..... oo, 0,625 mg
ASEION. ..o 24,25 ml
DiStile SU...covv 0,75 ml

Kapsiillerin mide ortamindaki davranisini incelemek icin oncelikle potasyum
permanganat ve laktoz karigimi ile doldurulmus No0.4 kapsiillere kaplama islemi
uygulanmugtir. Kapatilan kapsiiller daldirma yontemi ile 3 kez kaplanmistir. Kaplanan
kapstillerin mide ortamindaki dagilma siiresini belirlemek i¢in kapsiiller 100 ml pH
1,2 HCI ¢ozeltisi iceren beher icerisine daldirilmistir. Dagilma ortamini igeren beher

ise 3742 °C’deki ¢alkalamali inkiibatore yerlestirilmistir. 2 saat siireyle kapsiillerde
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herhangi bir pargalanma olup olmadigi kapsiillere doldurulmus olan potasyum

permanganat kaynakli renklenmeden hareketle izlenmistir.

In vivo caligmalarda kullanilacak insiilin iceren nanopartikiillerin kapsiillere
doldurulmasi i¢in Capsugel dozlama kiti kullanilmistir. Liyofilize nanopartikiiller 100
IU/kg insiilin icerecek sekilde tartilarak No.9 sert jelatin kapsiillere Sekil 2.3’de
gosterildigi gibi doldurulmustur. Doldurma islemi i¢in kapsiiller acilarak kap kismi
standa yerlestirilmistir. Nanopartikiillerin kaylp yasanmadan kap kismimna
yerlestirilmesi i¢in iizerine huni bi¢gimli aparat yerlestirilmistir. Nanopartikiiller huniye
konulduktan sonra sikistirici aparatla kaba dolumu saglanmistir. Sonrasinda huni

kaldirilmis ve kapstiliin kapagi kapatilmistir.

Sekil 2.3. Kapsiillerin doldurulmasinin sematik olarak gosterimi

Dolumu yapilan No.9 sert jelatin kapsiiller No.4 kapsiillerde oldugu gibi
Eudragit L100-55 ¢ozeltisi ile enterik olarak kaplanmustir. Kaplanan kapsiiller, diyaliz
membran i¢ine yerlestirilerek 2 saat boyunca pH 1,2 HCI tamponunda galkalamali
inkiibatorde tutulmustur. Sonrasinda membran igindeki pH 1,2 HCI tamponu ve
¢oziinme ortami pH 6,8 fosfat tamponu ile degistirilerek 8 saat boyunca ¢dziinme hizi

deneyine devam edilmistir.
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2.2.7. In Vive Cahsmalar

In vivo hayvan calismalar1 Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan verilen 10.08.2016 tarihli ve 2016-17-158 numarali onay dahilinde
gerceklestirilmistir. Calismalarda 24 adet 350-450 gram agirhiginda, erigskin erkek
Sprague Dawley cinsi sigan kullanilmustir. Siganlarda diyabet modeli, streptozotosinin
pH 4,5 sitrat tamponundaki ¢ozeltsinin 50 mg/kg dozda intraperitoneal enjeksiyonu ile
olusturulmustur. Belirli zaman araliklarinda siganlarm kuyruk veninden kan ornekleri
almarak glukoz konsantrasyonu 0l¢iilmiis, kan glukoz konsantrasyonu 300 mg/dl ve

tizerinde olan siganlar diyabet kabul edilerek in vivo deneye baglanmustir.
In vivo ¢alismalar icin deney gruplar1 asagida belirtildigi sekilde olusturulmustur:

1. Grup: Insiilin ¢ozeltisi (2 IU/kg) subkutan enjeksiyon yolu ile,

2. Grup: Insiilin ¢ozeltisi (100 IU/kg) oral yol ile,
- 3. Grup: Insiilin (100 1U/kg) yiiklii nanopartikiil iceren sert jelatin kapsiiller

oral yol ile,

4. Grup: Insiilin (100 IU/kg) yiiklii nanopartikiil igeren enterik kapli sert jelatin

kapsiiller oral yol ile uygulanmistir.

In vivo denemeler her bir grupta en az n=6 sayida hayvan kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Insiilin yiiklii nanopartikiil iceren sert jelatin kapsiillerin diyabetik sicanlara
uygulanmasi oral dozlama enjektorii kullanilarak gerceklestirilmistir. Oral dozlama
enjektorii, paslanmaz celikten yapilmis ve kapsiillerin siganlara oral olarak
uygulanmasima olanak Saglayan bir aparattir (Sekil 2.4a). Oral olarak uygulanacak
kapsiil, enjektoriin kapsiil tutucu bdliimiine yerlestirilmistir (Sekil 2.4b). Enjektoriin

ucu hayvanin agzina yerlestirilmis ve yemek borusunun acilmasi saglanmistir (Sekil

2.4c¢).

Dozlama enjektorii, hayvan kapsiil tutucu boliimiinii yutuncaya kadar yavasga

itilmis ve enjektdr mili ile hayvanm bast geriye yatirimustir (Sekil 2.4d). Boylece
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yemek borusunun diizelmesi ve enjektoriin kolay sokulmasi saglanmistir. Enjektoriin

pistonu itilerek kapsiiliin ¢ikmasi saglanmigtir.

Sekil 2.4. Oral dozlama enjektoriiniin kullanimi

Diyabetik sicanlarin kuyruk veninden insiilin i¢eren preparatlar uygulanmadan
once ve uygulamadan sonra 1., 2., 4., 6., ve 8. saatlerde alinan 6rneklerdeki kan glukoz
diizeyleri glukoz metre (Accu-Chek®) ile Olgiilerek uygulanan formiilasyonlarin
etkinlik degerlendirmesi yapilmistir. Bunun i¢in deney baslagicindaki plazma glukoz
diizeyleri %100 kabul edilmis, diger zaman noktalarinda olglilen plazma glukoz

diizeyleri baslangi¢ noktasindaki degere oranlanarak yilizde olarak ifade edilmistir.

Insiilin yiiklii nanopartikiillerin deney hayvanlarinda gastrointestinal kanal
boyunca dagilimlarini belirlemek i¢in ise, FITC ile isaretlenmis nanopartikiilleri iceren
enterik kapli sert jelatin kapsiiller oral kapsiil uygulama enjektort ile anestezi altindaki
diyabetik sicanlara (n=5) uygulanmistir. Uygulamadan sonra, siganlar 4. saatte
sakrifiye edilmistir. Daha sonra, deney hayvanlarinin ince bagirsak boliimleri
(duodenum, iist ve alt jejunum, {ist ve alt ileum) kesilerek ¢ikarilmistir. Cikarilan doku
ornekleri PBS ile yikandiktan sonra sivi azot ile dondurulmustur. Havanda ezilen bu
dokular homojenize edilmis ve RIPA Buffer ile ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen

orneklerdeki floresan icerigi florometre ile belirlenmistir. Kor olarak FITC ile
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isaretlenmis nanopartikiilleri iceren enterik kapli sert jelatin kapsiil uygulamasi

yapilmamis sicanlardan alinan doku 6rnekleri kullanilmistir.
2.2.7. Istatistiksel Degerlendirme

In vivo c¢alismalardan elde edilen sonuglarm grup i¢i ve gruplar arasi
karsilastirilmasi SPSS 20 programi ve One Way-ANOVA ile yapilmigstir. Olasilik

degerinin p < 0,05 olarak hesaplandigi durumlarda farkim istatistiksel olarak anlamli

oldugu kabul edilmistir (Gigerenzer, 2004).
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3. BULGULAR

3.1. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Yontemiyle Kalibrasyonuna Ait

Bulgular

Etkin maddenin B6liim 2.2.1.’de anlatilan sekilde %0,04 (a/h) SDS igeren pH
1,2 HCI ¢ozeltisi, pH 4,0 asetat tamponu ve %0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat
tamponu igerisinde yapilan dlgiimlerle elde edilen kalibrasyon dogrulart Sekil 3.1,

Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’de, bu dogrulara ait parameteler ise Cizelge 3.1°de verilmistir.

pH 1.2 HCI Tamponu
1
» 0,8
306
20,4
< 0,2
0
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 3.1. Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS igeren pH 1,2 HCI ¢ozeltisindeki kalibrasyon grafigi

pH 4,0 Asetat Tamponu

1
% 0,8
206
3 0,4
el
<02

0

0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (png/ml)

Sekil 3.2. insiilinin pH 4,0 asetat tamponundaki kalibrasyon grafigi
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pH 6,8 Fosfat Tamponu
1,5
[%2]
g 1
o
[
2 0,5
g )
0
0 10 20 30 40 50 60
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.3. Insiilinin %0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponundaki kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.1. Insiilinin mikroBCA ile elde edilen kalibrasyon dogrularina ait parametreler

2

Ortam Egim+SS Kesisim+SS r
pH 1,2 HCI ¢ozeltisi 0,0177+8,94E-05 0,0170+0,00415 0,9999
pH 4,0 asetat
0,0169+0,000285 0,0169+0,00327 0,9990
tamponu
pH 6,8 fosfat
0,0266+0,000365 0,0358+0,00470 0,9995
tamponu

3.2. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Yontemiyle Kalibrasyonunun

Validasyonuna Ait Bulgular

3.2.1. Dogrusallik ve Arahg:

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢dzeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponundaki miktar tayininin dogrusallik
ve araligr Boliim 2.2.2.1°de aciklandig: sekilde belirlenmistir. Elde edilen dogrular
Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6°da, dogrulara ait parametreler ise Cizelge 3.2, Cizelge
3.3 ve Cizelge 3.4°de verilmistir.
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Sekil 3.4. Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢dzeltisi igin dogrusallik grafigi

Cizelge 3.2. Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS igeren pH 1,2 HCI ¢ozeltisi igindeki miktar tayini

yoOntemine ait dogrusallik parametreleri

Egim 0,0177
Egimin standart hatasi 0,000105
Gtiven sinirlar1 (%95) 0,0175—0,0236
Kesisim (n) 0,0169
Kesisimin standart hatasi 0,00285
Kesigimin giliven aralig1 (%95) 0,0101-0,0236
Korelasyon katsayisi (1) 0,9999
Determinasyon katsayisi (r%) 0,9998
Regresyon dogrusundan sapmalarin standart | 0,00445

hatas1 (Sy.X)

Lineer regresyon kareler toplami 0,5603
Dogrusalliktan sapmalarm kareler toplam1 | 0,000139
Ortalamanin artik kareler toplami 1,985E-05
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Sekil 3.5. insiilinin pH 4,0 asetat tamponu i¢in dogrusallik grafigi

Cizelge 3.3. Insiilinin pH 4,0 asetat tamponu i¢indeki miktar tayini yontemine ait dogrusallik

parametreleri

Egim 0,0169

Egimin standart hatasi 0,000206
Gtiven sinirlar1 (%95) 0,0164—0,0174
Kesisim (n) 0,0168
Kesisimin standart hatasi 0,00556
Kesigimin giiven araligi (%95) 0,00360-0,0299
Korelasyon katsayisi (1) 0,999
Determinasyon katsayisi (r%) 0,999
Regresyon dogrusundan sapmalarin standart | 0,00868

hatas1 (Sy.x)

Lineer regresyon kareler toplami 0,508
Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplami 0,000528
Ortalamanin artik kareler toplami 7,543E-05
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—— Linea Regession
- 5% Corfidence tervd

Sekil 3.6. insiilinin % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponu icin dogrusallik grafigi

Cizelge 3.4. Insiilinin % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponu i¢indeki miktar tayini

yontemine ait dogrusallik parametreleri

Egim 0,0266
Egimin standart hatasi 0,000221
Giiven sinirlar1 (%95) 0,0261-0,0272
Kesisim (n) 0,0355
Kesisimin standart hatasi 0,00598
Kesisimin giiven aralig1 (%95) 0,0214—0,0497
Korelasyon katsayisi (1) 0,9998
Determinasyon katsayis1 (r%) 0,9995
Regresyon dogrusundan sapmalarin standart hatasi | 0,00933
(Sy-x)

Lineer regresyon kareler toplami 1,268
Dogrusalliktan sapmalarin kareler toplam1 0,000610
Ortalamanin artik kareler toplami 8,711E-05
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3.2.2. Dogruluk ve Geri Elde

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢ozeltisi, pH 4,0 asetat tamponu

ve % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponundaki miktar tayininin dogruluk ve

geri eldesi Boliim 2.2.2.2°de aciklandig1 sekilde belirlenmistir. Elde edilen bulgular

Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.5. % 0,04 (a/h) SDS igeren pH 1,2 HCI ¢ozeltisi igin elde edilen dogruluk ve geri

elde bulgulari
Teorik Konsantrasyon (pg/ml)
8 20 40
Pratik % Geri Pratik % Geri Pratik % Geri
Konsantrasyon Elde Konsantrasyon Elde Konsantrasyon | Elde
(1g/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1. Olgiim 8,135 101,69 20,78 103,91 41,66 104,16
2. Olgiim 7,958 99,48 20,90 104,50 42,08 105,19
3. Olgiim 8,017 100,22 20,60 103,03 41,55 103,87
4. Olgiim 8,017 100,22 20,66 103,32 41,43 103,57
5. Olgiim 8,076 100,95 20,43 102,15 41,90 104,75
6. Olgiim 7,958 99,48 20,60 103,03 41,55 103,87
Ortalama
%  Geri 100,34 103,32 104,23
Elde
SS 0,859 0,810 0,615
BSS (%) 0,856 0,784 0,590
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Cizelge 3.6. pH 4,0 asetat tamponu i¢in elde edilen dogruluk ve geri elde bulgular1

Teorik Konsantrasyon (pg/ml)

8 20 40
Pratik % Geri Pratik % Geri Pratik % Geri

Konsantrasy Elde Konsantrasyon | Elde | Konsantrasyon Elde

on (ug/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1. Olgiim 8,47 105,84 22,19 110,98 42,88 106,97
2. Ol¢iim 8,17 102,14 22,19 110,98 43,62 109,04
3. Olgiim 8,41 105,10 22,37 111,86 43,44 108,59
4. Ol¢iim 8,47 105,84 22,19 110,97 43,62 109,04
5. Olgiim 8,23 102,88 22,02 110,09 43,56 108,89
6. Olciim 8,17 102,14 22,14 110,68 43,56 108,89
Ortalama
%  Geri 103,99 110,93 108,57
Elde
SS 1,796 0,572 0,801
BSS (%) 1,72 0,517 0,738

Cizelge 3.7. % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponu icin elde edilen dogruluk ve geri

elde bulgular1
Teorik Konsantrasyon (pug/ml)
8 20 40
Pratik % Geri Pratik % Geri Pratik % Geri
Konsantrasyon| Elde Konsantrasyon Elde Konsantrasyon Elde
_ (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
1. Olgtim 8,24 102,96 20,04 100,21 39,48 98,69
2. Olgiim 8,54 106,72 20,60 103,03 39,55 98,88
3. Olgiim 8,27 103,43 20,57 102,84 40,68 101,70
4. Olgiim 8,16 102,02 20,83 104,15 40,19 100,48
5. Olgiim 8,39 104,84 20,83 104,15 39,18 97,94
6.0lgiim 8,54 106,72 20,79 103,97 40,83 102,08
Ortalama
104,45 103,06 99,96
%  Geri
SS 1,98 1,51 1,71
BSS (%) 1,90 1,47 1,71
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3.2.3. Kesinlik

3.2.3.1. Tekrarlanabilirlik

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS igeren pH 1,2 HCI ¢ozeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponundaki miktar tayininin
tekrarlanabilirligi Bolim 2.2.2.3’de agiklandigi sekilde belirlenmistir. 3 farkh
konsantrasyonda 6 kez yapilan 6lgtimlere ait ortalama, SS ve BSS degerleri Cizelge

3.8, Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10°da gosterilmistir.

Cizelge 3.8. Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI tamponundaki tekrarlanabilirlik
bulgulari

Teorik Konsantrasyon (pg/ml)

8 20 40

1. Olgiim 8,76 22,59 44,65
2. Olgiim 9,00 22,59 44,53
3. Olgiim 8,76 21,81 42,88
4. Olgiim 8,64 21,81 42,82
5. Olgiim 8,93 22,09 43,05
6. Olgiim 8,81 21,92 44,24
Ortalama 8,82 22,13 43,69

SS 0,127 0,366 0,863
BSS (%) 1,449 1,657 1,976
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Cizelge 3.9. Insiilinin pH 4,0 asetat tamponundaki tekrarlanabilirlik bulgulari

Teorik Konsantrasyon (pg/ml)

8 20 40

1. Olgiim 8,17 22,61 45,57
2. Olgiim 8,11 22,25 44,92
3. Olgiim 8,23 22,19 44,86
4. Olgiim 8,23 21,96 44,68
5. Olgiim 8,29 22,19 44,56
6. Olciim 8,23 22,19 44,56
Ortalama 8,21 22,23 44,86

SS 0,061 0,21 0,377
BSS (%) 0,744 0,947 0,842

Cizelge 3.10. Insiilinin % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponundaki tekrarlanabilirlik

bulgulari
Teorik Konsantrasyon (pg/ml)
8 20 40

1. Olgiim 8,35 20,68 41,28
2. Olgiim 8,61 20,23 40,87
3. Olgiim 8,31 20,60 40,19
4. Olgiim 8,54 20,38 40,68
5. Olgiim 8,27 20,72 41,43
6. Olgiim 8,57 20,91 41,32
Ortalama 8,44 20,59 40,96

SS 0,148 0,245 0,476
BSS (%) 1,753 1,188 1,162

3.2.3.2. Ara Kesinlik

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢dzeltisi, pH 4,0 asetat tamponu

ve % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponundaki miktar tayininin ara kesinligi
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Boliim 2.2.2.3de agiklandig1 sekilde belirlenmistir. Iki farkli giinde yapilan dl¢iimlere
ait ortalama, SS ve BSS degerleri Cizelge 3.11, Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.11. % 0,04 (a/h) SDS igeren pH 1,2 HCI ¢ozeltisi icin elde edilen ara kesinlik

bulgulart
Teorik Konsantrasyon (pg/ml)
20 40

1. Giin 2. Giin 1. Giin 2. Giin 1. Glin 2. Giin

1. Olgiim 8,76 8,59 22,59 22,82 44,65 43,82
2. Ol¢iim 9,00 8,94 22,59 22,35 4453 44,18
3. Olgiim 8,76 8,88 21,81 23,00 42,88 44,70
4. Olgiim 8,64 8,82 21,81 22,94 42,82 43,88
5. Olgiim 8,93 9,00 22,09 22,53 43,05 43,70
6. Olgiim 8,81 8,70 21,92 22,15 44,24 42,65
Ortalama 8,82 8,82 22,13 22,63 43,69 43,82
SS 0,127 0,154 0,366 0,343 0,863 0,676
BSS (%) 1,449 1,748 1,657 0,343 1,976 1,154

Cizelge 3.12. pH 4,0 asetat tamponu i¢in elde edilen ara kesinlik bulgulari
Teorik Konsantrasyon (pug/ml)
20 40

1. Giin 2. Giin 1. Giin 2. Giin 1. Giin 2. Gilin

1. Olgiim 8,17 8,58 22,61 23,61 45,57 47,46
2. Olgiim 8,11 8,47 22,25 23,56 44,92 46,93
3. Olgiim 8,23 8,53 22,19 23,44 44,86 46,75
4. Olgiim 8,23 8,58 21,96 23,49 44,68 46,75
5. Olgiim 8,29 8,76 22,19 23,38 44,56 46,45
6. Olgiim 8,23 8,76 22,19 23,79 44,56 45,74
Ortalama 8,21 8,61 22,23 23,55 44,86 46,68
SS 0,061 0,122 0,210 0,146 0,377 0,566
BSS (%) 0,744 1,424 0,947 0,566 0,842 1,214
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Cizelge 3.13. % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponu i¢in elde edilen ara kesinlik
bulgular1

Teorik Konsantrasyon

8 20 40

1. giin 2. glin 1. glin 2. gilin 1. giin 2. glin
1. Olgiim 8,350 7,523 20,680 19,327 41,282 38,801
2. Olgiim 8,613 7,711 20,229 19,853 40,868 38,162
3. Olgiim 8,312 7,673 20,605 19,628 40,192 38,951
4. Olgiim 8,538 7,523 20,380 19,816 40,680 39,853
5. Olgiim 8,274 7,786 20,718 19,553 41,432 39,214
6. Olgiim 8,575 7,598 20,906 19,966 41,320 38,350
Ortalama 8,444 7,635 20,586 19,690 40,962 38,888
SS 0,148 0,106 0,245 0,234 0,476 0,611
BSS (%) 1,753 1,393 1,188 1,187 1,162 1,572

3.2.4. Teshis ve Tayin Sinirlan

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢dzeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS iceren pH 6,8 fosfat tamponundaki miktar tayini yonteminin
teshis ve tayin sinrlar1 Bolim 2.2.2.4°de belirtildigi gibi belirlenmistir. Cizelge

3.14°de hesaplanan teshis ve tayin sinirlar1 yer almaktadir.

Cizelge 3.14. MikroBCA yontemi ile belirlenen teshis (LOD) ve tayin (LOQ) sinir1 bulgulari

Teshis sinir1 (LOD) Tayin siur1 (LOQ)
(ng/ml) (ng/ml)
% 0,04 (a/h) SDS igeren pH 1,2 0.775 2,349
HCI ¢ozeltisi | |
pH 4,0 asetat tamponu
0,640 1,940
% 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 0.584 1.770

fosfat tamponu
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3.2.5. Segicilik

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢zeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponundaki miktar tayini yonteminde,
insiilin ylkli nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan sodyum aljinat ve
protaminin insiilin ile girisim yapip yapmadigini belirlemek i¢cin Boliim 2.2.2.5°de
belirtildigi sekilde gerceklestirilen secicilik tayininde yardimci maddelere ait
cozeltilerin 562 nm’de absorbans vermemesi yontemin insiilin i¢in segici oldugunu

gostermistir.

3.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular
3.3.1. Sodyum Aljinat ile Hazirlanan Formiilasyonlara Ait Bulgular

Insiilin iceren nanopartikiillerin hazirlanmasinda Boliim 2.2.3’de belirtilen
iyonik ¢apraz baglama yontemi kullanilmistir. Bu yontem ile istenen 6zelliklere sahip
nanopartikiillerin hazirlanip hazirlanamayacagini belirlemek i¢in Bolim 2.2.4’de
belirtilen sekilde farkli konsantrasyonlarda sodyum aljinat ¢6zeltileri kullanilarak
hazirlanan formiilasyonlara ait partikiil biiyiikligii, PDI, zeta potansiyeli ve

enkapsiilasyon etkinligi bulgular1 Cizelge 3.15’de verilmistir.
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Cizelge 3.15. Farkli konsantrasyonlarda sodyum aljinat ile hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonlarina ait partikiil biiylikliigii, PDI, zeta potansiyeli ve %EE bulgular1 (n=3)

Partikiil Zeta
Formiilasyon o
Kodu Biiytikligi PDI+SS Potansiyeli EE (%=£SS)
(nm=£SS) (mV4£SS)
SAl 169,00+1,19 0,19+0,019 -33,00+0,04 94,47
SA2 171,10+1,97 0,18+0,006 -32,10+0,11 91,28
SA3 171,20+2,71 0,17+0,003 -21,30+0,44 90,76
SA4 180,404+3,48 0,20+0,019 -31,20+0,21 90,53
SA5 201,60+2,29 0,22+0,003 -39,40+0,71 88,62

PDI:Polidispersite indeksi
EE:Enkapsiilasyon etkinligi

3.3.2. Kondroitin Siilfat ile Hazirlanan Formiilasyonlara Ait Bulgular

Calismamizda, Boliim 2.2.4°de belirtildigi gibi bir diger polianyon olan
kondroitin siilfat ile de insiilin igeren nanopartikiiller hazirlanmistir. Bu
formiilasyonlar sodyum aljinat ile hazirlanan nanopartikiillerle benzer sekilde
hazirlanmig ve in vitro karakterizasyonlar1 yapilmistir. Hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonlarma ait in vitro karakterizasyon sonuglar1 Cizelge 3.16’da verilmistir.

Cizelge 3.16. Kondroitin siilfat ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina ait partikiil
biiyiikliigti, PDI, zeta potansiyeli ve %EE bulgular1 (n=3)

Partikiil Zeta
Formiilasyon L
Kod Biiyiikligi PDI+SS Potansiyeli EE (%+SS)
odu
(nm=£SS) (mV=£SS)
CS1 170,80+1,51 0,18+0,015 -34,50+1,78 44,76
CS2 167,60+8,75 0,30+0,058 -15,40+0,46 61,34
CS3 207,60+5,94 0,33+0,048 -32,50+0,59 80,51

PDI:Polidispersite indeksi
EE:Enkapsiilasyon etkinligi
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3.3.3. Taguchi Deney Tasarimi ile Hazirlanan Nanopartikiillere Ait Bulgular

Boliim 2.2.4°de belirtildigi gibi yapilan 6n ¢alismalar ile iyonik ¢apraz baglama

yontemi kullanilarak insiilin i¢ceren nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanabildigi

belirlendikten sonra, optimum Ozelliklere sahip nanopartikiil formiilasyonunun

belirlenebilmesi i¢in Taguchi deney tasarimi kullanilmistir. Taguchi deney tasarimina

gore hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina ait partikiil buytkligi, PDI, zeta

potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi degerleri Cizelge 3.17°de sunulmustur.

Cizelge 3.17. Taguchi deney tasarimina gore hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarma ait
partikiil biytikliigti, PDI, zeta potansiyeli ve %EE bulgular1 (n=3)

Partikiil Zeta

Formiilasyon Biiyiikligii PDI+SS Potansiyeli EE (%+SS)

Kodu (nm+SS) (mV4SS)
T1 298,40 £ 1,39 0,42+0,05 -20,50+1,00 96,97+0,14
T2 187,30+0,80 0,25+0,006 -24,70+0,15 97,31+0,19
T3 194,30+3,002 0,34+0,006 -19,80+0,40 98,36+0,34
T4 195,70+2,97 0,35+0,028 -25,40+0,55 98,40+0,05
T5 228,90+4,31 0,51+0,043 -22,70+0,59 98,92+0,04
T6 160,00+2,44 0,270,017 -21,00+0,59 98,05+0,35
T7 200,00+3,52 0,230,008 -30,00+0,25 98,49+0,29
T8 185,80+0,91 0,210,016 -29,60+0,84 98,31+0,06
T9 175,40+£2,37 0,230,017 -29,00+2,34 98,58+0,08
T10 178,00+0,76 0,230,016 -27,30+0,59 98,83+0,02
T11 164,60+2,58 0,22+0,004 -25,00+0,36 97,05+0,14
T12 159,30+2,16 0,20+0,023 -29,80 + 0,60 96,87+0,34
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Cizelge 3.17. Devam

T13 215,9045,88 0,28+0,011 -29,80+0,44 98,09+0,07
T14 213,40+3,98 0,24+0,010 -31,70+1,30 98,65+0,01
T15 182,60 + 1,72 0,18+0,011 -30,80 £0,74 95,12+40,25
T16 203,40 + 1,87 0,22+0,010 -28,00 £2,33 94,75+1,67
T17 192,70 + 1,36 0,33+0,010 -30,00 £0,15 97,56+0,14
T18 192,50 + 6,62 0,30+0,020 -27,10£0,79 97,79+0,03

PDI:Polidispersite indeksi
EE:Enkapsiilasyon etkinligi

3.3.4. Nanopartikiillere Ait imalat Verimi Bulgular

Insiilin iceren nanopartikiil formiilasyonlarina ait imalat verimi Bolim

2.2.5.3’de belirtildigi sekilde belirlenmis ve elde edilen bulgular Cizelge 3.18’de

sunulmustur.
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Cizelge 3.18. Insiilin igeren nanopartikiil formiilasyonlarina ait imalat verimi bulgulari

Formiilasyon Imalat Verimi (%)
Kodu
T1 97,28
T2 108,16
T3 105,84
T4 107,14
T5 99,38
T6 107,45
T7 104,76
T8 95,24
T9 94,88
T10 93,86
T11 100,00
T12 100,00
T13 99,09
T14 89,57
T15 66,93
T16 95,35
T17 106,08
T18 101,06

3.3.5. istatistiksel Analiz

Taguchi deney tasarimina gore hazirlanan nanopartikiillere ait partikiil
biiytikligii, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin istatistiksel
analizi Minitab Statistical Software 17 analiz programi kullanilarak yapilmistir. Elde

edilen sonuclar Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de sunulmustur.
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Main Effects Plot for SN ratios
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Response Table for Signal to Noise Ratios
Dynamic Response

Level A B C
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2 2,1309 3,2213 2,2435
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Delca 3,6192 2,8058 1,0852
|Rank 1 2 3]

Sekil 3.7. Uretim parametrelerinin (A:sodyum aljinat konsantrasyonu, B:sodyum

aljinat:protamin orani, C:insiilin miktar1) nanopartikiillerin partikiil bityiikliigii iizerine etkisi
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Main Effects Plot for SN ratios
Data Means
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Mean of SN ratios
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Response Table for Signal tc Ncoise Ratios
Dynamic Response

Level A B c
1 -1,4331 -0,4472 1,5487
2 1,8528 4,0549 1,8276
3 2,7030 -0,4849 -0,2535

4. 13681 4. 5398 2,082
Rank 2 1 3 I

Sekil 3.8. Uretim parametrelerinin  (A:sodyum aljinat konsantrasyonu, B:sodyum
aljinat:protamin orani, C:insiilin miktari) nanopartikiillerin PDI degeri {izerine etkisi

Main Effects Plot for SN ratios
Data Means
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Response Table for Signal to Noise Ratios
Dynamic Response

Level A B c
1 4,692 3,834 4,120
2 3,174 3,302 3,491
3 1,971 2,701 2,228

12 o 729 3. 333 ‘3 _noa
lRank X 3 2'

Sekil 3.9. Uretim parametrelerinin (A:sodyum aljinat konsantrasyonu, B:sodyum
aljinat:protamin orani, C:insiilin miktar1) nanopartikiillerin zeta potansiyeli iizerine etkisi
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Sekil 3.10. Uretim parametrelerinin
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Sekil 3.11. Uretim parametrelerinin nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii, PDI, zeta

potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi lizerine etkisi
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3.3.6. Optimum Nanopartikiil Formiilasyonuna Ait Bulgular

Taguchi deney tasarimi sonucglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
sonucunda belirlenen optimum formiilasyona ait partikiil biiylikliigi, PDI, zeta

potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi degerleri Cizelge 3.19°da sunulmustur.

Cizelge 3.19. Optimum nanopartikiil formiilasyona ait partikiil biiyiikligi, PDI, zeta
potansiyeli ve %EE degerleri (n=3)

Partikiil Zeta
Biyikligi PDI+SS Potansiyeli EE (%=SS)
(nmSS) (mV4SS)
Optimum
194,40+4,89 0,31+0,03 -23,30+1,41 95,96+0,72
formiilasyon

PDI:Polidispersite indeksi
EE:Enkapsiilasyon etkinligi

3.3.7. FTIR Analizine Ait Bulgular

Insiiline, sodyum aljinata, protamine ve optimum nanopartikiil formiilasyonuna
ait FTIR spektrumlar1 Boliim 2.2.5.4°de agiklandigi gibi alinmustir. Elde edilen FTIR
spektrumlar1 Sekil 3.12°de gosterilmistir.
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Sekil 3.12. Insiiline (A), sodyum aljinata (B), protamine (C) ve optimum nanopartikiil

formiilasyonuna (D) ait FTIR spektrumlar1
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3.3.8. XRD Analizine Ait Bulgular

Insiiline, sodyum aljinata, protamine ve optimum nanopartikiil formiilasyonuna
ait XRD analizi Boliim 2.2.5.5’de agiklandig1 sekilde yapilmigtir. XRD analizine ait
sonuglar Sekil 3.13°de gdsterilmistir.

A)

Insiilin

25000 A

20000 4

Z 15000
w
=
@

g 10000

5000 4

0 T
0] 10 20 30 40 50 60
2-Theta
B) ..
Sodyum aljinat

12000 -

10000 +

> 8000 A
1
2

o 6000 A
=
c

= 4000 A

2000 A

0 L]
0 10 20 30 40 50 60
2-Theta

Sekil 3.13. insiiline (A), sodyum aljinata (B), protamine (C) ve insiilin yiiklii
polielektrolit kompleks nanopartikiillerine (D) ait XRD spektrumlari
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Sekil 3.13. Devam

3.3.9. DSC Analizine Ait Bulgular

Insiilin, sodyum aljinat, protamin ve optimum nanopartikiil formiilasyonunun

termal o6zellikleri Boliim 2.2.5.6’da anlatildig1 sekilde belirlenmistir. Elde edilen

sonuglar Sekil 3.14°te yer almaktadir.
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Sekil 3.14. Insiiline, sodyum aljinata, protamine ve optimum nanopartikiil
formiilasyonuna ait DSC termogramlar1

3.3.10. Nanopartikiillerin Morfolojik Ozelliklerine Ait Bulgular
3.3.10.1. TEM Analizine Ait Bulgular

Optimum nanopartikiil formiilasyonunun morfolojisini belirlemek amaciyla
Bolim 2.2.5.7°de belirtildigi sekilde gerceklestirilen TEM analizine ait goriintiiler
Sekil 3.15°de yer almaktadir.

Sekil 3.15. Insiilin yiiklii polielektrolit kompleks nanopartikiillerine ait TEM goriintiisii
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3.3.10.2. AFM Analizine Ait Bulgular

Insiilin yiiklii polielektrolit nanopartikiillerinin morfolojisini belirlemek
amaciyla Bolim 2.2.5.8’de belirtildigi sekilde gergeklestirilen AFM analizine ait

gorlintii Sekil 3.16’da verilmistir.

pm
7.70—- — —0.07
578~ -0.05
3.85- -0.03
193~ -0.02
0.00- -0.00
1 ! 1 1 1
e 0.00 1.93 3.85 578 7.70

Sekil 3.16. Insiilin yiiklii polielektrolit kompleks nanopartikiillerine ait AFM gériintiisii

3.3.11. Coziinme Hiz1

Taguchi deney tasarimi ile belirlenen optimum nanopartikiil formiilasyonuna ait
insiilin salim profili Boliim 2.2.5.9’da anlatildig1 sekilde belirlenmistir. Elde edilen
salim profili Sekil 3.17°de verilmistir.
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Sekil 3.17. Optimum nanopartikiil formiilasyonuna ait ¢6ziinme hiz1 grafigi (n=3)

3.3.12. Coziinme Hiz1 Kinetikleri
Optimum nanopartikiil formiilasyonuna ait elde edilen salim profili i¢in Boliim

2.2.5.10°da belirtildigi sekilde gerceklestirilen kinetik degerlendirme sonuglari
Cizelge 3.20°de verilmistir.
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Cizelge 3.20. Optimum nanopartikiil formiilasyonuna ait in vitro salim kinetikleri

0° r2 0,927
k0 9,435
SH 1,182
RMS 77,139
1° r2 0,985
k1l 0,179
SH 0,010
RMS 0,005
Higuchi r2 0,979
kh 29,280
SH 1,923
RMS 22,376
Peppas r2 0,968
n 0,752
SH 0,068
RMS 0,005
Weibull r2 0,991
B 0,966
SH 0,045
Td 5,035
RMS 0,02
Hixson-Crowell r2 0,644
kh 0,395
SH 0,131
RMS 0,949

3.3.13. Native-PAGE Analizine Ait Bulgular

Insiilinin yapisal biitiinliigiinii belirlemek amaciyla Boliim 2.2.5.11°de belirtilen

sekilde gergeklestirilen Native-PAGE analizine ait jel goriintiisti Sekil 3.18’de yer

almaktadir.
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Sekil 3.18. Insiilinin Native-PAGE ile elektroforetik analiz sonuglari. 1:Referans protein
karigimi; 2:nanopartikiillerden salinan insiilin; 3-8: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 ve 1,6 [U/ml insiilin

¢Ozeltisi

3.3.14. CD Analizine Ait Bulgular

Insiilinin yapisal biitiinliigiinii belirlemek amaciyla Boliim 2.2.5.12°de belirtilen

sekilde gergeklestirilen CD analizine ait bulgular Sekil 3.19°da yer almaktadir.

Insiilin

5 Nanopartikiil

CD (mdeg)
[

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.19. insiilin ¢ozeltisine ve nanopartikiillerden salinan insiiline ait CD spektrumlar1
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3.3.15. Nanopartikiillerin Stabilitelerinin Belirlenmesi

Optimum nanopartikiil formiilasyonuna ait

stabilite ¢aligmalar1

Bolim

2.2.5.13’de anlatildig1 gibi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.21°de yer

almaktadir.

Cizelge 3.21. +4°C ve +25°C’de bekletilen nanopartikiillere ait partikiil biyiikliigi, PDI ve
zeta potansiyeli degerleri (n=3).

Partikiil Biiyiikliigii PDI+SS Zeta Potansiyeli
(nm=SS) (mV=SS)
+4°C +25°C +4°C +25°C +4°C +25°C
0.ay | 194,40+4,89 | 194,40+4,89 | 0,31+0.03 0,31+0,03 | -23,30+1,41 | -23,30+1,41
3.ay | 190,40+3,68 | 203,03+£2,95 | 0,28+0.03 0,24+0,02 | -22,20+3,36 | -31,90+0,98
3.4. Nanopartikiil iceren Enterik Kaph Sert Jelatin Kapsiillerin

Karakterizasyonu

3.4.1. Enterik Kaph Sert Jelatin Kapsiillerin Dagilma Testi

Optimum nanopartikiil formiilasyonunu iceren No.4 sert jelatin kapsiiller

Eudragit L100-55 ile kaplandiktan sonra Boliim 2.2.6’da belirtildigi sekilde dagilma

testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.20°de verilmistir.
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Sekil 3.20. Eudragit L100-55 ile kaplanmis sert jelatin kapsiillerin A) baslangig, B) 2 saat

sonraki goriintiisii

3.4.2. Enterik Kaph Sert Jelatin Kapsiillerin Céziinme Hiz1 Deneyi

Optimum nanopartikiil formiilasyonunu igeren Eudragit L100-55 ile kapl No.9
sert jelatin kapsiiller i¢in Boliim 2.2.6’da belirtildigi sekilde gerceklestirilen ¢oziinme

hiz1 deneyi i¢in elde edilen sonuglar Sekil 3.21°de verilmistir.
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Sekil 3.21. Eudragit L100-55 ile kaplanmus sert jelatin kapsiillere ait ¢6ziinme hiz1 grafigi
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3.5. In Vivo Cahsmalara Ait Bulgulan

3.5.1. Insiilin Iceren Formiilasyonlara Ait in Vivo Bulgular

Insiilin yiiklii nanopartikiillerin ve insiilin yiiklii nanopartikiilleri iceren enterik
kapli kapstillerin in vivo aktivitesini belirlemek amaciyla Boliim 2.2.7°de belirtildigi
sekilde gergeklestirilen in vivo ¢alismalara ait sonuclar Cizelge 3.22 ve Sekil 3.22°de

verilmistir.

Cizelge 3.22. Belirli zaman araliklarinda 6l¢iilen plazma glukoz diizeyleri (n=6)

Zaman 1. Grup 2. Grup (Oral 3. Grup (Enterik | 4. Grup (Enterik
(Subkutan insiilin ¢ozeltisi) kapli olmayan kapli kapsiiller)

(saat) insiilin ¢ozeltisi) kapsiiller)

PGD SH PGD SH PGD SH PGD SH
0,5 100 0 100 0 100 0 100 0
1 76,37 | 4,949 | 107,040 | 8,199 | 121,390 | 4,749 | 113,453 | 7,371
2 37,90 | 5,866 | 106,353 | 9,820 | 119,799 | 4,977 | 103,423 | 4,159
4 97,82 | 8,465 | 99,656 | 7,483 | 115,792 | 7,451 | 97,297 | 4,514
6 143,33 | 8,222 | 93,245 | 4,836 | 109,723 | 6,086 | 85,045 | 5,855
8 143,20 | 9,971 | 92,329 | 3,270 | 104,242 | 4,437 | 69,729 | 12,665

PGD: Plazma glukoz diizeyi (%).
*Deney baslangicindaki plazma glukoz diizeyi % 100 kabul edilmistir.

**1. grup ratlarm PGD’indeki diisiislin durdurulmasi igin 2. saatte beslenmislerdir.
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Sekil 3.22. in vivo calisma gruplarinda 0-8 saat arasinda elde edilen kan glukoz diizeylerindeki
% degisimi gosteren grafik (=== Subkutan insiilin ¢ozeltisi; === Oral insiilin ¢ozeltisi;

=== (Qral enterik kapli olmayan kapsiiller; Oral enterik kapli kapsiiller)

3.5.2. Floresan isaretli Formiilasyonlara Ait in Vivo Dagihm Bulgular

Floresan isaretli policlektrolit kompleks nanopartikiillerinin gastrointestinal
kanaldaki in vivo dagilimini degerlendirmek amaciyla Bolim 2.2.7°de belirtildigi

sekilde gerceklestirilen deneye ait elde edilen sonuglar Sekil 3.23°de verilmistir.
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Sekil 3.23. Floresan isaretli polielektrolit kompleks nanopartikiillerinin gastrointestinal
kanaldaki in vivo dagilimi (n=6)
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4.TARTISMA

WHO tarafindan 2014 yilinda yapilan arastirmaya gore DM diinya genelinde
422 milyon insani etkilemis, 2016 yilinda ise yaklagik 1,6 milyon insan DM nedeniyle
hayatm kaybetmistir. Ozellikle tip 1 DM tedavisinde hayat kurtaric1 olan insiilin, oral
yolla veriliste karsilastig1 fiziksel ve kimyasal bariyerler sebebiyle diisiik stabilite ve
biyoyararlanim gostermekte ve giliniimiizde halen subkutan enjeksiyon yolu ile

kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda instilinin oral yoldan etkin ve giivenilir bir sekilde verilisini
saglamak amaciyla nanopartikiiler formiilasyonlarinin gelistirilmesi amaclanmustir.
Bu amacla, diisiik toksisiteye sahip ve yapisindaki arjinin sayesinde insiilini
gastrointestinal kanalda enzimatik par¢calanmadan koruyabilecek bir polikatyon olan
protamin ile mukoadezif 6zellikteki cesitli polianyonlar (kondroitin siilfat ve sodyum
aljinat) kullanilarak iyonik ¢apraz baglama yontemi ile insiilin iceren nanopartikiiller
hazirlanmistir. Bu yontem yiiksek enerji, organik ¢oziicii, yiizey etkin madde ve ¢apraz
baglayici kullanmaksizin insiilinin nanopartikiillere yliklenmesini saglamak gibi
avantajlara sahip oldugu i¢in tercih edilmistir. Optimum 6zelliklere sahip nanopartikiil
formiilasyonunun belirlenmesinde Taguchi deney tasarimi kullanilmistir. Bu
tasarimda; polianyon konsantrasyonlar1 ve polianyon-polikatyon oranlar1 ile insiilin
miktar1 kontrol faktorii olarak se¢ilmistir. Bu tasarima gore Cizelge 2.4’te yer alan
formiilasyonlar hazirlanmis ve yapilan in vitro karakterizasyon (partikiil biiytikligi,
PDI, zeta potansiyeli ve %EE) sonuglar1 Minitab Statistical Software 17 kullanilarak
analiz edilip optimum formiilasyon belirlenmistir. Belirlenen formiilasyon
parametrelerine gore hazirlanan nanopartikiil formiilasyonu daha sonra mide
ortamindaki asidik pH’dan korunmak amaciyla sert jelatin kapsiillere doldurulduktan
sonra Eudragit L100-55 ile enterik olarak kaplanmustir. Insiilin yiiklii nanopartikiilleri
iceren enterik kapli kapsiiller diyabetik sicanlara oral yol ile uygulanarak plazma
glukoz seviyelerindeki degisimler incelenmistir. Ayrica floresan isaretli
nanopartikiilleri igeren enterik kapl kapsiillerin oral yoldan uygulanmasinin ardindan

nanopartikiillerin gastrointestinal kanaldaki dagilimlar1 belirlenmistir.
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4.1. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Yontemiyle Kalibrasyonuna Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

4.1.1. Etkin Maddenin Cesitli Ortamlardaki MikroBCA ile Analizi

Insiilinin Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Cizelge 3.1°de yer alan % 0,04 (a/h)
SDS iceren pH 1,2 HCI ¢ozeltisi, pH 4,0 asetat tamponu ve % 0,01 (a/h) SDS iceren
pH 6,8 fosfat tamponu i¢cinde mikroBCA yontemi ile yapilan kalibrasyon dogrusuna
ait r’> degerlerinin 1’e yakin olmasi, okunan absorbanslardan bulunan konsantrasyon

degerlerinin giivenilir sonuglar verecegini gostermektedir.

4.1.2. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Yontemiyle Kalibrasyonunun

Validasyonuna Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Insiilinin mikroBCA ydntemi ile kalibrasyonunun validasyonu, kullanilan
analitik yontemin dogru, kesin ve tekrarlanabilir oldugunu gostermek amaciyla

ICH nin Q2 kilavuzuna gore gergeklestirilmistir.

4.1.2.1. Dogrusallik ve Arahgi

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢dzeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponu i¢cinde mikroBCA yontemi ile elde
edilen kalibrasyonunun validasyonu amaciyla incelenen ve Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil
3.6 ve Cizelge 3.2, Cizelge 3.3, Cizelge 3.4’de yer alan dogrusallik ve aralig1 deneyi

sonucunda elde edilen dogrunun r?

degerinin yiiksek, regresyon dogrusundan
sapmalarim standart hatasmin diisiik olusu, elde edilen verilerin gilivenilirligini

gostermektedir.
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4.1.2.2. Dogruluk ve Geri Elde

Boliim 2.2.2.2°de anlatildig1 sekilde incelenen analitik yontemin dogruluguna
iliskin sonuglar Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de verilmistir. Insiilinin % 0,04
(a/h) SDS igeren pH 1,2 HCI ¢ozeltisi, pH 4,0 asetat tamponu ve % 0,01 (a/h) SDS
iceren pH 6,8 fosfat tamponundaki hesaplanan BSS degerlerinin % 2’den kiigiik olmas1

yontemin dogrulugunu kanitlamistir.

4.1.2.3. Kesinlik

Bir analiz yonteminin kesinligi, normal test kosullarinda testin
tekrarlanabilirliginin ve tekrar elde edilebilirliginin bir dlgiistidiir. Tekrarlanabilirlik
icin Cizelge 3.8, Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10°da gosterilen veriler BSS degerlerinin %
2’den kiiciik olma sartina goére yorumlanmis ve uygun olduklar1 belirlenmistir. Ara
kesinlik i¢in ise farkl iki giinde yapilan 6l¢limlere ait verilere (Cizelge 3.11, Cizelge
3.12 ve Cizelge 3.13) SPSS 20 bilgisayar programi kullanilarak ortalamalar arasi
farkin 6nemlilik testi uygulanmis ve istatiksel olarak aralarinda anlamli bir farkin

olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).

4.1.2.4. Teshis ve Tayin Sinirlar

Insiilinin % 0,04 (a/h) SDS iceren pH 1,2 HCI ¢dzeltisi, pH 4,0 asetat tamponu
ve % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 6,8 fosfat tampon igerisindeki mikroBCA yontemi ile
miktar tayinine iliskin hesaplanan teshis sinirlar1 (LOD) (0,775; 0,640 ve 0,584 png/ml)
ve tayin smirlar1 (LOQ) (2,349; 1,940 ve 1,770 pg/ml) degerlerinin kalibrasyon
dogrusunda yer alan en kiiciik konsantrasyon degeri olan 4 pg/ml’den kiiciik olmas1
kalibrasyon araliklarimizin  insiilinin  tayin edilebildigi aralikta yapildigimi

gostermistir.
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4.1.2.5. Secicilik

Secicilik parametresi incelendiginde formiilasyonda kullanilan yardimci
maddelerin mikroBCA analizi sonucunda insiilin ile girisim yapmamasi yontemin

insiilin i¢in seg¢ici oldugunu dogrulamaistir.

4.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda instilin igeren nanopartikiil formiilasyonlar1 iyonik c¢apraz
baglama yontemi kullanilarak  hazirlanmistir.  Polimerik  nanopartikiillerin
hazirlanmasinda kullanilan diger hazirlama yontemleri ile karsilastirildiginda iyonik
capraz baglama yontemi diger nanopartikiil hazirlama yontemlerinde uygulanan
organik ¢oziicii, yiikksek 1s1 ya da yliksek karistirma hizi gibi peptit ve proteinlerin
stabilitesini olumsuz yonde etkileyecek stres kosullarmin uygulanmiyor olmasi
nedeniyle tercih edilmistir (Patwekar ve ark., 2016). Iyonik ¢apraz baglama ydntemi
zit yiikli partikiillerin karistirilmasi, kuvvetli ama tersine cevrilebilen elektrostatik
baglarin olugmasi, bu etkilesimin polimerik zincirler arasinda gerceklesmesi ve
sonrasinda polielektrolit kompleks aglarinin olusmasi esasmna dayanmaktadir
(Hamman, 2010). Bu galismada katyonik polimer olarak protamin kullanilmustir.
Protaminin yapisindaki amino asitlerin yaklasik %90’1 arjininden olusmaktadir.
Arjinin intestinal bir proteaz olan tripsinin parcalama bolgelerinden birisidir. Bu
nedenle, insiilin gibi tripsin tarafindan pargalanan proteinler protamin ile birlikte
uygulandiginda enzimatik yikimlarmin belirgin bir sekilde baskilandigi goriilmiistiir
(Zhang ve ark., 2008). Protamin ayrica arjinince zengin viral proteinlere benzer sekilde
membran translokasyon aktivitesine sahiptir ve bu 6zelligi sayesinde hiicreye penetre
olabilmektedir (Scheicher ve ark., 2015; Umerska ve ark., 2015). Non-toksik bir CPP
olan protamin, proteinlere baglanarak hemen hemen tiim hiicre tiplerinden gegislerine
izin vermistir (Chang ve ark., 2001a; 2001b). Hiicre kiiltiirii ve hayvan ¢aligmalar1
protaminin TAT ile esit hiicre-internalizasyon potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir (He ve ark., 2013). Diger katyonik lipitlerden ya da transfeksiyon
ajanlarindan farkli olarak, protamin non-immiinojenik ve non-antijenik ozellige

sahiptir. Bu nedenle protaminin insiilinin intestinal mukozal tabakadan gegisini
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iyilestirmek ve boylece sistemik biyoyararlanimini artirmak i¢in etkili ve giivenli bir
ara¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistir (He ve ark., 2013). Calismamizda
protamin ile kompleks olusturmasi igin anyonik polimer olarak sodyum aljinat ve
kondroitin stilfat kullanilmigtir. Bu polimerlerin ortak 6zelligi, biyolojik olarak
pargalanabilir ve biyolojik olarak uyumlu olmalarmin yani sira dogal polimerler
olmalar1 nedeniyle sentetik polimerler ile karsilastirildiklarinda ¢ok diisiik toksisite
gostermeleridir. Ayn1 zamanda, bu iki anyonik polimerin mukoadhezif 6zellige sahip
olmas1 nedeniyle bu polimerler ile hazirlanacak nanopartikiillerin gastrointestinal

kanalda kalis siiresinin ve hiicresel alimmin artacagi diistiniilmektedir.

Insiilin yiiklii nanopartikiiller B6liim 2.2.3’de anlatildig1 sekilde hazirlanmustir.
Iyonik capraz baglama ydnteminde, polimerler ve iyonize haldeki etkin madde
arasindaki elektrostatik etkilesimler agisindan ortam pH’s1 6nem tasimaktadir. Bu
amagla, dncelikle anyonik ve katyonik polimerlerin uygun pH’daki ¢oziiciiler igindeki
¢ozeltilerinin hazirlanmasi gerekmektedir. Dul ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada
(2017), sodyum aljinat ve protamin ile hazirlanan nanopartikiillerde polimer
cozeltilerinin pH’smin  nanopartikiillerin  partikiil biiyiikliigli {izerine etkisi
incelenmistir. Polimer ¢ozeltilerinin pH’s1 5,8 oldugunda biiyilk nanopartikiiller
olusmus ve agregasyon gézlenmistir. Polimer ¢ozeltilerinin pH’s1 2,0 oldugunda ise
nanopartikiiller olusmamistir. pH 4,0°de ise agregasyon gézlenmemis ve 70-300 nm
araliginda nanopartikiiller elde edilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda polimer ¢ozeltileri
pH 4,0 asetat tamponu i¢inde hazirlanmustir. Insiilin ise asidik pH’da ¢dziindiigii igin
0,1 N HCI gozeltisinde ¢oziilerek formiilasyona eklenmistir (Al-Kurdi ve ark., 2015;
Alibolandi ve ark., 2016). Hazirlama sirasinda, insiilin ¢ozeltisi 6ncelikle anyonik
polimer c¢ozeltisi ile karistirilmig, daha sonra bu karisim katyonik polimer olan
protamin ¢ozeltisine eklenmistir. Mok ve arkadaslar1 (2007) oligoniikleotit yiikli
nanopartikiilleri hazirladiklar1 ¢alismada, oligoniikleotitleri 6nce anyonik polimer ile
karigtiryp daha sonra protamin c¢ozeltisine eklediklerinde ¢ok daha kiigiik
nanopartikiillerin elde edilebildigini, nanopartikiil boyutunun 654 nm’den 166 nm’e

diistiiglinii gdstermislerdir.
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Daha once de belirtildigi gibi, protamin iceren nanopartikiiller herhangi bir
capraz baglayict ajana ihtiya¢ olmaksizin protamin ile anyonik polimer arasindaki
kompleks olusumuna bagli olarak hazirlanabilmektedir. Protaminin nanopartikiil
olusumu i¢in tek basina etkili bir ¢apraz baglayici olarak rol aldig1 diistiniilmektedir.
Gonzalez-Aramundiz ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada (2015), tripolifosfat gibi
bir capraz baglayicinin eklenmesi, protamin ile hazirlanan nanopartikiillerin partikiil
biiyiikliigiinde ve stabilitesinde herhangi bir degisiklige neden olmamustir. Bu nedenle,
calismamizda nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in herhangi bir ¢apraz baglayici ajan

kullanilmamustir.

Anyonik ve katyonik polimer arasinda kompleks olusumunun saglanmasi i¢in
pek ¢ok literatiirde karistirma siiresi olarak 10 dakika kullanilmis ve bu siirenin yeterli
oldugu belirtilmistir (Dul ve ark., 2015; Umerska ve ark., 2014; Umerska ve ark.,
2015; Zhang ve ark., 2018). Calismamizda, yapilan 6n denemelerde daha uzun
karistirma siireleri denenmis ancak nanopartikiillerin fizikokimysal 6zelliklerinde
anlaml bir degisim goriilmemistir. Ayrica insiilinin yapisal biitiinliigiiniin korunmas1

acisindan karistirma siiresinin kisa olmasi avantaj saglamustir.

4.2.1. Formiilasyon Gelistirme Cahismalarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.2.1.1. Sodyum Aljinat ve Protamin ile Hazirlanan Nanopartikiil

Formiilasyonlar

Sodyum aljinat; protein yapidaki etkin maddelerin aljinat yapili formiillere
yapisin1 denatiire etmeyecek kosullar altinda kolaylikla yiiklenebilmesi, aljinatin
gastrik pH’da biiziiliip enkapsiile olan etkin maddeyi salmamasi, diisiik toksisitesi,
mukoadhezif Ozellikte olmasi1 ve etkin maddenin kontrollii salimini saglamasi
nedeniyle ¢alismamizda tercih edilmistir (Chavarri ve ark., 2010; Jeon ve Park, 2009;
Mukhopadhyay ve ark., 2015; Nahar ve ark., 2017). Kansal ve arkadaslar1 (2013),

protamin siilfat ve sodyum aljinat kullanarak doksorubisin yiiklii nanokapsiiller
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hazirlamiglardir. Hazirlanan nanokapsiillerin 3 ay boyunca fiziksel ve kimyasal olarak

stabilitelerini koruduklar1 belirlenmistir.

Calismamizda, sodyum aljinat ile yapilan 6n formiilasyon ¢alismasina ait elde
edilen sonuglar Cizelge 3.15’de verilmistir. Farkli konsantrasyonlarda sodyum aljinat
ile hazirlanan nanopartikiiller i¢in 169,00-201,60 nm araliginda partikiil biiyiikligi
degerleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglar artan sodyum aljinat konsantrasyonunun
partikiil  biiyiikliigiinde artisa  neden  oldugunu  gostermistir.  Polimer
konsantrasyonundaki artisin partikiil biiylikliiglinde artisa sebep oldugu daha 6nce
poli(laktik-ko-glikolikasit) (PLGA) (Wagh ve Apar., 2014), polikaprolakton (PCL)
(Ajiboye ve ark., 2017), kalsiyum aljinat (Daemi ve Barikani, 2012) ve kondroitin
stilfat-kitozan (Yeh ve ark., 2011) yapili nanopartikiiler sistemler {izerine yapilmis
calismalarla gosterilmistir. Bu durum, nanopartikiillere polielektolitler tarafindan
saglanan agir1 yiikler aras1 itme kuvvetinin olusmasi sonucu partikiil biiylikliigiinde ve
yiizey alaninda artis meydana gelmesiyle agiklanmaktadir (Mukhopadhyay ve ark.,
2015; Yen ve ark., 2011). Insiilin igeren nanopartikiillerin PDI degerleri
incelendiginde, PDI degerlerinin oldukga diisiik (0,17-0,22) ve 0-0,7 araliginda olmasi1
(Cizelge 3.15) hazirlanan nanopartikiillerin dar bir partikiil biiyiikliigii dagilimina
sahip oldugunu gostermektedir (Malvern Dynamic Light Scattering Guideline, 2015).

Kolloidal sistemlerde zeta potansiyeli degeri minimum +30 mV oldugunda
agregasyon gozlenmedigi ve stabil nanosiispansiyon olusumunun saglandigi
belirtilmistir (Celia ve ark.,, 2011). Farkli sodyum aljinat konsantrasyonlar1
kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyeli degerlerinin (-21,30) ile (-
39,40) mV araliginda oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.15). 30 mV’un {izerinde zeta
potansiyeli degerlerinin elde edilmis olmas1 nanopartikiillerin dispersiyon ortaminda
agregat olusturmadigmi gostermistir. Ayrica, sodyum aljinatin negatif yiiklii olmasi
nedeniyle artan sodyum aljinat konsantrasyonuna bagli olarak nanopartikiillerin

negatif yiikiinde de artig gdzlenmistir.

Calismamizda yiliksek yiikleme kapasitesine sahip nanopartikiillerin
hazirlanmasma olanak saglayan iyonik capraz baglama yontemi kullanilarak

nanopartikiil formiilasyonlar1 hazirlanmistir (Umerska ve ark., 2015) ve Cizelge
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3.15’de goriildiigii gibi oldukca yiiksek enkapsiilasyon etkinligi degerleri elde
edilmistir. Iyonik capraz baglama yontemi kullanilarak hazirlanan insiilin yiiklii
kitozan (Mukhopadhyay ve ark., 2013), pegile oligopeptit (Tsiourvas ve ark., 2012),
poli akrilikasit (PAA) (Ibie, 2013) ve dekstran siilfat (Pechenkin ve ark., 2011) yapili
polielektrolit kompleks nanopartikiilleri i¢in de benzer sekilde yiiksek enkapsiilasyon

etkinligi degerleri elde edilmistir.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, anyonik polimer olarak sodyum
aljinat  kullanilarak istenen Ozelliklerde nanopartikiillerin hazirlanabilecegi

ongorilmiistiir.

4.2.1.2. Kondroitin Siilfat ve Protamin ile Hazirlanan Nanopartikiil

Formiilasyonlar

Kondroitin siilfat, yapisindaki siilfat gruplar1 sayesinde iyonik etkilesmeler
yoluyla insiilinle kompleks olusturabilmesi, protein yapili etkin maddelerin
stabilitesini uzun stireli koruyabilmesi, diisiik sitotoksisitesi, biyouyumlu ve biyolojik
olarak pargalanabilir olmasi nedeniyle tercih edilmistir (Park ve Na, 2009). Ayrica,
kondroitin stilfatin miikemmel bir hidrofilik 6zellige ve yiiksek hidrodinamik hacme
sahip olmas1 bu polimer ile hazirlanan nanopartikiillerin plazma proteinleri ve hiicreler
ile istenmeyen etkilesimleri engelleyerek sistemik dolasimda uzun siire kalmasini
saglamaktadir (Zhao ve ark., 2015). Kondroitin siilfat asidik yapis1 nedeniyle pozitif
yiiklii molekiiller ile iyonik kompleksler olusturma 6zelligine sahiptir. Kondroitin
stilfat/protamin nanopartikiilleri, kondroitin siilfat ve protaminin sulu ¢6zeltilerinin
oda sicakliginda ve basit tiretim kosullar1 altinda karistirilmas: ile herhangi bir ¢apraz
baglayict kullanilmadan kendiliginden olugmaktadir. Kondroitin siilfat/protamin
nanopartikiillerine  basarili  bir  sekilde yiiklenen salmon kalsitoninin
nanopartikiillerden kontrollii bir sekilde salinmasi saglanmistir (Umerska ve ark.,

2015).
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Kondroitin siilfat ile hazirlanan nanopartikiillerin ortalama partikiil bliytikligii
167,60-207,60 nm araliginda, PDI degerleri ise 0,18-0,33 araliginda bulunmustur
(Cizelge 3.16). Zeta potansiyelleri ise (-15,40) — (-34,50 mV) araligindadir. Kondroitin
silfat ile hazirlanan nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi degerlerine
bakildiginda ise sodyum aljinat ile hazirlanan nanopartikiillerden daha diisiik
enkapsiilasyon etkinligine sahip nanopartikiiller elde edilmistir (Cizelge 3.16). Bu
nedenle calismamiza anyonik polimer olarak sodyum aljinat ile devam edilmesine

karar verilmistir.

4.2.2. Taguchi Deney Tasarnm Kullanillarak Hazirlanan Nanopartikiil

Formiilasyonlar

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda uygulanan formiilasyon parametrelerinin
iirlin kalitesini nasil etkiledigini arastirmak i¢in Taguchi yontemini kullanan deneysel
bir tasarim uygulanmistir. Taguchi yontemi; deneylerin optimal tasarimma basit,
verimli ve sistematik bir yaklasim getirmeyi amaglamaktadir ve deney tasarimai ile
iirlin kalitesinde minimum deneyle en 6nemli rolii oynayan faktorler belirlenerek, daha
diisiik maliyetlerle performansin artirilip zamandan tasarruf edilmesini sagladigi igin
tercih edilmistir (Canyilmaz ve Kutay, 2003). Calismamizda Taguchi deney
tasariminin  kullanilabilmesi i¢in Oncelikle insiilin igeren nanopartikiillerin
ozelliklerini etkileyebilecek formiilasyon ve proses parametreleri belirlenmeye
calisilmistir. Bu amagla olusturulan Ishikawa diyagrami (Sekil 2.1) lizerinde yapilan
degerlendirmeler ve literatiir incelemeleri sonucunda sodyum aljinat
konsantrasyonunun (% a/h), sodyum aljinat:protamin oranmnin ve insiilin miktarmin
nanopartikiillerin 6zelliklerini etkileyebilecegi ongoriilmiistiir (Dul ve ark., 2015; Dul
ve ark., 2017; Ramasamy ve ark., 2014; Umerska ve ark., 2012; Umerska ve ark.,
2014a; Umerska ve ark., 2014b; Umerska ve ark., 2015). Bu parametreler Taguchi

deney tasariminda kontrol faktorlerini olugturmaktadir.

Dogru ve dengeli bir deney tasarimi i¢in uygulanmasi gereken ikinci adim,

kontrol faktorlerinin seviyesini belirlemektir. Calismamizda hazirlanacak formiil
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sayist gdz Oniinde bulundurularak kontrol faktdrleri i¢in seviye sayist 3 olarak
belirlenmistir. Tasarim i¢in kontrol faktorleri ve bu faktorlerin seviyeleri
belirlendikten sonra uygun ortogonal dizi (L9) secilmistir. Taguchi deney tasariminda,
girdi sinyallerinin (kontrol faktorlerinin) degismesine bagli olarak ¢ikt1 sinyallerinin
(yanitlarin) degigsmesi durumunda dinamik tasarim kullanilmaktadir. Calismamizda
formiilasyon parametrelerinin (girdi sinyalleri) degigsmesine bagli olarak nanopartikiil
ozellikleri (¢ikt1 sinyalleri) degisecegi i¢in dinamik tasarim kullamilmistir. Dinamik
Taguchi deney tasariminda kontrol faktorleri ile birlikte bir de sinyal faktoriiniin
belirlenmesi gerekmektedir. Calismamizda karistrma hizi sinyal faktorii olarak
belirlenmis ve 2 farkli seviyede (400 rpm ve 500 rpm) degerlendirilmistir. Sonug
olarak, L9 ortogonal dizisi ve iki seviyeli sinyal faktorii dikkate alindiginda
hazirlanmas1 gereken formiil sayis1 18 olarak hesaplanmistir. Hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonlar1 Cizelge 2.4’de yer almaktadir. Hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonlarma ait partikiil biiyiikligi, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon
etkinligi degerleri ise Cizelge 3.17°de sunulmustur. Hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonlarmin partikiil biiylikliigii degerleri 159,30 — 298,40 nm, PDI degerleri
0,179 — 0,513, zeta potansiyeli degerleri (-19,80) — (-31,70) mV ve enkapsiilasyon
etkinligi degerleri %94,75 - %98,92 araliginda bulunmustur.

4.2.3. Nanopartikiillere Ait imalat Verimi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda %66,93-108,16 imalat verimi elde
edilmistir (Cizelge 3.18). T15 kodlu formiilasyon disinda imalat verimi degerlerinin
%90’n1n iizerinde bulunmasi iyonik ¢apraz baglama yonteminin yiiksek imalat verimi
ile nanopartikiil hazirlanmasina olanak saglayan bir yontem oldugunu gdstermektedir.
Ayrica, yiiksek imalat verimi degerlerinin elde edilmesi, nanopartikiillerin hazirlanma
islemi swrasinda Vivaspin 20 kullanilarak uygulanan ayirma isleminin basarili bir

sekilde gerceklestirildigini gdstermistir.
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4.2.4. Istatistiksel Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Taguchi deney tasarimina gore hazirlanan nanopartikiillere ait partikiil
biiyiikliigii, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin istatistiksel

analizi Minitab Statistical Software 17 analiz programi kullanilarak yapilmistir.

Taguchi tasariminda degiskenligi azaltan kontrol faktorlerini tanimlamak igin
S/N orani kullanilmaktadir. S/N’nin yiiksek degerleri, giirtiltii faktorlerinin etkilerini
en aza indiren kontrol faktorii seviyelerini gostermektedir. Diger bir ifade ile S/N
oranlarmin maksimize edilmesi bir yandan sinyali artirirken, diger yandan da varyansi
azaltmaktadir. Yanit tablolarindaki faktor siralamalar1 (rank degerleri) ise faktorlerin

etki diizeylerini gostermektedir.

Kontrol faktérlerinin nanopartikiillerin partikiil buytikligii {lizerine etkisi
incelendiginde, Sekil 3.7°de goriildiigii gibi sodyum aljinat konsantrasyonu 3.
seviyede oldugunda (% 0,3 a/h) en yiiksek S/N orani elde edilmistir. Nanopartikiil
boyutu iizerine etkili ikinci parametre ise sodyum aljinat:protamin oranidir. En yiiksek
S/N orani sodyum aljinat:protamin oraninin 2. seviyesi (4,2) igin elde edilmistir (Sekil
3.7). Ugiincii kontrol faktdrii olan insiilin miktar1 i¢in de sodyum aljinat:protamin
oranina benzer sekilde en yiiksek S/N orani insiilin miktarmin 2. seviyesi (3 mg) i¢in

elde edilmistir (Sekil 3.7).

S/N’ler i¢in yanit tablosuna bakildigmda nanopartikiil biiyiikliigii tizerinde en
fazla etkiye sahip olan faktér sodyum aljinat konsantrasyonu, daha sonra sodyum
aljinat:protamin orani ve en az etkiye sahip olan faktér ise insiilin miktaridir (Sekil
3.7). Farkli sodyum aljinat konsantrasyonlar1 kullanarak yaptigimiz 6n formiilasyon
caligmalarinda da goriildiigii ve Boliim 4.2.1.1°de ag¢iklandig1 gibi sodyum aljinat
konsantrasyonundaki degisim nanopartikiillerin partikiil biiyiikliiglinde anlamh
degisimlere neden olmustur. Yapilan c¢alismalarda polianyon:polikatyon kiitle
oraninin nanopartikiillerin fizikokimyasal Ozellikleri {izerinde etkili en Onemli
parametrelerden biri oldugu belirtilmistir. Umerska ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
caligmada (2014), anyonik polimer olarak hyaluronik asit ve katyonik polimer olarak
protamin Kullanilarak polielektrolit kompleks nanopartikiilleri hazirlanmustir. Farklt

hyaluronik asit:protamin kiitle oranlarmin kullanildigi bu ¢aliymada, nanopartikiillerin
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partikiil biiytikliikleri artan protamin miktarina bagli olarak artig gostermistir. Partikiil
biiylikliigii iizerinde en az etkiye sahip olan faktor ise insiilin miktar1 olmustur.
Umerska ve arkadaslar1 da (2014) salmon kalsitonin yiikledikleri polielektrolit
kompleks nanopartikiilleri i¢in salmon kalsitonin miktarinin partikiil biiyiikligi

iizerinde tek basima etkili olmadigini belirtmistir.

Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikligii dagilmmin gostergesi olan
PDI degerlerinin 0,179 ile 0,513 araliginda oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.17). Daha
once belirtildigi gibi PDI degerlerinin 0,7°den kiigiik olmas1 hazirlanan
nanopartikiillerin dar bir partikiil biyikligiic dagilimina sahip oldugunu
gostermektedir (Malvern Dynamic Light Scattering Guideline, 2015). Formiilasyon
parametrelerinin PDI degerleri lizerine etkisi incelendiginde, sodyum aljinat:protamin
oranmin en kritik etkiye sahip faktér oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.8). PDI iizerinde
etkili ikinci parametre sodyum aljinat konsantrasyonudur. Insiilin miktari ise partikiil
biiyiikliiginde oldugu gibi PDI {izerinde de en az etkili faktor olarak belirlenmistir.
S/N oranlarina bakildiginda ise (Sekil 3.8) sodyum aljinat konsantrasyonu igin 3.
seviyede (% 0,3 a/h), sodyum aljinat:protamin orani ve insiilin miktar1 i¢in 2. seviyede

(swrastyla 4,2 ve 3 mg) en yiiksek S/N orani elde edilmistir.

Calismamizda nanopartikiillerin zeta potansiyeli degerlerinin (—20,5) ile (-31.7)
mV degerleri arasinda oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.17). Daha 6nce yapilan
calismalarda da benzer sekilde sodyum aljinat/protamin nanopartikiilleri i¢in negatif
zeta potansiyeli degerleri elde etmistir (Dul ve ark., 2017; Gonzalez-Aramundiz ve
ark., 2015). Bu durumun yapida yer alan polianyonun polikatyona agirlik¢a oraninin
1’den biiylik olmasi sonucu ortaya ¢iktigi belirtilmistir (Gonzalez-Aramundiz ve ark.,
2015). Calisgmamizda da nanopartikiillerin hazirlanmasi ig¢in kullandigimiz sodyum
aljinat:protamin oranmnimn 1’den biiyiik olmas1 (3,1; 4,2; 6,3) negatif zeta potansiyeli

degerlerinin elde edilmesine neden olmustur.

Formiilasyon parametrelerinin nanopartikiillerin zeta potansiyeli degerleri
lizerine etkisi incelendiginde, en kritik etkiye sahip faktoriin sodyum aljinat
konsantrasyonu oldugu bulunmustur. Zeta potansiyeli lizerinde ikinci derecede etkili

kritik parametre insiilin miktaridir. Sodyum aljinat:protamin oraninin ise zeta
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potansiyeli iizerinde en az etkiye sahip faktor oldugu goriilmiistiir. S/N oranlarina
bakildiginda ise; sodyum aljinat konsantrasyonu, sodyum aljinat:protamin orani ve
insiilin miktari i¢in 1. seviyede (sirastyla %0,1 a/h, 3,1 ve 1,5 mg) en yiiksek S/N orani
elde edilmistir (Sekil 3.9).

Biyolojik olarak aktif molekiilleri i¢eren nanopartikiillerde, etkin madde
yiikkleme kapasitesi en onemli kalite kontrol parametrelerinden birisidir. Terapdtik
konsantrasyonun saglanmasi ve tastyicinin olasi toksik etkilerini en aza indirmek igin
yiksek etkin madde yiikleme degerleri istenmektedir (Umerska ve ark., 2014a).
Calismamizda yiiksek yilikleme kapasitesine sahip nanopartikiillerin hazirlanmasina
olanak saglayan iyonik c¢apraz baglama yontemi kullanilarak nanopartikiil
formiilasyonlar1 hazirlanmistir (Umerska ve ark., 2015). Calismamizda da Cizelge
3.17°de gorildigi gibi yiiksek enkapsiilasyon etkinligi degerleri (> %90) elde

edilmistir.

Taguchi deney tasarimindan elde edilen sonuglar sodyum aljinat:protamin
oraninin enkapsiilasyon etkinligi tizerinde en kritik etkiye sahip faktor oldugunu
gostermistir (Sekil 3.10). Enkapsiilasyon etkinligi tizerinde etkili ikinci parametre
sodyum aljinat konsantrasyonudur. Insiilin miktar1 ise nanopartikiillerin
enkapsiilasyon etkinligi tizerinde en az etkili faktor olarak belirlenmistir. S/N
oranlarina bakildiginda sodyum aljinat konsantrasyonu i¢in 3. seviyede (% 0,3 a/h),
sodyum aljinat:protamin orani i¢in 1. seviyede (3,1) ve insiilin miktar1 i¢in ise 2.

sevide (3 mg) en yiiksek S/N orani elde edilmistir (Sekil 3.10).

4.2.5. Optimum Nanopartikiil Formiilasyonuna Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda optimum oOzelliklere sahip nanopartikiil formiilasyonuna ait
formiilasyon parametrelerinin belirlenmesi amaciyla Taguchi deney tasarimi
uygulanmis ve tiim kontrol faktorlerine karsilik elde edilen yanit degerleri (partikiil
biiyiikliigii, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi) bir arada
degerlendirilmistir. Sekil 3.11°de verilen “Main Effects Plot for S/N Ratios” grafigine
bakildiginda en yiiksek S/N degerlerinin sodyum aljinat konsantrasyonu, sodyum
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aljinat:protamin orani ve insiilin miktar1 i¢in 2. seviyede elde edildigi goriilmektedir.
Bu sonuglardan hareketle optimum nanopartikiil formiilasyonu sodyum aljinat
konsantrasyonu % 0,2 (g/ml), sodyum aljinat:protamin orani 4,2 ve insiilin miktar1 3

mg oldugunda elde edilmektedir.

Belirlenen formiilasyon parametreleri ile hazirlanan optimum formiilasyona ait
partikiil biiyiikligii, PDI, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi degerleri
(Cizelge 3.19) incelendiginde bu formiilasyon parametreleri ile 194,40 nm partikiil
biyiikliigiine, 0,31 PDI degerine, (-23,30) mV zeta potansiyeline ve 9%95,96

enkapsiilasyon etkinligine sahip nanopartikiillerin elde edildigi goriilmektedir.

4.2.6. FTIR Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Insiilin igeren polielektrolit kompleks nanopartikiillerin yapisal bilesimini
belirlemek icin FTIR analizi gerceklestirilmistir. Bu amagla insiilinin, sodyum
aljinatin, protaminin ve insiilin yiiklii nanopartikiillerin FTIR spektrumlar1 alinmistir
(Sekil 3.12). Sodyum aljinatin FTIR spektrumunda bulunan 1023 cm™! (C-O-C)
civarindaki pik sakkarit yapisina aittir. 1595 ve 1407 cm™"’deki pikler ise karboksilat
tuz gruplarmin asimetrik ve simetrik gerilimini gostermektedir (Bijukumar ve ark.,
2016). Sodyum aljinatin 1595 cm™"’deki karakteristik piki insiilin yiiklii polielektrolit
kompleks nanopartikiillerin FTIR spektrumunda 1597 cm !’de yer almaktadir.
Protaminin FTIR spektrumunda ise 1604 ve 1410 cm ’deki pikler amid I ve amid II
gruplarma aittir (Jiang ve ark., 2009). Protaminin amid | ve Il titresimlerinin
nanopartikiillerin FTIR spektrumunda goriilmemesi molekiiller arasi elektrostatik
etkilesimi gostermektedir. Benzer sekilde insiilinin spektrumundaki amid I ve II’e ait
pikler (1597 ve 1410 cm !"deki) molekiiller aras1 elektrostatik etkilesim nedeniyle
nanopartikiillerin FTIR spektrumunda bulunmamaktadir (Pippa ve ark., 2015).

4.2.7. XRD Analizine Ait Bulgular

Insiilinin nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan protamin ve sodyum
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aljinat ile etkilesimini belirlemek i¢in XRD analizi yapilmstir. Sekil 3.13’de insiiline,
protamine, sodyum aljinata ve insiilin yiiklii nanopartikiillere ait XRD grafikleri
verilmistir. Insiiline ait XRD grafiginde gériilen pikler insiilinin kristal yapisindan
kaynaklanmaktadir (Lu ve ark., 2012). Insiilin igeren nanopartikiillere ait XRD
grafiginde ise pik yogunlugunda azalma meydana gelmistir. Bu da kompleks i¢indeki
insiilinin molekiiler boyutta disperse oldugunu ya da amorf forma doniistiigiini

gostermektedir.

4.2.8. DSC Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Insiilinin nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerlerle etkilesimini
incelemek i¢in DSC analizi gerceklestirilmistir. Bu amagla insiilinin, sodyum aljinatin,
protaminin ve insiilin ylikli nanopartikiillerin DSC termogramlarinin karsilagtirmasi
yapilmistir (Sekil 3.14). Sodyum aljinatin DSC termogrami incelendiginde, 91,45
°C’de genis bir endotermik pike ve 255,10 °C’de keskin bir ekzotermik pike sahip
oldugu goriilmektedir. DSC termogramindaki endotermik pikin sodyum aljinatin
dehidrasyonu, ekzotermik pikin ise dekompozisyonu sonucunda olustugu
disiiniilmektedir. Elde edilen sonuglar literatiir verileri ile uyumlu bulunmustur (El-
Houssiny ve ark., 2016). Protaminin DSC termograminda 310,91°C’de genis bir
endotermik pik bulunmaktadir. Bu pikin protaminin dekompozisyonu sonucunda
olustugu diisliniilmektedir. Sonuclar Umerska ve arkadaslarinin yaptigi calismada
(2015) elde edilen sonuglar ile uyumludur. Insiilinin DSC termograminda yer alan
89,43°C’deki genis endotermik pik ve dekompozisyon baslangicini gosteren
257°C’deki ekzotermik pik literatiir verileriyle uyumlu bulunmustur (Gatti ve ark.,
2018). Insiilin yiiklii nanopartikiillerin termograminda ise 86,56 °C’de genis bir
endotermik pik ve 229,81 °C’de ekzotermik bir pik goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar
insiilin ile polimerler arasinda 6nemli bir etkilesimin olmadigin1 géstermistir. Han ve

arkadaslarinin yaptiklari calismada (2012) da benzer sonuglar elde edilmistir.
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4.2.9. Nanopartikiillerin ~ Morfolojik  Ozelliklerine  Ait  Bulgularin

Degerlendirilmesi

Nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerini incelemek amactyla TEM ve AFM
analizleri gergeklestirilmistir. Polielektrolit kompleks nanopartikiillerin TEM (Sekil
3.15) ve AFM (Sekil 3.16) fotograflarina bakildiginda elde edilen yapinmn kiiresel
sekle sahip oldugu ve yiizeylerinin diizgiin oldugu goézlenmistir. Bununla birlikte,
optimum nanopartikiil formiilasyonu i¢in TEM ile 6l¢iilen partikiil boyutunun dinamik
151k sagcilimi yontemiyle elde edilen partikiil boyutundan daha kiiciik oldugu
gozlenmistir. Bu durumun, her iki yontemin de farkli 6lgiim prensiplerine sahip
olmasindan ve TEM i¢in numune hazirlama sirasinda, suyun uzaklastirilmasimin ancak
dinamik 151k sacilimi yonteminde nanopartikiillerin su igerisinde disperse edilmis
olmasmin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigi diistiniilmektedir. Elde edilen bu sonug
literatiir verileri ile de uyumlu bulunmustur (Souza ve ark., 2016; Umerska ve ark.,
2013).

4.2.10. Coziinme Hiz1 Verilerinin Degerlendirilmesi

Taguchi deney tasarimi ile belirlenen optimum nanopartikiil formiilasyonuna ait
insiilin salim profili % 0,01 SDS igeren pH 6,8 fosfat tamponunda incelenmistir. Elde
edilen salim profili Sekil 3.17°de sunulmustur. Insiilin yiiklii polielektrolit kompleks
nanopartikiillerden ilk bir saat igerisinde salinan insiilin miktar1 % 17,30 iken 8. saatin
sonunda % 60,48’e ulasmustir. Salimin baglangicta hizli sekilde gergeklesmesinin
insiilinin nanopartikiiliin ylizeyi ile zayif elektrostatik bag kurmasi, sonrasinda
gerceklesen yavas saliminsa protamin ve sodyum aljinatla kurdugu kuvvetli
elektrostatik bag sayesinde gercekletigi diisiniilmektedir (Sepulveda-Rivas ve ark.,
2019).

Coziinme hiz1 verilerinin kinetik degerlendirmesi sifir derece, birinci derece,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Rosin-Rammler-Sperling-Bennet-Weibull (RRSBW) ve
Hixson-Crowell kinetiklerine gore gergeklestirilmistir ve yapilan degerlendirmelere

ait sonuglar Cizelge 3.19°da verilmistir. Optimum formiil i¢in elde edilen verilere
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bakildiginda en yiiksek r? degerinin RRSBW ile (0,991) elde edildigi goriilmiistiir.
RRSBW i¢in RMS degerinin de oldukga diisiik oldugu (0,02) gézlenmekle birlikte en
kiigiik RMS degeri (0,005) en yiiksek ikinci r? degerinin (0,985) elde edildigi birinci
derece kinetik i¢in hesaplanmistir. Weibull kinetiginde hesaplanan  degerinin 1’den
kiigiik olmasi baslangigtaki hizli etkin madde salimmin ardindan birinci derece
Kinetige benzer sekilde platoya ulastigini, parabolik bir ¢éziinme hizi profili elde
edildigini gostermektedir (Costa ve ark., 2013). Korsmeyer-Peppas denklemine gore
hesaplanan n degerinin 1’den kii¢iik olmasi ise, etkin maddenin nanopartikiillerden
cikisinin Fick yasasmna uymayan (Non-Fickian) bir diflizyon mekanizmasina sahip

oldugunu gostermektedir (Ayhan ve Ayhan, 2014).

4.2.11. Native-PAGE Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Yaptigimiz ¢alismada, nanopartikiillerden salinan insiilinin yapisal biitiinliigiinii
koruyup korumadigini belirlemek amaciyla Native-PAGE yontemi kullanilmastir.
Native-PAGE yontemi; SDS-PAGE, SDS-iire-PAGE ve Trisin-SDS-PAGE
yontemlerine gore daha yiiksek ¢Oziiniirliik gosterdigi ve insiilin ve analoglarina

uygulanabilirliginin yiiksek olmas1 sebebiyle tercih edilmistir (Chi ve Huang, 2007).

Calismamizda molekiil agirligi ~5,800 kDa olan rekombinant insan insiilini
kullanilmistir. Elde edilen jel goriintiisiine bakildiginda (Sekil 3.18) standart insiilin
¢ozeltilerine ait bantlarm 1,060-26,600 kDa molekiil agirligina sahip referans protein
karigimina ait bantlardan 3,496 kDa ve 6,500 kDa molekiil agirligina sahip proteinlere
ait bantlarin arasinda kalan bolge ile c¢akistigt ve bant yogunluklarinin
konsantrasyonun azalmasi ile birlikte azaldigi goriilmiistiir. Nanopartikiillerden
salman insiiline ait bantlarin ise standart insiilin ¢ozeltilerine ait bantlar ile ayni
seviyede olmasi nanopartikiillerden salman insiilinin yapisal biitlinliglini

korundugunu gdstermistir.
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4.2.12. CD Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmes

Peptitlerin ve proteinlerin  konformasyonu, optimum terapdtik etkinin
saglanmasi i¢in ¢cok Onemlidir ve yiiksek sicaklik, mekanik karistrma ve organik
¢oziiciilere maruz kalma gibi ¢esitli kosullar altinda kolayca bozulabilmektedir. Genel
olarak, ikincil yapilar peptit ve proteinlerin etkinliginden sorumludur ve CD
proteinlerin ve peptitlerin ikincil yapilarini degerlendirmek i¢in en etkili yontemlerden
biri olarak kabul edilmektedir (Live ark., 2013). Insiilinin polimerik nanopartikiillere
yiiklenmesi sonrasinda konformasyonunu koruyup korumadig: sodyum aljinat (Patil
ve Devarajan, 2014), aljinat-dekstran (Lopes ve ark., 2015), PLGA-PEG (Chopra ve
ark., 2017), kitozan (Mahjuv ve ark., 2014), kitozan-aljinat (Goycoolea ve ark., 2009),
PEG kapl silika (Anderani ve ark., 2014) yapili nanopartikiillerde CD kullanilarak
daha once belirlenmistir. Tiyaboonchai ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada (2003)
polietilenimin-dekstran  siilfat yapili  nanopartikiillerden salinan insiilinin
konformasyonel yapisin1 CD ile incelemis, yapisinda belirgin bir konformasyonel
degisiklik meydana gelmeyen insiilinin streptozotozin kullanilarak diyabet modeli

olusturulan ratlarda hipoglisemik etki sagladigin1 belirtmistir.

Calismamizda Bolim 2.2.5.10’da anlatildig1 sekilde gergeklestirilen CD
calismalar1 sonucunda standart insiilin ¢6zeltisi i¢in pik degeri 210-240 nm araliginda
elde edilmistir (Sekil 3.19). Bu pik insiilin molekiiliiniin a-heliks yapisindan
kaynaklanmaktadir. Bu spektrumun literatiir verileri ile uyumlu oldugu gortilmiistiir
(Lu et al., 2012). Benzer sekilde nanopartikiillerden salman insiilin i¢in de pik
degerleri bu aralikta bulunmustur. Standart insiilin ¢dzeltisi ile nanopartikiillerden
salinan insiiline ait piklerin benzer dalga boylarinda yer almasi nanopartikiillere
yiiklenen insiilinin konformasyonel yapisin1t korudugunu gdstermistir (Patil ve

Devarajan, 2014).

4.2.13. Nanopartikiillerin Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Optimum nanopartikiil formiilasyonunun kisa siireli stabilitesinin belirlenmesi

icin buzdolabinda (2-8 °C) ve oda sicakliginda 25 °C’de 3 ay siireyle bekletilen
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nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyeli dl¢iimleri yapilmustir.
Buzdolabinda ve oda sicakliginda 3 ay boyunca bekletilen nanopartikiillerin ortalama
partikiil  biiyiikligi degerleri baglangic partikiill biytkligii degerleri ile
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmadig1 goriilmektedir. Benzer sekilde PDI
degerlerinde de anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Zeta potansiyeli degerlerine
bakildiginda ise buzdolabinda bekletilen nanopartikiillerin zeta potansiyelinde degisim
goriilmezken oda sicakliginda bekletilen nanopartikiillerin zeta potansiyelinde bir
miktar artis gozlenmistir (Cizelge 3.20) Tim bu sonuglar nanopartikiillerin
buzdolabinda ve oda sicakhiginda 3 ay boyunca stabilitelerinin korundugunu

gostermistir.

4.3. Enterik Kaph Kapsiiller Uzerinde Yapilan Cahsmalara Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Peptit ve proteinler oral yolla verildiginde midenin asidik pH’s1 ve pepsin
aktivitesi ile karsilagsmakta ve bu durum yapinin degradasyonuna yol agarak biyolojik
aktivitenin kaybina neden olmaktadir (Brno ve ark., 2013; Shaji ve Patole, 2008). Etkin
maddelerin midenin asidik ortamindan korunmasi ve absorpsiyon bolgesi olan
intestinal bosluga basaril1 bir sekilde ulagsmasi gibi amaclarla uygulanan formiilasyon
gelistirme tekniklerinden biri de enterik kaplama yapmaktir (Hussan ve ark., 2012).
Bu amagla ilag tastyict sistemler midenin asidik ortaminda ¢oziinmeyen, pH 6 ve
tizerindeki degerlerde ¢6ziinen Eudragit-S, Eudragit-L, Eudragit FS, polivinil asetat,
hidroksipropil metilseliiloz ve seliiloz asetat gibi polimerlerle kaplanir (Sengel-Tiirk
ve Hascicek, 2006). Calismamizda nanopartikiillerin ince bagirsakta agiga ¢ikmasi ve
insiilinin intestinal bdlgeden absorpsiyonu saglamak amaciyla nanopartikiil yiikli sert
jelatin kapsiiller Boliim 2.2.15°te anlatildig1 sekilde, basit, ucuz ve efektif bir yontem
olan daldirma metodu kullanilarak Eudragit L100-55 ile kaplanmistir (Miller ve ark.,
2015). Sonaje ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada (2010) liyofilize nanopartikiiler
sistemlerin sert jelatin kapsiile yerlestirilerek Eudragit L100-55 ile enterik olarak
kaplanmasmimn insiilini midenin asidik ve enzimatik yikimindan koruyarak

biyoyararlanimini % 20 oraninda arttirdig1 gosterilmistir.
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Calismamizda oncelikle Eudragit L 100-55’in %15°’lik (a/h) ¢ozeltisi
kullanilmistir. Ancak bu konsantrasyon c¢ok viskoz bir polimer c¢ozeltisi elde
edilmesine neden olmustur. Yapilan literatiir incelemesi sonucunda polimer
konsantrasyonunun %12,5’a (a/h) disiiriilmesine karar verilmistir (Sharma ve Sinha,
2018). Yine yapilan literatiir incelemesi sonucunda polimer c¢ozeltisine enterik
kaplamanin stabilitesini arttirmak amaciyla plastizer olarak % 2,5 (a/h) polietilen
glikol 400 eklenmistir (Miller ve ark., 2015). Polimeri ¢6zdiiglimiiz ¢6ziiciiniin tipi de
cozeltinin viskozitesini ve buna bagli olarak kaplama etkinligini etkilemistir. Eudragit
L 100-55 ilk olarak izopropil alkolde ¢oziilmiistiir. Bunun sonucunda oldukga viskoz
bir ¢ozelti elde edilmistir. Bu viskoz ¢o6zelti ile kapsiiller homojen bir sekilde
kaplanamamistir. Bu nedenle, enterik kapl kapsiiller pH 1,2 HCI ¢ozeltisi icinde ¢ok
kisa bir siire iginde dagilmistir. Eudragit L 100-55 ¢6ziicii olarak % 3 (h/h) su igeren
aseton iginde ¢oziildiigiinde (Hosny ve ark., 2002) ise ¢ok daha az viskoz bir ¢ozelti
elde edilebilmis ve kapsiillere homojen bir kaplama yapilabilmistir. Bu sekilde
kaplanan kapsiiller pH 1,2 HCI ¢6zeltisi icinde 2 saat boyunca dagilmadan kalmistir

(Sekil 3.20). Bu durum yapilan enterik kaplamanin basarili oldugunu gostermistir.

Insiilin yiiklii nanopartikiilleri iceren enterik kapli sert jelatin kapsiillerin in vitro
¢Ozlinme hizi deneyi Boliim 2.2.6’da belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Sekil
3.21°de goriildiigii gibi pH 1,2 HCI ¢ozeltisinde 2 saat siire boyunca insiilin ¢ikis1
olmamustir. 2. saatin sonunda enterik kapli kapsiiller pH 1,2 HCl ¢6zeltisinden alinarak
pH 6,8 fosfat tamponu eklendiginde 5. saatte insiilin salimmin oldugu goriilmiistiir.
Daha once yapilan ¢alismalarda da benzer sonuglar elde edilmis, enterik kapl dozaj
formlarindan etkin madde saliminin 5. saat civarinda basladigi goriilmiistiir (Ahmadi

ve ark., 2018; Moghimipour ve ark., 2018; Patel ve Amin, 2013).

4.4, In Vivo Cahsmalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda insiilin yiiklii nanopartikiillerin ve insiilin yiiklii nanopartikiilleri
iceren enterik kapli kapsiillerin etkinligi diyabetik sicanlar iizerinde yapilan in vivo
caligmalar ile degerlendirilmistir. Bu amagla; subkutan enjeksiyon ile uygulanan

insiilin ¢ozeltisi (2 1U/KQ), oral yol ile uygulanan insiilin ¢6zeltisi (100 1U/kg), oral yol
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ile uygulanan insiilin (100 IU/kg) yiiklii nanopartikiilleri igeren kapsiiller ve oral yol
ile uygulanan insiilin (100 IU/kg) yiikli nanopartikiilleri igeren enterik kapli
kapsiillere ait plazma glukoz diizeyindeki degisimler Cizelge 3.21 ve Sekil 3.22°de
verilmistir. Ayrica, hazirlanan nanopartikiillerin gastrointestinal kanaldaki dagilimimi
belirlemek amaciyla bir grup hayvana (n=5) FITC isaretli nanopartikiil igeren enterik
kapli sert jelatin kapsiiller oral yoldan verilmistir. Mide ve ince bagirsagin cesitli

boliimlerine ait dlciilen floresan miktarlar1 Sekil 3.23°de gosterilmistir.

Insiilinin subkutan olarak uygulanmasmnmn ardindan olgiilen kan glukoz
seviyeleri arasinda yapilan grup ici istatistiksel degerlendirme, uygulamadan 2 saat
sonra kan glukoz seviyesinde anlamli bir diisiis oldugunu gostermektedir (p<0,05). 2.
saatte gdzlenen ani diisiisiin ardindan bu gruptaki hayvanlar beslendigi i¢in kan glukoz
seviyesi artmis, 4. saatte baslangic seviyesine donmiis ve bu saatten sonra anlamli bir

fark gbzlenmemistir (p>0,05).

Insiilin ¢dzeltisinin oral yoldan uygulandigi 2. grupta ve insiilin yiikli
nanopartikiil iceren sert jelatin kapsiillerin oral yolla uygulandigi 3. grupta baslangi¢
kan glukoz diizeyine gore, ilk 1 saatte artis gozlenmistir. Bu durum Veihof ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da (2013) belirtildigi gibi uygulamanin yol agtig1
stresin adrenalin salimina ve dolayisiyla kan glukoz seviyesinde artisa yol agmasidan
kaynaklanmaktadir. Kan glukoz seviyesindeki bu artisin ardindan 1-8. saatler arasinda
kan glukoz seviyesinde azalma gozlense de bu diisilis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p>0,05).

Insiilin yiiklii nanopartikiil igeren enterik kapli sert jelatin kapsiillerin oral yolla
uygulandig1 4. grupta da 2. ve 3. gruplara benzer sekilde kan glukoz seviyesinde stres
kaynakli bir artig gézlenmistir. Sonrasinda dlgiilen glukoz degerleri baslangic plazma
glukoz degeri ile karsilagtirildiginda 6. saate kadar 6lgiilen farkin anlamsiz oldugu
ancak 8. saatte kan glukoz diizeyinin anlamli bir sekilde diistiigli gozlenmistir.
Bununla birlikte 8. saatteki 6l¢iimiin 1, 2, 4 ve 6. saatlerdeki 6l¢iime gore de anlamhi
bir sekilde farkli oldugu gézlenmistir (p<0,05). Bu durum hidrofilik bir polipeptit olan

ve intestinal bosluktan emilimine kadar cesitli biyolojik bariyerlerden gegen insiilinin
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(Lopes ve ark., 2014) ikincil yapisinin korundugunu ve hipoglisemik etki sagladigini
gostermektedir (Lopes ve ark., 2015).

Gruplar i¢in elde edilen 1, 2, 4, 6 ve 8. saat degerlerinin birbirleriyle
karsilastirildig: istatistiksel degerlendirme, 1 ve 2. saatlerde 1. grupta diger gruplara
gore anlamli bir diisiis oldugunu ancak bu saatte diger gruplar arasinda anlamli bir fark

olmadigini gostermektedir.

4. saat sonuglarma gore hi¢cbir grup arasinda anlaml bir fark gézlenmemistir

(p>0,05).

6. saatte 4. grupta Ol¢iilen kan glukoz diizeyi 1. ve 3. gruplara gére anlamli
bulunurken 2. gruba gire anlamsiz oldugu saptanmaistir. 8. saatte ise 4. grupta meydana
gelen kan glukoz seviyesindeki diisiisiin tiim gruplara goére anlamli oldugu
gozlenmistir (p<0,05). Bu durumun, enterik kaplamanin sert jelatin kapsiilleri ve
dolayisiyla insiilin iceren nanopartikiilleri gastrik yikimdan korumasindan,
nanopartikiillerin {iretiminde kullanilan sodyum aljinatin mukoadezif 06zelligi
sebebiyle mukus tabakasma penetrasyonu saglayarak emilim bolgesindeki tutulum
stiresini ve dolayisiyla insiilinin salim siiresini uzatmasindan (Sarmento ve ark., 2007)
ve He ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢calismada da (2013) gosterdikleri gibi protamin

stilfatin hiicresel alimi arttiric etkisinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Hazirlanan nanopartikiillerin gastrointestinal kanaldaki dagilimimi belirlemek
amactyla FITC isaretli nanopartikiil iceren enterik kapl sert jelatin kapsiillerin oral
yolla verildigi ¢alismanin sonucunda ise nanopartikiillerin ¢oktan aza dogru sirasiyla;
st jejunum, alt jejunum, doudenum, ist ileum, alt ileumda biriktigi gézlenmistir
(Sekil 3.23). Bu durum Eudragit L100-55 ile yapilan enterik kaplamanin intestinal
stvida ¢Ozilinerek nanopartikiillerin kapsiilden salimini sagladigmi ve floresan isaretli
nanopartikiillerin intestinal mukozadan emiliminin saglandigmni géstermektedir (Date
ve ark., 2016). Nanopartikiillerin birikiminin doudenum ve jejunum bdlgelerinde
ileum bolgesine gore daha fazla olmasmin, bu bolgelerde goblet hiicrelerinden miisin
salgisinin daha fazla olmasi ve kapsiillerden salman mukoadezif Ozellikteki

nanopartikiillerin mukus tabakasinda tutulmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir

(Date ve ark., 2016).
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5. SONUC ve ONERILER

Insiilinin  oral yolla verilisinde biyoyararlanimmmn arttirilmast  amaciyla

gercgeklestirilen bu calismada;

- Nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda polianyon olarak sodyum aljinat
ve kondrotin siilfat kullanilirken polikatyon olarak porotamin siilfat
kullanilmistir.  Kondroitin  siilfat ve protamin siilfat ile hazirlanan
nanopartikiiler sistemlerin in vitro karakterizasyonu sonucunda enkapsiilasyon
etkinliginin diisiik bulunmasi ve hizli salim saglamasi nedeniyle ¢alismalardan
cikarilmistir.

- Sodyum aljinat ve protamin yapili nanopartikiiler sistemlerin yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi, istenilen aralikta zeta potansiyeli, partikiil biiyiikliigii
ve dagilimi gosterdigi gozlenmistir. Bu sebeple ¢aligmalara bu formiilasyon
tizerinden devam edilmis, in vitro karakterizasyon ve in vivo c¢alismalar
gergeklestirilmistir.

- Calismalar sirasinda Taguchi deney tasarimi metodu kullanilmis ve bu metod
sayesinde en az sayida formiilasyon iiretilerek optimum formiiliin belirlenmesi
saglanmustir.

- In vivo ¢alismalar icin insiilin yiikli nanopartikiillerin gastrik yikimdan
korunmasini saglamak amaciyla formiilasyon sert jelatin kapsiillere
doldurulmus ve Eudragit L100-55 c¢ozeltisi ile enterik olarak kaplanmasi
saglanmistir. Kaplanan kapsiiller sicanlara gastrik gavaj yontemi ile
verilmistir.

- Hazirlanan nanopartikiillerin intestinal sistemdeki dagilimin1 gérmek amaciyla
FITC isaretli nanopartikiiller sert jelatin kapsiillere doldurulmus ve Eudragit
L100-55 ile enterik olarak kaplandiktan sonra insiilin yiiklii nanopartikiillerde
oldugu gibi si¢anlara gastrik gavajla verilmistir.

- In-vivo calismalardan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, insiilin yiiklii
nanopartikiilleri iceren enterik kapli kapsiillerin sicanlarin kan glukoz

seviyesini 8. saatte oral insiilin ¢ozeltisi ve kaplanmamis sert jelatin kapsiil
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formiillerine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diistirdiigli gozlenmistir
(p<0,05).

Nanopartikiillerin intestinal sistemdeki dagiliminin incelendigi c¢alismanin
sonucunda birikimin ¢oktan aza dogru sirasiyla {ist jejunum, alt jejunum,
doudenum, iist ileum Ve alt ileum seklinde oldugu gozlenmistir.

Sonu¢ olarak, insiilinin oral yolla verilmesini saglamak amaciyla
gergeklestirilen bu caligmada, hazirlanan formiilasyonlar ile kan glukoz
seviyesinde diisiis saglanmis olup, kan glukoz seviyesinin 24 saat biyunca
kontrol altinda tutulmasmi saglayacak bir formiilasyon ile daha etkin bir

tedavinin saglanabilecegi dngdriilmektedir.
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OZET

Oral insiilin Verilisi icin Polimerik Nanopartikiillerin Hazirlanmas: ve

Degerlendirilmesi

Diabetes mellitus (DM) tiim diinyada en ¢ok 6liimlere neden olan hastaliklar arasinda
6. sirada yer alan kronik bir hastaliktir. Insiilin, gerek insiiline bagimli diyabet (Tip 1)
ve gerekse insiiline bagimli olmayan diyabet (Tip 2) tedavisindeki en Onemli
araglardan biridir. Insiilinin bilinen en yaygin uygulama sekli subkutan enjeksiyondur.
Bununla birlikte, insiilinin viicuda subkutan yol ile uygulanmasi pek cok yan etkiye
neden olmaktadir. Fizyolojik yolag: taklit etmesi ve subkutan enjeksiyon ile goriilen
yan etkileri potansiyel bir sekilde azaltmasi nedeniyle, insiilinin oral yol ile
uygulanmasina giderek artan bir ilgi s6z konusudur. Bununla birlikte, oral yol ile
uygulanan insiilinin midedeki hizli asidik ve enzimatik yikimi, intestinal liimendeki
proteolitik enzimlerle inaktivasyonu, yiiksek molekiil agirligi ve hidrofilik 6zelligi
nedeniyle intestinal epitelden yetersiz emilimi diisik biyoyararlanima neden
olmaktadir.

Calismamizda, etkin ve gilivenilir bir diyabet tedavisi saglamak i¢in oral yol ile
uygulanacak insiilin formiilasyonlarinin gelistirilmesi planlanmistir. Bunun i¢in bir
polikatyon olan protamin ve ¢esitli polianyonlar kullanilarak iyonik ¢apraz baglama
yontemi ile insiilin iceren nanopartikiiller hazirlanmistir. Insiilin nanopartikiillerinin
hazirlanmasinda protamin ile birlikte anyonik polimer olarak sodyum aljinat ve
kondroitin siilfat kullanilmistir. Kullanilan anyonik polimerin tipi, konsantrasyonu,
protamin ile kiitle oranlar1 degistirilerek ve farkl konsantrasyonlarda insiilin ¢ozeltisi
kullanilarak optimum 6zelliklere sahip nanopartikiillerin hazirlanmasi planlanmaistir.

Hazirlanan nanopartikiiller partikiil biiylkligi ve dagilimi, zeta potansiyeli,
enkapsiilasyon etkinligi, morfolojisi, etkin madde salim profilleri, insiilinin yapisal
biitiinliigii ve stabilite acisindan degerlendirilmistir. Taguchi deney tasarimi yontemi
ile belirlenen optimum 6zelliklere sahip nanopartikiiller sert jelatin kapsiiller igine
yerlestirilmis ve nanopartikiilleri midenin asidik pH’sindan koruyarak bagirsaklarda
aci@a ¢ikmalarini saglamak amaciyla kapsiiller Eudragit L100-55 ile enterik olarak
kaplanmistir. Enterik kapli kapsiiller oral yol ile diyabetik ratlara uygulanarak
hipoglisemik etkileri incelenmistir. Hipoglisemik etki; diyabetik ratlardan belirli
zaman araliklarinda alman kan Orneklerinde glukoz seviyesini Olgerek
degerlendirilmistir. Ayrica, enterik kapli sert jelatin kapsiiller iginde diyabetik
sicanlara oral olarak uygulananan florosein izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenmis
nanopartikiiller kullanilarak nanopartikiillerin in vivo dagilimi belirlenmistir.

Sonug olarak; enterik kapl sert jelatin kapsiillere yiiklenen polielektrolit kompleks
nanopartikiillerinin, insiilinin oral yolla verilisinde etkin bir dozaj formu olarak

degerlendirilebilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Diyabet, Enterik Kaplama, Insiilin, Nanopartikiil, Oral Verilis
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SUMMARY

Preparation and Evaluation of Polymeric Nanoparticles for Oral Insulin
Delivery

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease that ranks 6th among the most deaths
worldwide. Insulin is one of the most important drugs in the treatment of both insulin-
dependent diabetes (Type 1) and non-insulin-dependent diabetes (Type 2). The most
common administration of insulin is subcutaneous injection. However, subcutaneous
administration of insulin to the body causes many side effects. There is increasing
interest in oral administration of insulin, since it mimics the physiological pathway
and potentially reduces the side effects associated with subcutaneous injection.
However, rapid acidic and enzymatic degradation of oral insulin in the stomach,
inactivation with proteolytic enzymes in the intestinal lumen, low molecular weight
and inadequate absorption from the intestinal epithelium result in low bioavailability.

In our study, it was planned to develop insulin formulations to be administered orally
to provide effective and reliable diabetes treatment. For this purpose, insulin-
containing nanoparticles were prepared by ionic cross-linking method using
protamine, a polycation, and various polyanions. In the preparation of insulin
nanoparticles, sodium alginate and chondroitin sulfate were used as anionic polymer
together with protamine. It was planned to prepare nanoparticles with optimum
properties by changing the type, concentration and mass ratio of anionic polymer to
protamine and using different concentrations of insulin solution.

The prepared nanoparticles were evaluated in terms of particle size and distribution,
zeta potential, encapsulation efficiency, morphology, drug release profiles, insulin
structural integrity and stability. The nanoparticles with the optimum properties
determined by Taguchi experimental design method were placed in hard gelatin
capsules and the capsules were enterically coated with Eudragit L100-55 to protect the
nanoparticles from the acidic pH of the stomach and to release them in the intestines.
Hypoglycemic effects of enteric coated capsules were analyzed by administering them
to diabetic rats orally. Hypoglycemic effects were deterimined by measuring glucose
levels in blood samples taken at certain time intervals. In addition, in vivo distribution
of nanoparticles using fluorescein isothiocyanate (FITC) labeled nanoparticles
administered orally to diabetic rats in enteric coated hard gelatin capsules was
determined.

As a result; it has been found that polyelectrolyte complex nanoparticles loaded into
enteric coated hard gelatin capsules can be evaluated as an effective dosage form for
oral administration of insulin.

Keywords : Diabetes, Enteric Coating, Insulin, Nanoparticle, Oral Administration
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